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緒言  1 

非アルコール性脂肪性肝疾患（nonalcoholic fatty liver disease; NAFLD）2 

は肝内脂肪沈着を来す疾患で，一般的にはエタノール換算で男性 30g/日3 

超，女性 20g/日超の飲酒を伴わないものを指す．NAFLD は肝内の脂肪沈4 

着のみである非アルコール性脂肪肝（nonalcoholic fatty liver; NAFL）とそ5 

れに炎症を伴い肝硬変・肝癌に進展し得る非アルコール性脂肪肝炎6 

（nonalcoholic steatohepatitis; NASH）に分けられる．NAFLD の発症には7 

肥満や糖尿病などの生活習慣病との関連が指摘され，NAFLD/NASH 患者8 

はアメリカ，ヨーロッパのみならずアジアの多くの地域においても増加9 

している[1-3]．肥満患者が増加し続ける昨今において，NAFLD/NASH の10 

病態解明と治療標的の探索は世界的に重要な課題である．  11 

ウイルス性肝炎やアルコール性肝障害（alcoholic liver disease; ALD），12 

NASH などの慢性肝疾患は病態が進展すると肝硬変や肝発癌を来す．13 

NASH の病態進展において，Day 等は 1998 年に two-hit theory を提唱した14 

[4]．まず first hit として肥満，脂質代謝異常，耐糖能異常が関連して NAFL15 

を起こし，そこに second hit として種々の酸化ストレスによって肝内の炎16 

症が誘導され，NASH に進展するとした．肝内の炎症が長期間持続した17 

とき，NASH は他の慢性肝疾患と同様に肝硬変に進展し発癌に至る．18 

NASH の進展要因となる酸化ストレスの原因として，脂質過酸化や腸内19 

細菌の bacterial translocation ，鉄過剰が知られている．しかし，20 

NAFLD/NASH の発症・進展にはこの two-hit theory では説明できない点も21 

あり，2010 年に Tilg 等は multiple parallel hits hypothesis を提唱している22 

[5]．これは脂肪組織に由来するサイトカインやアディポサイトカイン分23 

泌異常，腸管由来の細菌関連分子の関与が段階的に起きるわけではなく，24 

多くの遺伝的因子，環境因子と並行して肝臓に作用し，NAFLD/NASH の25 

病態に関与しているというものである．  26 

NAFLD/NASH の病態増悪因子のひとつとして肝内鉄の増加がある．27 

過剰な鉄は酸化ストレスを増強し臓器障害の原因となる．鉄過剰状態で28 

は，細胞内自由鉄が増加し，その結果フェントン反応を介して強力な酸29 

化力を持つヒドロキシルラジカルが産生される．ヒドロキシルラジカル30 
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は，脂質，蛋白質，核酸を酸化することにより容易に細胞を傷害し，線1 

維化，発癌を誘導する[6]．種々の鉄関連分子の遺伝子変異によって鉄が2 

臓器沈着し障害を起こす疾患の典型は遺伝性ヘモクロマトーシスである．3 

一方，鉄関連分子の遺伝子に異常のない二次性鉄過剰症の代表として輸4 

血依存性貧血の骨髄異形成症候群，再生不良性貧血，サラセミアがある5 

が，慢性肝疾患である ALD，C 型慢性肝炎（chronic hepatitis C; CHC）も6 

高頻度に軽度から中等度の肝内鉄過剰を合併し，肝障害の増悪に関与し7 

ている[6-8] ．Sorrentino は NAFL から NASH や肝硬変，肝細胞癌への進8 

展が肝内の鉄沈着によって引き起こされることを指摘した [9]．この肝内9 

鉄沈着は肥満やインスリン抵抗性との関連性が指摘され，具体的には10 

NASH 患者において血清学的にはフェリチン値の増加，組織学的には肝11 

臓可染鉄がみられ，2 次性の鉄過剰状態となり，このような症例では瀉血12 

療法が有効であるとする報告がある[10, 11]．  13 

生体活動維持に必要な鉄は，ほとんどが老廃赤血球ヘモグロビン鉄14 

の再利用で賄われ，食事からは 1 日わずか 1 mg 程度吸収されているだけ15 

である．そのため，鉄の貯蔵および体内調節は種々の鉄関連分子によっ16 

て巧妙に制御されている．吸収された食餌鉄は消化管から，また，老廃17 

ヘモグロビンからのリサイクル鉄はマクロファージから放出され，トラ18 

ンスフェリン（Tf）と結合し血中を運搬され，細胞表面のトランスフェ19 

リン受容体（TfR）を介して細胞内に取り込まれる．TfR にはトランスフ20 

ェリン受容体 1（ transferrin receptor 1; TfR1）とトランスフェリン受容体 221 

（ transferrin receptor 2; TfR2）の 2 つの isoform があるが，Tf 結合鉄を細22 

胞内に取り込む役割は TfR1 である．細胞膜上に発現している鉄トランス23 

ポーターとして Divalent metal transporter 1（DMT1）は肝細胞エンドソー24 

ム内の鉄を細胞質に放出し，また，腸管細胞における腸管管腔側から食25 

餌鉄を取り込む機能を担っている．同じく鉄トランスポーターの26 

Ferroportin 1（FPN1）は腸管細胞，マクロファージ内の鉄を血中に放出す27 

る機能を担っている．肝細胞で産生される鉄代謝制御分子ヘプシジンは28 

25 のアミノ酸からなるペプチドで，鉄負荷や炎症によって肝臓から分泌29 

され，FPN1 に結合して分解を促進し，腸管細胞とマクロファージから血30 
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中への鉄放出を抑制し，鉄代謝を負に調節する [12]．  1 

