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Abstract 

Safety biomarkers are important for continuing new drug development while ensuring 

the subject’s safety, and for identifying the adverse events in early clinical trials and 

making decisions to stop the drug development. However, safety biomarkers for hepatic 

steatosis and steatohepatitis have not been established and it is a concern in drug 

development. Researches about safety biomarkers for hepatic steatosis and steatohepatitis 

have been actively conducted and mainstream approach is blood tests. Several promising 

blood test markers have been reported. However, there are some concerns, and it has not 

yet reached practical use. Therefore, in this study, I focused on MRI, which is not yet 

widely used as a safety biomarker detection method, and aimed to establish safety 

biomarkers for hepatis steatosis and steatohepatitis using MRI. 

In Chapter 2, I compared the usefulness of blood tests and MRI tests by using a non-

diffuse hepatis steatosis rat model, which is considered to be difficult to evaluate among 

hepatic steatosis. The results showed that it was difficult to detect non-diffuse hepatic 

steatosis through blood tests, but it was possible through MRI tests. The reason for this 

was considered to be that blood tests reflect the overall condition of the liver, whereas 

MRI tests allow for local evaluation. Therefore, it was suggested that MRI tests has the 

potential to be more useful as a safety biomarker detection method than blood tests. 

In Chapter 3, based on the usefulness of MRI shown in Chapter 2, I examined how to 

differentiate between hepatic steatosis and early steatohepatitis using MRI. In the 

development of drug-induced steatohepatitis, reactive oxygen species (ROS) has been 

reported to be excessively generated in the liver. Therefore, I focused on nitroxyl radical, 

which are used for ROS imaging. The results showed that early steatohepatitis could be 

noninvasively differentiated from hepatic steatosis in mice by using nitroxyl radical as an 
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MRI contrast agent.  

These results in Chapter 2 and 3 suggested that MRI has the potential to accurately 

evaluate even non-diffuse lesions and to differentiate between hepatic steatosis and early 

steatohepatitis. Therefore, MRI warrants consideration as a candidate monitoring method 

for differentiating between early drug-induced steatohepatitis and hepatic steatosis in 

drug development. 
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要旨 

安全性バイオマーカーは、被験者の安全性を確保しながら新薬開発を継続す

るために、また臨床試験早期に有害事象を把握し開発中止判断をするために、非

常に重要である。しかしながら、脂肪肝及び脂肪肝炎の安全性バイオマーカーは

確立されていないため、医薬品開発上の課題となっている。脂肪肝及び脂肪肝炎

の安全性バイオマーカーは盛んに研究が行われており、主流は血液検査である。

いくつか有望な血液検査項目が報告されているが、課題があり、未だ実用に至っ

ていない。そこで本研究では、安全性バイオマーカー検出法としては未だ普及し

ていない MRI に着目し、MRI を用いた脂肪肝及び脂肪肝炎の安全性バイオマー

カーの確立を目指した。第二章では、脂肪肝のなかでも評価が難しいと考えられ

る非びまん性脂肪肝モデルラットを用いることで、血液検査と MRI 検査の有用

性を比較した。結果、肝臓全体の状態を反映する血液検査は非びまん性病変を検

出することが難しいが、局所的な評価が可能な MRI 検査は非びまん性病変であ

っても正確に定量評価できることが明らかとなり、血液検査に比べ MRI 検査は

安全性バイオマーカー検出法として有用である可能性が示された。第三章では、

第二章にて示した MRI の有用性を踏まえ、MRI を用いた脂肪肝と早期脂肪肝炎

を区別する方法について検証した。薬剤性脂肪肝炎では、活性酸素種（ROS）が

過剰生成されると報告されている。そこで、ROS のイメージングに使用される

ニトロキシルラジカルに着目した。結果、ニトロキシルラジカルを MRI 造影剤

として用いることで、マウスにおける脂肪肝と早期脂肪肝炎を区別できること

が示唆された。以上の結果から、非びまん性病変であっても正確に評価でき、ま

た脂肪肝と早期脂肪肝炎を区別できる可能性のある MRI は、脂肪肝及び脂肪肝

炎の安全性バイオマーカー検出法として有望な候補の一つであることが示唆さ

れた。 
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第一章：研究背景 

1.1 バイオマーカー 
2015～ 2019 年に U.S. Food and Drug Administration (FDA)及び European 

Medicines Agency(EMA)に承認された医薬品の約 65%は、少なくとも 1 つのバイ

オマーカーを開発の過程で使用している (Gromova et al., 2020)。この事実から明

らかなように、近年の新薬開発においてバイオマーカーは無くてはならない重

要なツールとなっている。バイオマーカーの定義は一義的ではなく、FDA-

National Institutes of Health(NIH) biomarker working group は“正常な生物学的プロ

セス、病原性プロセス、または曝露や介入に対する反応の指標として測定される、

定義された特性”として (FDA-NIH Biomarker Working Group, 2016)、また EMA

は“人間及び動物の体の過程もしくは疾患を追うのに使われる、血液、その他体

液、もしくは組織において認められる生物学的な分子”として定義している 

(EMA, 2020)。新薬開発においてバイオマーカーが多用されるのは、新薬開発の

迅速化、効率化、正確性向上に有用だからである。例えば、薬力学応答バイオマ

ーカーの活用によって新薬の効果をより早期にかつ正確に確認することや、予

測バイオマーカーの活用によって新薬への応答可能性が高い患者集団を絞った

臨床試験を実施することなどが可能となる (Califf, 2018)。 

 

1.2 安全性バイオマーカー 
安全性バイオマーカーは、新薬開発において多用されるバイオマーカーの一

つである。医療介入の前後に測定されることで、有害事象としての毒性の可能性、

存在、または程度を示すことができる (Califf, 2018)。安全性バイオマーカーの確

立により、副作用リスクがあっても、被験者の安全性を確保しながら新薬開発を

継続することが可能となる。また、臨床試験は段階が進むほど高額の投資が必要
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であるため、臨床試験早期に有害事象を把握し開発中止判断をすることは、製薬

企業にとって大きな利点となる。そのため、安全性バイオマーカーは新薬開発に

おいて重要視されている。標準的に用いられている安全性バイオマーカーとし

ては、臨床検査値やバイタルサインなどが挙げられる。さらに、非臨床安全性試

験の結果から標準的な安全性バイオマーカーでは検出できない有害事象が臨床

試験において発生する可能性が示唆される場合は、臨床試験で追加の安全性バ

イオマーカーを設定する。例えば、致死性不整脈リスクがある新薬を開発する場

合、標準的な 12 誘導心電図検査に加え、ホルター心電図検査を実施することで、

QT/QTc 間隔の延長について精査する。また腎障害リスクがある新薬を開発する

場合、標準的な blood urea nitrogen (BUN)、血清クレアチニンだけでなく、kidney 

injury molecule 1(Kim-1)、アルブミン、クラステリン、trefoil factor 3(TFF-3)、総

蛋白、シスタチンＣ、β2－マイクログロブリンを臨床検査項目に追加することで、

検出感度を向上させる (Dieterle et al., 2010)。安全性バイオマーカーは、臨床試

験に先立ち非臨床安全性試験でその有用性を示す必要があるため、臨床及び非

臨床の両方で一貫して使用できる方法でなければならない。また、回復が見込ま

れない重篤な症状に至る前の早期病変を正確に検出することが求められる。さ

らに、有害事象の有無を経時的に複数回評価するため、侵襲性の低い手法である

ことも必要である。 

 

1.3 脂肪肝、脂肪肝炎 

肝臓は薬物の取り込み、代謝、排泄において中心的な役割を果たし、毒性の影

響を受けやすい臓器の一つである。肝臓の毒性所見の例として、薬剤性脂肪肝及

び脂肪肝炎がある。アミオダロン、タモキシフェン、バルプロ酸などの医薬品が 

(Kolaric et al., 2021, Fontana et al., 2023)、また時に新薬候補物質が脂肪肝及び脂肪
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肝炎を引き起こすことが知られる。脂肪肝及び脂肪肝炎は、肝細胞に脂質が蓄積

する点は共通だが、脂肪肝は他に形態学的異常を伴わないのに対し、脂肪肝炎は

炎症を伴う点で区別される。 

一般診療で認められる脂肪肝及び脂肪肝炎は、その原因によって診断名が異

なり、薬剤性脂肪肝・脂肪肝炎に加え、アルコール性脂肪肝・脂肪肝炎、non-

alcoholic fatty liver disease(NAFLD)(あるいは metabolic dysfunction-associated fatty 

liver disease)・non-alcoholic steatohepatitis(NASH)などが知られる。いずれも脂肪

肝及び脂肪肝炎の有無は、血液検査、イメージング検査、生検などによって診断

されている。症状や身体所見は、特に病態早期では認められない、もしくは疲労

や倦怠感など非特異的な所見が認められるのみであるため、診断に活用される

ことはまれである。血液検査では、肝障害血漿マーカーとして知られる alanine 

aminotransferase (ALT)、aspartate aminotransferase (AST)、alkaline phosphatase (ALP)、

ビリルビンなどが使用されている。イメージング検査では、肝臓中の脂肪を検出

することを目的とし、簡便であり検査費が比較的安価な超音波が使用される場

合が多い。生検は脂肪肝と脂肪肝炎を区別し確定診断できる現状唯一の方法で

あるが、侵襲性があるため一般的なスクリーニングでは推奨されていない 

(Devarbhavi et al., 2021, Fontana et al., 2023)。 

 

1.4 脂肪肝、脂肪肝炎の安全性バイオマーカー 

非臨床安全性試験で認められる薬剤性脂肪肝は、脂肪沈着の程度が高度で肝

障害血漿マーカーの上昇を伴う場合には有害な所見と判断される場合があるが、

一般に良性であり非有害な所見として考えられている (Amacher, 2011, Kerlin et 

al., 2016)。しかしながら、脂肪肝は脂肪肝炎に進展する可能性を有する。薬剤性
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脂肪肝炎は組織障害を伴うため明らかに有害な所見である。さらに、薬剤性脂肪

肝炎における炎症が慢性化すると肝線維化、肝硬変、ひいては肝細胞癌に進展す

るリスクがある (Berardo et al., 2020)。したがって、薬剤性脂肪肝炎と、薬剤性脂

肪肝炎に進展しうる薬剤性脂肪肝の両方が医薬品開発の課題と考えられている。

薬剤性脂肪肝や早期の薬剤性脂肪肝炎は多くの場合休薬により回復するため 

(Ramachandran et al., 2009)、安全性バイオマーカーがあれば、適切なタイミング

で休薬の必要性を判断し服薬者の安全性を担保することができる。しかし、一般

診療で有用な診断方法である肝障害血漿マーカー、超音波、生検は安全性バイオ

マーカーとしては適していない。肝障害血漿マーカー及び超音波は、早期病変の

検出や脂肪肝と脂肪肝炎の区別が困難であり、生検は侵襲的なため実施回数が

制限されるためである (Wong et al., 2018, Fontana et al., 2023)。そのため、薬剤性

脂肪肝及び脂肪肝炎の安全性バイオマーカー研究が盛んに行われている。 

現在の薬剤性脂肪肝及び脂肪肝炎の安全性バイオマーカー研究の主流は、血

液検査である。いくつか有望なバイオマーカーが報告されており、例えば

Cytokeratin 18、miR-122、Glutamate dehydrogenase(GLDH)などが挙げられる 

(Pavlik et al., 2019, Roth et al., 2020)。しかしながら、肝臓以外の臓器障害によっ

ても変動が認められることや、顕著な肝毒性がなくても変動が認められる場合

があることなどが課題となり、未だ安全性バイオマーカーとして確立されるに

至っていない (Pavlik et al., 2019, Tamber 2023)。他に薬剤性脂肪肝及び脂肪肝炎

の安全性バイオマーカーとしての活用が期待される手法として、イメージング

検査がある。超音波と同様に肝臓中の脂肪を検出できるイメージング装置とし

て、computerized tomography (CT)と magnetic resonance imaging(MRI)がある。臨床

のメタ解析では、これらイメージング検査のなかでは MRIと MRI の一手法であ
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る 1H-magnetic resonance spectroscopy（1H-MRS）が肝臓中脂肪の検出法として優

