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研究成果の概要（和文）： 性差や閉経はNASH進展に影響する．雄性のp62およびNrf2遺伝子二重欠失（DKO）マ
ウスは，NASH新規モデルであるが，雌性DKOマウスの病態は不明である．雄性マウスと比較して，雌性DKOマウス
は遅れてNASHを発症し，肝の炎症，線維化は軽度であった．雌性DKOマウスの血清estradiolは有意に高値であっ
たが，50週齢には低下した．便中，血清LPSは雌性DKOマウスで低値であり，肝炎症シグナルも減弱していた．ま
た，腸内細菌叢のプロフィールが雌性マウスと雄性マウスの間で変化していた．雌性DKOマウスの高estradiolが
肝炎症シグナルを減弱し，NASH病態を軽減したものと推測された．

研究成果の概要（英文）：Gender and menopause influence the severity and development of nonalcoholic 
steatohepatitis (NASH). Male p62 and Nrf2 double-knockout (DKO) mice exhibit NASH caused by overload
 of lipopolysaccharide (LPS) into the liver, and potentiation of the inflammatory response in 
Kupffer cells. Phenotypic changes of NASH in DKO mice were compared in terms of gender differences. 
Compared with DKO male mice, DKO female mice exhibited later onset of NASH with milder severity of 
hepatic inflammation and fibrosis. Serum estradiol was higher in female than male mice, and 
decreasing until 50 weeks of age. Fecal and serum LPS were lower in female mice than male mice, and 
inflammatory signaling in the liver was attenuated in female. The composition of intestinal 
microbiota in female mice was different from male mice. Gender differences were observed for the 
development of NASH in DKO mice. Low-grade inflammatory hit in the liver under high estradiol may be
 attributable to the milder NASH in female mice.

研究分野：消化器内科
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  １版

令和

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あり，確立された薬物治療も存在しない．加えて，NASHの進展および重症度は性
差や閉経により影響されることが疫学調査で明らかとなってきた．そのメカニズムとして性ホルモンの関与が強
く疑われるが，その詳細の解明は臨床研究では限界がある．本研究は，ヒトNASH病態に類似する新規モデルマウ
スであるDKOマウスを用いて，NASH病態の性差がestradiolによる腸内細菌叢におけるLPS産生や肝炎症シグナル
への修飾に起因することを実験的に明らかにした点で意義が大きい．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
メタボリック症候群の肝臓の表現型である Nonalcoholic steatohepatitis（NASH）は，肝硬変，
肝癌に至る進行性の慢性肝疾患である．肝病変形成を促進する分子機構の１つには，腸内細菌
由来分子の Lipopolysaccharide（LPS）による炎症性肝障害とインスリン抵抗性が推測される．
すなわち，自然免疫担当細胞である Kupffer細胞の貪食機能異常による LPSの肝クリアランス
低下，過剰の LPSが Kupffer細胞や肝星細胞の Toll-like受容体（TLR）に認識され，その結果，
NF-κB活性化により炎症性肝障害，さらに肝線維化の進展に至る（Hepatology 2008;48:670-8.）． 

NASHの年齢分布には性差がある（J Gastroenterol 2011;46:63-9）．男性は比較的若年齢期に高
頻度に認められ，一方，女性は閉経後の 50 歳以降に高頻度である．女性 NASH の年齢分布は
一般女性人口の肥満と生活習慣病の年齢分布に類似している．さらに，NASH肝硬変と肝癌の
頻度も高齢女性において多く（J Gastroenterol 2011;46:63-9），高齢女性は若年女性に比較して
Kupffer 細胞の貪食能力は低下し，さらに肝線維化を表す肝硬度は上昇する（J Gastroenterol 
2017;53:535-47）．NASH 発症と肝発癌には閉経後の女性ホルモンの分泌低下が推測されている
（Hepatology 2014;59:1406-14）．しかし，女性ホルモンの分泌低下が誘導する NASH 発症と肝
発癌を促進する分子メカニズムの詳細は不明である． 