ヘプシジン発現は鉄過剰や炎症で誘導され，低酸素，貧血で抑制さ2 

れる [13]．ヘプシジンの主要な発現調節は骨形成タンパク質（ Bone 3 

morphogenetic protein; BMP）受容体  - SMAD1/5/8 シグナル経路とインタ4 

ーロイキン（ IL） -6 受容体 -シグナル伝達兼転写活性化因子（ Signal 5 

Transducer and Activator of Transcription; STAT）3 シグナル経路，トランス6 

フェリン受容体の 3 つが知られている[14]．これらのシグナルはヘプシジ7 

ンをコードする Hamp 遺伝子の転写を促進し，鉄吸収を負に調節する．8 

遺伝性ヘモクロマトーシスでは Hamp 遺伝子または上記シグナル系路の9 

構成分子である HFE, TfR2, ヘモジュベリンをコードする遺伝子の変異10 

で，ヘプシジンの発現が低下することによって発症する [15-17]．  11 

これまでに，アルコール負荷がヘプシジンの発現を低下させること12 

を我々と他の研究グループが報告している[18-20]．また，C 型肝炎ウイ13 

ルス（HCV）トランスジェニックマウスにおいては，小胞体ストレスを14 

介したヘプシジン発現低下が示され [8]，CHC 患者のインターフェロン治15 

療著効例でのヘプシジン発現の回復が報告された [21]．ALD や CHC の鉄16 

過剰にヘプシジン発現低下の関与の可能性が示唆されている．一方，17 

NASH 患者では炎症反応や肝内鉄沈着と相関してヘプシジンの発現は増18 

加しているという報告や [22, 23]，逆にヘプシジン低下による鉄吸収亢進19 

が起きているという報告もある [24]．このように，NAFLD の鉄過剰の機20 

序に関して一定の見解がない．  21 

本研究では，肝脂肪化における鉄調節障害とそのメカニズムの詳細22 

を明らかにするため，高脂肪食負荷による NAFLD モデルマウスを用い，23 

RNA シークエンシングによる網羅的遺伝子発現解析を行い，鉄代謝に関24 

与する重要な遺伝子を探索した．  25 

 26 

材料と方法  27 

1．高脂肪負荷肥満モデルマウスの作成  28 

8 週齢の雄性 C57BL/6 マウス（三協ラボサービス，東京，日本）に29 

マウス用通常飼料（MF，オリエンタル酵母株式会社）またはラードを主30 
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成分とした脂肪 82%（カロリー比）の高脂肪食（F2HFD2，オリエンタル1 

酵母株式会社）を 16 週間投与し屠殺した．各飼料 100 g 中の鉄含有量は2 

それぞれ 10.6 mg（MF）と 6.0 mg（F2HFD2）である．飼育環境は温度 22℃，3 

湿度 50～60%，12 時間毎の明暗切り替えで調節され，飼料と水は自由摂4 

取とした．マウスは屠殺 10時間前から絶食，ジエチルエーテルで麻酔し，5 

体重測定，ヘパリンを含む注射器で右心室穿刺による採血をした後，右6 

心耳を切開して左心室より 5 ml のリン酸緩衝液（PBS）で全身を灌流し7 

た．肝臓を摘出して肝重量を測定した後，病理組織標本および免疫組織8 

化学染色，RNA シークエンシングおよびリアルタイム定量ポリメラーゼ9 

連鎖反応（real-time quantitative polymerase chain reaction; RT-qPCR）解析10 

用の total RNA 抽出，ウェスタンブロット解析，肝鉄含有量測定のための11 

処理をした．これらの動物実験は，旭川医科大学実験委員会の審査・承12 

認を受けて行った．  13 

 14 

2．マウスからの初代培養肝細胞および非実質細胞の分離  15 

C57BL/6 マウスをジエチルエーテル麻酔下に開腹し，門脈からハン16 

クス液で肝内を灌流した後に 0.1%のコラゲナーゼ（和光純薬，大阪，日17 

本）を含むハンクス液で 10分間灌流し，肝組織の細胞を PBSで懸濁した．18 

懸濁された細胞を 100 m のセルストレイナー（Corning Life Sciences，東19 

京，日本 ; 08-771-19）を通した後 3 分間 500 rpm で遠心して，得られた沈20 

殿を肝細胞として Williams’ E 溶液に懸濁後，コラーゲンコートされてい21 

る培養皿に移して 1 時間静置し細胞を接着させた．再度 Williams’ E 溶液22 

で洗浄し，残存した接着細胞を肝細胞として用いた．  23 

前述 3分間 500 rpm遠心後の上清は非実質細胞が含まれる画分として24 

回収し，3 回 3 分間 500 rpm で遠心して残存する肝細胞を除去した．3 分25 

間 1500 rpm で遠心して得られた沈殿を，10％ウシ胎児血清を含む DMEM26 

に懸濁してコラーゲンコートされている培養皿に移し，1 時間静置して細27 

胞を接着させた．DMEM で激しく洗浄し，コラーゲンと強固に接着して28 

いる残存した接着細胞を非実質細胞として用いた．  29 

 30 
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3．血漿成分の解析  1 

心臓血をヘパリン採血後，5 分間 15000 g で遠心して血漿を回収した．2 

血漿内のアラニンアミノ基転移酵素（Alanine aminotransferase; ALT）と血3 

漿鉄を日立自動分析装置（日立，東京，日本）で測定した．マウス血漿4 

フェリチンを mouse ferritin enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）5 

（ALPCO, Salem, NH, USA; 41-FERMS-E01）で測定した．血漿内活性型ヘ6 

プシジン濃度を Liquid chromatography/electrospray Ionization-tandem mass 7 

spectrometric technology（LC/ESI-MS/MS）で測定した[25]．  8 

 9 

4．原子吸光法による肝鉄貯蔵量の測定  10 

本測定のために回収した肝組織 100 mgに対して 1 mlのクロロホルム11 

を用いて脱脂した．脱脂した肝臓は超小型遠心式濃縮機スピンドライヤ12 

ーミニ（タイテック，埼玉，日本 ;VC-15SP）を用いて乾燥させ，乾燥肝13 

組織重量を測定した．乾燥重量 20 mg に対して 1 ml の濃硝酸を添加し，14 

組織が完全に溶解するまで 90℃のヒートブロックで処理した．溶解液は15 

硝酸が 0.1 mM となるよう鉄フリーのイオン交換水で希釈された．原子吸16 

光光度計（日立 ; Z-8100）で鉄の原子化吸光度を測定した．標準液として17 

100 mg/l 鉄標準液（和光純薬）を用いて鉄量を解析し mg Fe/g dry liver 18 

weight で表した．  19 

 20 

5．病理組織  21 

肝臓は 10%中性緩衝ホルマリンを用いて 4℃で 24 時間固定した．固22 

定された組織は PBS で洗浄し，脱水を経てパラフィンに包埋した後 3 m23 

の厚さに薄切しガラススライドに伸展した．スライドをヘマトキシリ24 

ン・エオジン染色とベルリンブルー染色で評価した．  25 

 26 

6．RNA シークエンシングによる網羅的遺伝子発現解析  27 

16週通常食摂取群および 16週高脂肪食負荷群それぞれ 3サンプルよ28 

り得たマウス肝組織から，QIAGEN RNeasy Mini Kit（Qiagen, Venlo, 29 

Netherlands）を用いて RNA を抽出し，RiboMinus Eukaryote System（Life 30 
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technologies, Carlsbad, CA, USA）でリボゾーム RNA を除去した．リボゾ1 