れていることが示唆されている (Bohte et al., 2011)。しかしながら、安全性バイ

オマーカーとして使用された実績は未だなく、また脂肪肝と脂肪肝炎を区別す

る方法は未だ確立されていない。 

 

1.5 本研究の目的 

以上の背景より、本研究では、脂肪肝及び早期脂肪肝炎の安全性バイオマーカ

ー検出法の確立を目指した。検出法としては、血液検査が長年研究の主流であり

ながら未だ課題があることを踏まえ、MRI を選択した。MRI は、臨床及び非臨

床の両方で一貫して使用でき、侵襲性の低い手法である。肝臓中脂肪量の評価に

ついては一定の実績があるため、脂肪肝と早期脂肪肝炎を正確に検出できる手

法を見い出すことができれば、脂肪肝及び脂肪肝炎の有望な安全性バイオマー

カー検出法になりうると考えられた。 

第二章では、安全性バイオマーカーの測定手法としての MRI の有用性を検証

した。すなわち、脂肪肝のなかでも評価が難しいと考えられる非びまん性病変を

用いることで、安全性バイオマーカー研究の主流である血液検査と MRI 検査の

有用性を比較した。第三章では、第二章にて示した MRI の有用性を踏まえ、MRI

を用いた脂肪肝と早期脂肪肝炎の区別する方法について検証した。 
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第二章：非びまん性脂肪肝モデルラットにおける 1H-MRS と

血液生化学検査の比較 

2.1 背景と目的 

薬剤性を含む脂肪肝及び脂肪肝炎は、病変パターンが 2 つに大別されること

が臨床研究で報告されている (Venkatesh et al., 2016; Calistri et al., 2021)。1 つは

肝臓全体に病変が認められるびまん性パターンであり、最も一般的である。もう

1 つは肝臓の一部にのみ病変が認められる非びまん性パターンである。地図状、

巣状、多巣状、被膜下性、血管周囲性などに細別される。非びまん性病変は検査

部位によって病変の有無や程度が異なるため、肝臓全体の状態が反映される血

液検査では過小評価になる可能性があると考えられた。一方、肝臓全体を観察で

きる MRI 検査は病変パターンによらず正確に評価できることが期待された。し

かしながら、肝病変の病変パターンを特定したうえで血液検査と MRI 検査の有

用性を検証した報告はなく、不明である。 

そこで、本章では非びまん性病変の検出に着目し、血液検査と MRI 検査の有

用性について検証した。MRI 検査の手法としては 1H-MRS に着目した。1H-MRS

は、水と脂肪、さらには脂肪分子内の官能基ごとにプロトン周囲の環境が異なる

ため、同じプロトンであっても共鳴周波数がそれぞれ異なることを利用し、組織

中の脂肪量を定量評価できる検査法である。臨床及び非臨床において肝臓中脂

肪量を正確に測定できると報告されている手法であり(Szczepaniak et al., 2005; 

Leiber et al., 2015, Marsman et al., 2010, Kim et al. 2022)、生検に代わる golden 

standard になりうると期待されているため、選択した。 
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2.2 方法 

2.2.1 動物 

第二章及び第三章におけるすべての動物実験は、住友ファーマ株式会社の実

験動物委員会及び大阪大学動物福祉委員会によって承認されている。 

実験には、15 例の雌性 Slc:Wistar ラット（日本エスエルシー株式会社）を用い

た。ラットは餌と水を自由に摂取させ、室温 24 ± 2°C、湿度 55±10%、12 時間明

期 12 時間暗期に制御された動物室において個別飼育した。 

1 週間の順化期間中は標準的な飼料である CE-2（日本クレア株式会社）を摂

餌させた。15 日間の投与期間において、メチオニンコリン欠乏食(Methionine 

choline deficient diet: MCDD)(オリエンタル酵母株式会社）を MCDD 群 11 例に、

CE-2 を対照群 4 例に摂餌させた。12 時間以上絶食させた後、MCDD 群 8 例及び

対照群全例を 1H-MRS、病理組織学的検査、血液生化学検査に供した。MCDD 群

の残り 3 例は、絶食後に病理組織学的検査及び血液生化学検査に供した。 

 

2.2.2 in vivo MRI 及び 1H-MRS 

MRI 及び 1H-MRS 検査は 11.7T vertical-bore Bruker Avance II imaging system 

(Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany) 及び 33 mm のボリューム高周波コイル 

(Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany)を用いて実施した。呼吸数は physiological 

monitoring system（SA Instruments, Stony Brook, NY, USA）を用いてモニターし、

体温は加熱パッドに水を循環させることで 36.0 ± 0.5°C に維持した。 

1H-MRS のボクセル位置を決定するために、肝臓全体に対して冠状断、軸位断、

矢状断の T2 強調画像を rapid acquisition with relaxation enhancement (RARE）シー

ケンスを用いて取得した。撮像パラメーターは以下の通りである。 

Rare Factor 16, repetition time/echo time (TR/TE) 5000 msec/51 msec, field of view 30 
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× 30 mm, matrix of 256 × 256 pixels, 20 slices with thickness = 1.0 mm, and 4 NEX 

ボクセルは肝臓の主要な血管を避け、外側左葉、外側右葉、尾状葉の 3 か所に

設置した。また冠状断、軸位断、矢状断の T2 強調画像によって、ボクセルに肝

臓以外の組織が含まれていないことを確認した。それぞれのボクセルにおける

データは point-resolved spectroscopy (PRESS) シーケンスを用いて取得した。撮

像パラメーターは以下の通りである。 

TR/TE 5000 msec/11 msec, voxel dimensions 2 × 2 × 2 mm3, spectral width = 4000 Hz, 

8K data points, 8 NEX, and no water suppression 

1H-MRS データは、LCModel ソフトウェア (version 6.3-1L; Stephen Provencher, 

Oakville, Ontario, Canada)を使って解析した (Provencher, 1993)。SPTYPE は liver-

11 とした。LCModel ソフトウェアでは、内部シミュレーションでピークと半値

幅をもとに単純な Gaussian カーブとの自動ピークフィットを行うことで、脂肪

成分についての解析が可能となる。ピークフィットした際の推定標準偏差が 5%

未満であるピークのみ、有意な検出と判断した。1H-MRS における肝脂肪分画 

(hepatic fat fraction: HFF)は 1.3 ppm におけるメチレンピーク下面積を 1.3 ppm に

おけるメチレンピーク下面積と 4.7 ppm における水ピーク下面積の合計によっ

て除することで算出した。さらに、飽和脂肪酸指標（saturated fatty acid index:SI）

も既報を参考に算出した (Johnson et al., 2008)。 

 

2.2.3 血液生化学検査 
1H-MRS 検査あるいは絶食後、ラットはイソフルランを使用した麻酔下で放血

により安楽死させた。MCDD 群から採取した血液をヘパリンリチウム入り採血

管（キャピジェクトⅡ、テルモ）で抗凝固処理後、冷却下で遠心分離により血漿

を得た。自動分析装置（JCA-ZS050、日本電子株式会社）を用いて、血漿中のト
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リグリセライド、総コレステロール、ALT、AST を測定した。 

 

2.2.4 病理組織学的検査 

採血後、肝臓を採材し、10%中性緩衝ホルマリン液に浸漬した。外側左葉、外

側右葉、尾状葉をパラフィン包埋し、薄切後、ヘマトキシリンエオジン 

(hematoxylin and eosin: HE)染色し、光学顕微鏡下で観察した。さらに、それぞれ

の肝葉における肝臓脂肪面積率 (hepatic fat area ratio: HFAR)を算出するため、組

織切片全体を Aperio AT2 whole digital scanner を使ってスキャンした。Aperio 

Imagescope (Leica Biosystems Imaging Inc., Vista, CA, USA)に搭載されている

nuclear algorithm を肝臓組織中の空胞を認識するように調整し、空胞面積を定量

した。さらに、Aperio Imagescope に搭載されている positive pixel count algorithm

を HE 染色陽性領域を認識するように調整し、空胞を除いた肝臓面積を定量し

た。それぞれの肝葉における HFAR は、空胞面積を空胞面積と空胞を除いた肝

臓面積の和によって除することによって算出した。 

 

2.2.5 統計学的解析 

HFAR と HFF、HFAR と各血液生化学パラメーター、HFF と SI の相関はスピ

アマンの順位相関係数 (r) によって評価した。P < 0.05 を統計学的に有意差あり

と判断した。すべての統計解析は GraphPad Prism 9.3.1 (GraphPad Software Inc., 

San Diego, CA, USA)を使って行った。 

 

2.3 結果 

2.3.1 肉眼及び病理組織学的検査 

MCDD 群における肉眼検査では、8/11 例で肝臓の部分的な退色が認められ、
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残りの例では異常は認められなかった。外側左葉、内側左葉、尾状葉が退色し、

他葉に異常は認めない像が典型的であった (図 2-1A, 1B)。 

MCDD 群における病理組織学的検査では、外側左葉及び尾状葉において中等

度～高度の肝細胞空胞化が、また外側右葉において異常なし、もしくは軽微～軽

度の肝細胞空胞化が認められた。数例において、1 つの肝葉内に脂肪沈着の明ら

かな不均一性が認められた (図 2-1C)。肝細胞における空胞は大滴性で、小葉中

心性に認められた (図 2-1D, 1E, 1F)。対照群における肉眼検査及び病理組織学的

検査では、異常は認められなかった。 
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MCDD 群の全例において、HFAR は外側右葉に比べ外側左葉及び尾状葉にお

いてより高値であった。外側左葉、尾状葉、外側右葉における平均 HFAR はそ

れぞれ 0.14 ± 0.11, 0.09 ± 0.09 and 0.01 ± 0.01 であった (図 2-2)。 

図 2-1 MCDD 群の肉眼及び病理組織像 

(A, B) MCDD 群における、典型的な肝臓の腹側(A)及び背側(B)肉眼像。外

側左葉(白色矢)、左側中葉(黒色矢)、尾状葉(緑色矢)は退色し、他葉に異常

は認められない。スケールバー 1cm。(C) 代表例の HE 標本低倍像。左上、

左下、右の肝葉は、それぞれ外側左葉、外側右葉、尾状葉。黒色矢頭で示す

部位に比べ白色矢頭で示す部位の方がより空胞が多く認められ、同一葉内

における脂肪沈着の不均一性が示唆された。スケールバー 4mm。(D, E, F) 
図 2-1C の高倍像。外側左葉 (D)、尾状葉(E)において、それぞれ重度、軽微

な肝細胞の空胞化が認められ、外側右葉(F)においては肝細胞の空胞化は認

められなかった。スケールバー 200 μm。 
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2.3.2 in vivo MRI 及び 1H-MRS 

MCDD 群全例の肝臓において、T2 強調画像における非びまん性の高信号が観

察された。信号強度は外側左葉及び尾状葉において高く、外側右葉では低いもし

くは認められなかった (図 2-3A, 3B, 3C)。対照群の肝臓において、T2 強調画像

で異常は認められなかった。 

 

図 2-2 MCDD 群における、外側左葉、尾状葉、外側右葉の HFARs 

同色のプロットは、同一動物のデータを示す。各葉の平均値をバーで示す。 

A B C 

図 2-3 MCDD 群代表例の肝臓軸位断 T2 強調画像及びボクセル位置 

(A, B, C) MCDD 群の肝臓軸位断 T2 強調画像において、外側左葉及び尾状葉に高信

号が認められたが、外側右葉では認められなかった。黄色四角は、外側左葉(A)、尾

状葉(B)、外側右葉(C)における MRS のボクセル位置を示す。 
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T2 強調画像で高信号となった MCDD 群の肝葉において、0.9-5.3 ppm に最大

９つの脂質由来のピーク及び 4.7 ppm に水由来のピークが認められ、脂質の沈着

が示唆された (図 2-4)。対照群では水由来のピークのみが認められ、ほとんど脂

質が沈着していないことが示唆された。 

 

図 2-4 MCDD 群の代表的な 1H-MRS スペクトル 

水と脂質官能基のケミカルシフトを次に示す。Acyl: -CH3 at 0.9 ppm, Acyl: -
(CH2)n- at 1.3 ppm, Acyl: -CO-C-CH2- at 1.6 ppm, Acyl: =C-CH2-C- at 2.1 ppm, Acyl: -
CO-CH2- at 2.3 ppm, Acyl: =C-CH2-C= at 2.8 ppm, Glyceryl: -CH2- at 4.1 ppm and 4.3 
ppm, Water at 4.7 ppm, and Acyl: -CH=CH- at 5.3 ppm. 