 
２．研究の目的 
性差と閉経が，NASHと肝癌の病変形成に与える影響の分子機構を解明することを目的とし，
当研究室において作製した NASHと肝癌を自然発症する遺伝子改変マウス，p62/Sqstm1（p62）
および Nrf2遺伝子二重欠失（double knockout; DKO）マウスを用いて，NASH肝病変の形成に
おける性差の有無，加えて，性差を生じる分子病態を解明する． 

 
３．研究の方法 
(1) 当研究室が作製した“p62および Nrf2遺伝子 DKOマウス”（特許第 6020791号）の雄性マウ
スは，通常食の過食による肥満と単純性脂肪肝から NASHおよび肝癌を自然発症するヒト病態
に類似する新しい NASHモデルである．この DKO雄性マウスは 30週齢以降の壮年期に NASH
を全例に自然発症し，50週齢以降の高齢期の 12%に高分化型肝癌を合併する．DKOマウスは，
①p62 欠失による過食肥満が腸内細菌叢異常を誘導し腸管内の LPS 産生を増加させる，②Nrf2
欠失による腸管バリア機能異常が血中への LPS流入を増加させる，③肥満による内臓脂肪の炎
症が炎症性サイトカイン産生を増加させる，④Nrf2欠失により肝 Kupffer細胞の LPSへの感受
性が異常亢進し肝炎症応答シグナルを活性化する，ことにより NASHを発症する（Akiyama K, 
et al. Exp Anim, 2018）． 
 
(2) 雄性および雌性 DKOマウスについて，若年（8週齢）から壮年～高齢（50週齢）まで経時
的に体重，摂餌量，体組成（CT検査）と，NASH肝病態を比較解析した．肝病理学的評価は，
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 steatosis activity fibrosis（SAF）scoreによって評価した．肝障害，インスリン抵抗
性について，血清 AST, ALT（外部委託）, glucose, insulin, leptin（市販測定キット）を測定した．
肝の炎症・線維化シグナルについては，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，Colla1, Toll like receptor;Tlr）を解析した． 
 
(3) 性ホルモン，特に estradiolの変化に着目し，経時的な血清 estradiolの変化を LC-MS/MS法
にて解析した（外部委託）． 
 
(4) LPS は，DKOマウスの NASH発症の根幹
を成すと考えられ，血清および糞便 LPSを測
定した（市販測定キット）．また，LPS を産
生する腸内細菌に着目し，糞便中の腸内細菌
叢の変化を次世代シークエンサーによって
解析した（外部委託）． 
 
４．研究成果 
(1) 体重，摂餌量，体組成の経時的比較（図 1）： 



雄性 DKO マウスは，若年時から
野生型（WT）マウスと比較して肥
満を来した．一方，雌性 DKO マウ
スの体重は，若年時はWTと同様で
あるが，30週齢ころから急激に増加
し，50週齢では雄性 DKOマウスと
同等となった（図 1A）．雌性 DKO
マウスの接餌量も同様に，30週齢前
後から急激に増加した（図 1B）．雌
性 DKOマウスの体組成は，30週齢
ころから内臓脂肪の増加と骨格筋
量の低下が顕著となった（図 1C）． 
 
(2) NASH 病態の経時的比較（図

2）： 
 雄性 DKOマウスは，30週齢ころ
から肝に脂肪化，炎症細胞浸潤，線
維化を認め，脂肪性肝炎を発症し，
50週齢で増悪した．一方，雌性 DKO
マウスは，30週齢では変化が乏しか
ったが，50 週齢で NASH を発症し
た．しかし，その炎症と線維化は雄
性マウスと比較して軽度に留まっ
ていた（図 2Bは SAF scoreによる
スコアリング評価）． 
 
(3) 性ホルモン estradiolの経時的な
変化（図 3）： 
 8 週齢の時点で，血清 estradiol は雄性マウスと比較して雌性マウスで高値であったが，雌性
WTと DKOマウスの間で差は認められなかった（図 3A）．雌性 DKOマウスでは，estradiolは
30週齢で更に増加し，一方，50週齢で急激に低下した（図 3B）．この経時的変化は，肝 NASH
病変と同期していた． 
 
