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研究成果の概要（和文）： 臓器連関の視点から，全身p62遺伝子欠失マウスをベースに肝細胞，脂肪細胞，マク
ロファージにのみp62を発現させた組織細胞特異的p62遺伝子レスキューマウスに高脂肪食を摂餌し，NASHを誘導
してその病態を比較解析した．肝細胞のp62発現はNASHの進展を抑制し，肝細胞のp62がNASHの進展に防御的に機
能することが明らかとなった．外科手術によって得られたヒト肝組織の臨床標本を用いたp62免疫組織学的解析
では，p62の発現や染色様式がNASHおよび慢性C型肝炎の進展と関連していた．本研究結果により，p62がNASH，
更には肝癌発生の防御に重要であることを，基礎および臨床研究の双方より示した．

研究成果の概要（英文）：　The aim of this research is to elucidate the mechanisms of development of 
NASH and hepatocellular carcinoma from both basic and clinical medicine. The hepatocytes, 
adipocytes, or macrophages specific conditional p62 knock-in (rescued) mice were product and 
analyzed in NASH development. The hepatocyte specific p62 knock-in mice were suppressed the 
development of NASH with severe hepatic inflammation and fibrosis compared with other p62 gene 
modified-mice despite their similar obese. Moreover, p62 immunohistochemical analyses using clinical
 liver specimens from 50 hepatocellular carcinoma developed from NASH, 49 HCCs developed from 
chronic viral hepatitis C, and 48 liver metastases of colorectal cancer from both tumorous and 
non-tumorous areas which were collected by hepatic resection surgery showed that p62 
immunohistochemical expression and pattern was correlated with liver inflammation and fibrosis.
　p62 of hepatocytes could be a new target for NASH treatment. 

研究分野： 消化器外科学

キーワード： p62/Sqstm1　NASH　肝癌　autophagy

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）の進行および肝癌発生を阻止するための薬物治療は確立していない．本研
究は，肝細胞のp62がNASHの防御に重要であること，ヒトでもNASH進展に関連することを示した．これらの結果
は，特に肝細胞のp62の発現が肝脂肪化のみならず肝炎症線維化をもコントロールし得る可能性と，p62が新しい
NASHの治療標的と成り得る可能性を示した．NASHの今後の薬物治療開発のうえで，本研究の意義は大きいと考え
られる．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本邦でも約 2000 万人が罹患し，今後更に増加すると予測されている非アルコール性脂肪

性肝疾患（Non-alcoholic fatty liver disease; NAFLD）は，最も一般的な慢性肝障害のひとつ
であり，その 10-20%には non-alcoholic steatohepatitis（NASH）が含まれ，肝硬変，肝癌へ
進行する．しかし，単純性脂肪肝を基に炎症，線維化を来す NASH への進展機序は完全に
は解明されておらず，現在のところ運動および食餌療法による生活習慣改善以外に有効な
治療法は乏しい．  

p62/Sqstm1（p62）は，タンパクの分解系である autophagy に選択性を与えるアダプター
タンパクであり（Komatsu M, et al. Cell 2007），細胞中の中性脂肪を遊離脂肪酸に分解代謝
する新たな経路である lipophagy へも関与する（Singh R, et al. Nat Med 2009）．加えて，p62
が褐色脂肪組織において全身の脂肪酸エネルギー代謝と熱産生の制御を行うことが報告さ
れ（Muller TD, et al. J Clin Invest 2013），p62 が autophagy/lipophagy を介して全身の脂肪酸代
謝に関わることが示唆された． 

p62 遺伝子欠失マウス（p62-KO）は，過食による肥満，高血圧，耐糖能異常，単純性脂
肪肝などヒトメタボリック症候群に類似した表現型を示し（Harada H, et al. J Neurosci 
2013），更にこの p62-KO マウスに 60%高脂肪食を摂餌させると，野生型マウス（WT）で
はわずかな炎症のみで線維化は来さないのに比して，p62-KO は肝脂肪化のみならず，高
度の肝炎症・線維化を伴う NASH を発症する．この結果は，p62 が NASH において防御的
な役割を演じるとともに，p62 の欠損が autophagy/lipophagy 障害を引き起こし，中性脂肪-
脂肪酸-Acyl-CoA の代謝の異常を介して，NASH の進展に影響を与えた可能性が示唆され
た．  

