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研究成果の概要（和文）：近年，顕著な増加を示している疾患が非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)である．本研究では
新しいモデルマウスとしてヒトNASHに非常に類似した病態を呈するSqstm1/Nrf2二重欠失マウス（DKO）を作製し，NASH
発症メカニズムに迫った． DKOマウスのNASH発症メカニズムには，過食肥満病態下における腸内環境変化によるLPS産
生増加，腸管バリア機能障害による腸管透過性の亢進，肝のLPSに対する異物排除機構の障害，これに関連した自然免
疫反応の亢進が重要であると考えられた．DKOマウスをさらに解析することで，未だ運動療法か食事療法以外に手技の
ないNASHの克服への端緒となることが期待される．

研究成果の概要（英文）：We generated double knockout (DKO) mice without Sqstm1 and Nrf2 genes. To confirm 
a hypothesis for bacteria-induced metabolic liver disease, we focused on the endotoxin produced by 
Gram-negative bacteria. In DKO mice, severe NASH was developed with the pathological state of 
steatohepatitis after 30 weeks. The serum endotoxin levels were significantly higher in DKO mice than 
those in WT mice. Furthermore, the intestinal permeability, and the gram-negative bacteria levels and 
endotoxin in feces were all increased significantly in DKO mice. DKO mice had a significant decrease in 
Kupffer cells (KCs)’ phagocytic function compared with WT. The overload of serum endotoxin induced by 
the modification of intestine microbiota, the increase of intestinal permeability and the impaired 
clearance of LPS by KCs dysfunction were considered to be important for the progression of NASH in DKO 
mice. DKO mouse is a novel animal model that develops mature-onset NASH.

研究分野： 肝臓外科学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年，運動不足と食生活の欧米化によっ
て本邦の肥満人口が増加しており，それに伴
い顕著な増加を示している疾患が非アルコ
ー ル 性 脂 肪 性 肝 炎 （ Non-alcoholic 
steatohepatitis；NASH）である．日本では
200 万人以上が NASH を罹患していると推
定され今後も増加することが予想される．ま
た，NASH の一部は肝硬変，肝癌まで進行す
るため，NASH は慢性肝疾患における最大の
問題となると考えられる． 
(2) NASH の発症機序としては，食事因子や
炎症を誘導するである酸化ストレスや内臓
脂肪由来の炎症性サイトカイン，腸由来のエ
ンドトキシンなどが並行して肝臓に作用す
ることで引き起こされる「multiple parallel 
hits hypothesis」が提唱されている．特に，
エンドトキシンは肥満にともなう高レプチ
ン血症において過剰な炎症反応を引き起こ
し非アルコール性脂肪肝炎の進展に関与す
ることが知られている．しかし，発症機序の
詳細なメカニズムについては未だ明らかに
なっていない． 
(3) 従来のモデルに対し，我々の作製した
Sqstm1/Nrf2 二重欠失マウスは，通常食餌に
よる飼育下で NASH を自然発症する．本マ
ウスは，加齢とともにゆっくりと病態が進行
していき，ヒトの NASH 病態と非常に類似
した，これまでに例のないモデルマウスであ
る．Sqstm1 はストレス応答，摂食調節に関
与しているタンパク質であり，Sqstm1 欠損
マウスは過食肥満となる．また Nrf2 は酸化
ストレスに対する生体防御の中心的役割を
果たす転写因子であり，Nrf2 欠損マウスは酸
化ストレス感受性が亢進する．いずれの単独
欠損マウスでは NASH を発症しないが，こ
れらの遺伝子を二重に欠損することで，初め
て NASH があらわれる． 
 
２．研究の目的 
 新しい NASH モデルである Sqstm1/Nrf2
二重欠失マウスを用いて，臓器連関の観点よ
り肝と腸管の解析を行い，NASH の発症メカ
ニズムについて探索した． 
 
３．研究の方法 
(1) 動物実験：野生型（WT），Nrf2 欠失，
p62 欠失 , Sqstm1/Nrf2 二重欠失マウス
（DKO）の 8 週，30 週目より血液，肝臓，
腸管，糞便を採取した． 
(2) 病理組織学的検討：各群より採取した肝
臓は，HE 染色及びシリウスレッド染色を行
った．また，腸管は，HE 染色を行った． 
(3) 生化学的検討：血清中 ALT，AST は，
外部委託し，測定した．空腹時血糖は，グル
コース CII-テストワコーを用いて測定した．
血清中のインスリン濃度とレプチン濃度は，
ELISA キットを用いて測定した．空腹時血糖
値とインスリン濃度より HOMA-IR を算出
し，インスリン抵抗性の指標とした．血清中