 

MCDD 群の外側左葉、尾状葉、外側右葉における平均 HFF は、それぞれ 0.40 

± 0.17, 0.26 ± 0.19, and 0.01 ± 0.03 であった。それぞれの肝葉における HFF と

HFAR には強い相関が認められた (r = 0.78, p < 0.0001) (図 2-5)。MCDD 群の外側

左葉及び尾状葉における平均SIはそれぞれ 0.72 ± 0.11, and 0.73 ± 0.11であった。

MCDD 群の外側右葉における SI は、計算に必要なピークが有意に検出されなか
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ったため、求めることができなかった。HFF と SI に相関は認められなかった (r 

= 0.20, p = 0.61)。 

 

 
図 2-5 MCDD 群における、各肝葉の 1H-MRS スペクトルから算出された HFF と病理組織

標本から算出された HFAR の相関 

 
HFFとHFARには強い相関が認められた (Spearman coefficient, r = 0.78, p< 0.0001)。 

 

2.3.3 血液生化学検査 

MCDD 群において、トリグリセライド、総コレステロール、ALT、AST の平

均値はそれぞれ、19.55 ± 5.88 mg/dL, 65.73 ± 9.05 mg/dL, 75.09 ± 49.94 U/L, 144.73 

± 72.33 U/L であった。トリグリセライド、総コレステロール、ALT、AST の値

と個々の平均 HFAR の間に相関は認められなかった。同様に、トリグリセライ

ド、総コレステロール、ALT、AST の値と個々の最高 HFAR の間にも相関は認

められなかった(表 2-1)。 
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表 2-1 MCDD 群における血液生化学検査値と HFAR の相関 

 
r: Spearman coefficient 

 

2.4 考察 

2.4.1 非びまん性脂肪肝モデル 

これまで非臨床において非びまん性脂肪肝あるいは脂肪肝炎が認められたと

いう報告はなかったが、私は本実験において MCDD を用いてラットに非びまん

性脂肪肝を誘発できることを見出した。MCDD 誘発性脂肪肝の脂肪沈着パター

ンについて明言した報告は少ないが、イメージング検査を実施した論文におい

て、びまん性脂肪肝の誘発が示唆されている (Miyata et al., 2011)。本実験の条件

で非びまん性脂肪肝が誘発されたメカニズムは不明であるが、肝葉における機

能的不均一性が関与している可能性が考えられた (Palladini et al. 2019)。例えば、

Wistar ラットに 8 週間 MCDD を摂餌させると、脂質過酸化マーカーであるチオ

バルビツール酸反応性物質（thiobarbituric acid reactive substances, TBARS）濃度

が、内側葉及び右葉に比べ左葉において有意に高値となることが報告されてい

る。さらに、標準的な飼料を与えた Wistar ラットにおいて、ROS 量及び TBARS

濃度が、右葉に比べ左葉において有意に高値となることが知られる (Palladini et 

al. 2019)。ROS 過多が脂肪肝を誘発する場合があることを考慮すると (Zhang et 
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al. 2019)、Wistar ラットでは右葉に比べ左葉において ROS 高値となる傾向にあ

り、本実験において外側右葉に比べ外側左葉において脂質高値となった可能性

が示唆された。 

 

2.4.2 非びまん性脂肪肝モデルにおける 1H-MRS の定量性について 

本実験では HFF と HFAR に有意な相関が認められ、1H-MRS は非びまん性脂

肪肝を正確に定量評価可能であることが明らかとなった。Marsman らは既に

MCDD 誘発性脂肪肝モデルラットを用いて HFF と HFAR が有意に相関するこ

とを示している (Marsman et al., 2010)。しかし、Marsman らはびまん性脂肪肝を

呈したラットを用いたため、本実験が非びまん性脂肪肝において HFF と HFAR

が有意に相関することを示した初めての報告となる。また本実験と Marsman ら

の報告から、1H-MRS は脂肪沈着パターンに寄らず肝臓中脂肪量を正確に定量で

きることが示された。臨床において薬剤性脂肪肝はびまん性、非びまん性の両方

が報告されているため、どちらも正確に評価できる 1H-MRS は安全性バイオマ

ーカー検出法として有用である可能性が示唆された。 

1H-MRS では、検査者がボクセル位置を任意の場所に設定することができる。

これは、非びまん性脂肪肝の評価に有用と考えられた。T2 強調画像において高

信号を示す領域を選び、その場所にボクセルを設定することは、各例における最

も重度の脂肪沈着部位を定量評価できる可能性が高い。飽和脂肪酸を含むいく

つかの脂質成分の増加は、後述の通り NASH を誘発することが示唆されている

ため (Geng et al. 2021, Chiappini et al. 2017)、各例における最も高度な脂肪沈着部

位の定量評価は、各例の状態を正確に把握するだけでなく、NASH への進展を予

測する上でも有用であると考えられた。 

HFF と HFAR の相関を示したグラフにおいて、いくつかのプロットは線形相
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関から外れた。外れた理由として、病理組織学的検査に使われた肝部位と 1H-

MRS 検査に使われた肝部位が完全には一致していないことが考えられた。

MCDD 誘発性非びまん性脂肪肝モデルにおいて、明らかな脂質沈着の不均一性

は、肝葉間だけでなく同一の肝葉内においても認められた。故に、検査部位の不

一致が評価精度に大きな影響をもたらしたと考えられた。また、HFF と HFAR

の算出方法の違いも理由として考えられた。HFF は 3 次元のボクセルを算出範

囲としているのに対し、HFAR は 2 次元の病理組織切片を算出範囲としている。

また、HFF は可動性トリグリセライドに対する可動性水の比を脂質の指標とし

ているのに対し、HFAR は肝臓面積に対する空胞面積の比を脂質の指標として

いる。故に、HFF と HFAR では肝組織中脂肪率を算出するために着目している

対象が異なるため、線形相関から外れたプロットが認められた可能性が考えら

れた。 

 

2.4.3 非びまん性脂肪肝モデルにおける血液検査の定量性について 

本実験において、血液生化学検査値は HFAR と相関しなかった。一方、Leiber

らは MCDD 誘発性脂肪肝ラットにおいて、血中トリグリセライド値と血中総コ

レステロール値が肝臓中総トリグリセライド量と有意に負の相関を示すことを

示しており(Leiber et al., 2015)、本実験の結果に反する。本実験の結果と Leiber ら

の結果が異なった原因として、脂肪沈着パターンが関連すると考えられた。

Leiber らの報告で示された MR 画像は、MCDD によってびまん性脂肪肝が誘発

されたことを示唆している。びまん性脂肪肝を呈したヒトにおいても肝葉間に

脂肪沈着量の差があることが報告されているが (Bonekamp et al. 2014)、肝葉間

の脂肪沈着量の差がびまん性脂肪肝に比べ非びまん性脂肪肝で大きいことは明

らかである。したがって、血液検査値が肝臓全体の状態を反映することをふまえ
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ると、本実験で血液生化学検査値と HFAR に相関が認められなかった原因は非

びまん性の脂肪沈着パターンにある、つまり血液検査は病変パターンによって

検出精度が変わる可能性があると考えられた。 

 

2.4.4 1H-MRS 以外の MRI を用いた脂肪肝定量評価法について 

1H-MRS と同様に脂肪肝を定量評価可能な手法として、MRI-based proton 

density fat fraction(MRI-PDFF)が知られる。MRI-PDFF も、水のプロトンと脂肪の

プロトンの共鳴周波数が異なることを利用して、HFF を算出可能である。ただ

し算出方法に違いがあり、1H-MRS では得られたスペクトルのピーク下面積値を

使って HFF を算出するのに対し、MRI-PDFF は水及び脂肪分画画像から算出す

る。脂肪肝の定量評価において、1H-MRS によって算出した HFF だけでなく、

MRI-PDFF によって算出した HFF も病理組織検査結果と強く相関することが示

されている (Kim et al. 2022)。MRI-PDFF にはない 1H-MRS の利点として、脂質

ピークの描出が挙げられる。1H-MRS によって描出されたピークは、飽和、不飽

和、多価不飽和脂肪酸指標の算出に使うことができる (Johnson et al. 2008)。本実

験においても、描出されたピークを使って SI を算出した。結果、SI は HFF と相

関しない、つまり SI は必ずしも総脂質量と正比例しないことが分かり、SI は

HFF に追加して計測する意義のある指標である可能性が示唆された。飽和脂肪

酸を含むいくつかの脂質は毒性を有し、脂肪肝から NASH への進展に関与する

ことが示唆されている (Geng et al.2021)。肝臓中飽和脂肪酸は、健常人及び脂肪

肝患者に比べ NASH 患者で増加しており、飽和脂肪酸高値は肝毒性を有するこ

とが in vitro 試験で示されている (Chiappini et al.2017)。これらの所見は、肝臓の

特定の部位における飽和脂肪酸高値が、同部における NASH を誘発する可能性

があることを示唆する。故に、1H-MRS によって脂質ピークを描出し、飽和脂肪
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酸を算出することは、脂肪肝をモニターすることだけでなく、NASH のバイオマ

ーカーとしても有用である可能性があるが、1H-MRS によって脂肪肝から NASH

への進展を検出できるかを示すにはさらなる実験が必要と考えられた。 

 

2.4.5 結論 

本章では、1H-MRS 検査値は非びまん性脂肪肝の病理組織学的定量値と相関す

るが、血液生化学検査値とは相関しないことを初めて示した。既報より、1H-MRS

検査値はびまん性脂肪肝の病理組織学的定量値と相関することが示されている。

したがって、薬剤性脂肪肝で認められるびまん性及び非びまん性脂肪肝の両方

を正確に定量評価できる 1H-MRS は、血液検査よりも有用な安全性バイオマー

カー検出法である可能性が示唆された。 
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第三章：ニトロキシルラジカルを用いた MRI における脂肪

