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研究成果の概要（和文）：運動療法が非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）に対して有用である分子メカニズムは未
だ解明されていない．転写因子Nrf2は，抗酸化ストレス防御機構の発動や自然免疫の活性化を制御する．マウスに高脂
肪高ショ糖食を9週間摂取させ，運動実践を行う群と行わない群を設けて比較検討した．高脂肪・高ショ糖の摂取によ
り，野生とNrf2KOの両マウスで肝脂肪量は増大し，NAFLDを呈していた．野性における運動実践はNrf2を活性化し，肝
脂肪蓄積を改善したが，一方，Nrf2KOでは肝脂肪化の改善は認められなかった．運動実践はNrf2を活性化による肝脂質
代謝の修飾を介し，肝脂肪蓄積の改善に関与することが示唆された．

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanism for usefullness of exercise on non-alcoholic fatty liver d
isease (NAFLD) has not been fully elucidated. The transcription factor Nrf2 regulates antioxidative stress
 system and activation of innate immunity. We tested the effects of exercise on NAFLD mice fed high fat an
d sucrose diet. The diet induced severe fat accumulation in the liver of wild-type and Nrf2KO mice.  In wi
ld-type mice, the exercise activated Nrf2 and then reduced the hepatic fat content. However, the Nrf2KO mi
ce did not reduce the fat content. Taken together, it is suggested that exercise modifies body lipid metab
olism and reduces hepatic fat content through the induction of Nrf2 activation. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
 食生活習慣の欧米化と，過食と慢性的な運
動不足に伴い，国民の肥満傾向は加速してい
る．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．過剰に脂肪蓄積が生
じると組織の構造や機能に異常（異所性脂肪
蓄積症）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）の慢性肝障害に罹患している．
NAFLD の一部は非アルコール性脂肪性肝炎
（non-alcoholic steatohepatitis: NASH）に移行
する．NASH は進行性であり脂肪肝から肝硬
変，肝発癌にまで至る． 
 NAFLD の予防と治療には，食事・運動療
法以外にコンセンサスが得られた治療法は
未だない．最近，短期間の運動実践がその強
度に比例して，ヒト白血球の転写因子 NF-E2 
related factor 2（Nrf2）とその標的分子を活性
化して，抗酸化ストレス応答を発揮すること
が見出した．Nrf2 は侵害刺激に対する生体防
御機構を制御する因子である．その役割には
同遺伝子欠損マウスの解析より，抗酸化スト
レス応答に加えて，自然免疫活性化の制御，
炎症性サイトカイン産生の抑制，脂肪蓄積の
抑止，鉄蓄積の抑止，抗肥満分子の脂肪融解
蛋白質分子の発現誘導が知られている． 
 
２．研究の目的 
 
1) Nrf2 過剰発現する Keap1 遺伝子欠失マウ
スを作製し，骨格筋の変化，代謝機能，運
動耐容能力，筋収縮後の myokine 産生，脂肪
融解蛋白やストレス蛋白分子の発現誘導へ
の影響を検討する． 
2)野生，Keap1 遺伝子欠失マウスに高脂肪・
高コレステロール・高ショ糖（HFHCHS）
食による NAFLD を作製する．1)と同様に骨
格筋の変化，代謝機能と運動機能などへの影
響を比較検討する． 
3) 2)の高エネルギー食を摂取したマウス肝
の検索を行い，骨格筋の Nrf2 賦活化が
NAFLD の発症と進展を抑止しているかを
検討する． 
4) マウスの骨格筋より筋芽細胞の初代培
養を樹立する．通常と脂肪負荷の両状態に
て，形態観察，脂肪酸代謝，インスリンシ
グナル，myokine 産生能，脂肪融解蛋白や
ストレス蛋白分子の発現誘導能の観点より
比較検討する． 
 
３．研究の方法 
 
野性，Nrf2 遺伝子欠失，Keap1 遺伝子欠失
（Nrf2 過剰発現）マウスに HFHCHS 食を投
与して NAFLD/NASH モデルを作製した．小
動物用トレッドミルを用いて短期と長期の
持久性運動を施行し，運動実践が Nrf2 の賦活

化を誘導すること，Nrf2 介在性に自然免疫が
活 性 化 し て い る 肝 病 態 を 軽 減 し ，
NAFLD/NASH の進展予防を発揮するかを検
証した．各マウスより分離・培養した骨格筋
細胞について，Nrf2 賦活化，自然免疫活性化，
糖，脂肪酸，鉄などの代謝機能の変化の観点
より解析した． 
 