 
２．研究の目的 
当研究課題の核心をなす学術的な「問い」は，「p62 欠損が惹起する autophagy および

lipophagy の障害が，中性脂肪-脂肪酸-Acyl-CoA から脂肪酸代謝へ至る一連の代謝をどう変
化させ，どのように NASH の発症進展に関与するか」である．一方，野生型マウスでは，
高脂肪食摂餌により，肝組織，白色（内臓）脂肪，褐色脂肪組織の p62 発現が増加してい
た．また，p62-KO の褐色脂肪組織では脂肪滴が WT と比較して肥満前から大きく，更に，
白色（内臓）脂肪では，p62-KO マウスにおいて HFD 摂餌によって大量の炎症細胞浸潤と
crown-like structure の形成が認められ，これらの褐色脂肪組織や内臓脂肪組織における p62
欠失による変化が，NASH の進展に影響を与えている可能性が示唆された．しかし，全身
p62 遺伝子欠失マウスを用いた解析では，各々の臓器組織での p62 の機能，NASH および
脂肪酸代謝に果たす役割を解析するには限界がある．そこで，組織別の p62 の役割を明ら
かにするため，全身の p62 遺伝子欠失マウスをベースに，肝細胞，脂肪細胞，更にマクロ
ファージにのみ p62 を発現する“組織細胞特異的 p62 遺伝子ノックイン（レスキュー）マ
ウス”を作製して全身 p62 遺伝子欠失マウスと NASH 肝病態の表現型を比較し，臓器連関
の視点からNASH の発症進展における p62の役割を明らかにすることが本研究の目的であ
る． 

 
３．研究の方法 
＜動物実験＞ 

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（p62KI/KI）を作製した（p62 -/-と同様全身で p62
遺伝子が欠失）．次に，全身の p62 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，上記 p62 KI/KI 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 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 の発現が組織細胞特異的にレスキュー
される．本研究では，Albumin-Cre，Adipoq-Cre，Lysozyme2-Cre マウスを用いて，肝細胞，
脂肪細胞，肝臓 Kupffer 細胞を含むマクロファージ特異的 p62 遺伝子レスキューマウスを
作製した．これらのマウスに，60%高脂肪食（オリエンタル酵母）を 16 週間摂餌させ，
NASH の表現型を比較した．  
＜細胞実験＞ 

p62 を CRISPR/Cas9 system を用いてノックアウトした培養肝細胞（Hepa1-6）を作製した．
野生型と p62-KO 細胞の定常状態および脂肪酸（palmitic acid；PL，oleic acid；OL）負荷時
の，p62 発現の差による autophagy/lipophagy に関わる因子（LC3，riubicon など）および
apoptosis signal（p-JNK）の発現変化を immunoblot で解析した． 
＜臨床研究＞ 
東京女子医科大学にて外科手術（肝切除術）により収集された，NASH 患者 50 症例，慢

性 C 型肝炎（CHc）肝癌 49 症例，大腸癌肝転移 47 症例の非癌部臨床標本について，HE



染色，Masson trichrome，p62 について免疫組織学的解析を行った（東京女子医科大学臨床
研究倫理審査承認番号 4932）．解析は，大腸癌肝転移の非癌部を正常コントロールとして，
steatosis activity fibrosis（SAF） score および新犬山分類による肝脂肪化・炎症・線維化の
解析と，p62 の免疫組織学的強度，更に，p62 の発現様式（斑状発現）に着目し病勢との比
較を行った．更に，これらの結果と，既に得られている患者情報（血液検査結果）との関
係性を比較解析した． 

 
４．研究成果 
(1) 細胞，脂肪細胞，およびマクロファージの p62 発現の体重への影響 
全身 p62

遺伝子欠失
マ ウ ス
（p62-KO），
肝細胞特異
的 p62 レス
キューマウ
ス（ p62-H 
res）， 
脂肪細胞特
異的 p62 レ
スキューマ
ウス（p62-A 
res），マク
ロファージ特異的 p62 レスキューマウス（p62-M res）に，通常食または高脂肪食を摂餌さ
せ，体重を比較した（図 1）．野生型（WT）と比較すると 4 系統の p62 遺伝子改変マウス
はいずれも肥満を呈したが 4 群間では差がなく，肝細胞，脂肪細胞，およびマクロファー
ジの p62 遺伝子発現は体重に影響を与えなかった． 
 
(2) 肝細胞の p62 は NASH の進行を防御・軽減する 

 
4 群のマウスの NASH 進行度を病理的に解析した．肝脂肪化と炎症を H.E.染色によって

（図 2 左パネル），肝線維化を sirius red 染色によって評価した（図 2 中央パネル）．また，
NASH の病理学的重症度を steatosis activity fibrosis （SAF）score によってスコアリングし
た（図 2 右パネル）．p62-KO，p62-A res，p62-M res では，高度の脂肪沈着と炎症細胞浸潤
が認められたが，p62-H res ではこれらの変化が軽度であった（図 2）．更に，p62-KO，p62-A 
res，p62-M res では，肝線維化（sirius red 染色の赤部分）が高度であったが，p62-H res で
は線維化が抑制されていた．SAF score による重症度判定でも同様の結果であったが，特に，
p62-H res では肝線維化が顕著に抑制されていた（図 2 青枠）．血液生化学検査でも同様に，
p62-H res では AST および ALT の上昇が軽度であり，肝障害が抑制されていた． 
 これらの結果から，肝細胞の p62 の遺伝子発現，すなわちレスキューは高脂肪食によっ
て惹起される NASH を抑制することが明らかとなった． 
 