ーム RNA 除去後の RNA から Ion Total RNA-Seq Kit（Life technologies）2 

を用いて cDNA ライブラリーを作成し，高出力シークエンサー Ion Proton3 

（Life technologies）を用いてシークエンスデータを得た．網羅的遺伝子4 

発現解析は Genomics Workbench （CLC bio, Aarhus, Denmark）を用い，5 

mRNA 発現値として Reads Per Kilobase of exon model per Million mapped 6 

reads（RPKM 値）を算出した．通常食群，高脂肪食群それぞれの各遺伝7 

子について RPKM 値の平均値を算出して，発現比（ fold change）と Student 8 

t 検定による p 値を計算した．発現比の絶対値が 1.5 より大きく（通常食9 

群／高脂肪食群＞1.5 あるいは高脂肪食群／通常食群＞1.5），かつ P<0.0510 

の条件をみたす遺伝子を発現変動遺伝子として抽出した．  11 

 12 

7．リアルタイム定量ポリメラーゼ連鎖反応（RT-qPCR）  13 

肝組織および培養細胞の RNA を QIAGEN RNeasy Mini Kit（Qiagen）14 

を用いて抽出し，濃度を一致させた RNA を RETRO script（ Life 15 

Technologies）を用いて逆転写し cDNA を得た．7300 Real-time PCR system16 

（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）で Hamp，Bmper，18S rRNA17 

の TaqMan probe （ Applied Biosystems; Mm04231240, Mm01175806, 18 

4352930E）を用いて Ct 値を測定した．サンプルは 96 穴プレートに19 

EagleTaq Master mix with ROX （ Roche Diagnostics, Basel, Schweiz; 20 

06427022190）10 l，18S rRNA プライマー1 l，ターゲット遺伝子プライ21 

マー1 l，サンプル cDNA 250 ng と RNase free water を全量 20 l となる22 

ように混合し，RT-qPCR を行った．インターナルコントロールとして 18S 23 

rRNA の Ct 値で RNA 量を標準化し，比較 Ct 法により発現量を測定した．  24 

 25 

8．ウェスタンブロット  26 

マウス肝組織より RIPA バッファー（150 mM NaCl，0.25% デオキシ27 

コール酸ナトリウム，0.1％  SDS，50 mM Tris-HCl，pH 8.0）を用いてタ28 

ンパク質を抽出した．タンパク濃度は Bio-Rad protein assay（Bio-Rad, 29 

Hercules, CA, USA; 500-0006）を用いて Bradford 法により測定した．12％  30 
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Mini PROTEAN TGXTM Precast gel（Bio-Rad; 456-1045）を用いて，各サン1 

プル 30 g のタンパク質を SDS 緩衝液と混合して電気泳動し，ニトロセ2 

ルロースメンブレン（Bio-Rad; 162-0115）に転写後 Super Block Blocking 3 

Buffer（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; 37515）でブロッキン4 

グを行った．1 次抗体として抗 Phospho SMAD1/5/8 抗体（Cell Signaling 5 

Technology; CST, Danvers, MA, USA; 9511）と抗 SMAD1抗体（CST, 9743），6 

抗 Actin抗体（BD Biosciences; 612656），抗 BMPER抗体（Abcam, Cambridge, 7 

England; ab73900），抗 BMP6 抗体（Abcam, ab155963）を用い，2 次抗体8 

として Goat Anti-Rabbit IgG（R&D systems, Minneapolis, MN, USA; HAF008）9 

を用いた．SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate（Thermo Fisher 10 

Scientific）を用いて可視化した．各タンパク質の発現量は画像処理ソフ11 

トウェア ImageJ を用いて各バンドの濃淡を数値化し解析した．  12 

 13 

9．免疫化学染色・免疫蛍光染色  14 

肝組織切片をキシレンで脱パラフィンした後，エタノールで親水さ15 

せて 10 mM クエン酸緩衝液で 10 分間オートクレーブして抗原賦活した．16 

Super Block Blocking Buffer（Thermo Fisher Scientific; 37515）でブロッキ17 

ングし，抗 BMPER 抗体（Abcam, ab73900）を 1:200 に希釈し，4℃で一18 

晩反応させた．2 次抗体として ImmPRESS reagent kit（Vector laboratories, 19 

Burlingame, CA, USA; MP-7500）を使用し，ジアミノベンジジンで発色し，20 

マイヤー・ヘマトキシリンで核染色した．  21 

マウス初代培養肝細胞および非実質細胞をカバーガラス（AGC テク22 

ノグラス，静岡，日本 ; 4925-010）上に培養し，PBS で洗浄し 4%PBS 緩23 

衝パラホルムアルデヒドで 10 分間固定した．カバーガラスは 0.1% 24 

Triton-X100 含有 PBS で 2 分間処理し，Super Block Blocking Buffer でブ25 

ロッキングし，E-Cadherin 抗体（BD Biosciences, San Jose, CA, USA; 26 

610182）および VE Cadherin 抗体（Abcam; ab33168）を 1:200 で Super Block 27 

Blocking Buffer で希釈し室温で 1 時間静置した．二次抗体として Alexa 28 

Fluor 594 Goat Anti-Mouse IgG と Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG29 

（Life technologies; A-11032, A-11034）を使用し，DAPI で核を染色した30 
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後，蛍光顕微鏡（キーエンス，大阪，日本 ; BZ-9000）で観察した．  1 

