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研究成果の概要（和文）：p62遺伝子欠失（p62-KO）マウスは過食肥満により単純性脂肪肝を発症する．このマ
ウスに高脂肪食を摂餌させると高度の炎症・線維化を伴う脂肪性肝炎（NASH）を発症した．そのメカニズムとし
て，p62が遊離脂肪酸（FFA）への代謝に関わり，p62-KOマウス肝のFFAとfatty acyl-CoAの不均衡が生じている
可能性が示唆された．p62-KO培養肝細胞（Hepa1-6）では，oleic acid投与によって野生型細胞よりも中性脂肪
（TG）の蓄積が起こりやすくなっており，その原因としてp62欠失によってTGをFFAに代謝する新たな経路である
lipophagyが関わっていることが推測された．　

研究成果の概要（英文）：We generated p62 knockout (p62-KO) mice and demonstrated that these mice 
developed to simple steatosis in the livers by the obesity caused by hyperphagia. Moreover, we found
 that p62-KO mice developed severe steatohepatitis induced by a 60% high fat diet (HFD). We supposed
 the mechanism for the development of steatohepatitis in p62-KO mice fed HFD that p62 influenced 
free fatty acid (FFA) metabolism and resulted in the unbalance between FFA and fatty acyl-CoA in the
 hepatocytes. TG levels in p62-KO hepatocytes was increased compared with WT hepatocytes, and these 
results suggest that deletion of p62 could be associated with the functional change of 
lipophagy”, the important and new system of the metabolism for TG to FFA. To elucidate the 
regulatory role of p62 in NASH more clearly, we plan to compare the phenotypes between p62-KO and 
p62 gene rescued mice in hepatocytes, and p62 knockout hepatocytes and WT hepatocytes. 