肝と脂肪肝炎の区別 

3.1 背景と目的 

第二章において示された MRI の有用性をふまえ、本章では MRI を用いた脂肪

肝と早期脂肪肝炎を区別する方法について検証した。薬剤性脂肪肝炎の発症に

はミトコンドリアの機能障害が重要な役割を担うと考えられている。ミトコン

ドリアの機能障害は、酸化的リン酸化やミトコンドリア呼吸鎖阻害によって引

き起こされることがある (Schumacher et al. 2015)。これらの障害が発生すると、

活性酸素種(Reactive oxygen species; ROS）の生成が増加する。実際に、動物及び

HepG2 細胞を用いた実験において、イリノテカン、メトトレキサート、バルプ

ロ酸、アミオダロン、オキサリプラチンなどによって誘発された薬剤性脂肪肝炎

における ROS 生成の増加が報告されている (Abo-Haded et al., 2017, Donato et al., 

2009, Liu et al., 2022, Lu et al., 2019)。ROS は炎症反応の進行における重要なシグ

ナル伝達分子である。肝臓における ROS 濃度の上昇は、炎症メディエーターに

寄与する可能性があるため、ROS と炎症は相互作用し、相互強化の悪循環をも

たらすと考えられている (Ma et al., 2021, Duvigneau et al., 2019)。これは、脂肪肝

に比べ脂肪肝炎で ROS 生成が増加したという報告と一致する (Seki et al., 2002, 

Pirola et al., 2021)。したがって、薬剤性脂肪肝と脂肪肝炎の区別に ROS が活用で

きるのではないかと考えた。 

ROS のイメージングに関しては、electron spin resonance（ESR）のプローブや

dynamic nuclear polarization-MRI(DNP-MRI)の造影剤としてニトロキシルラジカ

ルを使用した非臨床研究が報告されている (Utsumi et al. 2006, Fujii et al. 2013, 

Eto et al., 2015)。ニトロキシルラジカルは、ROS による酸化を含む様々な生体内
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酸化還元反応に関与し、最終的には不対電子を有さないヒドロキシルアミンに

変換される (Soule et al., 2007) (図 3-1)。ESR は電子スピン信号を検出する手法で

ある。そのため ESR を用いると、ニトロキシルラジカルを生体に投与した後、

信号が徐々に減衰する様子を観察することができる。この信号変化の速度は

decay rate と呼ばれる。一方、MRI は核スピンを検出する手法であるため、電子

スピン信号の減衰を直接検出することはできない。しかし、ニトロキシルラジカ

ルが水プロトンの T1 緩和に影響を与えることによって生じる T1 強調効果を観

察することは可能である。そのため MRI を用いると、ニトロキシルラジカルを

生体に投与した後、T1 強調画像における高信号が徐々に減少する様子を観察す

ることができる。この信号変化の速度は reduction rate と呼ばれる。DNP-MRI で

は、MRI パルスシーケンスを適用する前にフリーラジカルの電子常磁性共鳴周

波数で組織を照射することで、ニトロキシルラジカルの T1 強調画像における信

号強度を増強している (Overhauser, 1953)。ニトロキシルラジカルの decay rate は、

胃潰瘍、敗血症時の頭部、筋炎などの過剰な ROS が生じた組織で高値となるこ

とが報告されている (Utsumi et al. 2006, Fujii et al. 2013, Eto et al., 2015)。しかし、

MCDD 誘発性脂肪肝炎では、正常肝臓または MCDD 誘発性脂肪肝に比べ、

reduction rate が低値であると報告されている (Nakata et al., 2017)。他の脂肪肝炎

モデルにおいても decay/reduction rate に変化が認められるのか、またその変化は

高値あるいは低値となるかは不明である。また ESR、DNP-MRI と異なり臨床普

及している MRI によって、脂肪肝と脂肪肝炎の reduction rate の違いを検出でき

るのかについても不明である。 

よって本章では、MRI を用いた脂肪肝と早期脂肪肝炎の区別を目指し、MCDD

誘発性モデル以外の脂肪肝及び脂肪肝炎モデルにおける reduction rate について

MRI を用いて検証した。実験は、ファントムを用いた実験、動物を用いた予備
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実験、本実験の順に進めた。 

 

3.2 ファントムを用いた実験 

動物実験に先立ち、ファントムを用いた実験を行った。ファントムとは、生体

を使用せずにイメージング装置や造影剤の性能確認や撮影パラメーターの最適

化などを行うための物体である。4.7T MRI において、200 mg/kg（静注）の Tempol

及び CmP はマウスにとって有害でなく、また十分なコントラストを有すること

が報告されている (Hyodo et al., 2006)。しかしながら、磁場強度の上昇に伴い T1

短縮による信号強度よりも T2 短縮による信号低下の方が優勢となるため、本実

験で用いる 11.7T MRI において 200 mg/kg（静注）が十分なコントラストを有す

るかは不明であった。そこで、動物実験に先立ち 11.7T におけるニトロキシルラ

ジカルのコントラストを確認するためのファントム実験を行った。また、ファン

図 3-1 ニトロキシルラジカルの酸化還元変換 

ニトロキシルラジカルは還元、あるいは酸化されてオキソアンモニウムカチオンに

変換された後、さらに還元されることで、ヒドロキシルアミンに変換される。これ

らの変換は可逆的であり、生体内投与後しばらくするとニトロキシルラジカルとヒ

ドロキシルアミンとの間で平衡状態になる。ニトロキシルラジカルは不対電子を持

つため、T1 増強効果を有する。対して、ヒドロキシルアミンは不対電子を持たな

いため、T1 増強効果を有さない。 
 



34 
 

トムの造影能力の指標となる緩和能(relaxivity; r1, r2)の測定も行った。 

ROS はミトコンドリア、小胞体、ペルオキシソームなどの細胞内小器官で産

生される (Ramos-Tovar et al., 2020)。そこで、市販ニトロキシルラジカルのなか

で細胞膜を通過することが知られる、4-Hydroxy-TEMPO(Tempol)と 3-Carbamoyl-

PROXYL(CmP)を本実験の造影剤候補とした。MRI における信号強度は、同濃度

で比べると Tempol より CmP の方が弱いため (Matsumoto, 2009)、ファントムを

用いた実験は CmP を用いた。 

 

3.2.1 方法 

3.2.1.1 ファントム 

CmP のファントムは、12 本の使い捨てキャピラリーピペット（ringcaps; 内径

1.89 mm, Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG, Eberstadt, Germany）を phosphate 

buffered saline (PBS) pH 7.4 で満たしたポリプロピレンチューブに静置すること

で作成した。12 本のキャピラリーピペットには、それぞれ、0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 

20, 30, 40, 50 mM の CmP を充填した。また、緩和能測定の比較対照として、臨

床で使用実績のある T1 強調造影剤である Gd HP-DO3A(ProHance, Eisai, Tokyo, 

Japan)のファントムも作成した。Gd HP-DO3A のファントムは、9 本の使い捨て

キャピラリーピペットを PBS pH7.4 で満たしたポリプロピレンチューブに静置

することで作成した。9 本のキャピラリーピペットには、それぞれ、0, 0.05, 0.1, 

0.2, 0.4, 0.7, 1, 1.5, 2 mM の Gd HP-DO3A を充填した。ファントム実験は、都度新

しく作成したファントムを用いて 3 から 4 回行った。 
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3.2.1.2 MRI 実験 

動物実験を含む以下すべての MRI 撮像は、11.7T vertical-bore Bruker Avance II 

imaging system (Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany)に送受信用のボリューム高周

波コイル（m2m Imaging Corp., Cleveland, OH, USA）を用いて実施した。 

CmP のコントラストを確認するため、fast low-angle shot (FLASH)シーケンス

を用いて T1 強調画像を取得した。各撮像パラメーターを以下に示す。 

TR/ TE = 24 msec/ 1.32 msec, FA 30°, FOV 20 mm × 20 mm, matrix of 128 × 128 pixels, 

slice with thickness = 1.5 mm, 4 NEX, and number of repetitions 1. 

T1 短縮能を表す r1 値を算出するために、saturation-recovery spin echo シーケン

スを用いて撮像した。各撮像パラメーターを以下に示す。 

16 TRs (12.711, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 2000, 3000, 5000, 10000, 

and 15000 ms), TE = 7.7 msec, matrix 128 × 128 pixels, 1 NEX, and number of repetition 

1. 

T2 短縮能を表す r2 値を算出するために、multi-echo spin echo シーケンスを用

いて撮像した。撮像パラメーターを以下に示す。 

TR = 15000 ms, TE = from 10 to 300 in increments of 10, FA 8°, FOV 25 × 25 mm, 

matrix of 192 × 192 pixels, 1 slice with thickness = 0.8 mm, 3 NEX, and number of 

repetition 1. 

 

3.2.1.3 解析 

ROI はそれぞれのキャピラリーピペットの中心に、0.9 mm2の正円で設定した。

ROI における信号強度は ImageJ (NIH, MD, USA)を用いて測定した。Contrast-to-

noise ratio (CNR)は下記の式から算出した。 



36 
 

CNR = �
𝜋𝜋
2

[SI(𝑥𝑥) − SI(0)]
SI(air)  (1) 

SI(x)、SI(0)、SI(air)はそれぞれ、CNR 算出対象の CmP が入ったキャピラリーピ

ペットにおける信号強度、PBS のみが入ったキャピラリーピペットにおける信

号強度、空気における信号強度である。CNR が 5 以上であれば、背景と十分に

区別可能なコントラストを有すると判断した (Rose, 1948)。 

r1 値、r2 値を算出するために、それぞれの濃度における T1 値、T2 値をまず

算出した。T1 値、T2 値は、SI(T1)と SI(T2)が実測の信号強度に最も近くなるよ

うに、以下の方程式を当てはめることによって決定した。 

SI(T1) =  𝑆𝑆0 �1 − exp �−
TR
T1
��  (1) 

SI(T2) =  𝑆𝑆𝑍𝑍exp �−
TE
T2
� (2) 

S0 は完全に回復したときの縦磁化強度、Sz は初期信号強度である。r1 値、r2 値

はそれぞれ、濃度に対する 1/T1 値、1/T2 値の傾きから算出した。 

 

3.2.2 結果 

CmP の r1 値、r2 値はそれぞれ 0.162 ± 0.005 mM-1s-1、0.193 ± 0.006 mM-1s-1 で、

Gd HP-DO3A の r1 値、r2 値はそれぞれ 7.210 ± 0.148 mM-1s-1、9.162 ± 0.178 mM-

1s-1 であった。 

1 mM の CmP の平均 CNR は 8.500 ± 0.960 であり、1 mM 以上の CmP は背景か

ら区別可能なコントラストを有することが分かった。 
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3.2.3 考察 

CmP の r1 値は、Gd HP-DO3A の r1 値の約 1/44 倍であり、CmP の T1 増強効

果は Gd HP-DO3A に比べかなり弱いことが分かった。これは有する不対電子の

数が CmP は 1 つであるのに対し、Gd HP-DO3A は 7 つであることが一因と考え

られた。高磁場 MRI では T1 短縮による信号強度よりも T2 短縮による信号低下

の方が優勢となる。しかし、CmP は r2 値も Gd HP-DO3A に比べ約 1/47 倍と小

さいため、低磁場 MRI と高磁場 MRI で信号強度が変わらない可能性が示唆され

た。 

CmP の CNR より、11.7T MRI において 1 mM 以上の CmP は背景から区別可

能なコントラストを有することが明らかとなった。200 mg/kg の CmP をマウス

に静注した際、最大肝臓CmP濃度は下記記載の理由より約9 mMと予測された。

よって、MRI における信号強度は、同濃度で比べると Tempol より CmP の方が

弱いことをふまえると (Matsumoto, 2009)、11.7T MRI において 200 mg/kg の

Tempol 及び CmP は肝臓に十分なコントラストをもたらすと考えられた。最大

図 3-2 ファントム 

(A) CmP(0-50 mM)を充填したファントムの T1 強調画像。(B) 濃度が増加するに

つれ、平均 CNR は増加した。プロットされた濃度は図 3-2A と同じである。1 mM
以上で平均 CNR は 5 を越え、背景から明らかに区別可能となるコントラストの

定義を満たした。 
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肝臓 CmP 濃度の予測は次の手順で行った。CmP をマウスに静注した際の血中濃