 2 

10．マウス血漿の免疫沈降  3 

Dynabeads（Life Technologies; 10003D）にそれぞれ 2 g の BMPER 抗4 

体（Abcam; ab73900）かウサギ IgG（Abcam; ab37416）を用いて，10 l5 

ずつのマウス血漿から免疫沈降した．免疫沈降したサンプルを SDS 緩衝6 

液に溶解し，ウェスタンブロットにより免疫沈降されたタンパク発現を7 

解析した．  8 

 9 

11．統計処理  10 

全ての結果は平均値で示し，図は box plot で示した．統計学的解析に11 

は 2 群間の解析に関して Student の t 検定を用いて，P 値が 0.05 未満を有12 

意とした．  13 

 14 

 15 

結果  16 

1．高脂肪食負荷マウスにおける脂肪肝，肝炎の発症  17 

マウス体重（BW）と肝重量，血漿 ALT 値は 16 週間の高脂肪食負荷18 

マウス（HF 群）において 16 週間通常食摂取マウス（R 群）に比べて有19 

意に高値を示した（図 1A-C）（BW; R 群 , 28.6 g; HF 群 , 51.9 g; P<0.0001: 肝20 

重量 ; R 群 , 1.24 g; HF 群 , 2.91 g; P=0.0029: ALT; R 群 , 19.5 U/l; HF 群 , 147.6 21 

U/l; P<0.0001）．肝組織は中心静脈域を優位とした大滴性脂肪化を HF 群22 

に認めた．R 群と HF 群のいずれにおいても明らかな炎症細胞浸潤は認め23 

なかった（図 1D-G）．  24 

 25 

2．高脂肪食負荷マウスにおける血漿鉄，血漿フェリチンと肝内鉄含有量26 

の変化  27 

血漿鉄と血漿フェリチン濃度は R群に対して HF群で有意に高値を示28 

した（図 2A, B）（鉄 ; R 群 , 136.1 g/dl; HF 群 , 172.1 g/dl; P=0.033: フェ29 

リチン ; R 群 , 593.5 ng/ml; HF 群 , 826.2 ng/ml; P<0.0001）．しかし，肝内鉄30 
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含有量はいずれの群においても上昇しておらず（図 2C）（R 群 , 0.126 mg 1 

Fe/g dry wt; HF 群 , 0.143 mg Fe/g dry wt; P=0.49），ベルリンブルー染色で2 

は R 群と HF 群のいずれも肝内に鉄沈着を認めなかった（図 2D, E）．し3 

たがって，肝内可染鉄の有意な増加はないものの，血漿鉄と血漿フェリ4 

チンの増加から，肝内可染鉄を認めない軽度の鉄過剰が生じていると考5 

えられた．  6 

 7 

3．RNA シークエンシングによる網羅的発現解析とヘプシジン調節因子の8 

変化  9 

作成した cDNA ライブラリーから高出力シークエンサーを用いてシ10 

ークエンスデータが得られた遺伝子は総数 38114 種類で，これらの遺伝11 

子を解析し，発現比の絶対値が 1.5 より大きく，P<0.05 を満たす遺伝子12 

を発現変動遺伝子とし，2314 種類が検出された（図 3）．対象を鉄関連遺13 

伝子およびヘプシジン発現調節因子となり得る炎症性サイトカインや14 

BMP を含む TGF-関連遺伝子等が含まれる 302 遺伝子に絞ると，ヘプシ15 

ジンをコードする Hamp を含め計 53 遺伝子の発現変化があった．302 遺16 

伝子のうちヘプシジン発現変動に関与し得る遺伝子は 38 遺伝子で，この17 

うち発現変動遺伝子として Bmp4，Bmper，Epor，Gdf15，Hamp，Hfe2 の18 

6 因子が検出され，他の鉄関連遺伝子は発現比の絶対値が 1.5 倍未満また19 

は P<0.05 で発現変動遺伝子として検出されなかった（表 1）．ヘプシジン20 

発現変動に関与する遺伝子は，各々 BMP4， BMP binding endothelial 21 

regulator（BMPER），エリスロポエチン受容体（EPOR），増殖分化因子 1522 

（Growth differentiation factor; GDF15），ヘプシジン，ヘモジュベリンを23 

コードする遺伝子である．BMP4 は BMP ファミリーのひとつ，BMPER24 

は BMP 受容体-SMAD シグナル経路の抑制系，EPOR と GDF15 は低酸素25 

応答によるヘプシジン発現抑制系，ヘモジュベリンは BMP 受容体の補因26 

子である．また，フェリチン H 鎖（Fth1）mRNA は発現比が 1.5 を超え27 

ないものの，有意な発現増加を認めた（発現比 1.49 倍，P=0.008）．その28 

他 Fth1 以外にも 1.5 倍以上の発現変化がないものの，P<0.05 で有意な変29 

動差を認めるものを Bmpr2，Cp，Hfe，Stat3，Tmprss6 の 5 遺伝子認めた．  30 
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 1 

