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研究成果の概要（和文）：抗酸化ストレス応答が脆弱化した Nrf2 ノックアウトマウスでは早期

に脂肪性肝炎を発症し，一方，Nrf2 を過剰に発現するマウスでは脂肪性肝炎を発症しなかった．

肝における非ヘム鉄濃度は Nrf2 ノックアウトマウスで顕著に増加していた．初代培養肝細胞

を用いた実験においても，メチオニンコリン欠乏培地では，Nrf2 ノックアウトマウス由来肝細

胞の肝細胞から培地への鉄排泄は他のマウス由来肝細胞に比較して低下していた．Nrf2 の賦活

化は抗酸化ストレス応答のみならず，肝細胞における鉄代謝を調節し，脂肪性肝炎の発症と進

展を防御すると推測された． 
 
研究成果の概要（英文）： In Keap1-kd mice (with Nrf2 overexpression) fed an MCD diet, 
steatohepatitis did not develop over the observation periods. However, in Nrf2-null mice fed the diet, the 
pathological state of the steatohepatitis was aggravated. Iron accumulation was greater in the livers of 
the Nrf2-null mice compared to those of the WT mice, and it was not observed in Keap1-kd mice. 
Further, the iron release from the isolated hepatocyte of Nrf2-null mice was significantly decreased. 
Sulforaphane, an activator of Nrf2, suppressed the pathological states and oxidative stress in the livers. 
Nrf2 has protective roles against nutritional steatohepatitis through inhibition of hepatic iron 
accumulation and counteraction against oxidative stress-induced liver injury. 
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１．研究開始当初の背景 
 肥満は過剰なエネルギー源が脂肪として
蓄えられた状態である．脂肪の体内における
主要な貯蔵場所は脂肪組織であるが，筋肉お
よび肝臓等にも異所性に脂肪蓄積が生じる．
過剰な脂肪蓄積が生じると組織の構造や機
能に異常をきたし，炎症状態を誘発すること

で器官障害を引き起こす．わが国では，肥満
者の約 3 割は非アルコール性脂肪性肝疾患
（NAFLD）と称される脂肪肝を伴う慢性肝
障害に罹患している．NAFLD の一部は
NASHに移行する．NASHの発症は，NAFLD
（first hit に相当）に NASH を発症させる因
子あるいは障害（second hit として酸化スト
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レス，脂肪過酸化，エンドトキシン等）が生
体に加わることにより引き起こされる． 
 肥満は自然免疫系の活性亢進を特徴とす
る炎症性の障害であり，一方，活性化した自
然免疫系は肥満関連肝疾患の発生とその進
展の病態に深く関与している．自然免疫系は，
自然免疫細胞（マクロファージ細胞等）の集
積による不要分子（病原体や食事性異物等）
の除去，クッパー細胞や血管内皮細胞による
細菌の免疫学的排除を目的に営まれる生体
反応である．肥満状態では食事性脂肪や脂肪
酸が異物として認識され，その結果，脂肪に
よる炎症シグナル伝達経路の活性化が生じ
ることで肝に炎症病態が惹起される．過剰な
脂肪または脂肪酸は幾つかの細胞シグナル
伝達経路による NF-κB の活性化により，炎
症性サイトカインの産生を亢進させ炎症病
態を惹起する．最近，肥満者の自然免疫系の
活性亢進が肝障害や肝線維化にも重要な役
割を果たすことが判明しつつある． 
 転写因子 Nrf2 の役割は，同遺伝子欠損マ
ウスの解析より，生体への侵害刺激に対して
生体が発動する防御機構を制御する司令塔
的因子である．脂質代謝に関連して，Nrf2
は高脂肪食による肝脂肪蓄積を抑止する作
用も見出されている．最近，連携研究者の山
本らは，Nrf2 は自然免疫系の活性化を調節す
る因子でもあり，レドックス状態に関する恒
常性の維持ならびに活性化した炎症性サイ
トカイン産生経路の抑制を司る因子である
ことを明らかにした． 
 近年では予防医学という言葉が注目され，
日常の食生活を改善することより種々のス
トレスより生体を保護し，疾病を回避する考
え方である．特に癌の発生には，生活環境や
食生活などの様々な原因が挙げられること
より，これらの予防効果を多くの植物性食品
成分に期待する動きが生じている．野菜であ
るブロッコリーは，SOD 様活性や DPPH 捕
捉活性が高いとの報告がなされている．米国
の国立がん研究所の研究成果により，ブロッ
コリーに含まれるスルフォラファンには，肝
臓の解毒作用を高める働きがあることが判
明した．分担者石井らの研究により，その効
果の一部には，含有成分のスルフォラファン
の Nrf2 賦活化による生体内抗酸化作用にあ
ると推察されている．スルフォラファンは生
体の酸化ストレス応答能を強化する点より，
肥満関連肝疾患の予防医学に有用な機能性
食品と位置図けることが出来る． 
 
２．研究の目的 
 非アルコール性脂肪性肝炎（Nonalcoholic 
steatohepatitis: NASH）は進行性であり，
脂肪肝から肝硬変，さらには肝癌にまで進行
する致死的疾患群である．本邦においてもメ
タボリック症候群の増加に伴い NASH 予防