度シミュレーションでは、初期分布容積は血漿容積の 3 倍とされており 

(Matsumoto et al., 2004)、CmP は投与後すぐに組織に移行することが示唆されて

いる。CmP が全組織に均等に分布すると仮定した場合、CmP の最大肝臓濃度は

投与直後の血中濃度と同等となる。よって、予定投与量 200 mg/kg をマウスに静

注した際の最大肝臓濃度は約 9 mM と計算された。マウスの循環血液量は既報

を参照した (Diehl et al., 2001)。 

 

3.3 動物を用いた予備実験（マウス肝病変の検出） 

次に動物を用いた予備実験を行い、ニトロキシルラジカルを MRI 造影剤とし

て使用した場合、マウス肝病変における ROS 過多を検出することが可能か検証

した。造影剤としては Tempol を用いた。Tempol は CmP に比べ酸化還元電位が

低いため (Iwamoto et al., 2010)、ROS 検出感度がより高いと考え選択した。 

 

3.3.1 方法 

3.3.1.1 動物 

予備実験及び本実験において、肝病変モデルマウスは STAMTM マウス（SMC 

Laboratories, Inc., Tokyo, Japan）を用いた。STAMTM マウスは、2 日齢の雄性

C57BL/6J マウスにストレプトゾシンを投与し、4 週齢以降に高脂肪食を給餌す

ることで作製される。5～6 週齢で脂肪肝、7～8 週齢で NASH、9～12 週齢で肝

臓における線維増生、12 週齢以降で肝結節形成、そして 16 週齢以降で肝細胞癌

を呈する。12 週齢の STAMTM マウスの肝臓は ROS 過多であることが既に報告

されている (Ishikawa et al., 2014)。そこで本予備実験では、より病態が進んでい

るためさらに ROS 過多となっていることが予期される 15 週齢の STAMTM マウ
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ス 1 例を用いた。また、対照マウスとして 8 週齢の雄性 C57BL/6J マウス 1 例を

用いた。対照マウスの週齢は、本実験では 5 及び 8 週齢の STAMTM マウス及び

C57BL/6J マウスの使用を予定していたため、まずは予備的に 8 週齢を選択した。 

 

3.3.1.2 MRI 実験 

すべてのマウスは MRI 及び/あるいは病理組織学的検査の 12 時間以上前から

絶食させた。体重測定及び尾静脈へのカニュレーションの後、1-2%のイソフル

ランを用いて麻酔を維持した。呼吸数は physiological monitoring system（SA 

Instruments, Stony Brook, NY, USA）を用いてモニターし、体温は加熱パッドに水

を循環させることで 36.0 ± 0.5°C に維持した。 

まず Tempol 投与後の肝臓の撮像位置を決定するため、肝臓全体の冠状断、軸

位断、矢状断の T2 強調画像について RARE シーケンスを用いて取得した。各撮

像パラメーターを以下に示す。 

Rare Factor 16, TR/TE 3000 msec/45 msec, FOV 25 mm × 25 mm, matrix of 256 × 256 

pixels, 20 slices with thickness = 1.0 mm, and 8 NEX. 

次に、冠状断における Tempol 投与後の T1 強調画像について FLASH シーケ

ンスを用いて取得した。Tempol 200 mg/kg は撮像開始 2 分後に尾静脈カニュレ

ーションから延長したチューブを介し MRI 装置外からボーラス投与した。各撮

像パラメーターを以下に示す。 

TR/TE 24 msec/1.34 msec, scan time = 20 s, FA 30°, FOV 20 mm × 20 mm, matrix of 

128 × 128 pixels, 1 slice with thickness = 1.0 mm, 8 NEX, and number of repetitions 45. 
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3.3.1.3 解析 

ROI における信号強度を ImageJ (NIH, MD, USA)を用いて測定した。肝臓にお

ける ROI は、体動の影響が少なく、目視で確認可能な血管及び肝臓以外の組織

を避けた位置に設定した。ROI は 1.27 mm2 の正円とし、これは ROI 内に血管や

他組織が含まれないことを担保できる、概ね最大の大きさであった。 

 

3.3.1.4 病理組織学的検査 

肝臓を採材し、10%中性緩衝ホルマリン液に浸漬した。肝臓をパラフィン包埋

及び薄切後、HE 染色し、光学顕微鏡下で観察した。 

 

3.3.2 結果 

3.3.2.1 MRI 実験 

15 週齢の STAMTM マウスの T2 強調画像において、高信号の円形部位が認め

られた(図 3-3A)。8 週齢の対照マウスの T2 強調画像では、異常は認められなか

った(図 3-3B)。 

Tempol 投与後の信号強度の減衰について、図 3-3A, 3B に示す 3 か所に ROI を

設定し、測定した。投与前の平均信号強度を基準とした、信号強度変化の推移を

グラフで示す(図 3-3C)。対照マウスは最大輝度到達 40～60 秒後に投与前と同等

の輝度を示したのに対し、15 週齢の STAMTM マウスの T2 強調画像高信号部位

は最大輝度到達 20～40 秒後に投与前と同等の輝度を示した。15 週齢の STAMTM

マウスの T2 強調画像高信号部位以外は、上述 2 か所の ROI と比べ、最大信号強

度変化が低く、信号強度の推移を追うことが難しかった。 
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3.3.2.2 肉眼及び病理組織的検査 

肉眼検査では、15 週齢の STAM マウスの肝臓において複数の結節が認められ

た(図 3-4A)。病理組織学的検査では、結節部位において肝細胞腺腫が認められた

(図 3-4B)。肝細胞腺腫において、中に血液を容れた偽嚢胞を散見した(図 3-4C)。

また、結節部位以外を含め肝組織全体に肝細胞の空胞化及び炎症細胞浸潤が認

められた(図 3-4D)。対照マウスにおいて、肉眼所見及び病理組織学的所見は認め

られなかった。 

A B 

C 

図 3-3 15 週齢の STAMTM マウスにおける MRI 

(A) 15 週齢の STAMTM マウスの T2 強調画像。ピンクの破線円は T2 強調高信

号部位の ROI、青の破線円は T2 強調画像高信号部位以外の ROI を示す。(B) 8
週齢の対照マウスの T2 強調画像。黄緑の破線円は ROI を示す。 (C) 15 週齢の

STAMTMマウスのT2強調高信号部位(ピンク)、T2強調画像高信号部位以外(青)、
対照マウス(黄緑)の ROI における、投与前の平均信号強度を基準とした、信号

強度変化の推移。撮像開始後 2 分に Tempol を投与した。 
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3.3.3 考察 

T2 強調画像における高信号部位は、病理組織学検査において肝細胞腺腫を呈

していることが明らかとなった。肝細胞腺腫では血液を容れた偽嚢胞が散見さ

れたため、この血液によって T2 強調画像では高信号が描出されたと考えた。 

Tempol 投与後の信号強度変化の推移では、最大輝度到達から投与前と同等の

輝度に戻るまでの時間は、対照肝臓に比べ肝細胞腺腫で速かった。本予備実験に

おいて ROS 過多の有無は検索していないため、この違いが ROS によってもた

図 3-4 15 週齢 STAMTM マウスにおける病理像 

(A) 肉眼検査において、結節(黄色矢頭)が複数認められた。スケールバー 1cm。 
(B) 病理組織学的検査において、結節部位において肝細胞腺腫 (黄色破線)(B)が
認められた。スケールバー 2mm。(C) 同部において内部に血液を容れた偽嚢胞

が散見された。スケールバー 200 μm。(D)肝組織全体に、肝細胞空胞化、炎症

細胞浸潤が認められた(写真は非結節部位における病理組織像を示す)。スケー

ルバー 90 μm。 
 

D 

A B 

C 
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らされたかは不明である。しかし、何かしらの原因によるマウス肝臓における酸

化還元バランスの違いを、MRI 造影剤として用いた Tempol によって検出可能で

あることは本実験から示唆され、ニトロキシルラジカルを MRI 造影剤として用

いたマウス肝臓中における ROS 検出は検討する価値があると考えた。 

一方で、Tempol はマウス対照肝臓においても 40～60 秒と速やかに変換される

ことも明らかとなった。40～60 秒では Decay rate 算出に使用できるデータポイ

ント数が少なく、信頼できる decay rate を算出することは難しいと考えた。よっ

て、本実験では CmP を選択することとした。 

15 週齢の STAMTM マウスの肝細胞腺腫以外の部位では、肝細胞腺腫及び対照

肝臓に比べ、Tempol 投与後の最大信号強度変化が小さかった。原因として、肝

細胞腺腫は偽嚢胞中に貯留した血液によって Tempol が曝露されるのに対し、周

囲は腺腫による圧排等によって血流障害が生じており、肝臓に曝露した Tempol

量が少ない可能性が考えられた。そこで本実験では、対照マウスと脂肪肝炎マウ

スにおいて肝臓における血液が同等であるか、Gd 造影剤を用いて検証すること

とした。 

 

3.4 動物を用いた予備実験（CmP の安全性） 

ニトロキシルラジカルはヒトに塗布されたことはあるものの (Metz et al., 

2004)、造影剤としては未承認であり、安全性に関する情報は乏しい。そこで CmP

の安全性について検討した。CmP 静脈内投与後 1000 秒でラットの心臓、肝臓、

腎臓及び腸管におけるT1強調画像の輝度が背景と同等となること (Uchida et al., 

2018))、また CmP 静脈内投与時のマウスにおける血中、肝臓中、腎臓中半減期

は 30 分以内であることから (Hirayama et al., 2003, Matsumoto et al., 2004))、CmP

は蓄積性が低いことが示唆されている。そこで本予備実験では CmP 単回投与後
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翌日の安全性について検証した。 

 

3.4.1 方法 

3.4.1.1 動物 

7 週齢の雄性 C57BL/6J マウス 10 例を、vehicle (PBS)群と CmP 200 mg/kg 群に

5 例ずつ分けた。PBS あるいは CmP は尾静脈から単回投与した。 

 

3.4.1.2 血液生化学検査 

投与翌日、イソフルラン麻酔下で後大静脈より採血し、血液生化学検査に用い

た。採取した血液をヘパリンリチウム入り採血管で抗凝固処理後、冷却下で遠心

分離により得られた血漿を用い、以下の項目を測定した。測定には自動分析装置

（JCA-ZS050、日本電子株式会社）を用いた。 

AST、ALT、アルカリホスファターゼ (ALP)、乳酸脱水素酵素 (LDH)、総ビリル

ビン (T-Bil)、γ-グルタミルトランスペプチダーゼ (γ-GTP)、クレアチンキナーゼ 

(CK)、総コレステロール (T-Cho)、リン脂質 (PL)、トリグリセライド (TG)、グ

ルコース (Glu)、尿素窒素 (BUN)、クレアチニン (Cre)、無機リン (P)、カルシ

ウム (Ca)、ナトリウム (Na)、カリウム (K)、クロライド (Cl)、総蛋白 (TP)、ア

ルブミン (Alb)、アルブミン/グロブリン比 (A/G) 

 

3.4.1.3 病理組織学的検査 

肝臓、腎臓、心臓、肺、脳、投与部位（尾）を採材し、10%中性緩衝ホルマリ

ン液に浸漬した。各臓器をパラフィン包埋及び薄切後、HE 染色し、光学顕微鏡

下で観察した。 
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3.4.1.4 統計 

Vehicle 群と CmP 200 mg/kg 群の血液生化学検査値の各データについて、F 検

定により分散の均一性を両側、有意水準 25%で検定し、等分散の場合は Student

の t 検定、不等分散の場合は Welch の検定により両側、有意水準 5%で検定した。

検定には、SAS version 9.4 software (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)を用いた。 

 

3.4.2 結果 

血液生化学検査において、vehicle 群と CmP 200 mg/kg 群との間に統計学的に

有意な変化は認められなかった (表 3-1)。肝臓、腎臓、心臓、肺、脳、投与部位

（尾）の病理組織学的検査において、いずれの動物においても病理組織学的異常

は認められなかった。 

 