4．高脂肪食負荷マウスにおけるヘプシジン発現と肝内調節分子発現の変2 

化  3 

HF 群における血漿鉄と血漿フェリチンの上昇に関して RNA シーク4 

エンシングで認めたヘプシジンをコードする Hamp 遺伝子の発現低下を5 

RT-qPCR で確認した．全ての R 群と HF 群で RT-qPCR を用いて Hamp 6 

mRNA 発現を定量したところ，Hamp mRNA 発現量は HF 群で有意に低下7 

していた（図 4A）（R 群 , 1.03; HF 群 , 0.53; P=0.0029）．次に，Hamp の翻8 

訳産物である血漿ヘプシジン濃度を LC/ESI-MS/MS で測定したところ，9 

HF 群で有意に低下していた（図 4B）（R 群 , 140.7 ng/ml; HF 群 , 77.7 ng/ml; 10 

P=0.0141）．HF 群における血漿鉄と血漿フェリチンの上昇にヘプシジン11 

発現低下が関与していると考えられた．  12 

RNA シークエンシングの結果から Hamp 遺伝子発現調節系のうち13 

IL-6 受容体-STAT シグナル経路，トランスフェリン受容体に関連する遺14 

伝子群には変動がないが，BMP 受容体-SMAD シグナル経路に関与する15 

Bmp4，Bmper，Hfe2 が変動していた．そのため，BMP 受容体-SMAD シ16 

グナル経路に関して R 群と HF 群の肝組織のリン酸化 SMAD と SMAD117 

の発現量を比較することで SMAD の活性化状態を評価した．リン酸化18 

SMAD の発現は，SMAD1 の発現に対して HF 群で有意な低下を認めた（図19 

4C, D）（R 群，0.99; HF 群，0.60; P=0.0158）．   20 

 21 

5．マウス肝組織と血漿の BMPER 発現の検討  22 

本研究で BMP 受容体 -SMAD シグナル経路に関連する遺伝子では23 

Bmp4，Bmper，Hfe2 の 3 遺伝子が高脂肪で発現が変動した．BMP4 は BMP24 

受容体のリガンドのひとつであるが，生体内におけるヘプシジン発現誘25 

導活性は乏しいと考えられている．Hfe2 遺伝子がコードするヘモジュベ26 

リンは BMP 受容体の補因子である．HF 群ではヘプシジン発現低下とリ27 

ン酸化 SMAD の発現低下がみられ，Bmp4，Hfe2 の挙動は相反する動きで28 

ある．一方，ヘプシジン抑制系の Bmper の発現増加はヘプシジン発現低29 

下とリン酸化 SMAD 発現低下の結果と対応している．よって，Bmper 遺30 
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伝子とその翻訳産物である BMPER に注目して解析した．R 群と HF 群か1 

ら得られた肝組織の RNA を用いた RT-qPCR で Bmper mRNA 発現の定量2 

を行ったところ，HF 群で有意な増加を認めていた（図 5A）(R 群 , 1.06; HF3 

群 , 5.29; P<0.0001)．  4 

さらに，BMPER は血漿中の BMP6 と結合することで BMP6 の BMP5 

受容体結合と競合し，シグナルを抑制すると考えられている．本モデル6 

において血漿中の BMPER の存在と BMP6 との結合性に関して検討する7 

ために R 群と HF 群の血漿から抗 BMPER 抗体を用いて免疫沈降し，ウェ8 

スタンブロットを行って BMPER 抗体で検出した．ウサギ IgG による免9 

疫沈降では BMPER の検出はなく，BMPER 抗体で選択的に BMPER が免10 

疫沈降されていた．また，BMPER 抗体による免疫沈降で BMP6 が共免疫11 

沈降していることも確認された（図 5B）．  12 

 13 

6．BMPER のマウス肝組織と肝細胞および非実質細胞における発現  14 

R 群から得たマウス肝組織の BMPER 抗体による免疫染色では，肝細15 

胞の染色は陰性であったが類洞内腔に陽性像が確認された（図 6A）．16 

BMPER の発現局在を確認するため，通常飼料で飼育した C57BL/6 マウス17 

より初代培養肝細胞および非実質細胞を回収し，肝細胞では E-Cadherin18 

が陽性で，非実質細胞では類洞内皮細胞などに特異的に発現する19 

VE-Cadherin が陽性であることを確認した（図 6B, C）．各細胞における20 

Bmper mRNA 発現を RT-qPCR で測定し，非実質細胞で有意に高値であっ21 

た（肝細胞 , 1.00; 非実質細胞 , 34.42; P<0.0001）（図 6D）．  22 

 23 

考察  24 

本研究では，16 週間の高脂肪食負荷による NAFL モデルマウスで血25 

漿鉄と血漿フェリチン値の増加から，肝可染鉄濃度の変化としては認め26 

られない軽度の鉄過剰状態になっていることが示された．貯蔵鉄を反映27 

するマーカーである血漿フェリチン値は，NASH 症例の組織学的な炎症28 

活動性と線維化進展度と相関することが報告されている [24]．本研究では29 

16 週間の高脂肪食負荷マウスでは，炎症性細胞の浸潤はないが，ヒトの30 
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NAFL に類似した中心静脈領域（Zone3）優位の大滴性脂肪滴沈着を呈し，1 

ALT，血漿鉄とフェリチンの上昇を認めた．フェリチンは RNA シークエ2 

ンシングの結果から転写レベルでも有意に上昇しており，原子吸光法に3 

よる肝内鉄濃度では明らかな差を認めなかったが，肝細胞内の鉄は増加4 

している可能性が示唆された．NAFLD/NASH 進展に過剰鉄が ROS 産生5 

を介して肝細胞障害，線維化進展，肝発癌に関与していることが指摘さ6 

れており，それを裏付けるものと言えよう [24, 26]．ところで，Day 等が7 

提唱した two-hit theory では，鉄が酸化ストレスを誘導する second hit と8 

して考えられていた [4]．しかし，今回の炎症性細胞浸潤のない肝脂肪化9 

だけの段階で既に分子レベルで食餌鉄吸収促進に代謝変化し，それに伴10 

うフェリチンの上昇や鉄酸化ストレスの基盤が形成され始めていること11 

を示しており，これは鉄代謝においても Tilg等が提唱した multiple parallel 12 

hits hypothesis を支持するものである[5]．  13 

今回の研究では，鉄吸収促進の機序に関してヘプシジンの発現変化14 

を想定していながらも，特定の遺伝子に絞り込まないで網羅的に解析し15 

たことに意義がある．これはこれまでの報告において NAFLD/NASH 症例16 

におけるヘプシジンの発現変化に関して一定の見解がないことと，ヘプ17 

シジン発現調節シグナルに多くの分子が関与し得るためである．RNA シ18 

ークエンシングによる網羅的遺伝子発現解析によって，鉄関連遺伝子お19 

よびヘプシジン発現調節因子となり得る炎症性サイトカインや BMPを含20 

む TGF-関連遺伝子等の 302遺伝子のうちヘプシジンをコードする Hamp21 

を含め 53 遺伝子の発現変化があった．   22 

網羅的遺伝子発現解析により発現変動した遺伝子のなかにヘプシジ23 

ン発現変動に関与する遺伝子として Bmp4，Bmper，Epor，Gdf15，Hfe224 

の 5 遺伝子が検出された．BMP 受容体のリガンドとしてヘプシジン発現25 

においては BMP6 が最も重要であるが [27]，今回誘導されていた BMP426 

も in vitro で BMP/SMAD シグナルを刺激することが知られている．しか27 

し，既に BMP4 は BMP2 とともに生体内においてヘプシジン発現を調節28 

する機能が低いことが動物実験で証明されている [27]．本研究では BMP629 

発現に差がないことからヘプシジン発現の観点では BMP受容体の総リガ30 
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ンド量は変化していないと考えているが，BMP4 が高脂肪食負荷マウスに1 

