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研究成果の概要（和文）：高脂肪・メチオニン（Met）制限・チロシン(Tyr）欠乏食を与えたマウスでは、肝臓
でNrf2の核移行、成熟VLDLの放出、肝臓内フマル酸レベルが低下しNAFLD様病態を示した。肝臓特異的Keap1欠損
マウスではこれらの現象が改善し このマウスの肝オルガノイドでも、MetとTyrの欠乏で惹起される活性酸素種
（ROS）と脂肪滴が抑制された。 Nrf2誘導剤であるフマル酸ジメチルは、in vitroにおいて肝細胞内のフマル酸
を増加させ脂肪変性を改善した。 これらの結果からアミノ酸であるMetおよびTyrの欠乏は、Keap1-Nrf2システ
ムを介して脂肪肝を誘発することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We elucidated that mice fed a High Fat, methionine (Met) restricted and 
tyrosine (Tyr) deficient diet showed the NAFLD-like phenotype in which the nuclear translocation of 
Nrf2, triglyceride-rich VLDL and fumarate were decreased in liver but liver specific Keap1 KO mice 
ameliorated these phenomena.  Reactive oxygen species and LDs induced by the deprivation of Met and 
Tyr were prevented in hepatic organoids generated from the Keap1 KO mice.  Dimethyl fumarate, a Nrf2
 inducer ameliorated the steatosis and increased the hepatic fumarate reduced by the deprivation of 
Met and Tyr in vitro.  OA / Met or Tyr ratio in peripheral blood were associated with the hepatic 
steatosis in NAFLD patients.  Conclusion: an imbalance between free fatty acids and Met and Tyr 
induces hepatic steatosis by disturbing the VLDL assembling via the Keap1-Nrf2 system.

研究分野：肝疾患

キーワード： NAFLD　NASH　アミノ酸　VLDL

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで糖・脂質代謝からNAFLD/NASHの病態を解析した報告は多く存在するが、本研究はアミノ酸代謝と
NAFLD/NASHの病態を説明した新しいアプローチの研究である。本研究により過剰な糖質・脂質の摂取だけでなく
一部のアミノ酸の欠乏がNASH病態に関与していることが明らかとなった。糖尿病やNAFLD.NASHの食事療法として
低糖質・低脂肪・高たんぱく食が推奨されているがその根拠となる研究成果である。

※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 
飽食の時代背景を基に全世界で肥満・糖尿病が増加しており、それに伴い非アルコール性脂肪
性肝疾患（NAFLD）も急増している。約 25%の NAFLDは NASHに進行することが知られ、
現在、NASH に対する治療薬はなく食事・運動療法が中心であるため、病態解明・バイオマー
カーの同定・治療薬開発は急務である。NASH 発症機序は不明であるが、病理学上①肝細胞脂
肪変性②肝細胞風船様変化③炎症細胞浸潤④線維化が特徴であり、①②は肝細胞に中性脂肪（TG）
の蓄積とアポトーシスを起こした現象、③④は肝細胞周囲にマクロファージ、肝星細胞が集積・
活性化し炎症・線維化を起こした現象である。 
過栄養状態では門脈血由来の過剰な糖質・飽和脂肪酸による糖毒性や脂肪毒性が肝細胞内に
酸化ストレスや小胞体ストレスを与える。ストレス回避機構として酸化ストレスには Keap1-
Nrf2システム、小胞体ストレスには小胞体ストレス応答（PERK, IRE1, ATF6）が存在する。
過剰な糖質・脂質がこれらの肝細胞ストレスセンサーを活性化することは証明されているが、遊
離アミノ酸との関係はあまり知られていない。先行研究において脂肪肝になっているレプチン
欠損マウス（ob/obマウス）の空腹時門脈血中ではグルコース濃度や遊離脂肪酸濃度が野生型マ
ウスと比較して有意に高いが７種類の遊離アミノ酸が有意に低下していることを見出した。本
研究ではこの門脈血中遊離アミノ酸不均衡に着目し肝細胞脂肪変性における遊離アミノ酸のか
かわりを探求する。 
 