研究分野： 健康応用科学
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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）は，単純性脂肪肝から発生し，肝硬変，肝癌へ進行する致死的疾患にも関わ
らず，その発症機序は未解明で，確立された薬物治療も存在しない．本研究は，p62-KOマウスに高脂肪食を摂餌
させるという簡便な方法でヒトNASHに類似する新規モデルを作製したことにより，NASHの発症メカニズム解明に
寄与すると考えられる．また，p62がFFA代謝を介してNASHに対して防御的な役割を果たすことを示唆し，p62が
新しいNASHの治療標的と成り得る可能性を示した点で意義が大きい．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
1) 本邦の約 1000 万人は非アルコール性脂肪性肝疾患（Nonalcoholic fatty liver disease; NAFLD）
と称される脂肪肝を伴う慢性進行性の肝障害に罹患している．NAFLD の 10-20%は肝硬変，肝
癌へ進行する致死的疾患である Nonalcoholic steatohepatitis（NASH）が含まれ，積極的な医療介
入が必要である． 
(2) 単純性脂肪肝を基礎に炎症，線維化を来す NASH への進展機序は十分に明らかになってい
ない．全身の脂肪酸代謝異常による肝細胞への脂肪沈着，脂肪毒性に加え，腸内細菌叢異常，
内臓脂肪からの炎症シグナル，小胞体ストレスや酸化ストレスなど肝のみならず全身の多様な
因子が関与する“Multiple parallel hits hypothesis”が提唱され支持されている（Hepatology, 2010）． 
(3) NASH の発症進展メカニズムを探索するためには良質な動物疾患モデルが必要不可欠であ
るが，従来の NASH 病態動物は，肥満を伴わない，若年時から急激に病変が進展するなど，ヒ
トの病態とは乖離していた． 
(4) 我々が作製した autophagy 制御因子である p62 の遺伝子欠失マウス（p62-KO）に高脂肪食
を投与すると，比較的短期間で強い肝炎症・線維化を伴う NASH を発症することを見出した．
このモデルはヒト NASH に類似し，単純性脂肪肝から経時的に NASH を発症し，肝硬変し進行
していく.  
２．研究の目的 
(1) ヒト NASH に類似する高脂肪食投与 p62-KO マウスを用いて，p62 を介した NASH 発症メ
カニズムを探索する． 
(2) NASH 発症機転における，p62 の脂肪酸代謝を介した防御機構を解析する． 
３．研究の方法 
(1) 動物実験：5 週齢の野生型（WT）および，p62 遺伝子欠失（p62-KO）マウスに 60%高脂肪
食 （HFD．オリエンタル酵母より購入）を摂餌させ，体重を経時的に測定した．HFD 摂餌 4, 8, 
12, 16 週後のマウスより，血液，肝臓，白色（内臓）脂肪組織（WAT），褐色脂肪組織（BAT）
を採取した．対照は通常食摂餌マウスとした． 
(2) 肝病理学的評価：肝組織について HE 染色および Sirius red 染色を行い，脂肪性肝炎の病勢
を脂肪化，炎症，線維化の観点より SAF score によって評価した． 
(3) 生化学的検討：AST, ALT, triglyceride (TG), LDL cholesterol (Cho), HDL-Cho,free fatty acid 
(FFA)を測定した（オリエンタル酵母へ測定を委託）．また，肝，WAT，BAT から脂質を抽出し，
単位重量あたりの FFA と TG 量を測定した． 
(4) 肝の炎症・線維化シグナル活性化：各種マウスの肝組織から mRNA を抽出し，定量的 PCR
で炎症および線維化シグナル（TNF-，IL-1，TGF-1, 1 procollagen）を解析した． 
(5) 肝，WAT，BAT の脂肪酸代謝：各種マウスの肝，WAT，BAT から mRNA を抽出し，定量的
PCR で脂肪酸代謝に関わる因子を解析した． 
(6) 肝細胞特異的 p62 遺伝子レスキューマウスの作製：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．このマウスは，全身で p62 遺伝子が欠損しており，p62-KO と同様の表
現型を示す．次に，全身での p62 遺伝子欠損下において，肝細胞特異的に p62 の発現をレスキ
ューするために，上記マウスと，肝細胞特異的に Cre リコンビナーゼを発現する Albumin-cre
マウス（Jackson laboratory から購入）と交配した．これにより生まれる仔は，Cre が発現する肝
細胞でのみLoxP で挟まれた転写終結シグナルおよびpolyA付加シグナルが除去されるため，p62
の発現が肝細胞特異的にレスキューされる（最終的な遺伝子型は，p62KI/KI:Alb-cre/+）． 
(7) 肝細胞の p62 ノックアウトによる脂肪酸代謝における p62 の機能解析：培養肝細胞（マウ
ス Hepa1-6 細胞）の p62 を CRISPR/Cas9 システムを用いてノックアウトし，脂肪酸（oleic acid, 
palmitic acid）を投与し，中性脂肪の蓄積，p62 の発現，脂肪酸代謝に関わる因子について，比
較解析を行った． 
４．研究成果 
(1) p62-KO マウスは HFD 摂餌により重症の脂肪性肝炎を発症
する：p62-KO は HFD 摂餌により WT よりも高度の肥満を呈
した（図 1）． 
更に，WT マウスより早期（4 週）に肝の脂肪化が出現し，そ
れに引き続いて 8 週で肝小葉の炎症と線維の伸びだし・線維
化の進行が認められた（図 2）．当初 HFD 摂餌は 24 週間を予
定していたが，16 週の時点で p62-KO マウスの一部は偽小葉
が完成し，肝硬変像を呈していた． 
(2) p62-KO マウスは強い肝障害を来す：血液生化学検査では，
p62-KO で WT よりも有意な AST, ALT の上昇を認め，強い肝障害が認められた．一方，血中の
脂質については，TG, FFA の基礎値は p62-KO で軽度上昇していたものの，HFD 摂餌群では
p62-KO と WT 群で大きな差は認められなかった（図 3）． 