表 3-2 Vehicle 群と CmP 200 mg/kg 群における血液生化学検査値 

 TP Alb A/G T-Bil LDH 

 g/dL g/dL  mg/dL U/L 

Vehicle group 4.5 ± 0.2 3.2 ± 0.2 2.41 ± 0.12 0.06 ± 0.01 144 ± 46 

CmP 200 mg/kg group 4.4 ± 0.3 3.1 ± 0.1 2.44 ± 0.18 0.08 ± 0.03 174 ± 54 

 

 AST ALT ALP γ-GTP CK 

 U/L U/L U/L U/L U/L 

Vehicle group 36 ± 3 18 ± 1 192 ± 9 1 ± 1 70 ± 29 

CmP 200 mg/kg group 49 ± 14 19 ± 3 213 ± 29 1 ± 0 69 ± 20 

 

 BUN Cre Glu T-Cho TG 

 mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL 

Vehicle group 38 ± 2 0.1 ± 0.0 280 ± 23 96 ± 4 159 ± 66 
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CmP 200 mg/kg group 32 ± 6 0.1 ± 0.0 287 ± 24 84 ± 23 142 ± 77 

 

 PL P Ca Na K Cl 

 mg/dL mg/dL mg/dL mEq/L mEq/L mEq/L 

Vehicle group 211 ± 12 6.6 ± 0.3 9.2 ± 0.2 149 ± 1 4.8 ± 0.2 112 ± 1 

CmP 200 mg/kg group 186 ± 49 6.0 ± 0.6 9.2 ± 0.2 150 ± 1 4.8 ± 0.4 112 ± 3 

 

3.4.3 考察 

血液生化学検査と主要臓器及び投与部位（尾）における病理組織学的検査の結

果、CmP に関連した変化は認められず、CmP 200 mg/kg 単回静注投与は安全で

ある可能性が示唆された。3T MRI において CmP 1 mM は背景から区別可能なコ

ントラストを有することが報告されているため (Uchida et al., 2018)、ニトロキシ

ルラジカルは高磁場非臨床用 MRI だけでなく、臨床用 MRI においても造影剤と

して機能しうると考えられる。CmP が臨床用造影剤として承認を得るためには

有効性・安全性を示すためのさらなる試験が必要だが、将来的に臨床承認が得ら

れることが期待できる。 

 

3.5 本実験 

脂肪肝炎モデルマウス、脂肪肝モデルマウス及び対照マウスを用いた本実験

を、CmP を MRI 造影剤として用いて行った。 

 

3.5.1 方法 

3.5.1.1 動物 

脂肪肝及び脂肪肝炎モデルマウスとして、5 週齢及び 8 週齢の STAMTM マウ

ス 40 例を用いた。対照マウスとして、5 週齢及び 8 週齢の雄性 C57BL/6J マウス

14 例を用いた。STAMTM マウス 19 例及び C57BL/6J マウス 7 例を MRI 実験に用
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い、STAMTM マウス 21 例及び C57BL/6J マウス 7 例を免疫組織化学的染色標本

を用いた検査に用いた。HE 染色標本を用いた病理組織学的検査には全例用いた。 

 

3.5.1.2 MRI 実験 

すべてのマウスは MRI 及び/あるいは病理組織学的検査の 12 時間以上前から

絶食させた。体重測定及び尾静脈へのカニュレーションの後、1-2%のイソフル

ランを用いて麻酔を維持した。呼吸数は physiological monitoring system（SA 

Instruments, Stony Brook, NY, USA）を用いてモニターし、体温は加熱パッドに水

を循環させることで 36.0 ± 0.5°C に維持した。 

まず CmP 投与後の肝臓の撮像位置を決めるため、肝臓全体の冠状断、軸位断、

矢状断の T2 強調画像について RARE シーケンスを用いて取得した。各撮像パラ

メーターを以下に示す。 

Rare Factor 16, TR/TE 3000 msec/45 msec, FOV 25 mm × 25 mm, matrix of 256 × 256 

pixels, 20 slices with thickness = 1.0 mm, and 8 NEX. 

次に、冠状断における CmP 投与後の T1 強調画像について FLASH シーケンス

を用いて取得した。CmP 200 mg/kg は撮像開始 2 分後に尾静脈カニュレーション

から延長したチューブを介し MRI 装置外からボーラス投与した。各撮像パラメ

ーターを以下に示す。 

TR/TE 24 msec/1.5 msec, scan time = 10 s, FA 30°, FOV 20 mm × 20 mm, matrix of 128 

× 128 pixels, 1 slice with thickness = 1.5 mm, 4 NEX, and number of repetitions 102. 

また、予備実験（マウス肝病変の検出）の結果をふまえ、8 週齢の STAMTM マ

ウス 1 例と 8 週齢の C57BL/6J マウス 1 例に Gd HP-DO3A (ProHance, Eisai, Tokyo, 

Japan)を投与し、肝臓における血流が同等であるか検討した。当該 2 例において

は、CmP を用いた撮像が完了した後に Gd HP-DO3A 投与後の T1 強調画像を
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FLASH シーケンスを用いて取得した。撮像パラメーターは CmP 投与時の T1 強

調画像取得時と同じとした。Gd HP-DO3A は、尾静脈カニュレーションから延長

したチューブを介し MRI 装置外からボーラス投与した。 

 

3.5.1.3 解析 

Reduction rate を算出するために、まず ROI における信号強度を ImageJ (NIH, 

MD, USA)を用いて測定した。ROI は肝臓と胃に設定した。胃における ROI は、

ROS を臓器特異的に検出できるか検証するための比較対象として設定した。い

ずれの ROI も、体動の影響が少なく、目視で確認可能な血管を避けた位置に設

定した。また T2 強調画像より、ROI に目的以外の組織が含まれていないことを

確認した。ROI は肝臓は 1.27 mm2、胃は 0.29 mm2 の正円とした。これは ROI 内

に血管や他組織が含まれないことを担保できる、概ね最大の大きさであった。 

次に、ある時点の ROI における信号強度から、CmP 投与前の平均信号強度を

差し引いた値を、CmP 投与前の平均信号強度で割った値である、信号強度変化

率を算出した。信号強度変化率のピークから 5.83 分間であればいずれの例も線

形性の変化を示したので、5.83 分間における信号強度変化率の片対数プロット

の線形回帰直線の傾きから、reduction rate を算出した。なお、胃における reduction 

rate は、体動の影響のため数例で算出できなかった。 

また、ROI における reduction rate 算出と同様の方法で、対照肝臓、脂肪肝、脂

肪肝炎の代表例におけるピクセルごとの reduction rate を算出し、画像化した。 

肝臓における血流量を評価するため、Gd HP-DO3A による肝臓信号強度変化

率-時間曲線の曲線下面積（AUC: area under the curve）を算出した。算出区間は、

投与後 50 秒、80 秒、170 秒、290 秒の 4 区間とした。Gd HP-DO3A による信号

強度は、reduction rate 算出と同様の ROI を用いて算出した。 
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3.5.1.4 病理組織学的検査 

肝臓について、採材、10%中性緩衝ホルマリン液への浸漬、パラフィン包埋、

薄切、及び HE 染色を実施し、光学顕微鏡下で観察した。胃における reduction 

rate を算出した動物においては、胃についても同様の処理を実施し、光学顕微鏡

下で観察した。さらに、non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) Activity Score 

(NAS)を用いて脂肪肝炎の程度を評価した。NAS は、脂肪肝(0–3)、炎症(0–3)、

バルーニング(0–2)のサブスコアを合算することで求められる。NAS 3 未満は

non-NASH、3-4 は境界病変、5 以上は NASH と判断される。病理組織学的検査

結果に基づいて、STAMTM マウスを脂肪肝群、脂肪肝炎 (NAS of 2)群、脂肪肝炎

(NAS of 3)群に分けた。 

さらに、4-hydroxynonenal (4-HNE) 抗体 (clone: HNEJ-2) (Japan Institute for the 

Control of Aging, Shizuoka, Japan)を用いた免疫組織化学的染色を行った。4-HNE

は脂質過酸化マーカーの 1 種であり、ROS を評価するために一般的に用いられ

る指標である。ニトロキシルラジカルは酸化ストレスに対して治療効果を持つ

ことが知られる (Assayag et al., 2021, Eguchi et al., 2015)。単回投与の影響は不明

であるものの、免疫組織化学的染色は CmP を投与していない動物に対して行っ

た。対照肝臓マウス 7 例（5 週齢の C57BL/6J マウス 3 例、8 週齢の C57BL/6J マ

ウス 4 例）、脂肪肝マウス 7 例（5 週齢の STAMTM マウス）、脂肪肝炎(NAS of 

2)マウス 6 例（5 週齢の STAMTM マウス）、脂肪肝炎(NAS of 3)マウス 8 齢(5 週

齢の STAMTM マウス 4 例、8 週齢の STAMTM マウス 4 例を免疫組織化学的染色

に用いた。 

免疫染色標本全体は Aperio AT2 whole digital scanner を使ってスキャンした。

スキャンした画像を、HALOTM digital image analysis software version 3.4.2986.209 
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(Indicalabs, Corrales, NM, USA)の CytoNuclear algorithm を用いて解析することで、

評価対象範囲の肝臓面積に対する免疫染色陽性面積率を算出した。 

また、NAS のサブスコアである脂肪肝、炎症、バルーニング以外に HE 標本

で判別可能な reduction rate の違いに関与する指標があるか、CmP を投与したマ

ウスの HE 染色標本において検索した。後述の通り、4-HNE 陽性を示す物質の

中で、単核細胞の細胞質内に泡沫状に認められる物質であれば、HE 染色標本に

おいても判別可能であることが分かった。そこで、reduction rate を算出した動物

において、評価対象範囲の肝臓面積に対する同泡沫物質を容れた単核細胞の面

積率を算出した。算出には HALOTM digital image analysis software version 

3.4.2986.209 (Indicalabs, Corrales, NM, USA)を用いた。算出した泡沫細胞面積率に

ついて、脂肪肝群の平均値以下であれば 0、高値であれば 1 として NAS のサブ

スコアに組み込み、指標として有用か検証した。 

 

3.5.1.5 統計学的解析 

対照群と STAMTM マウス各群、脂肪肝群と脂肪肝炎(NAS of 2, 3)群、脂肪肝炎

(NAS of 2)群と脂肪肝炎(NAS of 3)群について、Reduction rate 及び免疫染色陽性

面積率について、Dunnett の多重比較検定により差を両側、有意水準 5%で検定

した。検定には、SAS version 9.4 software (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)を用

いた。 

 

3.5.2 結果 

3.5.2.1 MRI 実験 

図 3-5A は対照群、脂肪肝群、脂肪肝炎(NAS of 3)群の代表例における、T1 強

調画像の信号強度推移を示す。全群において、CmP 投与後の肝臓における信号
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強度は、投与直後に高輝度となった後、徐々に減衰し、CmP 投与後 15 分時点で

は投与前と同等の信号強度となった。また、脂肪肝炎(NAS of 3)の例では、対照

及び脂肪肝の例に比べて、肝臓における信号強度が早く減衰することが示され

た。当該 3 例について、ピクセルごとの reduction rate を算出し画像化したとこ

ろ、対照群及び脂肪肝群の例に比べて脂肪肝炎(NAS of 3)の例では、肝臓全体の

reduction rate が高値であることが示された(図 3-5B)。さらに、当該 3 例の肝臓の

ROI における信号強度変化率の時間推移について図 3-5C に示す。Reduction rate

に相当する線形回帰直線の傾きは、対照群及び脂肪肝群の例に比べて脂肪肝炎

(NAS of 3)の例では、高値であることが示された。 

群における統計学的解析を実施したところ、脂肪肝炎(NAS of 3)群の肝臓の

reduction rate は他群に比べ有意に高値であった (図 3-5D)。さらに、NAS が 2、

3、6 と高値になるにつれ、肝臓における reduction rate は高値傾向を示した。対

照群と脂肪肝群、対照群と脂肪肝炎(NAS of 2)群の肝臓における reduction rate に

統計学的有意差は認められなかった。 
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図 3-5 肝臓における CmP 投与後の T1 強調画像及び reduction rate 