４．研究成果 
 
 高脂肪食摂取により，野生と Nrf2 遺伝子
欠失マウスの肝では高度の脂肪肝像が認め
られたが，Keap1 遺伝子欠失マウスでは肝脂
肪化は認められなかった．血液生化学でも，
Nrf2 遺伝子欠失マウスでは，AST, ALP, 
Bilirubin 値が野生マウスと比較して有意に
高値であったが，Keap1 遺伝子欠失マウスで
は有意な変化を認めなかった．野生マウスの
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，Nrf2 遺
伝子欠失マウスの肝では，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
（図２）．酸化ストレス防御因子の還元型グ
ルタチオンと SOD は，高脂肪食投与の Nrf2
遺伝子欠失マウスにおいては，野生マウスと
比較して有意にそのレベルが低下していた．
Nrf2 遺伝子欠失では抗酸化物質の低下が引
き起こされ，NAFLD の早期発症に至ると考
えられた．これらの結果から，NAFLD 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．Nrf2
は今後のNAFLD治療における分子標的とし
て重要であると考えられた． 
 小動物用トレッドミルにおいて，1-3 時間
の運動疲弊試験（5-28 m/min）による運動耐
容能を評価したところ，野生マウスに比して
Nrf2 遺伝子欠失マウスは脆弱性を示した．野
生および Nrf2 遺伝子欠失マウスにおいて，
運動負荷後の筋組織では筋線維の組成には
変化を認めなかった．しかし，筋組織中の
Nrf2 標的遺伝子（HO-1, NQO1, catalase）は
Nrf2 遺伝子欠失マウスにおいて有意に低発
現であり，これに関連して，酸化ストレスマ
ーカーであるTBARSはNrf2遺伝子欠失マウ
スにおいて高値であった．さらに，血中 CK
およびLDH濃度は有意にNrf2遺伝子欠失マ
ウスにおいて高値であった．これらの結果か
ら，Nrf2 遺伝子欠失マウスにおける運動耐容
能の低下の原因の一つには，骨格筋の運動に
より生じる酸化ストレスに対する脆弱性が
関与している可能性が考えられた． 
 次いで，野生型，Nrf2KO，Keap1KDマウ
ス由来の筋衛星細胞の初代培系の確立と，そ
れを用いた既知のマイオカインの発現比較を
含めた基礎的検討を行った．筋衛星細胞の初
代培養では，野生型，Keap1KDマウスでは，
問題なく培養できることが確認されたが、
Nrf2KOマウス由来の細胞は従来の方法では



培養することができなかった．この原因とし
て，培養環境下での酸化ストレス刺激の増加
が疑われたため，抗酸化剤であるメルカプト
エタノールを培養培地に0.1mM添加した．そ
の結果，細胞死が減少して培養が可能となっ
た．また，これら細胞が筋衛星細胞であるこ
とを確認するために，筋衛星細胞特異的に発
現するPax7での免疫染色を行ったところ，ほ
ぼすべての細胞がPax7陽性であることを確
認した．さらに，各マウス由来の筋衛星細胞
の筋管細胞への分化能を確認したところ，野
生型，Nrf2KO，Keap1KDすべてにおいて分
化能を有することを確認し，その分化速度は
群間で大きな差は認められなかった．筋衛星
細胞の初代培養とは別に，マウス由来の筋芽
細胞株であるC2C12とsiNrf2プローブ用いて
Nrf2をノックダウンしたC2C12細胞を作成
した． 
 上記細胞を用いて，運動時の Nrf2 発現変
化と既知の代表的なマイオカインの発現変
化を観察した．擬似的な運動刺激には，細胞
電気パルス刺激（EPS）装置を使用した．筋
管細胞へと分化させた C2C12 に，電気刺激
（40V, 2ms, 1Hz）を与えたところ，刺激後
に Nrf2 の活性化を認め，刺激後 6 時間をピ
ークに活性化は減少傾向を示した．EPS 刺激
によって，代表的なマイオカインである IL-6
の mRNA 発現量が，非刺激群に比べ極端に
増加した．さらに，野生型，Nrf2KO，
Keap1KD マウス由来の筋管細胞に電気刺激
（40V, 2ms, 1Hz）を与えたところ，いくつ
かのマイオカインの発現について，各群間で
差異があることが確認されている．以上の結
果より，骨格筋におけるNrf2の発現変化は，
運動による骨格筋のマイオカイン産生能に
強く影響を与える可能性が示唆された．しか
しながら，どのような種類のマイオカインの
産生が変化しているのか，その機序を明らか
にするまでには至っていない． 
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