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研究成果の概要（和文）：Sqstm1/Nrf2遺伝子二重欠失マウス（DKOマウス）はNASHを自然発症する．このマウス
のNASH発症進展には，肝クッパー細胞のLPSへの過感受性による炎症シグナル活性化を基礎に，腸管内のLPS産生
増加，腸管透過性亢進による血清LPS増加，内臓脂肪炎症によるシグナルなど，LPSを中心とする炎症シグナルに
肝のみならず，腸管，内臓脂肪など多数の臓器が複雑に関与していると推測された．今後，臓器特異的Nrf2レス
キューマウスの表現型をDKOマウスと比較解析しNrf2活性化剤を併用しながら，各臓器のNASHへの病態や全身の
LPSおよび炎症シグナル活性化への関連を探求していく予定である．

研究成果の概要（英文）：We generated Sqstm1 and Nrf2 double knockout (DKO) mice and demonstrated 
that these DKO mice developed mature-onset steatohepatitis. We revealed the mechanism for the 
development of steatohepatitis in DKO mice as follows: (1) Deficiency of Nrf2 led to 
hypersensitivity to endotoxin of Kupffer cells and resulted in inflammatory response in the DKO 
livers. (2) Acceleration of intestinal permeability caused by down-regulation of Zo-1 and Claudin1 
in Nrf2 deficiency and increased endotoxin from intestinal microbiota by Sqstm1 deficiency led to an
 overload of serum endotoxin. (3) These hyper-endotoxemia drove inflammatory signaling in livers 
directly, and also led to inflammation of adipose tissue. (4) These enhanced inflammatory signaling 
could cause progression of steatohepatitis in DKO livers. We plan to compare DKO and Nrf2 gene 
rescued mice, and research the detail of the mechanism for development of NASH and the contribution 
of each organ in the near future.

研究分野： 消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
(1) 肥満者の約 3 割は非アルコール性脂肪性
肝 疾 患 （ Nonalcoholic fatty liver disease; 
NAFLD）と称される脂肪肝を伴う慢性進行性
の肝障害に罹患している．NAFLD の 10-20%
には肝硬変，肝癌へ進行する Nonalcoholic 
steatohepatitis（NASH）が含まれ，積極的な医
療介入が必要である． 
(2) 単純性脂肪肝を基に炎症，線維化を来す
NASH への進展機序は未解明である．全身の
脂肪酸代謝異常による肝細胞への脂肪沈着，
脂肪毒性に加え，腸内細菌叢異常，内臓脂肪
からの炎症シグナル，小胞体ストレスや酸化
ストレスなど肝のみならず全身の多様な因
子が関与する「Multiple parallel hits hypothesis」
が提唱され支持されている（Hepatology, 
2010）． 
(3) NASH の発症進展メカニズムを探索する
ためには良質な動物疾患モデルが必要不可
欠である．しかし，従来の NASH 病態動物は，
肥満を伴わなかったり，若年時から急激に病
変が進展するなど，ヒトの病態とは乖離して
いた． 
(4) 我々はヒト NASH に類似し，通常食の過
食による肥満と単純性脂肪肝から経時的に
NASH を 発 症 し ， 肝 発 癌 を 随 伴 す る
Sqstm1/Nrf2 遺伝子二重欠失マウスを作製し
た． 
 
２．研究の目的 
(1) ヒトNASHに類似するSqstm1/Nrf2遺伝子
二重欠失マウスを用いて，多因子が発症に関
与する NASH 病態を臓器連関の観点から，肝
のみならず腸管，内臓脂肪の解析を行い，
NASH 発症メカニズムを探索する． 
(2) Sqstm1/Nrf2 二重欠失マウスをベースに，
肝，腸管，内臓脂肪，骨髄細胞の組織特異的
Nrf2 レスキューマウスを作製し，各レスキュ
ーマウスと全身欠失マウスを比較観察する．
NASH と肝発癌を制御する Nrf2 について，組
織別に発現の重要性の観点より考察する． 
 
