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研究成果の概要（和文）：p62およびNrf2遺伝子の二重欠損マウス（DKO）マウスは，通常食飼育下で過食肥満と
ともにNASHを発症する．そこで，本マウスのNASH発症機序を腸管とKupffer細胞に主眼をおき解析した．腸内細
菌叢の解析より，DKOでグラム陰性菌が増加しており，糞便及び血清中LPS濃度も増加していた．また，腸管透過
性はNrf2-KO，DKOで亢進していた．DKOのKupffer細胞は炎症性サイトカインの発現レベルは増大していた．DKO
のNASH発症には，p62欠損に起因する腸内グラム陰性菌の増加と，Nrf2欠損に起因する腸管上皮バリア機能の脆
弱化により，LPSの肝への流入量が増加することが重要である．

研究成果の概要（英文）：p62:Nrf2 double knockout mice (DKO) fed with normal diet develop spontaneous
 NASH in association with mature-onset hyperphagic obesity. Therefore, to elucidate the onset 
mechanism of NASH, we focused interests on the intestines and Kupffer cells. In the analysis of 
intestinal microflora, the number of gram-negative bacteria species was increased in DKO and the 
serum and fecal LPS concentrations were also increased. The intestinal permeability was increased in
 Nrf2-KO mice and DKO. The inflammatory cytokine production was increased in the Kupffer cells. It 
is likely that the onset mechanism of NASH is attributed to an increase in gram-negative bacteria 
species due to p62 deficiency and a weakness of intestinal barrier function due to Nrf2 defeciency, 
which in turn let an increased influx of LPS into the liver.

研究分野：肝臓病学

キーワード： 肥満　脂肪性肝炎　転写因子　酸化ストレス　エンドトキシン　遺伝子改変マウス
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１．研究開始当初の背景
（1）
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（
steatohepatitis
1998）．日本では
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，
肝癌まで進行するため，
における最大の問題になると考えられる．こ
のため，
強く要望されており，その発症機序の解明は
社会的貢献度が大きい．
（2）
なメカニズムについては未だ明らかになっ
ていない．従来，
メチオニン・コリン欠乏食投与による食餌誘
導性モデル（
的  nucle
（Nrf1
これら従来のモデル動物はヒト
なり，メタボリックシンドロームを背景とせ
ず体重が減少するものや若齢時から急激に
病態が進展するものなど，ヒトの病態とは乖
離しているという問題点があり，
症機序が明確にならない一因となっている．
 
２．研究の目的
 本研究では，新しいモデルマウスとしてヒ
ト NASH
p62 : Nrf2
knockout mouse: DKO
観点より肝と腸管，内臓脂肪の解析を行い，
NASH
 
３．研究の方法
（1）
スの肝臓，腸管，内臓脂肪の病理学的解析を
経時的に行った．
（2）
出し遺伝子発現レベルを解析した．
（3）
ーによる腸内細菌叢の解析，腸管透過性試験，
糞便中リポ多糖（
度の測定を行った．
（4）
胞の炎症性サイトカインの発現量解析や貪
食能試験を行った．
（5）
テムを用い，各遺伝子を欠損した
管上皮細胞），
を作成した．
Raw264.7
価し，
能について
 
４．研究成果
（1）
加齢とともに著名
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１．研究開始当初の背景
）近年，慢性的
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（
steatohepatitis；NASH
）．日本では
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，
肝癌まで進行するため，
における最大の問題になると考えられる．こ
のため，NASH改善に有効な予防と治療法が
強く要望されており，その発症機序の解明は
社会的貢献度が大きい．
）しかしながら
なメカニズムについては未だ明らかになっ
ていない．従来，
メチオニン・コリン欠乏食投与による食餌誘
導性モデル（Zhang et al., 1999

nuclear factor erythroid 2
Nrf1）欠損マウスなどが知られている
これら従来のモデル動物はヒト
なり，メタボリックシンドロームを背景とせ
ず体重が減少するものや若齢時から急激に
病態が進展するものなど，ヒトの病態とは乖
離しているという問題点があり，
症機序が明確にならない一因となっている．

