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研究成果の概要（和文）：p62・Nrf2遺伝子二重欠失マウスはNASHを発症し，高齢期に肝癌を発症する．高脂肪
食摂餌（HFD）のDKOマウスについて，NASHの病変進行と肝癌への影響を検討した．腸内細菌叢のゲノム解析よ
り, HFDは腸内細菌の種多様性（alpha-diversity）を低下させた．肝癌が認められた群では肝のLPS-binding 
protein発現が増加していた． 
 p62遺伝子を発現する“組織細胞特異的p62遺伝子レスキューマウス”を作製したが，肝細胞特異的p62レスキュ
ーマウスの肝では，線維化が抑制されていた．p62は肝細胞の脂肪酸代謝の修飾を介して，NASHの進展に対して
防御的な役割を果たす．

研究成果の概要（英文）：p62 and Nrf2 double knock-out mice exhibit the development of NASH and 
hepatocellular carcinoma (HCC) at the senile state. Influence of a high-fat diet (HFD) on the 
development of liver pathology was investigated. In the genomic analysis, HDF induced the decreased 
alpha-diversity of intestinal bacteria. The expression levels of LPS-binding protein were higher in 
the mice with HCC than in those without HCC. To explore the role of p62 in human NASH and HCC, 
tissue and cell-specific p62 gene rescue mice were generated. p62 in hepatocytes was considered to 
play a protective role against the development of NASH and HCC. Activation of p62 could be a 
promising target for the prevention and treatment of NASH and HCC.

研究分野： 消化器外科学

キーワード： NASH　肝癌　腸内細菌叢　LPS　p62　Nrf2　ゲノム解析　遺伝子改変マウス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NASHは肝硬変，肝癌へ進行する慢性肝疾患である．しかし，その発症機序は未解明であり，NASH進行および肝癌
発生を阻止するための薬物治療も確立していない．本研究は，DKOマウスに高脂肪食を摂餌させヒトNASHおよび
肝癌に類似する新規モデルを作製したことにより，NASH-肝発癌のメカニズム解明に貢献すると考えられる．肝
細胞のp62がNASHと肝癌に対して防御的な役割を果たすことを見出したことにより，p62が新しいNASHの治療標的
と成り得る可能性を示した点で，将来的なNASH治療開発のための研究として意義が大きい．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1). 我が国では近年，B 型肝炎・C 型肝炎が病因でない非 B 非 C 肝細胞癌（以下肝癌）が増加し
ている．その多くは非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）を背景とする肝癌であると想定されて
いる．肥満や糖尿病が NASH のみならず，肝発癌のリスクを上昇させることが判明している． 
(2). NASH は「細菌性肝炎」と称されている．肝臓は腸管由来の門脈血流により真っ先に栄養さ
れる臓器であり，慢性肝疾患の病態は，腸内細菌，細菌菌体成分，細菌代謝産物などの種々の因
子により影響を受ける．そのため，生活習慣病や肥満による細菌叢の乱れ（dysbiosis）は NASH
からの肝発癌に深く関与すると想定されている． 
(3). 選択的 autophagy 調節因子である p62 遺伝子，および酸化ストレス応答の司令塔である転写
因子 Nrf2 遺伝子の二重欠失（double knockout; DKO）マウス（特許第 6020791 号）は，過食肥満，
内臓脂肪からの炎症性サイトカイン増加，更に，腸管から吸収される lipopolysaccharide（LPS）
の肝流入増加と LPS 感受性の亢進による肝炎病態の蔓延により，通常食の摂餌で脂肪性肝炎を
自然発症し，高齢期に約 10%の頻度で肝癌を発症する（Exp Anim, 2018）． 
(4). さらに，高脂肪食の摂餌により脂肪性肝炎の硬変化は加速し，肝癌の発症率は 33%へと増加
する．これらの知見から，この DKO マウスは，ヒト NASH と NASH-肝癌の臨床病型に類似し
た新規モデルマウスである． 
(5). DKO マウスの NASH 発症には臓器間の連関が存在する．過食による腸内細菌叢が変化（p62
欠失に関連），これによる LPS の産生増大，腸管のバリア機能低下（Nrf2 欠失に関連），Kupffer
細胞（肝マクロファージ）の LPS に対する貪食能の減弱と過剰な炎症応答反応（Nrf2 欠失に関
連）が重要な因子であることが明らかになっている．さらに，余剰の LPS は肝星細胞の Toll-like 
receptor 4 の下流シグナルの活性化により，増殖因子（epiregulin など）の産生増大を誘導し，炎
症性肝障害のもとに肝発癌を促進させることが明らかになりつつある． 
(6). 近年の肝癌ゲノム解析では，Keap1-Nrf2 pathway の遺伝子変異頻度が高いことが報告され，
抗酸化ストレス性転写因子 Nrf2 の機能障害の肝発癌への関与が示唆されている． 
 
