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研究成果の概要（和文）：NAFLDには栄養管理のみならず，骨格筋の増加や維持に向けた運動が重要である．
NAFLDに対する運動療法は，種類を問わず肝脂肪蓄積を改善すること，肝の炎症・線維化の病態改善には高強度
の有酸素運動が有用であった．運動の肝病態改善のメカニズムには，インスリン抵抗性の改善に加えて，運動が
誘導する転写因子Nrf2の活性化を介した抗酸化ストレス作用の発動が重要であると考えられた．また，運動より
分泌されるDHEAなどのホルモンは， Kupffer細胞による腸内細菌由来のエンドトキシンの生体除去を増大させ，
抗炎症作用の発動も重要であった．運動は最も基本的であり継続性のあるNAFLDの予防・治療法である．

研究成果の概要（英文）：Not only nutritional support but also exercise for maintenance and/or 
increase of skeletal muscles are required in the clinical management of NAFLD. Exercise is effective
 to reduce liver fat contents irrespective of the exercise category. Moreover, high intense aerobic 
exercise is found to be effective for the improvement of oxidative liver pathological conditions. 
The molecular mechanism underlying the observations is an exertion of antioxidative stress action 
through exercise-induced activation of transcription factor Nrf2, in addition to the improvement of 
insulin resistance. Moreover, exercise-induced secretion of DHEA, etc. increased foreign body 
phagocytosis of Kupffer cells and in vivo clearance of intestinal bacteria-derived endotoxin, which 
in turn contributed to the improvement of inflammatory liver pathological conditions. Collectively, 
exercise is the most basic and continuous prevention and/or treatment of NAFLD.

研究分野：スポーツ医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NAFLDはメタボリック症候群の肝における表現型である．NAFLDでは運動療法と食事療法が予防と治療の基本とな
るが，その予防や治療としての運動を含む身体活動（PA）に関するエビデンスは全般的に少ない．本研究では，
肝脂肪蓄積や線維化を軽減するために必要なPAの強度，頻度，時間と種類は何かの質問に回答する成果を得た．
また，マウスの動物実験より，走運動は転写因子Nrf2の活性化により生体の抗炎症酸化ストレス応答を増大さ
せ，体重減少には依存せず，NAFLDの肝病態を改善するという新しい運動の分子メカニズムを解明した．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）はメタボリック症候群の肝における表現型である．日
常臨床では，栄養管理のみならず，骨格筋の増加や維持に向けた運動実践の実施は重要な課題で
ある．臨床試験の結果より，NAFLDに対する運動療法は体重減少とは独立し，種類を問わず肝
脂肪蓄積を改善すること，肝の炎症・線維化の病態改善には高強度の有酸素運動が有用であるこ
とが判明している．運動療法の病態改善のメカニズムには，従来からのインスリン抵抗性の改善
などに加えて，運動が誘導する抗酸化ストレス作用の発動が重要な役割を演ずると考えられる．
運動実践は最も基本的であり継続性のある NAFLD の予防・治療法であるが，運動療法の
NAFLD肝病態の分子メカニズムに関するエビデンスは少ない． 
 
２．研究の目的 
 
(1)本学主催の減量教室に参加した男性肥満者をランダムに 3 群に分け，1 週間に 3 回の頻度で
12週間にわたるレジスタンストレーニング（RT），高強度インターバルトレーニング（HIAT），
中強度持続性トレーニング（MICT）の前向きランダム化比較試験を実施する．運動の種類の違
いが，抗酸化ストレス応答転写因子 Nrf2の活性化に及ぼす影響について検討した． 
(2)野生マウスと過食肥満を呈する Sqstm1 欠失マウスに対して 12 週間の中強度運動負荷を実施
し，各組織・細胞における Nrf2活性化を経時的に解析した． 
(3)中強度運動負荷が NASHの病理組織学的な改善について評価した． 
(4)腸内細菌由来のエンドトキシン（LPS）に対する生体クリアランス能力について解析した．(5)
各マウス肝より Kupffer細胞（M）を分離培養する．細胞実験において，蛍光ビーズの異物貪食
能，表面形質マーカー（細胞，細胞）について解析した．  
 
３．研究の方法 
 
(1) 臨床試験： 
同意取得時の年齢が 20歳以上，60歳未満の男性，body mass index（BMI）が 25以上の者，医師
から運動を禁止されていない者，定期的な運動習慣がない者を対象とした．レジスタンストレー
ニング（RT）、中強度有酸素性トレーニング（MICT），高強度有酸素性トレーニング（HIIT）
の 3群にランダムに割り付けた．介入期間は 3ヵ月間，週 3回であり、運動によるエネルギー消
費量は RT群と HIIT群が約 170-180 kcal/回，MICT群が約 360 kcal/回に設定した．体重，除脂肪
量と体脂肪量（DEXA），有酸素性能力（V