また，肝組織では，p62-KO で肝重量の増加，
FFA および TG 量の有意な増加が認められた．
WAT，BAT は p62-KO で有意に重量が増加した
が，単位重量あたりの FFA，TG 量については
有意な差は認められなかった（図 4）． 
(3) p62-KO マウスでは，肝の炎症・線維化シグ
ナルの強い活性化が認められる：HFD 摂餌
p62-KO は約 8 週で肝 TNF-，IL-1の mRNA が
有意に増加し，経時的に増悪した．線維化シグ
ナルについては，HFD 摂餌 p62-KO マウスにお
いて軽度の TGF-1 発現増加 , 高度の 1 
procollagen 発現増加が認められた（図 5） 
(4) p62-KO マウスでは，FFA と fatty acyl-CoA 代
謝の不均衡が惹起される：p62-KO マウスでは，
肝細胞の FFAの細胞外からの取り込み（CD36），
内因性脂肪酸合成（FAS），中性脂肪合成
（PPAR），脂肪融解（PGC1, HTGL），VLDL
分泌（MTP）について，WT マウスと mRNA 発
現の大きな差は認められなかった．一方，FFA を
fatty acyl-CoAへ代謝するThem2 が p62-KO マウス
で有意に発現が増加し，逆に fatty acyl-CoA を FFA
へ代謝するACSL1 の発現が p62-KOマウスで有意
に発現が低下していた．更に，fatty acyl-CoA をミ
トコンドリア内へ移送し脂肪酸酸化の原料とし
て供する CPT-1 の発現も p62-KO マウスで有意に
発現が低下していた（図 6）．これらの結果は，
p62-KO マウスでは，FFA と fatty acyl-CoA 代謝の
不均衡が存在することを示唆し，p62の欠失がFFA
への代謝を阻害している可能性が示唆された． 
(5) HFD 摂餌で p62 のタンパク，mRNA 発現は変
化しないが，autophagy 調節因子である LC3 のタ
ンパク発現低下が認められる：HFD 摂餌により，
WT における肝組織の p62 の発現は，タンパク，
mRNA レベルとも変化を認めなかった．一方，
autophagy の制御因子である LC3 が HFD 摂餌によ
りタンパク発現が低下しており（図 7），autophagy
もしくは最近その存在が報告された lipophagy（中
性脂肪を遊離脂肪酸へ代謝する新たな経路）の脂
肪性肝炎における関与が示唆された．肝細胞にお
ける p62 の役割をより明確にするために，肝細胞
特異的 p62 遺伝子レスキューマウスと全身 p62 欠
損マウスの特に肝組織での表現型を比較すること
を計画した．現在，肝細胞特異的 p62 遺伝子レス
キューマウスの繁殖のため，p62KI/KI:Alb-cre/+ マウス
と p62KI/KIマウスの交配を行っている． 
(6) p62 の脂肪酸代謝における機能：当初は初代培
養肝細胞を WT マウスおよび p62-KO マウスより
分離して比較解析を行う計画であったが，分離を
予定した 8 週齢の時点で p62-KO では既に全身の
炎症が軽度ながら存在し，初代培養肝細胞がその
影響を受け p62 遺伝子発現の有無を純粋に評価で
きない可能性があった．このため，マウスの正常肝細胞で
ある Hepa1-6 細胞の p62 を CRISPR/Cas9 システムを用いて
ノックアウトし実験に使用することとした．Hepa1-6 細胞に
脂肪酸である oleic acid または palmitic acid を投与すると，
p62-KO肝細胞では中性脂肪の蓄積がWTと比較して軽度で
はあるが，有意に増加していた．一方，FFA の蓄積は明ら
かでなく，また p62-KO による変化も明らかではなかった． 
 
以上の研究から，①p62-KO マウスに HFD を摂餌させると

高度の脂肪性肝炎を発症した，②この脂肪性肝炎では，高
度の肝障害を来し，肝組織における炎症・線維化シグナル
の強い活性化が認められた，③脂質代謝のうち，特に FFA



の代謝経路に不均衡が認められた，④肝組織と肝細胞での結果は必ずしも一致していないが，
ともに lipophagy 調節因子である LC3 の発現が変化しており，p62 の欠失が中性脂肪を遊離脂
肪酸に代謝する経路である lipophagy に影響を与えた結果，NASH 病変の発症および進展に関与
することが示唆された．今後，肝細胞特異的 p62 レスキューマウスの表現型を比較解析するこ
とにより，肝細胞，特に脂肪酸代謝と lipophagy における p62 の役割を明らかにする．更に，
p62-KO 肝細胞における脂肪酸酸化の変化・異常を，細胞外フラックスアナライザーを用いて
細胞レベルで検討し，p62 の脂質代謝異常，lipophagy 異常への関連を探求し，最終的には NAFLD
の病態を明らかにすることを目標とする． 
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