おいてどの程度ヘプシジン発現を誘導するかは今後の研究課題である．2 

BMP 受容体の補因子であるヘモジュベリンをコードする Hfe2 の誘導に3 

関しても今後の検討課題である．一方，実際のヘプシジン発現抑制の表4 

現型と合った抑制系遺伝子として Bmper，Epor，Gdf15 の 3 遺伝子が検出5 

された．これらの中で Epor と Gdf15 はエリスロポエチンを介した低酸素6 

応答性のヘプシジン制御に関与している遺伝子であることが既に報告さ7 

れている[28, 29]．本 NAFL モデルにおいても Zone3 領域の高度脂肪沈着8 

によってこの領域が相対的低酸素状態になっている可能性が考えられる．9 

BMPER は BMP/SMAD シグナルの抑制系として知られていたが [30] ，肝10 

臓においては遺伝子改変による低トランスフェリン血症マウスにおいて11 

ヘプシジン抑制因子として作用していることが指摘された[31]．我々は本12 

NAFL モデルで新たに BMPER が肝内でのヘプシジン抑制シグナルとな13 

ることを示した．   14 

CHC や ALD においては主にヘプシジンの発現異常が 2次的に起きて15 

いる可能性が指摘されている [8, 19]．しかし，NAFLD/NASH の肝臓にお16 

いてはヘプシジン発現に関して一定の見解がなく，その他の鉄関連分子17 

の発現動態とその意義づけについては，明らかとなっていない．NAFLD18 

の肝内鉄沈着においてもヘプシジン発現低下による鉄吸収亢進が関与し19 

ているという報告はあるが[24]，多くの報告で鉄沈着の程度に相関してヘ20 

プシジン発現が亢進していることが指摘され，これは肝内での炎症が関21 

わっているためと考察されている[22, 23, 32]．Mitsuyoshi 等は NAFLD 患22 

者の 74 の生検検体を用いて Hepcidin mRNA とフェリチンの比もしくは23 

Hepcidin mRNA と HIS（hepatic iron score）の比は NAFL 患者より NASH24 

患者で低下していると報告している [33]．しかし，炎症の少ない脂肪肝で25 

のヘプシジン発現は報告がない．本研究におけるマウスは NASH モデル26 

ではなく，炎症を伴わない肥満・NAFL モデルである．この NAFL マウ27 

スのヘプシジン発現は，マウス肝組織の mRNA レベルおよび血漿中の活28 

性型ヘプシジン濃度のいずれにおいても低下していた．これらの結果か29 

ら，肥満あるいは肝脂肪化はヘプシジン発現のベースラインを下げる可30 
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能性が考えられる．  1 

ヘプシジン発現は鉄感知シグナルのトランスフェリン受容体と2 

TGF-ファミリーシグナルの BMP，炎症シグナルの IL-6 によって亢進す3 

ることが知られている．トランスフェリン受容体は BMP 受容体と協調し4 

て作用することが示唆されているが，未だ十分に解明されていない．そ5 

れに対して BMP シグナルから活性化するリン酸化 SMAD と IL-6 シグナ6 

ルから活性化するリン酸化 STAT3 シグナルに関しては研究が進んでいる．7 

本研究で 16週間食餌負荷マウスの通常食と高脂肪食いずれにおいても組8 

織学的な炎症が少なく，RNA シークエンシングでも IL-6 の発現変動はみ9 

られないことから， IL-6 の関連シグナルは本モデルのヘプシジン発現に10 

対する関与がないと考えられた．高脂肪食負荷マウス肝のリン酸化11 

SMAD1/5/8 は対照群に対して有意に低下しており，当モデルでのヘプシ12 

ジン量の低下が BMPシグナルの低下によってもたらされていると考えら13 

れた．ヘプシジンシグナル抑制因子として，Gdf15 や Matriptase-2，Twisted 14 

gastrulation protein homolog 1 （ TWSG1 ）， エ リ ス ロ フ ェ ロ ン ，15 

Ras/RAF/MAPK 経路，mTOR 経路なども指摘されているが[34-38]，今回16 

の網羅的 RNA シークエンシングでは BMP シグナルを低下させる因子と17 

して Bmper，Epor，Gdf15 の 3 遺伝子の発現上昇が検出され，本研究で新18 

たに見出された高脂肪食摂取時の Hamp転写制御過程における BMPERの19 

役割に注目して検討を進めた．  20 

BMPER がヘプシジン発現を抑制する分子の一つであることは，低ト21 

ランスフェリン血症マウスにおいてリコンビナント BMPER を用いた研22 

究で，BMPER が BMP と結合して BMP/SMAD シグナルを抑制することに23 

より起こると報告されている[31]．BMPER は生体内で BMP2,4,6 と結合24 

しその作用を抑制することも報告されている [30, 39]．さらに，BMPER25 

の形態は分泌型と細胞膜関連型があり，このうち特に分泌型において26 

BMP シグナル抑制能があることが指摘されている [40] ．本研究において27 

マウス血漿と BMPER 抗体を用いた免疫沈降により BMPER がマウス血漿28 

内に発現しており，高脂肪食負荷群で増加していることがわかった．肝29 

ヘプシジン発現においては BMP6 が BMP シグナルの主要調節分子である30 
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事が知られている[27, 41]．本研究では血漿中で BMPERが発現しており，1 