２．研究の目的 
(1). DKO マウスに高カロリー食として高脂肪/ショ糖食を 24 週間摂餌させると，NASH 肝病変の
進展が加速し，全例に強い肝線維化と高頻度で肝癌が認められることが判明している．DKO マ
ウスにおける腸内細菌叢の異常からの肝発癌の分子機構ならびに p62 と Nrf2 による肝発癌に対
する生体抑止機構について基礎と臨床医学の両面より解明する．  
(2). DKO マウスをベースに，肝細胞，Kupffer 細胞（肝臓マクロファージ），脂肪細胞の Nrf2 お
よび p62 の組織細胞特異的レスキューマウスを作製し，これらの各レスキューマウスと全身欠
失マウスを通常状態，高脂肪食投与による肝発癌促進状態において肝病態の変化と肝発癌の頻
度を比較解析し，臓器連関の視点から肝発癌の抑止における細胞組織別の Nrf2 および p62 の役
割を明らかにする． 
 
３．研究の方法 
マウスは筑波大学生命科学動物資源センターにて，室温 23℃，12 時間ごとの明暗サイクル，

水は自由摂取下で飼育し，すべての解析には雄性マウスを使用した． 
(1). 6 週齢の DKO マウスに，通常食（normal chow; NC 群）または，60%高脂肪食（high fat diet; 
HF 群）を摂餌させ，体重を経時的に測定した．32 週齢（HFD 摂餌 26 週後）のマウスより，血
液，肝臓，白色（内臓）脂肪組織（white adipose tissue: WAT），褐色脂肪組織（brown adipose tissue: 
BAT）を採取した． 
(2). 肝組織の病理学的評価：肝組織について HE 染色および sirius red 染色を行い，脂肪性肝炎の
脂肪化，炎症，線維化を steatosis activity fibrosis（SAF）score によって評価した． 
(3). 糞便中の腸内細菌叢のゲノム解析 
(4). DKO マウスをベースとした，脂肪細胞特異的 p62，または肝細胞特異的 p62 レスキューマウ
スの作製：p62 遺伝子のイントロンに、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（p62 KI/KI）を作製し，このマウスとの交配により，
p62KI/KI/Nrf2-/-マウスを得た．このマウスは，全身で p62 および Nrf2 遺伝子が二重欠失しており，
NASH を自然発症する． 
次に，全身の p62，Nrf2 遺伝子二重欠損下において，組織特異的に p62 を発現させる（レスキ

ューする）ために，p62KI/KI/Nrf2-/-マウスと組織特異的に Cre リコンビナーゼを発現するマウスを
交配した．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
ナルと polyA付加シグナルが除去されるため，p62 の発現が組織特異的にレスキューされる．本
研究では，脂肪細胞，肝細胞の特異的 p62 レスキューマウスを作製するために，それぞれ Adipoq-



Cre と Albumin-Cre マウスを用いた（最終遺伝子型は，p62KI/KI:Adipoq-cre/+/Nrf2-/-；Adip-res マウス，
または，p62KI/KI:Alb-cre/+/Nrf2-/-；Hep-res マウス）． 
(5).これらのレスキューマウスに対しても，(1)と同様に高脂肪食を摂餌させ，(2) 肝組織の NASH
病勢評価，(3) 内臓脂肪病理評価を行い，比較解析した．  
 
４．研究成果 
(1). DKO マウスは 60%HFD 摂餌により重症の NASH と肝癌を発症する： 

DKO は NC で肥満を呈すが，HFD
摂餌により更に高度の肥満を呈した
（図 1A）．HFD 群を腫瘍発生群（腫
瘍群：tumor (+)）と発生しなかった
群（非腫瘍群 (-)）に分けたところ，
肥満の程度は差を認めなかった．ま
た，解剖時の体組成は，HFD 摂餌群
では内臓脂肪が有意に軽く，萎縮し
ていた．一方，肝は NC 群よりも有
意に腫大していた．しかし，腫瘍群
と非腫瘍群の間では，差は認められ
なかった（図 1B）． 
肝病理では，通常食でも DKO マ

ウスは NASH を発症したが，HFD 摂
餌により重症の脂肪性肝炎を発症し
た．特に，HFD 群では線維化が高度
であり，細胞間に網目状に線維の伸
び出しが認められ，肝硬変像を呈し
ていた（図 2 下段, Sirius red 染色）．
また，HFD 摂餌群の 39%に腫瘍形成
を認めた．腫瘍は，肝臓から突出す
るような大型のものが多くを占めた
（図 2 右下）．病理では，腫瘍内に脂
肪滴を含む，大型の核を持つ腫瘍細
胞を認め，高分化型肝臓癌と考えら
れた（図 2 右上）．SAF score でも，
NC 群と比較して HFD 摂餌群で，脂肪化，炎症，線維化とも有意に高値であった． 
(2). 糞便中の腸内細菌叢のゲノム解析： 
今 回 行 っ た ゲ ノ ム 解 析 は

16SrRNAPCR サンプル解析であり，
16SrRNA の  v3-v4 領域  を  PCR 
増幅した産物のシーケンスにより得
られた配列をもとに菌叢解析を実施
した．解析結果に基づき，単一のサ
ンプルにおける生物種の多様性の違
い alpha-diversity 解析，複数のサン
プルにおける生物種多様性の違い 
beta-diversity 解析を実施した．  