２．研究の目的 
本研究では，新しいモデルマウスとしてヒ

NASH に非常に類似した病態を呈する
p62 : Nrf2 遺伝子二重欠損マウス（
knockout mouse: DKO
観点より肝と腸管，内臓脂肪の解析を行い，
NASHの発症メカニズムについて探索した．

３．研究の方法 
）野生型，Nrf2
スの肝臓，腸管，内臓脂肪の病理学的解析を
経時的に行った．
）各系統のマウスの臓器より
出し遺伝子発現レベルを解析した．
）腸管の解析として，次世代シーケンサ
ーによる腸内細菌叢の解析，腸管透過性試験，
糞便中リポ多糖（
度の測定を行った．
）肝臓のマクロファージである
胞の炎症性サイトカインの発現量解析や貪
食能試験を行った．
）In vitro解析として，
テムを用い，各遺伝子を欠損した
管上皮細胞），Raw264.7
を作成した．Caco
Raw264.7 では LPS
価し，NASH発症機序における各遺伝子の機
について検討した．

４．研究成果 
）DKOマウスは，通常食飼育下において
加齢とともに著名
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１．研究開始当初の背景 
慢性的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（

NASH）である（
）．日本では 200 万人以上が
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
における最大の問題になると考えられる．こ

改善に有効な予防と治療法が
強く要望されており，その発症機序の解明は
社会的貢献度が大きい． 

ながら，NASH 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．従来，NASHモデル動物としては
メチオニン・コリン欠乏食投与による食餌誘

Zhang et al., 1999
ar factor erythroid 2-
）欠損マウスなどが知られている

これら従来のモデル動物はヒト
なり，メタボリックシンドロームを背景とせ
ず体重が減少するものや若齢時から急激に
病態が進展するものなど，ヒトの病態とは乖
離しているという問題点があり，
症機序が明確にならない一因となっている．

 
本研究では，新しいモデルマウスとしてヒ
に非常に類似した病態を呈する
遺伝子二重欠損マウス（

knockout mouse: DKO）を作製し，臓器連関の
観点より肝と腸管，内臓脂肪の解析を行い，
の発症メカニズムについて探索した．

 
Nrf2-KO，p62-KO

スの肝臓，腸管，内臓脂肪の病理学的解析を
経時的に行った． 
各系統のマウスの臓器より

出し遺伝子発現レベルを解析した．
腸管の解析として，次世代シーケンサ

ーによる腸内細菌叢の解析，腸管透過性試験，
糞便中リポ多糖（lipopolysaccharide; LPS
度の測定を行った． 
肝臓のマクロファージである

胞の炎症性サイトカインの発現量解析や貪
食能試験を行った． 

解析として，CRISPR
テムを用い，各遺伝子を欠損した

Raw264.7（マクロファージ）
Caco-2 ではバリア機能を，
LPS による炎症
発症機序における各遺伝子の機
検討した． 

マウスは，通常食飼育下において
加齢とともに著名な体重増加が見られ，ヒト
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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 

）である（Ludwig et al., 
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
の一部は肝硬変，

NASHは慢性肝疾患
における最大の問題になると考えられる．こ

改善に有効な予防と治療法が
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出し遺伝子発現レベルを解析した． 
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ーによる腸内細菌叢の解析，腸管透過性試験，
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肝臓のマクロファージである Kupffer
胞の炎症性サイトカインの発現量解析や貪

CRISPR-Cas9シス
テムを用い，各遺伝子を欠損した Caco-2（腸
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な体重増加が見られ，ヒト
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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

alcoholic 
Ludwig et al., 
を罹

患していると推定され今後も増加すること
の一部は肝硬変，
は慢性肝疾患

における最大の問題になると考えられる．こ
改善に有効な予防と治療法が

強く要望されており，その発症機序の解明は

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

モデル動物としては
メチオニン・コリン欠乏食投与による食餌誘

）や肝細胞特異
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ず体重が減少するものや若齢時から急激に
病態が進展するものなど，ヒトの病態とは乖