 



(3) 脂肪酸は，肝細胞の p62，LC3，rubicon の発現を変化させ，apoptosis signal を活性化す
る． 

野生型（WT）と p62-KO
培養肝細胞に，脂肪酸 PL
と OL を暴露し，p62，LC3
（ autophagosome 形成），
rubicon（autophagy 抑制因
子 ）， JNK の 変 化 を
immunoblot にて解析した． 
 WT 細胞では，脂肪酸の
暴露によって p62 のタンパ
ク発現は増加し，LC3 の発
現も WT，p62-KO でともに
増加したが，LC3 の基礎発
現は p62-KO で顕著に増加
しており，p62-KO 細胞で
は，autophagy/lipophagy の
障害が惹起・増悪しやすい状態であると
考えられた．また，rubicon の発現は脂肪
酸の暴露によって軽度増加したが，WT
と p62-KO 細胞の間で差はなく，p62 と
は非依存的な変化と考えられた．更に，
p-JNK は OL 暴露 24 時間後に p62-KO 細
胞でのみ発現が増加しており，apoptosis 
signal が活性化していた．この結果は，
p62 の遺伝子欠失が脂肪酸負荷に対して
脆弱であり apoptosis に至り易いこと，ま
た，その機序に autophagy の障害が関与
していることを示唆しているものと推測
された（図 3）． 
更に，野生型（WT）と p62-KO 培養肝細胞に OL を暴露し，細胞内の中性脂肪と脂

肪酸の変化を解析した．p62-KO では WT と比較して中性脂肪が蓄積していた（図 4）．
一方，脂肪酸については両群で差は認められなかった．この結果から，p62 の欠失は，
細胞内の中性脂肪蓄積を招くことが示唆された． 
 
(4) p62 の免疫組織学的発現は，ヒト慢性肝疾患（NASH，CHc）の進行と関連した． 
ヒト肝組織臨床標本の非癌部

において，p62 は基本的には肝
細胞の細胞質に一様に染色され，
症例によってその免疫組織学的
発現には差が認められた．また，
一部の症例では p62 の斑状の発
現が認められ，この斑状発現部
位と Mallory 小体との発現が一
致していた（図 5）．  

p62 の発現強度に着目する
と，p62 の染色強度が弱い症例
は病理学的に NASH の脂肪化・
炎症・線維化が進行している症
例を多く含み（SAF score），CHc
についても炎症・線維化が進行している症例を多く含んでいた（新犬山分類）．しかし，血
液生化学検査では，肝予備能（血小板数，PT%，Alb），肝障害（AST，ALT），線維化（FIB4 
index）と p62 の染色強度に有意な相関は認められなかった（表 1）． 
 p62 の発現様式（斑状発現）に着目した解析では，p62 の斑状発現が認められる症例では，
NASH の脂肪化・炎症・線維化が進行している症例を多く含み，CHc についても炎症・線
維化が進行している症例を多く含んでいた．更に，斑状発現が認められる症例では，血小
板数，プロトロンビン時間（PT），ICG15 分値，アルブミンなどの肝予備能が低下し，FIB-4 
index が高値であった．これらの結果から，p62 の発現がヒトにおいても慢性肝疾患の進展
と関連することが明らかとなった． 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

＜考察＞ 
(1) 動物実験の結果により，肝細胞特異的 p62 遺伝子レスキューマウスは，高脂肪食によ 
って誘導される全身 p62 遺伝子欠失による NASH 進展を抑制することが明らかとなり，こ
の結果は，脂肪細胞でもマクロファージでもなく，肝細胞の p62 が NASH に対して防御を
行っていることを示した．  
(2) 細胞実験の結果から，p62 の欠失が脂肪酸による autophagy/lipophagy 障害を修飾・増悪 
させ，細胞死を招くことが示唆された． 
(3) ヒト肝切除標本を 
用いた臨床研究の結果から，ヒト NASH においても免疫組織学的な 
p62 発現強度および発現様式がその進行と関連していることが示唆された． 
 
＜将来の展望＞ 
ヒト肝組織臨床標本を用いた解析については，p62 に加えて LC3A，LC3B，multi-ubiquitin

など，autophagy に関わる因子の免疫組織学的解析を進め，基礎と臨床の間を埋める研究を
志向している．また，基礎研究においては治療的な観点から，①p62 の過剰発現がマウス
の NASH を防御，もしくは，治療し得るかの検討（p62 は賦活化剤が知られていないため，
ウイルスによる過剰発現を検討），②autophagy/lipophagy の阻害剤あるいは賦活化剤を用い
て，細胞の挙動や脂肪酸代謝の検討，を行うことを計画している． 
最終的には，p62 を介した NASH に対する治療薬の臨床応用を目指したい． 
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