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研究成果の概要（和文）：p62:Nrf2遺伝子二重欠損（DKO）マウスはヒトNASHに類似した表現型を呈する．DKOマ
ウスにおけるNASHの表現型に関する性差を検討した．8週齢では♂，♀ともに正常な組織像であった．30週齢の
DKO♂マウスでは脂肪沈着，線維化が生じていたのに対し，♀マウスでは脂肪沈着は♂と比較し軽度であり，線
維化は認められなかった．50週齢では♀においても大滴性の脂肪沈着を認めたが，炎症・線維化は♂と比較し軽
度であった．DKO♀マウスにおけるNASH肝病変は♂マウスと比較し軽度であった．これには女性ホルモンによる
過食肥満の抑制，LPSによる肝炎症応答の抑制が重要であると考えられた．

研究成果の概要（英文）：DKO mice represent a phenotype similar to human NASH. This study 
investigated sex differences in the phenotypes in the mice. Both male and female mice at 8 weeks 
showed normal liver histology. At 30 weeks, while the livers of male mice became fatty and fibrotic,
 those of female mice showed only minimal changes of steatosis and no fibrosis. Even for the female 
mice at 50 weeks, while the large lipid droplets were found, only minimal changes of fatty and 
fibrotic changes were observed in the livers. The magnitude of NASH histological changes was found 
to be weaker in female than in male mice. The results importantly suggest that female hormones may 
attenuate NASH pathophysiology by inhibiting overeating obesity and LPS-induced inflammatory 
responses.

研究分野： 肝臓外科学

キーワード： 脂肪性肝炎　肝癌　女性ホルモン　転写因子　臓器連環
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 食生活の欧米化により肥満人口が増加す
る現代社会において、肥満や生活習慣病を
背景に、肝機能異常を呈する非アルコール
性脂肪性肝炎（ NASH: Non-alcoholic 
steatohepatitis）罹患者が増加している。
NASH は、明らかな飲酒歴がないにも関わ
らず、肝臓に脂肪沈着を呈し、さらに炎症、
線維化が加わった疾患であり、肝硬変およ
び肝癌へと進展していく重大な疾患である。
NASH の罹患率には性差があり、女性は男
性と比べ壮年期までは低く、40 歳代以降の
閉経後に急激に高くなることが知られてい
る。これには女性ホルモンの分泌低下が影
響していると考えられているが、その詳細
な機序は明らかでない。 
 
２．研究の目的 
 我々の先行研究より、p62:Nrf2 遺伝子二
重欠損（double knockout: DKO）マウスは
過食による肥満とインスリン抵抗性を呈し、
NASH を自然発症し、ヒト NASH と類似
した表現型を示す有用な動物モデルである
ことを報告してきた。しかし、これまでの
成果はオスマウスを解析した研究であり、
メスマウスについての解析は行われていな
い。そこで本研究では、DKO マウスの
NASH 病態を性差の観点から解析し、女性
ホルモンの果たす役割について検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)遺伝子改変マウスの作製：野生型（WT）
C57BL/ 6J マウスを Charles River から入
手した。p62-KO および Nrf2-KO マウスを
作製し、p62:Nrf2 二重ノックアウトマウス
は、これらの突然変異マウスを交配するこ
とによって産生された。分析前に、これら
のマウスを C57BL/ 6J マウスと 10 代以上
交配させ、正常に生育した繁殖可能な子孫
を産生した。 
 
(2)血中エストラジオール濃度の測定：
DKO メスマウス（8, 30, 50 週齢）、DKO
オスマウス（8 週齢）を用いて DKO マウ
スのエストラジオール（E2）濃度の性差、
週齢による変化を解析した。E2 濃度の測
定は LC-MS/MS 法により行った。 
 
(3)マウスから肝臓を摘出し、4％パラホル
ムアルデヒド・リン酸緩衝液で固定し、パ
ラフィンにて包埋した。薄切片を作製し、
ヘマトキシリン-エオジン（HE）染色と
Sirius red（SR）染色を行った。NASH の
組織学的評価を定量的に行うために、SAF
（Steatosis, Activity, Fibrosis）スコアを
用いた。HE染色の標本で脂肪化（0〜3点）、
活動性（0〜4 点）を評価し、SR 染色の標
本で線維化（0〜4 点）を評価した。 
 
(4)炎症性サイトカイン発現の測定：Fast 

SYBR® Green Master Mix ， CFX384 
TouchTM リアルタイム PCR 増幅システム
（Bio-Rad）を用いて real-time PCR を行
った。House keeping 遺伝子の GAPDH
を内部標準とし、各サンプルの mRNA 量
を補正してデータ化した。 
 
(5) CT による内臓脂肪量、筋肉量の測定：
マウスを 10 %ネンブタール注射液で麻酔
し、スキャンした。肝臓と尾骨との間の連
続 5 mm スライス画像を取得し、ソフトウ
エアを用いた定量的評価に使用した。内臓
脂肪および皮下脂肪を区別し、定量的に評
価した。 
 
(6)腸内細菌叢：8、30 週齢のマウスから新
鮮便を採取して急速冷凍した。糞便試料か
らの DNA 抽出および 16S rRNA 遺伝子
V4 領域のアンプリコンライブラリーを使
用した次世代シーケンス解析を実施した。 
 
(7) Kupffer 細胞の解析：肝臓より Kupffer
細胞を単離し、M1 型（炎症型）および M2
型（抗炎症型）を評価した。表面マーカー
として F4/80 で標識した。次に、M1 型の
表面マーカーである CD11b、M2 型の表面
マーカーである CD206 で標識した。測定
にはフローサイトメーターを用いた。 
 
(8)統計解析：全てのデータは平均値 ± 標
準誤差（mean ± SE）で示した。有意差検
定には、t検定と 1元配置分散分析を行い、
P < 0.05 を有意とした。 
 
４．研究成果 
(1)血中エストラジオール濃度：DKO メス
マウスの血中エストラジオール濃度は、8
週齢でオスマウスと比較し有意に高値であ
った。また、50 週齢では低下していた。 
 
(2)NASH 肝病理組織： 8 週齢時点では、
DKO オスマウス、メスマウスともに正常
な組織像であった。30 週齢では、DKO オ
スマウスでは大滴性の脂肪沈着、炎症、線
維化が生じていた。一方、メスマウスは、
脂肪沈着はオスと比較し軽度であり、線維
化は認めなかった。50 週齢では、メスマウ
スにおいても脂肪沈着を認めたが、炎症、
線維化はオスマウスと比較し軽度であった。
SAF scoring について、メスマウスでは、
30 週齢時点では脂肪化、炎症、線維化がオ
スマウスと比較し低値であり、炎症、線維
化については、50 週齢時点でもオスと比較
し低値であった（図 1）。 
 
(3)肝における炎症性サイトカイン発現： 
TNF-α、IL-1βのmRNA発現量を測定した。
DKO オスマウスは 8 週齢から WT と比べ
増加しているのに対し、メスマウスは 8 週
齢では WT と同程度であり、30 週齢以降
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