糞便中エンドトキシン濃度は，Pyrochrome 
LAL kit を用いて行った． 
(4) 腸内細菌叢の解析：凍結糞便試料より
16S rRNA を抽出し， T-RFLP 法により腸内
細菌叢を測定した． 
(5) 腸管透過性試験：各種マウスを 16 時間
絶食した後，FITC-デキストラン 0.5mg/kg
を強制経口投与した．投与０，1，2，3，6
時間後に眼底採血し，血中の FITC-デキスト
ランの濃度を測定した． 
(6) クッパー細胞の機能解析：各種マウスに
対して，小動物用 MRI を用いて SPIO-MRI
撮影を施行した．投与前と投与 20 分後の T2
強調画像を撮影し，T2 値の変化を評価した． 
(7) クッパー細胞の表現型の解析：各種マウ
スにコラゲナーゼ IV 溶液の灌流を行い，30G
遠心により非肝実質細胞を分取し，各種抗体
を用いて FACS 解析を行った．用いた抗体は
以 下 の 通 り で あ る ． 抗 F4/80 抗 体
（eBioscience），抗 CD11b 抗体，抗 CD206
抗体（BioLegend）を用いた． 
(8) 炎症応答の解析：肝臓より mRNA を抽
出し，realtimePCR を行い炎症に関わる遺伝
子（TNF-α，IL-1β， TLR2，TLR4，TLR6，
TLR9 等）発現を解析した． 
 
４．研究成果 
(1) DKO マウスにおける NASH 病態の発症
と進展：通常食飼育下において約 10 週齢以
降に過食による肥満と単純性脂肪肝を認め，
30 週齢以降に NASH を発症した．また，30
週齢DKOマウスにおいて血清中AST濃度が
有意に高値であった．また，DKO マウスは 8
週齢よりインスリン抵抗性の指標である
HOMA-IR が有意に高値であった． 
(2) DKO マウスにおけるエンドトキシン
(LPS)濃度の増加： 8 週齢では，4 群で有意
な差は認められなかった．一方，30 週齢では
糞便中 LPS 濃度が Sqstm1 欠失，DKO マウ
スで有意に増加し，血清中 LPS 濃度は DKO
マウスでのみ有意に増加した． 
(3) グラム陰性菌の割合の増加：8 週齢では，
4 群で有意な差は認められなかった．一方，
30 週齢では糞便中 LPS 濃度が DKO マウス
で有意に増加した． 
(4) 腸管透過性の亢進：腸管の病理組織は
NASH 発症前の 8 週齢で Nrf2 欠失マウス，
DKO では腸管上皮の萎縮や脱落が認められ
た．また，FITC-デキストランを経口投与し，
その後血中への FITC を測定することにより，
腸管透過性の評価をしたところ，Nrf2 欠失マ
ウス，DKO マウスでは WT と比べ有意に透
過性が亢進した． 
(5) クッパー細胞の貪食能の低下：肝臓にお
ける LPS のクリアランスに重要な役割を果
たすと考えられるクッパー細胞の貪食能に
ついて SPIO-MRI を用いて解析した． SPIO
は，クッパー細胞に選択的に取り込まれるこ
とが知られており，SPIO 投与前後における
T2 値の変化量を測定することにより、クッ



パー細胞の貪食能を評価した．Nrf2 欠失，
Sqstm1 欠失、DKO マウスにおいて WT と
比べ，T2 値の変化量が低下した．このこと
から，SPIO の取り込み能，つまりクッパー
細胞の貪食能が低下することが明らかとな
った． 
(6) クッパー細胞の M1 型へシフト：フロー
サイトメトリにて表面マーカーである
CD11b（M1 型），CD206（M2 型）を解析し
た．DKO マウスでは，NASH 発症前の 8 週
齢でCD11b（M1型）が有意に増加していた．
一方，CD206（M2 型）には差が認められな
かった．また，Nrf2 欠失, DKO において
MARCO 陽性の細胞の割合が有意に低値で
あった． 
(7) 若齢時からの肝臓の炎症の惹起：各種マ
ウスの肝臓から mRNA を抽出し，遺伝子発
現を調べた．NASH 病態を認める 30 週齢に
おいて，DKO マウスは WT に比べ TNF-α，
IL-1β， TLR2，TLR4，TLR6，TLR9 の遺
伝子発現量が有意に増加していた．さらに，
興味深いことに，NASH 発症前と考えられる
8 週齢においても各種遺伝子の発現量が増加
していた． 
 以上の結果から，DKO マウスの NASH 発
症，進展には以下のことが考えられる．DKO
マウスは加齢とともにグラム陰性菌の増大
し，糞便中 LPS が増加する．また，8 週齢の
若齢時から腸管透過性の亢進していること
から，肝臓へ流入してくる LPS が増大する
と考えられる．さらにクッパー細胞の貪食能
の低下，M1 型へのシフトを認めるため，肝
臓へ LPS が蓄積し，炎症がさらに増大する．
これら LPS を中心とした自然免疫反応の活
性化と炎症性障害の持続が重要な役割を演
じていることが考えられた． 
 しかし，DKO マウスは全身で両遺伝子が
欠損しているため，NASH 発症に重要な組
織・細胞の特定が困難である．また，NASH
発症機序における各種組織・細胞での両遺伝
子の分子機構が明らかとなっていないこと
も問題点である．そのため，今後 DKO マウ
スの任意の組織・細胞において各遺伝子をレ
スキューしたマウスを作製し，NASH 発症機
序における重要な組織・細胞の特定，および
各種臓器での両遺伝子の分子機構が明らか
にする必要がある． 
 Sqstm1/Nrf2 二重欠失マウスの NASH 発
症には肝臓と腸管が関わっており，その中心
には LPS の関与が疑われた．また，DKO マ
ウスは multiple parallel hits hypothesis を
支持するモデルマウスである可能性が示唆
された． 
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