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研究成果の概要（和文）：本研究は代表者らが見出した、ヒトNASHの病態と非常に類似した表現型を示す新しい
動物モデルである、p62:Nrf2二重欠損（DKO）マウスのNASH発症メカニズムを解明することを目的とした。DKOマ
ウスは、腸管上皮組織の脆弱化により透過性が亢進し、腸内細菌に起因するLPSの取り込みが上昇することによ
り高エンドトキシン血症となり、肝臓における炎症が惹起されることがNASH発症の一因となっていることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to elucidate the pathological mechanism of NASH in 
p62:Nrf2 double knockout mice that were recently developed by our group and found that they showes a
 very similar phenotype to human NASH. It is suggested that in DKO mice, intestinal epithelial 
permeability is accelerated, resulting in high endotoxinemia, causing inflammation in the liver. It 
is considered that these defects are main reasons for NASH onset.

研究分野： 分子生物学

キーワード： NASH

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 NASH患者には肥満や糖尿病・脂質異常症
などを背景に持つ人が多く、生活習慣病とし
ての重要性が認められてきているが、その詳
細な発症機序は不明である。また、治療は食
生活の改善、運動療法が有効であるが、根本
的な治療法、治療薬は存在しない。これには
開発に有用なモデル動物がないことが大きな
原因として考えられる。従来、NASHモデル
動物として、メチオニン・コリン欠乏食投与
による食餌誘導性マウス、ラットモデルが知
られてきた。また、NASHを発症する遺伝子
改変動物として、MC4R欠損、肝細胞特異的
Nrf1 欠損、肝細胞特異的  retinoic acid 

receptor α-dominant negative トランスジェ
ニックなどのマウスが知られている。しかし
これらのモデル動物は、過剰な高脂肪食の投
与を必要としたり、不自然な体重の減少や急
激な症状の進行を認めたりと、生活習慣病を
基盤とするヒト NASH の発症機序とはかな
り乖離しているという問題点があった。 

 代表者らはこれまでに、酸化ストレスに対
する生体防御機序に関する研究を行い、マウ
ス腹腔マクロファージからジエチルマレイン
酸、パラコートなどの親電子性物質や活性酸
素種により誘導される機能未知のストレス応
答タンパク質 p62を発見し、その機能解析を
行なってきた。その結果、p62 は主要な細胞
内タンパク質分解経路であるオートファジー
に関与し、神経変成疾患や NASH病態におけ
る肝実質細胞内で認められる異常タンパク質
の凝集体形成に深く関与する因子であること
などを報告してきた。また、申請者らが作製
した p62遺伝子欠損マウスは、中枢性のレプ
チン抵抗性に起因した過食による肥満、高血
圧、耐糖能異常に加え、脂肪肝を発症し、その
表現型はヒトのメタボリック症候群に類似す
ることを見出した。 

 そこで代表者は、p62 遺伝子に加え、単純
性脂肪肝から NASH 進行への second hit の
ひとつとして重要であると考えられる、酸化
ストレスに着目し、抗酸化防御系に中心的な
役割を果たす転写因子である Nrf2 遺伝子も
欠損させた遺伝子二重欠損マウスを作製した。 

 その結果、p62:Nrf2遺伝子に重欠損マウス
は、通常の飼育環境下、通常の食事下で、メタ
ボリックシンドロームを発症し、壮年期以降
に肝臓組織に炎症、線維化がみられ、加齢と
ともにその病態が悪化する NASH 自然発症
マウスであることが明らかとなった。更に、
このマウスは 50-60週齢の高齢期に約 10%の
確率で前癌病変と見られる肝腫瘍を発生する
こともわかり、ヒト NASHの転帰と極めて類
似した、これまでにない新規な NASHモデル
を作製することに成功した。 

 

２．研究の目的 

p62:Nrf2遺伝子二重欠損マウスは、通常の飼
育下で NASHを自然に発症すること、またそ
の病態の基盤には過食に伴う肥満症が関与し

ていると思われること、これらの病態が加齢
とともに緩やかに進行し、腫瘍の出現につな
がることなど、ヒトの NASH病態と酷似して
いるところに特徴がある。このような NASH

モデル動物の報告はこれまでに存在しない。
本マウスの病態発症機序を解析することで、
未だ根本的な治療法が存在しない NASH の
克服に、画期的な知見を見出すことが出来る
と考え、本研究を立案した。 

 本研究は、この新規 NASH モデル“p62 お
よび Nrf2 遺伝子二重欠損マウス”を用いて、
NASH発症・病態形成と肝腫瘍発生の分子メ
カニズムを解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

DKO マウスの NASH 発症機序について、以
下の解析を行った。 

(1)腸管、内臓脂肪、肝臓組織の病理学的解析 

8, 30, 50 週齢時における各組織像について
HE染色を行なった。 

(2)腸管透過性試験 

FITC-デキストランを経口投与し、継時的な
血中への取り込みを測定した。 

(3)エンドトキシンの測定 

血中および便中に含まれる LPS を測定した。 
(4)遺伝子欠損Raw264.7細胞の作製と炎症応
答の解析 

CRISPR/Cas9システムにより、Nrf2、p62を
欠損した Raw264.7細胞を作製し、LPS処理
による炎症性遺伝子発現を定量した。 

(5)遺伝子欠損 Caco-2 細胞の作製とバリア機
能の解析 

CRISPR/Cas9システムにより、Nrf2、p62を
欠損した Caco-2細胞を作製し、タイトジャン
クションタンパク質の発現量およびバリア機
能の評価を行なった。 

 

４．研究成果 

(1) 腸管、内臓脂肪、肝臓組織の病理学的解析 

DKO マウスの肝臓組織では、30 週齢におい
て著明な脂肪蓄積、炎症性細胞浸潤、線維化
を認め（下図）、50週齢においてその様子はさ

らに増悪した。内臓脂肪組織においても、
DKO マウスでは著しい腫大化と炎症性細胞
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浸潤を 25 週齢より認めた。腸管においては、
25 週齢時より上皮細胞の脱落等の脆弱化を
認めた。 

 

(2)腸管透過性試験 

DKOマウスにおいては、8週齢時より腸管透
過性が増大しており（下図）、バリア機能が低
下していることが示唆された。 

 

(3)血中エンドトキシンの測定 

血中および便中に含まれる LPS はともに
DKOマウス 30週齢より増大していた（下図）。 

 

(4)遺伝子欠損Raw264.7細胞の作製と炎症応
答の解析 

Nrf2、p62の欠損により低濃度の LPSによる
炎症応答が亢進した。特に Nrf2欠損による著
明な炎症性遺伝子発現を認めた（下図）。 

 

(5)遺伝子欠損 Caco-2 細胞の作製とバリア機
能の解析 

Caco-2 細胞を単層培養し透過性の指標であ
る細胞膜抵抗値を測定したところ Nrf2 欠損
で低下していた。また、Caco-2細胞のタイト
ジャンクションタンパク質の発現は、Nrf2欠
損により低下した（下図）。 
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