(A) 典型的な CmP 投与後の T1 強調連続画像。左から、対照群、脂肪肝群、脂肪

肝炎(NAS of 3)群の画像を示し、円は ROI を示す。T1 強調画像における肝臓の

高信号は、対照群及び脂肪肝群に比べ脂肪肝炎(NAS of 3)群においては早く消失

した。(B) 図 3-5A に示した 3 例における、ピクセルごとの reduction rate を表し

た画像。カラースペクトラムの両端である白と黒はそれぞれ、reduction rate の最
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高値と最低値を意味する。脂肪肝炎(NAS of 3)では肝臓全体が概ね黄緑色を呈す

るが、対照肝臓と脂肪肝では肝臓全体が概ね水色を呈し、肝臓の部位によらず対

照肝臓及び脂肪肝に比べ脂肪肝炎(NAS of 3)は reduction rate が高値であることが

示唆された。(C) 肝臓における信号強度推移を示したグラフ。四角、クロス、丸

のプロットはそれぞれ、対照肝臓、脂肪肝、脂肪肝炎(NAS of 3)の代表例におけ

る信号強度変化率の片対数値を示す。Reduction rate は線形回帰直線の傾きから

得られる。解析に使用したデータ範囲は青、緑、黄色のプロットで示した。対照

肝臓及び脂肪肝に比べ脂肪肝炎(NAS of 3)の傾きは大きく、reduction rate が高値

であることが示された。(D) 各群における reduction rate の個別プロット。対照群

及び脂肪肝群に比べ脂肪肝炎(NAS of 3)群 reduction rate は統計学的に有意に高値

であった。対照群(**p<0.01)、脂肪肝群(†† p<0.01)、あるいは脂肪肝炎(NAS of 2)
群(‡‡ p<0.01)と比べ、統計学的に有意な差が認められた(Dunnett’s test)。バーは平

均値を意味する。 
 

また、8 週齢 STAMTMマウスの 1 例は T2 強調画像で局所的な高信号を示した 

(図 3-6A)。同例の病理組織学的検査では、T2 強調画像の高信号部位は脂肪肝炎

(NAS of 6)、その他の部位は脂肪肝炎(NAS of 3)を示した (図 3-6B, C)。T2 強調画

像の局所的な高信号部位における reduction rate は他部位に比べ高値であった 

(図 3-6D)。同例のピクセルごとの reduction rate を画像化したところ、T2 強調画

像で局所的な高信号部位を示した領域は他部位に比べ、reduction rate が高値とな

る傾向が認められた (図 3-6E)。 
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図 3-6 局所的に脂肪肝炎が進行していた STAMTM マウス 1 例における MRI 及び病理組織

像 

(A) 肝臓の T2 強調画像において、局所的な高信号が認められた。円は ROI を示

す。(B, C) T2 強調画像において局所的な高信号を示した部位(B)と同例の他部位

(C)の病理組織像。局所的な高信号部位の NAS は 6、他部位の NAS は 3 であっ

た。スケールバー 100 μm。(D) 肝臓における信号強度推移を示したグラフ。丸

と三角のプロットはそれぞれ、脂肪肝炎(NAS of 3)と脂肪肝炎(NAS of 6)におけ

る信号強度変化率の片対数値を示す。Reduction rate の解析に使用したデータ範

囲は黄色と赤のプロットで示した。脂肪肝炎(NAS of 3)に比べ脂肪肝炎(NAS of 
6)における線形回帰直線の傾きの方が大きく、reduction rate が高値であることが

示された。(E) ピクセルごとの reduction rate を表した画像。肝臓全体は概ね黄色

を呈するが、脂肪肝炎(NAS of 6)付近は橙色を呈し、reduction rate が高値である

ことが示唆された。 

 

胃における reduction rate について、対照群と他群、あるいは脂肪肝群と脂肪

肝炎(NAS of 3)群において統計学的有意差は認められなかった (図 3-7)。 
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図 3-7 胃における reduction rate 

各例の胃における reduction rate のプロット。バーは平均値を意味する。 

 

Gd HP-DO3A による肝臓信号強度変化率の AUC について、対照肝臓、脂肪肝

炎(NAS of 3)、脂肪肝炎(NAS of 6)のいずれの区間も同等であった (図 3-8)。 

 

図 3-8 Gd HP-DO3A 投与後の AUC 

各区間における正常肝臓、脂肪肝炎(NAS of 3)、脂肪肝炎(NAS of 6)の AUC を、

それぞれ灰色、黄色、赤色で示す。いずれの区間においても、各病態の AUC は

同等であった。脂肪肝炎(NAS of 3)と脂肪肝炎(NAS of 6)は、図 3-6 で示した例か

ら得られたデータを示す。 
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3.5.2.2 病理組織学的検査 

3.5.2.2.1 HE 染色 

MRI 実験を行った 5 週齢の STAMTM マウスにおいて、脂肪肝が 8/13 例、脂肪

肝炎(NAS of 2)が 3/13 例、脂肪肝炎(NAS of 3)が 2/13 例に認められた。MRI 実験

を行った 8 週齢の STAMTM マウスにおいて、脂肪肝が 1/6 例、脂肪肝炎(NAS of 

3)が 4/6 例に認められた。残る 1 例は、3.4.2.1 項に記載の通り、T2 強調画像の高

信号部位は脂肪肝炎(NAS of 6)、その他の部位は脂肪肝炎(NAS of 3)を示した。肝

細胞の空胞化及び炎症細胞浸潤はすべての脂肪肝炎において認められ、バルー

ニングは(NAS of ≥3)において認められた。脂肪肝炎 5 週齢及び 8 週齢の対照マ

ウスでは、肝臓に病理組織学的異常は認められなかった。肝線維化はいずれの動

物においても認められなかった。脂肪肝群、脂肪肝炎(NAS of 2)群、脂肪肝炎(NAS 

of 3)群、対照群の肝臓における代表的な病理組織像を図 3-9 に示す。また胃につ

いて、いずれの動物においても病理組織学的異常は認められなかった。 

 

 
図 3-9 肝臓の病理組織像 
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(A, B, C, D) 脂肪肝群(A)、脂肪肝炎(NAS of 2)群(B)、脂肪肝炎(NAS of 3)群(C)、
対照群(D)の典型的な病理組織像を示す。脂肪肝及び脂肪肝炎群において肝細胞

の空胞化が認められた。肝細胞のバルーニング及び/あるいは炎症細胞浸潤を黒

矢頭で示す。スケールバー 100 μm。 
 

3.5.2.2.2 免疫組織化学的染色 

脂肪肝群において、4-HNE 陽性像は肝細胞及び/あるいは単核細胞の細胞質内

に低頻度で認められた。単核細胞の細胞質内の陽性物質は一部で泡沫状を呈し

た。脂肪肝炎群において、4-HNE 陽性像は単核細胞の細胞質内に高頻度で、ま

た肝細胞の細胞質内に低頻度で認められた。対照群において、4-HNE 陽性像は

認められなかった。脂肪肝群、脂肪肝炎(NAS of 2)群、脂肪肝炎(NAS of 3)群、対

照群の肝臓における代表的な 4-HNE に対する免疫組織学的染色像を図 3-10A, B, 

C, D に示す。4-HNE 免疫組織化学的染色標本を用いた画像解析では、他群に比

べ脂肪肝炎(NAS of 3)群において、4-HNE 陽性面積率が有意に高値であった (図

3-10E)。 
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図 3-10 肝臓における 4-HNE に対する免疫組織学的染色像及び解析 

(A, B, C, D) 脂肪肝群(A)、脂肪肝炎(NAS of 2)群(B)、脂肪肝炎(NAS of 3)群(C)、

対照群(D)の典型的な 4-HNE に対する免疫組織学的染色像を示す。肝細胞の細胞

質、単核細胞の細胞質における陽性像をそれぞれ白矢頭、黒矢頭で示す。スケー

ルバー 30 μm。(E) 各例における4-HNE陽性面積率のプロット。対照群(**p<0.01)、

脂肪肝群(†† p<0.01)、あるいは脂肪肝炎(NAS of 2)群(‡‡ p<0.01)と比べ、脂肪肝炎

(NAS of 3)群の 4-HNE 陽性面積率は統計学的に有意に高値であった(Dunnett’s 

test)。バーは平均値を意味する。 

 

3.5.2.2.3 サブスコアの検証 

4-HNE 陽性を示す単核細胞細胞質内の泡沫状物質は、HE 染色標本では好塩基

性あるいは褐色を呈することが分かった(図 3-11A, B)。対照群では本物質は認め

られなかった。Reduction rate を測定した動物において同泡沫物質を容れた単核

細胞の面積率を算出したところ、脂肪肝群に比べ脂肪肝炎(NAS of 3)群で有意に

高値であった(図 3-11C)。また、NAS のサブスコアとして組み込んだところ、ス

コアが高値になるにつれ reduction rate の平均値も高値となる傾向が認められた 
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(図 3-11D)。一方で、個別値としてはスコアと reduction rate に相関が認められな

い値もあった。 

 

 

 

A B 

C 
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図 3-11 4-HNE 陽性を示す単核細胞細胞質内の泡沫状物質に関する解析 

(A) 脂肪肝炎(NAS of 3)群 1 例の 4-HNE に対する免疫組織学的染色像。単核細胞

の細胞質内泡沫状物質が陽性を示す（白矢頭）。スケールバー 50 μm。(B) 図 3-
11A と同例の HE 染色像。単核細胞の細胞質内に好塩基性あるいは褐色を呈する

泡沫状物質を認める（白矢頭）。スケールバー 50 μm。(C) Reduction rate を算出

した各例における泡沫細胞面積率のプロット。脂肪肝群と比べ脂肪肝炎(NAS of 
3)群の泡沫細胞面積率は統計学的に有意に高値であった(**p<0.01, Dunnett’s test)。
バーは平均値を意味する。(D) 新たなスコアを元に分類した場合の reduction rate
の個別プロット。バーは平均値を意味する。 

 

3.5.3 考察 

3.5.3.1 Reduction rate 

ピクセルごとの reduction rate を表した画像から、肝臓はびまん性に同様の

reduction rate を示すことが明らかとなった。したがって、ROI から算出された

reduction rate を各例の代表値として扱うことは適切であると考えた。生体に投与

された CmP は少なくとも投与後 30 分間は循環血液中に残存するため 

(Matsumoto et al., 2004)、reduction rate は血流による組織への CmP の繰り返しの

供給、血流による組織からの CmP の繰り返しの排出、組織における酸化還元反

応によって決定される。脂肪肝炎(NAS of 3)群の肝臓における reduction rate が他

D 
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群に比べ有意に高値であった理由について、血流と酸化還元反応の観点から以