．
O2max）を測定し，早朝空腹時採血を行い，各種 NAFLD

の病態因子を測定した．Transient elastographyにて肝脂肪化（CAP）と弾性度（LSM）を測定し
た．Kupffer 細胞の異物貪食能はソナゾイドによる造影超音波を用いて評価した．また，末梢単
核球を採取し各種因子の遺伝子発現を解析した． 
 
(2) 動物実験： 
走運動実験 
１週間の予備飼育後，マウスを３ヶ月の安静群（3moR），3ヶ月の運動群（3moTr）の 2つのグ
ループに分けた．運動群では小動物用トレッドミルを用いて運動負荷を行った．すべての動物実
験は筑波大学における動物実験委員会の承認を得て，筑波大学動物実験取扱規定，動物の愛護及
び管理に関する法律，実験動物の飼育及び保管ならびに苦痛の軽減に関する基準に準拠して行
った． 
 
標本のサンプリング 
運動負荷終了から 24時間後に体重，肝臓，精巣上体脂肪，骨格筋（ヒラメ筋，腓腹筋，足底筋，
前脛骨筋）の湿重量の測定と標本のサンプリングを行った．動物用 X線 CT装置による画像解析
により骨格筋，内臓脂肪，皮下脂肪重量を推定した．血清標本は-80℃で保管した． 
 
肝臓からの非実質細胞分画の分離調製と異物貪食の解析 
Kupffer細胞の貪食能を解析するために，運動負荷の終了から 1日後に肝臓より非実質細胞分画
を分離調製した． Kupffer細胞の異物貪食能はフローサイトメトリーにて解析した．Latex beads
を 0.57 µl/g body weight量で尾静脈から投与し，5分後に Kupffer細胞を単離した．その後，Kupffer
細胞の表面マーカーである F4/80 陽性細胞における latex beads を貪食した Kupffer 細胞の割合
と，latex beads の蛍光強度を測定した．Kupffer 細胞の異物貪食に関与する表面タンパク分子の
発現レベルはフローサイトメトリーにて解析した．  
 
免疫組織化学 
肝組織を採取し PBSで洗浄した後，4%パラホルムアルデヒドに浸し，24時間後に 70%エチルア
ルコールで脱水した後に，パラフィンに包埋した．肝組織は 3 µm 厚のスライスにした．F4/80 
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anti-bodyを 4℃でオーバーナイトした．翌日洗浄を行い，ビオチン化ラット抗体に 30分浸した．
マイヤーヘマトキシリンで対比染色を行なった．蛍光顕微鏡を用いて観察した． 
 
生体の LPSクリアランスの測定 
運動負荷の終了から 24時間後に，尾静脈より LPSを 0.01 µg/g body weightの容量で投与した．
投与前，投与後 1.5, 3.0, 6.0, 12.0時間のタイムポイントで血中 LPS濃度の測定をおこなった． 
 
サイトカイン，ステロイドホルモンとアディポカインの測定 
サイトカイン（TNF-α, IL-6, and IL-10）， testosterone, estradiol, corticosterone，DHEA, leptin, 
adiponectinの血清濃度をそれぞれ測定キットにて測定した． 
 
細胞実験 
マウスM細胞株（RAW264.7）を DMEM（Nacalai Tesque），5% CO2，湿度 95%，37℃の環境で
培養した．2.5 × 105個の RAW264.7を 6 wellプレートに播種し，24時間のインキュベーション
後，貪食能の解析を行った．0, 1.0, 5.0, 10.0 ng/mlの濃度の DHEAを添加し，12時間培養した．
Latex beads を 0.66 µl/mlの濃度になるように添加し，12時間培養した．latex beadsの蛍光強度を
フローサイトメトリーにて解析した． 
 