BMP6 が共免疫沈降されていることから血漿中で BMP6 と結合している2 

ことが確認された．これにより，高脂肪食負荷マウスにおいて BMPER3 

は肝内発現が上昇し，分泌型として BMP6 と結合することで，ヘプシジ4 

ン発現抑制的に作用していることが示唆された．本研究で分泌型 BMPER5 

の発現量を検討するために，免疫沈降で得られたバンド濃度測定を行っ6 

たが R 群と HF 群で有意な差が得られなかった（データ提示なし）．これ7 

は免疫沈降処理過程における抗体とエピトープの親和性の影響，飽和性8 

の限界から定量性が失われたためと考える．BMPER 発現量の詳細な検討9 

のためには，今後，高感度 ELISA 法の確立が必要と考えられる．  10 

これまで肝内での BMPER 発現局在に関しては明らかでなかったが，11 

肝細胞が様々な蛋白合成能を持つことから肝細胞が発現部位であること12 

が想定されていた[42]．一方，BMPER は血管新生を促進する作用があり，13 

皮膚や心臓，肺の血管内皮細胞から分泌されることが報告されていた [43]．14 

本研究では肝細胞と類洞内皮細胞を主とする非実質細胞を分離すること15 

により，BMPER は非実質細胞において強く発現していることがわかった．16 

ヘプシジン調節において BMPER は非実質細胞から産生されて，肝細胞に17 

対してパラクライン的に働くことで発現を調節していることが示唆され18 

た．近年，BMP/SMAD シグナル系の主要リガンドである BMP6 も肝内の19 

特に非実質細胞から発現することが示され，ヘプシジン発現において肝20 

細胞自体からのオートクラインだけでなく，非実質細胞からのパラクラ21 

イン的調節の重要性が指摘されているが，抑制系の BMPER もパラクライ22 

ンで作用することは特筆すべき発見である．  23 

鉄代謝調節にヘプシジンが大きな役割を果たすことは知られている24 

が，ヘプシジンの発現には様々な分子が複雑なクロストークを介して発25 

現調節を行っており，未知な部分が多い．NASH 患者のヘプシジン発現26 

の検討で一定の変化を示さないのも [22-24]，ヘプシジン調節に多くの調27 

節因子が関与しているためと考えられる．今回の NAFL モデルにおいて28 

も他の鉄代謝関連分子や炎症性サイトカイン，TGF-関連の遺伝子が 4729 

遺伝子変動している．これらの遺伝子発現の変化と本モデルの鉄蓄積増30 
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加またはヘプシジン発現シグナルとの関連性に関しては今後の検討課題1 

である．また，鉄関連遺伝子のなかで今回用いた基準である発現比 1.52 

を超えないものの，P 値では有意差が得られているものが 6 遺伝子認め3 

られた（Bmpr2，Cp，Fth1，Hfe，Stat3，Tmprss6）．これらの発現変化の4 

小さな遺伝子も，病態に重要な意味を持つ発現変化の可能性があり，今5 

後の検討が必要である．さらに，今回解析に用いたのは肝組織のみであ6 

り，鉄代謝に関係の強い腸管や脾臓，骨髄のほか，肥満と関連する脂肪7 

組織など他臓器とのクロストークも未知であるため，これらも検討の必8 

要がある．  9 

今後，NAFLD における BMPER 発現亢進は，その病態解明と新たな10 

治療方法の開発に繋がることが期待される．  11 

 12 

結語  13 

高脂肪食負荷による NAFL モデルマウスにおいて鉄過剰症が伴い，14 

鉄制御分子ヘプシジンの発現低下も見られることを明らかにした．この15 

機序として肝内から産生される BMP シグナル制御分子 BMPER の上昇が16 

関与し，BMPER は肝細胞に比べて非実質細胞から優位に発現しているこ17 

とを示した．BMPER は NAFLD に合併する鉄過剰症の病態メカニズムと18 

その治療重要分子であると考えられる．  19 
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図表の説明  1 

図 1．高脂肪食負荷によるマウスの体格変化と肝炎，肝線維化の推移．  2 

16 週高脂肪食負荷マウス（HF 群 , n = 10）では 16 週通常食摂取マウ3 

ス（R 群 , n = 10）に比べて有意に体重が増加し（A），肝重量も増加した4 

（B）．血漿 ALT は HF 群で有意に高値を示した（C）．R 群のヘマトキシ5 

リン・エオジン染色では脂肪沈着を認めなかった（D 100 倍 , E 400 倍）．6 

HF 群で中心静脈周囲の大滴性脂肪化を認めた（F 100 倍 , G 400 倍）．** 7 

P<0.01, *** P<0.001 8 

 9 

図 2．高脂肪食負荷によるマウスの鉄過剰症発現．  10 

血漿鉄濃度および血漿フェリチン濃度は HF 群で有意な増加を示し11 

た（A, B）．R 群と HF 群の肝内鉄含有量は有意な差を認めなかった（C）12 

（各群 n = 10）．ベルリンブルー染色では R 群（D）と HF 群（E）のいず13 

れも鉄沈着を認めなかった．n.s. 有意差なし , * P<0.05, *** P<0.001 14 

 15 

図 3．RNA シークエンシングの遺伝子発現．  16 

RNA シークエンシングで得られた各遺伝子の R 群と HF 群の発現比17 

（単位  log2）と Student t 検定により得られた P 値（単位  -log10）の図を18 

示す．RNA シークエンシングは発現比の絶対値が 1.5 より大きく（R 群19 

／HF 群  <-1.5 あるいは HF 群／R 群  >1.5; log2 1.5 = 0.585）P<0.05（-log10 20 

0.05 = 1.301）の条件をみたす遺伝子を発現変動遺伝子として抽出した（赤21 

枠内）．この赤枠内に 2314 種類の遺伝子が検出された．  22 

 23 

表 1．16 週間食餌負荷マウスの RNA シークエンシング．  24 

発現変動遺伝子のうち，鉄関連遺伝子を抽出し，その発現比と P 値，25 

サンプルから得られた RPKM 値（平均値±標準偏差）を示した．Bmp4, 26 

Bone morphogenetic protein 4; Bmper, Bone morphogenetic protein binding 27 

endothelial regulator; Epor, Erythropoietin receptor; Gdf15, Growth 28 

differentiation factor 15; Hamp, Hepcidin antimicrobial peptide; Hfe2, 29 

Hemochromatosis type 2 (juvenile)の 6 遺伝子が発現変動遺伝子として検出30 
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された．また，発現比は 1.5 を超えないものの，有意差が得られたものに1 