の重要性が認識されている．一方，転写因子
の NF-E2 related factor 2（Nrf2）は，抗酸
化ストレス防御機構の発動や自然免疫系の
活性化を制御する司令塔的因子であること
が判明している．近年，ブロッコリーに含ま
れるスルフォラファンは，Nrf2 活性化を介し
た強力な抗酸化作用が推測され，予防医学の
立場より注目されている．本研究では，野生，
Nrf2 欠失，Nrf2 過剰発現マウスに NASH を
誘発するコリンメチオニン欠乏（MCD）食を
投与して，Nrf2 が NASH の発生と進展に対
する抑制因子であることを明らかにする．ま
た，NASH の予防と治療の立場より，スルフ
ォラファンによる Nrf2 を賦活化の分子機構
を解明し，スルフォラファンが NASH の発
生と進展に対して抑止効果を発揮するかを
判定する． 
 
３．研究の方法 
(1) 野生マウス，Nrf2 遺伝子欠失マウス，
Keap1遺伝子欠失マウスにMCD食を投与す
る．NASH の重要な肝組織学的変化について，
それらの出現時期と程度の観点より比較し，
Nrf2 が NASH の発生と進展に対する抑制因
子であるかを明らかにする． 
(2)上記の NASH モデルにおいて，感受性を
示すと予想されるNrf2遺伝子欠失マウスと，
一方，抵抗性を示すと予想される Keap1 遺
伝子欠失マウスの肝標本について，Nrf2 が誘
導する抗酸化防御系の発動と自然免疫系の
活性亢進（特に TLR4–NF-κB シグナル伝達
経路）の抑止に関する分子機構について明ら
かにする． 
(3) NASH の予防と治療の立場より，野生と
Nrf2 遺伝子欠失マウスに対し，Nrf2 賦活化
を誘導するスルフォラファンを経口投与し，
Nrf2 介在性に NASH の発生と進展が抑止さ
れるかを判定する． 
(4) スルフォラファンの抑止効果が認められ
た場合には，抗酸化防御系の発動と自然免疫
系の活性亢進に対する修飾の観点よりそれ
らの分子機構を明らかにする． 
 
４．研究成果 
 WT肝ではMCDD3週間投与にて病理学的
な変化が認められなかったが，Nrf2-null 肝
では NASH の病理組織像（炎症細胞浸潤，
脂肪化，線維化）を呈し，Nrf2-null では
NASH が早期に誘発された．また，MCDD6
週間投与では，WT 肝でも NASH 像が認めら
れたが，Nrf2-null マウスではより重症の
NASH 像を呈した（図１）． 
 血液生化学においても，AST, ALP, Bil 値
が MCDD 投与 Nrf2-null では WT と比較し
て有意に高値であった．MCDD 投与の WT
肝では，Nrf2 の発現がコントロール食投与と
比較して 3 倍と顕著に増加していた． 



図１ 

 
 MCDD 投与 WT 肝では，Nrf2 が制御する
解毒代謝酵素 NQO1,GSTa1，抗酸化ストレ
ス応答蛋白γ-GCS の発現が有意に増加し，
一方，MCDD 投与 Nrf2-null 肝では，これら
の分子の発現誘導は軽微であるか，認められ
なかった．酸化ストレス防御因子の還元型グ
ルタチオンと SODは，MCDD投与Nrf2-null
においてWTと比較して有意にそのレベルが
低下しており，Nrf2 欠失による抗酸化物質の
低下が引き起こされ，NASH の早期進展に至
ると考えられた． 以上の結果から，NASH
の発生とその進展に対して，Nrf2 は解毒・酸
化ストレス消去系分子の発現誘導を介して，
防御的役割を果たしていると推測された． 
 さらに重要な点は，肝における非ヘム鉄濃
度は Nrf2 ノックアウトマウスで顕著に増加
しており，それに平行して，酸化ストレス指
標である 4-HNE レベルも増加していた（図）．
本マウスでは鉄排泄輸送体の ferroportin 1
の発現レベルが低下していた．各マウスから
の初代培養肝細胞を用いた実験においても，
メチオニンコリン欠乏培地では，Nrf2 ノック
アウトマウス由来肝細胞の肝細胞から培地
への鉄排泄は他のマウス由来肝細胞に比較
して低下していた．これらの結果より，Nrf2
の賦活化は抗酸化ストレス応答のみならず，
肝細胞における鉄代謝を調節し，脂肪性肝炎
の発症と進展を防御すると推測された． 
 さらに治療的観点より，ブロッコリースプ
ラウト（新芽）から Nrf2 の活性化剤として見
出された Sulforaphen(SFN)を投与した野性型
(WT)マウスに対して MCD 食投与を行い，
Nrf2 の賦活化が脂肪性肝炎の発症と進展に
対 
して抑止効果を示すか検討した．SFN+MCD

食を作製し WT への投与を行った．6 および
13 週間投与の双方において， Nrf2-null では
WT と比較してより重症の脂肪性肝炎像を呈
していた．Nrf2 制御下の抗酸化ストレス遺伝
子群は，Nrf2-null ではそれらの発現レベルは
ご く 軽 微 に の み 認 め ら れ た ． WT の
SFN+MCD 投与群では MCD 投与群と比較し
て，脂肪性肝炎における炎症および線維化が
有意に抑制されていた（図２）．Nrf2-null マ
ウスでは SFN による改善効果は認められず，
このことより，SFN は Nrf2 の活性化を介し
て酸化ストレスの増加を抑制し，その結果，
肝病変の増悪を防御したものと考えられた．
Nrf2 は MCD 誘発脂肪性肝炎に対して，酸化
ストレス消去系分子の発現誘導を介して，肝
病変の発症と進展に抑止的役割を果たすと
推測された．Nrf2 は今後の NASH 治療にお
ける分子標的として重要であると考えられ
た．これに関連して，機能性食品成分である
SFN による Nrf2 活性化は NASH に対する新
しい治療手段として有用であると考えられ
た． 

図２ 
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