(4) 雌性 DKO マウスでは肝障害，インス
リン抵抗性が軽減する（図 4）： 
 雌性 DKOマウスの血清 ASTは，30週齢
において有意に抑制されていた（図 4A）．
ALTについては，性差は明らかではなかっ
た．また，30週齢での雌性 DKOマウスの
インスリンは雄性に比較して有意に低下
しており，インス
リン抵抗性が軽減
しているものと考
えられた（図 4B）．
一方，レプチンに
ついては，30 週齢
において雌性 DKO
マウスの方が高値
を示した（図 4C）． 
 
(5) 肝の炎症，線維
化シグナルおよび Toll like receptor発現は雌性 DKOマウスで抑制される（図 5）： 
 肝の炎症シグナル（Tnf-，Il-1），線維化シグナル（Colla1）は，雄性 DKOマウスにおいて
30 週齢から有意に増加し，50 週齢で増悪した．一方，雌性 DKO マウスにおいても 30 週齢以
後に増加が認められたが，雄性 DKO マウスと比較して低値に留まっていた（図 5A）．LPS シ
グナルを伝達する Tlr についても，雄性マウスでは増加が認められたが，雌性マウスではその
増加が抑制されていた（図 5B）． 
 
(6) 血清および糞便 LPS（図 6）： 
 30週齢における血清および糞便 LPSは，雄性 DKOマウスで増加が認められたが，雌性マウ
スでは増加が抑制されていた． 
 
(7) 糞便中の腸内細菌叢の変化（図 7）： 



 LPSは，グラム陰性菌によって産生さ
れると考えられている．30週齢の雄性
DKOマウスでは，糞便中のグラム陰性
菌が雄性WTマウスと比較して有意に増
加していたが，雌性 DKOマウスおよび
雌性WTマウスとの差は乏しく（図 7A），
グラム陰性菌の変化のみで LPSの増加
および NASH進展の機序を説明するこ
とは困難であった．次世代シークエンサ
ーによる科レベルの腸内細菌叢解析で
は，LPSを産生するグラム陰性菌
paraprevotellaceaeが雌性 DKOマウスで
は低下傾向であった．また，LPS産生菌
に対し拮抗的に作用するとされるグラ
ム陽性菌 ruminococcaceae，
lachnospiraceaeが雌性 DKOマウスでは
保たれていた（図 7B）．これら科レベル
の雄性DKOマウスと雌性DKOマウスの
差はいずれも統計学的に有意な差では
なかったが，これらのような軽度の差が蓄積すること
により結果的に LPS産生が雌性 DKOマウスでは抑制
されているものと推測された． 

 
以上の研究から，①若年時は雄性 DKOマウスと比
較して，雌性 DKOマウスの体重は低下しているが，
摂餌量増加とともに 30週齢ころから雌性 DKOマウス
は急激に体重が増加し，最終的に雄性マウスと同等と
なり，内臓脂肪量も増加する，②雌性 DKOマウスの
NASH病態は，雄性マウスと比較して抑制されている，
③雌性 DKOマウスの estradiolは 50週齢で急激に低下
し，この変化は NASH発症と同期している，④LPSは
雌性 DKOマウスで抑制されており，糞便中の腸内細
菌叢も雌性 DKOマウスで変化が認められる，ことが明らかとなった．最近の研究では，estrogen
が直接的に腸内細菌叢に
影響を与えることも報告
されており（Sci Rep 
2017;7:45232, Microbiol 
2019;170:192-201），
estrogenにより腸-肝連関
が修飾されることが示唆
された．Estrogenは，DKO
マウスの過食，腸内細菌叢
における LPS産生，肝組
織における炎症シグナル
活性化を抑制することに
より，NASH進展を抑制す
るものと推測された．これ
らは，ヒト NASHにおけ
る性差のメカニズムの一
端を実験的に証明する結
果と考えられる． 
 一方，現在までのところ
estradiolのNASH治療薬と
して有用性は証明されて
いない．経口避妊薬の内服が NASH を抑制し得るとの報告は存在するが（Hepatology 
2016;64:85-91），ヒトではその容量や期間にばらつきが大きく，更に NASH の正確な病態評価
が困難であり，エビデンスの蓄積が期待されている．本研究の今後の展望として，DKOマウス
に estradiolの徐放タブレット剤埋め込み術を施行し，estradiolの NASHに対する予防・治療効
果を直接的に検討することを計画している． 
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