２．研究の目的 
肝細胞脂肪変性に関与する遊離アミノ酸を同定し、細胞内ストレスを介したメカニズムを明ら
かにすること。 
 
３．研究の方法 
I. 細胞実験 
先行研究で独自に開発した門脈血類似 3 次元潅流培養法を用いて門脈血で低下した遊離アミ
ノ酸の中で L-Methionine (Met)と L-Tyrosine (Tyr)の濃度を改変し肝細胞脂肪変性と酸化スト
レスを評価した。細胞は SV40 マウス不死化肝細胞およびオルガノイドを使用した。肝細胞内の
脂肪滴、ROS を蛍光顕微鏡、flow cytometry で評価し、酸化ストレス応答 Keap1-Nrf2 の発現は
ウェスタンブロットで評価した。 
 
II. 動物実験 
本研究期間では Met/Tyr による脂肪肝形成の Keap1-Nrf2 の依存性を明らかにするために、山
本ら（東北大学医科学分野）の協力を受け Alb-cre マウスと Keap1(flox/flox)および
Nrf2(flox/flox)マウスから肝臓特異的 Keap1, Nrf2 ノックアウトマウスの提供を受け、高脂肪・
メチオニン制限チロシン欠損食で飼育しコントロールマウスとの比較を行った。肝臓内の Keap1, 
Nrf2 の発現（核内移行）, GRP78, ATF4 の発現を解析した。肝臓からの VLDL 放出を解析するた
めに血中リポ蛋白質解析を（LipSEARCH®に受託）行った。 
 
III. 患者検体 
NAFLD/NASH 患者の末梢血中遊離アミノ酸分析結果と肝臓病理標本を後ろ向きに解析し、血中
Met/Tyr 濃度と肝臓病理学的所見（肝細胞脂肪化、肝細胞風船様腫大、線維化）との相関関係を
評価した。 
 
４．研究成果 
メタボローム解析（CE-TOFMS）により NAFLD モデルマウス ob/ob マウスの門脈血では Met・Tyr
を含む 7種類のアミノ酸が有意に低下しており、その環境を左舷するため野生型マウスと ob/ob
マウスの門脈血のアミノ酸濃度を一致した培地をそれぞれ作成した（PBM-wt、PBM-ob）。これら
の培地でオレイン酸を負荷した肝細胞を培養すると PBM-ob 下で培養肝細胞中の脂肪滴が有意に
多くなるが、Met・Tyr 添加により濃度依存的に脂質放出を促進し細胞内脂質を減少させた。こ
の現象に伴い Met・Tyr 欠損培地下では VLDL の分泌に関与する ApoB-MTP の結合は亢進するが
MTP 活性は低下していた。更に Met・Tyr 欠損培地下ではオレイン酸添加による細胞内フマル酸
の増加が完全に抑制され核内 Nrf2 の低下、活性酸素種（ROS）蓄積を認めた。Nrf2 活性化剤と
して知られているフマル酸ジメチル（DMF）の添加により細胞内フマル酸増加と伴に肝細胞内脂
質および ROS は減少する一方で、フマル酸合成阻害剤により肝細胞内脂質は増加した。動物実験
において野生型マウスでは高脂肪・低 Met・Tyr 欠損食により NAFLD 表現型を呈し、肝組織のフ
マル酸レベル低下に伴い核内 Nrf2 レベルも高脂肪食群マウスに比べ低下した。また末梢血中の
TG-richの成熟VLDLが低下した。興味深いことにNrf2が恒常的に活性化する肝臓特異的Keap1KO
マウスでは低 Met・Tyr 食による MAFLD 進展が抑制され、更に Keap1KO マウス由来肝オルガノイ
ドでも Met・Tyr 欠損培地による脂肪変性が抑制された。細胞実験、動物実験の結果を反映して



NAFLD 患者の脂肪滴定量データと遊離脂肪酸（FFA）/Met、FFA/Tyr 比に相関関係を認めた。以上
の結果から、NAFLD/NASH では門脈血中の過剰なグルコース、脂肪酸により肝臓に脂肪毒性
（Lipotoxicity）がかかりそれを回避するために酸化ストレス応答 Keap1-Nrf2 機構が働くが、
Met, Tyr の欠乏が生じるとその応答機構が正常に機能せずに病態が悪化することを示した。こ
れらの研究成果を論文として報告した（Sano A, Kakazu E, et al. Hepatology. 2021 
Sep;74(3):1271-1286.） 
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