４．研究成果 
 
臨床試験 
3 ヵ月間の運動実践により，RT，HIAT，MICT の 3 群において V

．
O2max は有意に増加したが，

HIITと RT群の増加量がMICTに対して有意であった．3群の有意な体重変化は認められなかっ
たが，身体組成において，HIITと RT群が有意な除脂肪量の増加，3群において体脂肪量が有意
に減少した．RT，HIAT，MICTの 3群のすべてにおいて，体重および内臓脂肪の減少を伴わず
に，NAFLDの肝脂肪蓄積は同等の減少が認められた．肝脂肪蓄積は運動トレーニングの種類と
それらの強度に依存せずに改善することが判明した（図 1）．また，HIAT にのみ NAFLD の肝
硬度の改善が認められた．Kupffer 細胞の貪食機能も高強度運動のみで改善が認められた．末梢
血単核球における転写因子 Nrf2 の活性化によると推測される抗酸化ストレス応答遺伝子（ヘム
オキシゲナーゼ-1）の発現増加が認められた（図 1）．さらに，末梢単核球の解析では，3 群と
も介入前後の比較において脂肪酸代謝（SREBP-1，FAS），M1 Mの表面マーカー（CD11b），
炎症・免疫反応分子（TLR4，CD14）
の発現レベルが減少していた．まと
めると，HIATは NAFLDにおける肝
の炎症病態を抑える方向に働くもの
と推測された．NAFLDの肝線維化の
抑止に有用である．その背景には
Kupffer 細胞の貪食機能とそれによ
る LPSの減少による炎症反応の改善
が生じていると考えられた．HIATは
肝硬度が増している進行した脂肪肝
に対して有用な運動プログラムであ
ると考えられた．さらに，脂肪肝に
おける肝病態の改善を得るために
は，規則的な運動を実施し，徐々に
運動強度を増加させることが重要で
あると考えられた． 
 
動物実験 
 
運動負荷による Nrf2 活性化の in vivo imaging
（OKD48-Tgマウス：Keap1-Nrf2経路と発光蛋
白質のルシフェラーゼを利用し，酸化ストレ
ス・Nrf2活性化を可視化できる）を実施したと
ころ，走運動により，肝臓，内臓脂肪，骨格筋に
おける Nrf2の活性化が確認された（図 2）． 
 
In vivo実験 野生マウスに 3ヶ月間の走運動を負荷したところ，血中 LPS濃度の AUCは，安静
群に比して運動群では有意に減少した（図 3）．LPS投与 1.5時間後の TNF-α，IL-6濃度は，安
静群に比して運動群で低値を示した．Kupffer細胞の beads貪食能は運動群において増加した（図
4）．また，運動群において CD68, MARCO, SR-Aの発現レベルは有意に増加した．各種ステロ

図 1：運動の種類と肝病態（脂肪蓄積，肝硬度）の関係 
*，介入前後で有意差あり；**，運動プログラムの群間で有意差あり 

図２：運動負荷による Nrf2 活性化の in vivo imaging 
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イドホルモンの血中濃度の変動を測定した結果，DHEA のみが運動群で増加した．In vitro 実験
RAW264.7に DHEA（10µg/ml）を添加すると，beads貪食能は増大し，LPS添加による NfkB-p65
のリン酸化は有意に抑制された．中強度運動の継続は DHEAの産生増加を介して，Kupffer細胞

貪食能の向上による LPS クリアランスの増大と炎
症応答の低下を誘導した．本効果は運動が NAFLDの病態改善に有用である分子メカニズムの一
つであると考えられた． 
 
同様の走運動を過食肥満マウスの Sqstm1欠失マウスの負荷したところ，Kupffer細胞の beads貪
食能と貪食能活性マーカーである CD68 陽性細胞の割合は，WT に比して Sqstm1 欠失 rest にお
いて低値を示したが，運動負荷により増大した．Kupffer細胞表面における CD11b陽性細胞率は
WTに比して Sqstm1欠失 restで増加したが，Sqstm1欠失 exeでは抑制された．CD206陽性細胞
率は群間で差を認めなかった．TLR4 陽性細胞率は WT に比して Sqstm1 欠失 rest において増加
し，Sqstm1exeにおいては低値を示した．Adiponectinは Sqstm1欠失 restと Sqstm1欠失 exeの両
者で低値を示した．一方，DHEAはWTに比して Sqstm1欠失 restで低値を示したが Sqstm1欠失
exeで増加した． 
 
高カロリー食を摂餌させた Sqstm1 欠
失 exeでは，Sqstm1欠失 restと比較し
て体重・皮下脂肪量の増加が抑制さ
れ，肝腫大が有意に改善した．内臓脂
肪量，骨格筋量は差が認められなかっ
た．SAF scoreにおいて，肝脂肪化に差
は認められず，炎症および線維化の改
善が認められた（図 5）．門脈血 LPS
濃度は Sqstm1 欠失 rest で上昇し，
Sqstm1欠失 exeで低下傾向を示した．
また，末梢血においても LPSは低下傾
向を示した．継続的走運動は，高脂肪
食摂餌 Sqstm1 欠失マウスの脂肪性肝
炎，特に炎症と線維化の病態を改善し
た．継続的走運動は腸内環境の変化や
Kupffer細胞機能の改善を介して，代謝性 LPS血症による肝への炎症性障害の軽減により，脂肪
性肝炎を改善させた可能性が示唆された． 
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