の発
症機序が明確にならない一因となっている．  

本研究では，新しいモデルマウスとしてヒ
に非常に類似した病態を呈する

double 
）を作製し，臓器連関の

観点より肝と腸管，内臓脂肪の解析を行い，
の発症メカニズムについて探索した． 

マウ
スの肝臓，腸管，内臓脂肪の病理学的解析を

を抽

腸管の解析として，次世代シーケンサ
ーによる腸内細菌叢の解析，腸管透過性試験，
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Kupffer細
胞の炎症性サイトカインの発現量解析や貪
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（腸

（マクロファージ）
ではバリア機能を，

反応を評
発症機序における各遺伝子の機

マウスは，通常食飼育下において
な体重増加が見られ，ヒト

NASH
病，高レプチン血症を背景とし，病態が進展
した．
（2
32週齢で炎症細胞浸潤，脂肪性肝炎の病理組
織像を呈し，
強い線維化像を示した
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た．一方，血清中
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（4
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NASH と同様にインスリン抵抗性，
病，高レプチン血症を背景とし，病態が進展
した． 

2）肝臓では，約
週齢で炎症細胞浸潤，脂肪性肝炎の病理組
織像を呈し，50
強い線維化像を示した

1：肝病理組織の評価

3）糞便中 LPS
スにおいて野生型に比べ有意に増加してい
た．一方，血清中
のみ増加していた．腸内細菌叢は
スでグラム陰性菌の割合が増加しており，次
世代シーケンスによる

DKO マウスの間の著名な相違性が見られ
た．科レベルの相違として，グラム陰性菌
Porphyromonadaceae
DKOにおける増加が見出された．

4）FITC デキストランの腸管透過性は
Nrf2-KO，DKO
ていた（図 2）．
タイトジャンクションタンパク質
現が低下しており，バリア機能の低下が見ら
れた（図 3）． 

2：腸管透過性の測定

図 3：腸管上皮細胞におけるタイトジャンク

（共通） 

と同様にインスリン抵抗性，
病，高レプチン血症を背景とし，病態が進展
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週齢で炎症細胞浸潤，脂肪性肝炎の病理組

50週齢では病態がより進展して
強い線維化像を示した（図

肝病理組織の評価 

LPS 濃度は p62
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ションタンパクの発現レベル

 
（5）
よる解析の結果，
作用が減弱していた．一方，
症性サイトカインの発現レベルは増大して
いた（
よる炎症反応は，低容量
Nrf2-KO
の活性化および
ルの増悪がみられた．高容量
生型に比べ
Nrf2-KO
が認められた

図 4 

図 5：

 
（6）
による腸管のバリア機能低下，
LPSに対する貪食作用の減弱，過剰な炎症反
応が生じていた．さらに，
産生の増大が同時に進行することで
へと進展が加速されると推察された．
（7）
胞，腸管上皮の各異常とそれらの連関による
LPSに対する生体の防御機構の脆弱化と炎症
反応の増幅が重要な因子であると考えられ
た．食事療法と運動療法以外に有効な治療法
が確立されていない
マウスを用いることで，画期的な治療薬の開
発に繋がる可能性がある．

ションタンパクの発現レベル

）DKO マウスの
よる解析の結果，
作用が減弱していた．一方，
症性サイトカインの発現レベルは増大して
（図 4）．また，
よる炎症反応は，低容量

KO，DKOマウスで野生型に比べ
の活性化および TNF
ルの増悪がみられた．高容量
生型に比べ p62欠損により炎症反応が増悪し，

KO，DKOマウスではさらに著しい増悪
認められた（図
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