Alpha-diversity 解 析 （ observed 
species）はサンプルに含まれ
る種の数をシンプルにみたも
のであるが，NC 群の O 群に
比較して，HFD 群の S 群（腫
瘍なし）と T 群（腫瘍あり）
では有意に多様性が低下して
いた（図 3）．NC 群および HFD
群における LPS 産生菌の比較
を お こ な っ た と こ ろ ，
Proohyromonadaceae, 
Proteobacteria, 
Desulfovibrionacease, 

図１ p62 および Nrf2 double knockout(DKO) マウスは肥満を来
し，60%高脂肪食により増悪する．高脂肪食により内臓脂肪は萎
縮し，肝は腫大する． 
*P < 0.05, vs. normal chow 

図２ DKO マウスは，高脂肪食摂餌により高度の肝脂肪化，炎
症，線維化を来し，39%に肝癌を発症する．腫瘍は，脂肪を伴い
N/C 比の大きな異型細胞を伴う高分化肝癌の像を示す． 

図３ 腸内細菌叢の多様性の群間比較（alpha-diversity） 

図４ LPS 産生菌における群間比較 



Enterobacteriacease の菌種は HFD 群において増加傾向にあり，さらに Proteobacteria, 
Enterobacteriacease の菌種は HFD 群の T 群（腫瘍あり）において増加傾向にあった（図 4）．これ
に関連して，肝における LPS-binding protein（LBP）発現は，肝癌が認められた T 群で増加して
いた． 
(3). 脂肪細胞特異的 p62（Adip-res マウス），または肝細胞特異的 p62 レスキュー（Hep-res）マウ
スの作製： 

DKO マウスをベースとして，脂肪細胞，または肝細
胞のみに p62 を発現する，組織細胞特異的 p62 遺伝子レ
スキューマウスを作製した．脂肪細胞と肝細胞の p62 の
発現（レスキュー）を immunoblot にて確認した（図 5）．
これらのタンパク発現は，野生型（WT）マウスと同程
度であった．また，脂肪細胞特異的 p62 レスキューマウ
スでは，WAT，BAT 双方で p62 のタンパク発現が認め
られた（図 5）． 

DKO マウス，Adip-res マウス，Hep-res マウスに NC
および HFD を摂餌させ，体重変化を経時的に観察した．
NC と比較して HFD で高度の肥満を呈したが，レスキ
ュー群でも DKO 群と比較して体重に差は認められなか
った．体組成については，NC 摂餌 Hep-res 群で，肝腫
大が抑制されていたが，HFD 摂餌群では差は認められなかった． 
(4). 肝細胞特異的 p62 レスキューは，NASH 進展と肝癌発生を抑制する： 

HFD13 週間摂餌時および HFD26
週間摂餌時の病理組織を比較した．
Adip-res マウスは，DKO マウスと同
様の重症 NASH を発症し，SAF score
でも有意な差は認められなかった
（図 6, 7）．一方，肝細胞の p62 レス
キュー（Hep-res）は，NASH の肝脂
肪化（DKO 2.4 ± 0.1 vs Hep-res 1.7 ± 
0.1），炎症（DKO 2.0 ± 0.0 vs Hep-res 
1.4 ± 0.2），線維化（DKO 4.0 ± 0.1 vs 
Hep-res 2.8 ± 0.2）と NASH 進展を抑
制した（図 6, 7）．肝癌の発生率は，
Adip-resマウスとDKOマウスで39%
程度と同等であったが，肝細胞の
p62 レスキューは肝癌の発生を 14%
に低下させた．内臓脂肪の crown like 
structure (CLS) については，
DKO マウス，Adip-res マウス，
Hep-resマウスの間で大きな違
いを認めなかった． 
(5). 考察： 
①DKO マウスは，HFD 摂餌

により重症 NASH と高率に肝
癌を発症する，②腫瘍群と非
腫瘍群では，病理学的な
NASH 病勢に有意な差を認め
ない，③肝細胞特異的 p62 遺
伝子レスキューは，NASH 病
勢および肝癌発症を抑制す
る，ことが明らかとなった．こ
れらの結果から，特に肝細胞
の p62 発現が NASH に対して防御的に機能し，肝硬変への進行を抑制することにより肝癌発生
を低減させていると推測された． 
今後の展望として，①肝細胞特異的 p62 レスキューマウスと DKO マウス肝臓の，特に癌シグ

ナル遺伝子の発現変化を比較解析（全遺伝子検索を計画）することにより，p62 の肝発癌におけ
る役割を解析する，②組織細胞特異的 Nrf2 遺伝子レスキューマウスの作製を進め，Nrf2 の NASH
進展と肝癌における役割解明を目指す.  

図５ 組織細胞特異的 p62 遺伝子レスキュ
ーマウスの作製 

図６肝細胞特異的 p62 レスキューは，NASH の進行を抑制する．

図７ 肝細胞特異的 p62 レスキューは，NASH 進展を抑制する． 
* P < 0.05, vs. normal chow， † P < 0.05, vs. DKO. 
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