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研究成果の概要（和文）：転写調節因子nuclear factor erythroid 2 (NF-E2)-related factor 2 (Nrf2)は酸化ストレ
スを感知し、ヘムオキシゲナーゼ-１をはじめさまざまな抗酸化タンパク質の発現を制御している。肝にp450を誘導す
るフェノバルビタール水前投与後、四塩化炭素CCl4投与した酸化ストレス肝傷害ラットモデルにおいてCCl4投与後早期
に肝にNrf2 mRNAの強誘導が見られ、血清ALT値とNrf2 mRNA発現には強い相関が見られた。Nrf2が酸化ストレスの指標
として、また、肝不全の重症度の早期診断に役立つ可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) is an important 
transcriptional factor in the protection against oxidative stress. Nrf2 binds Map Recognition element 
(MARE) and regulates expression of antioxidant protein. In the present study, a transient and remarkable 
induction of Nrf2 mRNA was caused by oxidative stress in carbon tetrachloride (CCl4)-induced serious 
acute liver failure with phenobarbital pretreatment, a cytochrome P450 inducer. The serum ALT levels at 6 
h after treatment were positively correlated with Nrf2 mRNA levels. Our findings suggest that Nrf2 mRNA 
expression may reflect the extent of oxidative tissue injury and it may be a novel marker of oxidative 
stress at acute hepatic failure.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 (1)急性肝不全の重症度の早期把握は、的

確な治療法選択のために重要 

  急性肝不全はウイルス、薬剤、自己免疫な

どにより発症する致命的な疾患であるが、全

身管理、免疫抑制療法、抗ウイルス療法、血

漿交換や血液濾過透析などの肝機能補助を

目的とした保存的治療の発達に加え、肝移植

の導入により劇的に救命率が上昇してきた。

しかし、未だ治療法

の選択に難渋するこ

とが多く、肝不全の

重症度をより詳細に

早期判断可能となれ

ば、適切な時期に適

正な治療法の選択が

可能となる(図 1)。 

 

(2)Nrf2 mRNA は 急性肝不全の酸化ストレス

マーカーになりうるか？ 

 一般に急性臓器不全の細胞傷害には、虚血

再灌流や好中球の活性化が引き起こす活性

酸素などによる酸化ストレスが大きな役割

を果たしている。申請者らはこれまで四塩化

炭素 CCl4 によるラット劇症肝炎モデルにお

ける肝傷害には、ヘム由来酸化ストレスが特

に重要な役割をはたしていること明らかに

してきた(Nakahira K,2003)。 

 ヘム分解の律速酵素である HO-1 の発現を

制御する転写調節因子の一つとしてBach1が

報告された（Igarashi K,2004）。通常、HO-1

遺伝子のエンハンサー配列 MARE に Bach1 が

結合してHO-1遺伝子の発現を抑制している。

酸化ストレス下でチトクロームなどのヘム

タンパクが崩壊しヘム濃度が上昇すると

Bach1 は MARE から離れ、代わりに細胞質内に

存在した Nrf2 が Keap1 から離れ MARE に結合

し、HO-1 遺伝子が活性化される(図 2)。申請

者らはヘム由来酸化ストレスによる肝傷害

の重症度と Bach1 mRNA の発現に相関関係が

あることを見いだし、Bach1 mRNA が急性肝傷

害の鋭敏な酸化ストレスマーカーになり得

る可能性を提唱してきた (Tanioka N, 2014)。

ところで、Nrf2 は様々な酸化ストレスにより

活性化され、抗酸化や解毒代謝をになう生体

防御系遺伝子の転写を活性化し重要な生体

防御的機能をもつことがわかってきた

(Taguchi K,2011)。 

 

(3) 重症肝傷害ラットモデルにおける肝傷

害重症度とオートファジーの関係 

 近年、タンパク分解経路の一つとしてオー

トファジー（自食作用）という概念が提唱さ

れている。オートファジーの基本的な役割は

栄養飢餓時に強誘導され、エネルギー産生や

タンパク質新生のために非選択的に細胞内

のタンパク質を分解し、タンパク質の原料で

あるアミノ酸を供給することである。一方、

オートファジーは十分に栄養がある状態で

も恒常的に働き、神経変性疾患や肝炎の発症

を 抑 制 し て い る こ と が 報 告 さ れ た 

(Komatsu M,2005,2007)。 

  最近、オートファジーにより選択的に分解

される p62 タンパク質が同定され、オートフ

ァジー減弱時に p62 が細胞内に蓄積すると、

Nrf2-Keap1 結合は競合拮抗的に阻害され、

Nrf2 が Keap1 からはなれ核内に移動し、抗酸

化タンパク質群が誘導されるという新たな

システムが発見された(Komatsu M,2010)。ま

た、肝臓特異的オートファジー不全マウスは、

p62 の過剰蓄積を伴う肝障害を引き起こすこ

とが明らかとなった。そこで肝傷害重症度と

オートファジーの関係を明らかにすること

は、肝傷害重症化の機序の更なる解明と新た

な治療法開発につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 そこで、酸化ストレスによるラット肝炎モ
デルにおいて、早期酸化ストレスマーカーと
しての Nrf2 mRNA の有用性を検討し、急性肝
不全の重症度の早期診断、早期加療開始を目
指す。また、急性肝不全において Nrf2 を活



性化し抗酸化タンパク質遺伝子の発現に関
与するオートファジーと Nrf2-Keap1 システ
ムの関係を明らかにし、急性肝不全重症化の
メカニズムの更なる解明に迫る。 
 