３．研究の方法 
(1) 動物実験：野生型（WT），Nrf2 欠失，Sqstm1
欠失，Sqstm1/Nrf2 二重欠失（DKO）の 8 週齢，
30 週齢マウスより，血液，肝臓，腸管，内臓
脂肪，糞便を採取した． 
(2) 生化学的検討：空腹時血糖と血中インス
リンより HOMA-IR を算出し，インスリン抵
抗性の指標とした．血中と糞便中の LPS 濃度
を Pyrochrome LAL kit を用いて測定した． 
(3) 腸内細菌叢：各種マウスの腸内細菌を糞
便の PCR で比較解析した． 
(4) 腸管透過性試験：各種マウスの絶食後に，
FITC デキストラン 0.5mg/kg を経口投与し，
経時的に血中の FITC デキストランの濃度を
測定した． 
(5) 臓器の炎症シグナル活性化：各種マウス
の肝および内臓脂肪から mRNA を抽出し，定
量的 PCR で炎症シグナル（TNF-，IL-1，

IL-6）を解析した． 
(6) クッパー細胞の機能解析：各種マウス肝
からコラゲナーゼ灌流により非実質細胞を
分取し，FACS によりクッパー細胞を分離後，
LPS 投与による炎症細胞シグナル活性化を定
量的 PCR で解析した． 
(7) マクロファージのSqstm1およびNrf2ノッ
クアウトによる自然免疫機能解析： 
CRISPR/Cas9 システムを用いて RAW264.7 細
胞の Sqstm1 および Nrf2 をノックアウトし，
定常状態および LPS 投与後の炎症シグナル
を定量的PCRおよび Immunoblotで解析した． 
(8) 腸管細胞の Sqstm1 および Nrf2 ノック 
アウトによる腸管バリア機能の解析： 
CRISPR/Cas9 システムを用いて Caco2 細胞の
Sqstm1 および Nrf2 をノックアウトし，タイ
トジャンクション蛋白発現を Immunoblot で
解析した．また，Caco2 細胞を 0.4mm ポリエ
チレンテレフタレート膜に播種し細胞を分
化させ，電気抵抗を Millicell-ERS 電気抵抗シ
ステム(Millipore)を用いて測定した． 
(9) 組織特異的 Nrf2 レスキューマウスの作
製：Nrf2 遺伝子の第 2 イントロンに、LoxP
配列で挟まれた転写終結シグナルおよび
polyA 付加シグナル配列を挿入したノックイ
ンマウス（Nrf2KI/KI）を作製し，この Nrf2KI/KI

マウスを，Sqstm1-/- マウスと交配して，
Sqstm1KI/KI/Nrf2-/-マウスを得た．このマウスは，
全身で Sqstm1 および Nrf2 遺伝子が二重欠損
しており NASH を発症する．次に，組織特異
的に Nrf2 の発現をレスキューするために，上
記 Sqstm1KI/K/Nrf2-/-マウスを，組織特異的に
Cre リコンビナーゼを発現するマウスと交配
する．これにより生まれる仔は，Cre が発現
する組織でのみ LoxP で挟まれた転写終結シ
グナルおよび polyA 付加シグナルが除去され
るため，Nrf2 の発現が組織特異的にレスキュ
ーされる．本研究では，腸上皮，肝細胞，脂
肪細胞，骨髄系細胞（M, Kupffer 細胞），特
異的 Nrf2 レスキューマウスを作製するため
に，それぞれCK19-Cre，Albumin-Cre，aP2-Cre，
Lyz2-Cre マウスを用いた．   
 
４．研究成果 
(1) DKO マウスにおける血中 LPS 増加：8 週
齢では 4 群で差を認めなかったが，30 週齢で
は糞便中の LPS 濃度が Sqstm1 欠失，DKO マ
ウスで増加し，血清中 LPS 濃度は DKO マウ
スのみで有意に増加した（図 1）．また，DKO
マウスの腸内細菌叢は，他に比較して LPS を
産生するグラム陰性菌の割合が増加してい
た（図 2）．更に，Nrf2 欠失および DKO マウ
スは腸管透過性が亢進していた（図 3）． 