下の通り考察した。 

胃における reduction rate は、対照群と他群あるいは脂肪肝群と脂肪肝炎(NAS 

of 3)群において統計学的に有意な違いが認められなかった。また、胃において病

理組織学的に異常は認められなかった。酸化還元反応が同等と考えられる胃に

おいて reduction rate が同等であったことは、全身血流が対照群、脂肪肝群、脂肪

肝炎(NAS of 3)群において同等であることを示唆した。さらに、Gd HP-DO3A に

よる肝臓信号強度変化率の AUC は、対照肝臓、脂肪肝炎(NAS of 3)、脂肪肝炎

(NAS of 6)において同等であった。したがって、肝臓内の血流も各病態で同等で

あることが示唆された。以上より、血流は各群で同等であり、脂肪肝炎(NAS of 

3)群の肝臓における reduction rate の有意な高値は酸化還元反応によると考えら

れた。他群に比べ脂肪肝炎(NAS of 3)群では 4-HNE 陽性面積率が有意に高値で

あり、脂肪肝炎(NAS of 3)群における ROS 過多が示された。ニトロキシルラジカ

ルは ROS によってオキソアンモニウムカチオンに変換されること、また胃潰瘍、

敗血症時の頭部、筋炎など ROS 過多の組織では decay rate が高値であることか

ら (Utsumi et al., 2006, Fujii et al., 2013, Eto et al., 2015)、脂肪肝炎(NAS of 3)群に

おける reduction rate の有意な高値は酸化還元反応のなかでも ROS 過多による可

能性があると考えられた。したがって、本実験によって初めて、MRI 造影剤と

して使われた CmP が ROS 過多に基づいて脂肪肝と早期脂肪肝炎を区別できる

可能性があることを示した。なお、4-HNE 陽性面積率に統計学的有意差が認め

られなかった対照群、脂肪肝群、脂肪肝炎(NAS of 2)群は、reduction rate にも統

計学的有意差が認められず、reduction rate の違いが ROS 過多によることを裏付

けた。ESR、DNP-MRI と異なり、MRI は臨床及び非臨床の両方で普及している。

MRI を用いた本実験の方法は臨床及び非臨床で一貫して活用できるため、より
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安全性バイオマーカー検出法として適していると考えられた。 

1 例の STAMTM マウスは T2 強調画像において局所的な高信号を示した。同部

位における reduction rate は同例の他部位に比べ高値であり、脂肪肝炎の程度も

同例の他部位が NAS of 3 であるのに対し NAS of 6 に進行していた。1 例のデー

タではあるものの、この結果は、本方法が同一個体内の局所的な病態進行を検出

できる可能性を有すること、また脂肪肝炎の程度に合わせて reduction rate が高

値になる可能性があることを示唆した。臨床において、局所性の薬剤性脂肪肝及

び脂肪肝炎が報告されている (Calistri et al., 2021, Choi et al., 2011)。したがって、

同一個体内の局所的な病態進行を検出できる可能性を持つ本方法は、局所性の

薬剤性脂肪肝炎の発現及び進行のモニターに役立つ可能性がある。また脂肪肝

炎の程度を非侵襲的に把握できることは、予後予測に役立つと考えられた。 

Nakata らは MCDD 誘発性 NASH モデルにおいて、CmP を造影剤として用い

た DNP-MRI を行った (Nakata et al., 2017)。本実験と異なり、Nakata らの報告で

は、対照群に比べ脂肪肝群で、また対照群及び脂肪肝群に比べ脂肪肝炎群で、

reduction rate は有意に低値であった。酸化ストレスは対照群に比べ脂肪肝群で、

また脂肪肝群に比べ脂肪肝炎群で有意に増加していた。Reduction rate が低値で

あったことについて、Nakata らは ROS 過多によって産生された脂質過酸化物に

よってミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅳが阻害されたことが関与すると考察して

いる。したがって、脂肪肝炎を誘発するメカニズムの違いによって酸化還元バラ

ンスが ROS 過多によって影響されるか、ミトコンドリア呼吸鎖複合体Ⅳによっ

て影響されるかが異なり、この違いが reduction rate の違いとして反映される可

能性があると考えられた。脂肪肝炎を誘発するメカニズムが何であれ脂肪肝炎

と脂肪肝で酸化還元バランスの崩れ方が異なり、reduction rate の有意な違いとし

て検出できることは同じである。医薬品開発では臨床試験に先立って非臨床試
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験を実施するため、非臨床試験において reduction rate の変化方向を確認してお

くことで、臨床試験における変化方向を予測できると考えられた。 

 

3.5.3.2 免疫組織化学的染色 

免疫組織化学的染色では、脂肪肝及び脂肪肝炎群において 4-HNE 陽性像は肝

細胞及び/あるいは単核細胞の細胞質内に認められた。免疫組織化学的染色標本

を用いた画像解析では、他群に比べ脂肪肝炎(NAS of 3)群において、4-HNE 陽性

面積率が有意に高値であった。これは、脂肪肝炎(NAS of 3)を呈した STAMTM マ

ウスにおいて ROS 産生が過多であることを示した。脂肪肝炎を呈した 12 週齢

の STAMTMマウスにおいて ROS 過多であることは既に報告されている(Ishikawa 

et al., 2014)。しかしながら、脂肪肝炎(NAS of 3)を呈した 5 及び 8 週齢の STAMTM

マウスにおいても ROS 過多であることは、本実験において初めて示された。

STAMTM マウスと同様の 4-HNE 陽性像は、脂肪肝及び NASH 患者の肝細胞、ま

た NASH 患者の類洞細胞においても認められており(Seki et al.,2002, Podszun et 

al., 2020)、少なくとも 4-HNE の沈着において、STAMTM マウスはヒトの脂肪肝

及び脂肪肝炎と類似している可能性が示唆された。STAMTM マウスは薬剤性脂

肪肝炎モデルではないが、STAMTMマウスと薬剤性脂肪肝炎モデルの両方でROS

過多であることは共通であり(Lu et al., 2019, Abo-Haded et al., 2017)、本実験の結

果は薬剤性脂肪肝炎に外挿できることが示唆された。 

Reduction rate を算出した例の HE 染色標本において、泡沫細胞面積率は脂肪

肝群に比べ脂肪肝炎(NAS of 3)群で有意に高値であった。4-HNE に対する免疫組

織学的染色において泡沫細胞は陽性を示したため、reduction rate を算出した脂肪

肝炎(NAS of 3)群においても ROS 過多であった可能性が示唆された。泡沫細胞

面積率をサブスコアに組み込んだ結果、スコアが高値になるにしたがって
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reduction rate も高値になる傾向が認められた。しかし個別値では相関が得られな

い値もあり、サブスコアに組み込むことは有用でないと考えた。泡沫細胞は形態

からマクロファージあるいはクッパー細胞が脂質を貪食した像であることが示

唆される。4-HNE の解毒に必要なグルタチオンは肝細胞内に比べクッパー細胞

内の方が少ないため、クッパー細胞は酸化ストレスによるグルタチオン枯渇の

影響を受けやすいことが報告されている (Luckey et al., 2001)。また、脂質を含む

クッパー細胞は炎症誘発性の表現型であることも知られる (Leroux et al., 2012)。

したがって、4-HNE 陽性泡沫細胞面積率の高値は ROS 過多及び炎症誘発を示唆

することが考えられた。 

 

3.5.3.3 MRI を用いた NASH バイオマーカー検出に関する既報との比較 

薬剤性脂肪肝及び脂肪肝炎と、NAFLD/NASH は異なる疾患群である。しかし、

病理組織学的特徴や臨床学的特徴がいくつか共通しているため、バイオマーカ

ーも共通する可能性があることが示唆されている (Pavlik et al., 2019)。MRI を用

いた NASH と脂肪肝の区別については、いくつか報告がある。例えば、1H-MRS

によって測定された炎症の嫌気性条件下で産生された肝臓中代謝物濃度は、ヒ

ト及びマウスにおいて、脂肪肝(NAS of <5)に比べ NASH(NAS of ≥5)において高

値であること(Kim et al., 2017)、また NASH 患者におけるクッパー細胞の食作用

機能不全を反映し、脂肪肝患者(NAS of ≥5)及び健常人に比べ NASH(NAS of <5)

患 者 に お いて 、 肝臓 に お け る微 小 超常 磁 性 酸 化鉄 粒 子（ ultrasmall 

superparamagnetic iron oxide particles; USPIO）の取り込みが減少していることな

どが報告されている(Smits et al., 2016)。こうした既報と比べ本方法は、ROS 過多

及びより早期の脂肪肝炎の検出に着目している点が異なる。脂肪肝炎を誘発す

る薬剤の多くは、ROS 過多につながるミトコンドリア障害を副作用として有す
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ることが報告されている(Schumacher et al. 2015)。また、脂肪肝炎(NAS of 3)は

NASH(NAS of ≥5)に至る前の早期病変であり、早期の薬剤性脂肪肝炎は多くの場

合休薬により回復する (Ramachandran et al., 2009)。したがって、ROS 過多に着

目し早期脂肪肝炎を検出できる可能性を有する本方法は、薬剤性脂肪肝炎の検

出に適していると考えられた。さらに、病理組織学的に異常がない胃における

reduction rate は各群で同等であったことは、本方法が ROS 過多となった臓器を

特異的に検出できる手法であることも示した。 

 

3.5.3.4 結論 

CmP を MRI 造影剤として用いることで、ROS 過多に基づき、脂肪肝あるいは

正常肝臓と早期脂肪肝炎を非侵襲的かつ臓器特異的に区別できる可能性がある

ことを初めて示した。薬剤性脂肪肝炎の発症にはミトコンドリア機能障害が重

要な役割を担うと考えられており、ミトコンドリア障害障害は ROS 過多を誘発

しうる。また、薬剤性脂肪肝や早期の薬剤性脂肪肝炎は多くの場合休薬により回

復するが、薬剤性脂肪肝炎における炎症が慢性化すると肝線維化、肝硬変、ひい

ては肝細胞癌に進展するリスクがある。したがって、ROS 過多に基づき早期脂

肪肝炎を検出できる可能性がある本方法は薬剤性脂肪肝炎の安全性バイオマー

カー検出法として有用である可能性が示唆された。 
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第四章：総括 

本研究では、MRI を用いた脂肪肝及び早期の脂肪肝炎の安全性バイオマーカ

ーの確立を目指し、以下の知見を得た。 

 

1. 1H-MRS 検査値は非びまん性脂肪肝の病理組織学的定量値と相関するが、血液

生化学検査値は相関しないことを初めて示した。既報より、1H-MRS 検査値はび

まん性脂肪肝の病理組織学的定量値とも相関することが示されている。したが

って、薬剤性脂肪肝で認められるびまん性及び非びまん性脂肪肝の両方を正確

に定量評価できることが示唆される 1H-MRS は、血液検査よりも有用な安全性

バイオマーカー検出法である可能性が示唆された。 

 

2. CmP を MRI 造影剤として用いることで、ROS 過多に基づき、脂肪肝あるいは

正常肝臓と早期脂肪肝炎を非侵襲的かつ臓器特異的に区別できる可能性がある

ことを初めて示した。薬剤性脂肪肝炎の発症にはミトコンドリア機能障害が重

要な役割を担うと考えられており、ミトコンドリア障害障害は ROS 過多を誘発

しうる。また、薬剤性脂肪肝や早期の薬剤性脂肪肝炎は多くの場合休薬により回

復するが、薬剤性脂肪肝炎における炎症が慢性化すると肝線維化、肝硬変、ひい

ては肝細胞癌に進展するリスクがある。したがって、ROS 過多に基づき早期脂

肪肝炎を検出できる可能性がある本方法は薬剤性脂肪肝炎の安全性バイオマー

カー検出法として有用である可能性が示唆された。 

 

安全性バイオマーカー検出法は、臨床及び非臨床で一貫して使用できること、

侵襲性が低いこと、早期病変を検出できることが求められる。MRI が臨床及び

非臨床で一貫して使用でき、侵襲性が低く、びまん性脂肪肝の早期病変を検出で
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きる手法であることは既知の通りである。さらに本研究において、MRI は血液

検査では検出し難い非びまん性脂肪肝を検出できること、また ROS 過多に基づ

いて早期脂肪肝炎を検出できる可能性があることが初めて明らかとなった。MRI

は、薬力学応答バイオマーカー検出法としては広く活用されているが、安全性バ

イオマーカー検出法としての活用は未だ限定的である。本研究が一つのきっか

けとなり、今後安全性分野において MRI の活用が進むことを期待する。 
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