３．研究の方法 
動物モデル 
 7 週齢雄性 Sprague‐Dawley(SD)ラットを
用い 
モデル 1:四塩化炭素(CCl4)ラットモデル
(CCl4を腹腔内投与した肝傷害モデル) 
モデル 2: ペントバルビタール(PB)+CCl4 ラ
ットモデル（肝に P450 誘導する PB 水を飲水
後、CCl4を腹腔内投与しモデル 1 よりさらに
重症な肝傷害モデル）を作成し以下の項目を
検討した。 
 
(1)肝臓での Nrf2 mRMA と Bach1 mRNA の発現
は肝臓よりtotal RNAを抽出しNorthern blot
法により、Nrf2 タンパクは肝臓より核タンパ
クを抽出しWestern blot 法により評価した。 
 
(2)肝傷害の程度は、生化学検査：血清 ALT
値と、脂質過酸化の指標であるマロンジアル
デヒド:MDA 活性により評価した。 
 
(3)オートファジーは肝臓の total protein
を抽出し Western blot 法により LC3-I、
LC3-II、ｐ62タンパクを検出しオートファジ
ー活性化を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) CCl4ラットモデルにおける肝のNrf2発現。 
 雄性 SD ラットに CCl4を 0.1〜2.0 ml/kg 腹
腔内投与、sham 群には corn oil を投与し、
経時的に血液と肝臓を採取した。 
① CCl4投与後 6 時間の肝の Nrf2 mRNA 発現

を Fig.1 に示した。CCl4投与容量依存的
に Nrf2 mRNA の発現量は増加した。 

② CCl4 1.0 ml/kg 投与後の Nrf2 mRNA の発
現は CCl4投与後 1〜6 時間で上昇傾向を
示したが有意な上昇は見られなかった。
一方CCl4モデルより重症な肝傷害を引き
起こす PB+CCl4モデルでは CCl4投与後 1
時間で Nrf2 は上昇を開始し、3時間でコ
ントロールと比較し有意な上昇を示、し
その後急速に減衰し 6 時間後にはコント

ロールレベルに戻った (Fig.2)。以前報
告した、ヘム依存性酸化ストレスの指標
としてBach1 mRNAの発現はCCl4投与後 6
時間で一過性に強発現したが (Tanioka, 
2014)、Nrf2 mRNA はさらに早期に発現す
ることが示された。 

 
③ CCl4ラットモデルの肝傷害の程度とNrf2

との関係。CCl4 投与後の脂質過酸化の指
標である肝 MDA 活性はコントロールレベ
ルに比べて有意に上昇した。また、CCl4

の投与量増加とともに肝傷害の指標であ
る血清 ALT 値と Nrf2 mRNA レベルはとも
に上昇した。両者には強い相関が認めら
れ、肝傷害が強い程 Nrf2 mRNA がより誘
導されることが示された(Fig.3)。 

④ CCl4ラットモデルの肝の Nrf2、Bach1 タ
ンパク質の局在をWestern blot法にて調
べた。CCl4 モデルで核タンパクの Bach1
は CCl4投与後0.5､1時間でコントロール

R ²  =  0 .7 2 5 5 8  
p= 0 .0 0 0 4 3  

0  

2 0 0  

4 0 0  

6 0 0  

8 0 0  

1 0 0 0  

0  0 .1  0 .2  0 .3  

A
LT

 (
IU

/l
) 

N rf2  m RN A  level 
(Densitom etr ic arb itrary un its) 

F ig .3  CCl4 投与後のN rf2  m RN Aと 血清ALT値の関係 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

control 0.5h 1h 3h 

Ba
ch

1 
or
 N

rf
2 

/a
c

n  
 

Fig.4 CCl4投与後の核タンパクにおけるBach1, Nrf2タンパクの発現 
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Fig.2 CCl4投与後のNrf2 mRNA発現の経時的変化 
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Fig.1 CCl4投与後6時間のNrf2 mRNAの発現 
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レベルより有意に低下した。一方、核タ
ンパクの Nrf2 レベルは CCl4投与後 0.5､
1 時間で有意差はないが上昇傾向を示し
た。以上の結果は、CCl4 投与後、酸化ス
トレスによりチトクロームなどのヘムタ
ンパクが崩壊し遊離してきたヘムを
Bach1 が検知し MARE 配列から離れ、サイ
トゾルの Nrf2 が核内に入り MARE 配列に
結合し HO-1 を始めとする抗酸化タンパ
クの合成に関与することを示唆している。 

 
(2) CCl4肝傷害ラットモデルにおける肝オー
トファジーの活性化。 
 CCl4 投与後肝の LC3 と p62 タンパクを
Western blot により検討した。オートファジ
ーが活性化すると LC3-II/I 比が増加し、p62
は分解される低下する。CCl4投与後 1 時間で
LC3II/I 比は上昇し、p62 タンパクは減少傾
向を示し、CCl4投与によりオートファジーが
活性化していることが示唆された。 
 
 申請者らは、これまでヘム依存性酸化スト
レスによる傷害の指標として Bach1 mRNA が
ストレスマーカーとして有用ではないかと
報告してきた。今回、CCl4投与肝不全モデル
において Nrf2 mRNA は血清 ALT 値と強い相関
を示し、Bach1 mRNA や ALT 値の上昇より早い
3 時間で Nrf2 mRNA の有意な誘導が確認され
た。以上のことより、Nrf2 mRNA は早期酸化
ストレスマーカーの指標となりえ、重症肝傷
害のより早期の、的確な治療方針の決定に役
立ち、さらなる救命率の上昇につながると考
える。 
 今後、酸化ストレス下での Nrf2 の誘導と
オートファジーの関係をさらに追及し、臨床
現場での Nrf2 のストレスマーカーとしての
有用性、臓器傷害と Nrf2、オートファジーの
関係について検討することは肝不全の機序
を解明する上でも重要である。 
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