(2) DKO マウスにおける臓器炎症シグナル活
性化：30 週齢の DKO マウスでは，肝および 
内臓脂肪における TNF-，IL-1，IL-6 など
の炎症シグナル遺伝子の有意な活性化が認
められた．更に，DKO マウス肝では病理学的
に脂肪化・炎症などの変化が認められない 8
週齢においても炎症シグナルの活性化が有
意であった．8 週齢の若年 DKO マウスから分
離した初代培養クッパー細胞では，TNF-の
基礎発現および LPS 投与による反応が増加
しており（図 2），この時点で DKO マウス肝
炎症シグナルが活性化していることが確認
された． 

 
(3) Nrf2 ノックアウトによる自然免疫-炎症シ
グナル活性化：Nrf2 をノックアウトした培養
マクロファージ RAW264.7 細胞では，TNF-
および IL-1の基礎発現は変わらないものの，
LPS 投与による発現増加-炎症シグナル活性
化が有意であった．また，p65 の基礎蛋白発
現は変化がないものの，Nrf2 をノックアウト
した RAW264.7 細胞ではリン酸化 p65 の LPS
投与に対する発現が有意に増加していた．こ
の変化は Nrf2 と Sqstm1 を二重に欠失させて
も同様に認められた（図 3）． 

(4) Nrf2 ノックアウトによる腸管タイトジャ
ンクション蛋白発現変化による透過性亢
進：Nrf2 をノックアウトした培養小腸細胞
Caco2 では，腸管タイトジャンクション蛋白
である Zo-1，Claudin1 の蛋白発現が有意に低
下していた（図 4）．また，Millicell-ERS 電気
抵抗システムによる細胞での電気抵抗を測
定すると，Nrf2 をノックアウトした Caco2 細
胞では有意に低下し透過性が亢進していた
（図 5）． 

 
(5) 組織特異的 Nrf2 レスキューマウスの作
製：全身での Sqstm1 と Nrf2 遺伝子二重欠損
下において，組織特異的に Nrf2 の発現をレス
キューするために，現在 Sqstm1KI/K/Nrf2-/-マウ
スを，組織特異的に Cre リコンビナーゼを発
現するマウスと交配している．今後，腸上皮，
肝細胞，脂肪細胞，骨髄系細胞（M, Kupffer
細胞）の臓器特異的 Nrf2 レスキューマウスを
繁殖させ DKO マウスと比較解析し，表現型
を比較する予定である． 
 
 以上の結果から，DKO マウスの NASH 発
症進展には，以下のメカニズムが推測される．
①病理学的に NASH が発症する以前から肝
の炎症シグナルが活性化していること，Nrf2
欠失がマクロファージの LPS の感受性を増
加させることより，まず，肝臓へ流入してく
る LPS により DKO のクッパー細胞の炎症が
惹起され，若齢から存在するインスリン抵抗
性がその炎症を加速させる．②Sqstm1 欠失に
より糞便中のグラム陰性菌が増加し腸管内
の LPS 産生が増加し，さらに Nrf2 欠失が腸
管透過性を亢進させることにより，DKO マウ
スでは肝臓へ流入してくる LPS が増大し肝
炎症を増悪させる．③内臓脂肪からの炎症シ
グナルが肝炎症を更に増大させる、と考えら
れる．これら多臓器のネットワークが関与す
る LPS を中心とした免疫反応と炎症シグナ
ルの活性化が NASH 病態の発症進展に重要
な役割を演じていると推測された．今後，臓
器特異的 Nrf2 レスキューマウスの表現型を
DKO マウスと比較解析し，各臓器の NASH
への病態や全身の LPS および炎症シグナル
活性化への関連を探求していく予定である． 
（本研究の成果は論文作成中である）． 
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