Bmpr2, Bone morphogenetic protein receptor type II; Cp, Ceruloplasmin; Fth1, 2 

Ferritin Heavy Polypeptide 1; Hfe, hemochromatosis; Stat3, Signal Transducer 3 

and Activator of Transcription 3; Tmprss6, Transmembrane Protease Serine 64 

の 6 遺伝子があった．  5 

 6 

図 4．高脂肪食負荷マウスのヘプシジンおよびリン酸化 SMAD の発現変7 

化．  8 

R 群と比較して HF 群でヘプシジンをコードする Hamp mRNA の発現9 

が有意に低下していた（各群 n = 10）（A）．血漿ヘプシジン濃度も HF 群10 

で有意に低下していた（各群 n = 10）（B）．R 群と比較して HF 群の肝内11 

リン酸化 SMAD は SMAD 1 に比較して有意な低下を示した（各群 n = 5）12 

* P<0.05, ** P<0.01 13 

 14 

図 5．16 週間食餌負荷マウスの BMPER 発現変化．  15 

R群に比較して HF群で BMPER mRNA発現が有意に増加していた（各16 

群 n = 10）（A）．R 群 2 匹と HF 群 2 匹の血漿からウサギ IgG か BMPER17 

抗体を用いて免疫沈降（ IP）をし，ウェスタンブロット（WB）して BMPER18 

抗体と BMP6 抗体で発現をみた（B）．ウサギ IgG による IP で BMPER 発19 

現は少なく，BMPER 抗体による IP で特異的にバンドが観察された．BMP620 

抗体での WB により BMP6 が共免疫沈降されていることも確認された．  21 

*** P<0.001 22 

 23 

図 6．マウス肝内の BMPER 発現．  24 

R 群の肝組織における BMPER 発現は類洞内腔に陽性像を認めた（A）．25 

マウス肝から分離した初代培養肝細胞（B 400 倍）と非実質細胞（C 40026 

倍）で E-Cadherin（赤），VE-Cadherin（緑）と DAPI（青）を用いた三重27 

染色を行った．細胞に厚みのある肝細胞は細胞周囲に E-Cadherin 陽性像28 

を認め，細胞が薄い非実質細胞では類洞内皮細胞に発現する VE-Cadherin29 

が細胞全体に陽性像を認めた．肝細胞と非実質細胞で BMPER mRNA 発30 
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現を検討すると，非実質細胞で有意な発現亢進を認めた（肝細胞 n = 6，1 

非実質細胞 n = 6）（D）．*** P<0.001 2 



表1

遺伝子 発現蛋白質 発現比 P値
R群（RPKM値）
（平均±標準偏

差）

HF群（RPKM値）
（平均±標準偏

差）

Bmp4 Bone Morphogenetic Protein 4 1.601 0.032 0.882 ± 0.145 1.412 ± 0.245

Bmper Bone Morphogenetic Protein Binding Endothelial Regulator 5.242 0.035 0.068 ± 0.071 0.360 ± 0.144

Epor Erythropoietin Receptor 2.303 0.047 0.448 ± 0.100 1.034 ± 0.342

Gdf15 Growth Differentiation Factor15 4.226 0.015 1.682 ± 1.942 7.111 ± 1.232

Hamp Hepcidin Antimicrobial Peptide -3.322 0.027 345.4 ± 122.2 104.0 ± 6.195

Hfe2 Hemochromatosis type 2 (juvenile) 1.880 0.011 17.71 ± 2.304 33.30 ± 5.544

Bmp6 Bone Morphogenetic Protein 6 1.039 0.788 1.802 ± 0.358 1.873 ± 0.231

Bmpr1a Bone Morphogenetic Protein Receptor 1a 1.214 0.218 2.709 ± 0.441 3.289 ± 0.528

Bmpr2 Bone Morphogenetic Protein Receptor 2 1.331 0.007 8.236 ± 0.596 10.96 ± 0.709

Cebpa CCAAT/enhancer Binding Protein Alpha -1.007 0.954 147.9 ± 16.14 146.9 ± 23.06

Chrd Chordin -1.204 0.517 0.957 ± 0.218 0.795 ± 0.331

Cp Ceruloplasmin 1.415 0.015 47.56 ± 7.517 67.31 ± 3.723

Fam132b Erythroferrone 1.000 1.000 0 ± 0 0 ± 0

Fth1 Ferritin Heavy Chain 1.492 0.008 941.3 ± 72.99 1404. ± 144.6

Ftl1 Ferritin Light Chain 1.273 0.223 1542. ± 166.5 1963. ± 476.9

Furin Furin 1.068 0.393 35.28 ± 3.400 37.66 ± 2.674

Hamp2 Hepcidin Antimicrobial Peptide 2 -1.421 0.224 42.03 ± 13.02 29.57 ± 7.443

Hfe Human Hemochromatosis Protein 1.231 0.046 9.280 ± 1.235 11.42 ± 0.393

Hgf Hepatocyte Growth Factor 1.327 0.126 3.704 ± 0.629 4.915 ± 0.887

Il6 Interleukin 6 1.000 1.000 0 ± 0 0 ± 0

Nog Noggin 1.000 1.000 0 ± 0 0 ± 0

Raf1 RAF Proto-Oncogene Serine/Threonine-Protein Kinase 1.058 0.571 8.276 ± 1.226 8.758 ± 0.565

Slc11a2 Divalent Metal Transporter 1 1.331 0.060 3.479 ± 0.699 4.631 ± 0.312

Slc40a1 Ferroportin 1 1.241 0.121 25.71 ± 5.237 31.90 ± 1.549

Smad1 Mothers against decapentaplegic homolog 1 1.011 0.936 3.269 ± 0.602 3.306 ± 0.442

Smad2 Mothers against decapentaplegic homolog 2 -1.167 0.483 4.053 ± 1.009 3.474 ± 0.816

Smad3 Mothers against decapentaplegic homolog 3 1.211 0.257 3.223 ± 0.519 3.903 ± 0.725

Smad4 Mothers against decapentaplegic homolog 4 1.103 0.163 6.265 ± 0.261 6.907 ± 0.597

Smad5 Mothers against decapentaplegic homolog 5 1.295 0.073 2.628 ± 0.455 3.403 ± 0.317

Smad6 Mothers against decapentaplegic homolog 6 1.355 0.173 2.008 ± 0.542 2.722 ± 0.514

Smad7 Mothers against decapentaplegic homolog 7 1.071 0.731 3.447 ± 0.899 3.692 ± 0.718

Smad9 Mothers against decapentaplegic homolog 8 -1.430 0.102 2.202 ± 0.345 1.540 ± 0.418

Stat3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3 1.236 0.004 9.093 ± 0.618 11.24 ± 0.168

Tfr2 Transferrin Receptor Protein 2 -1.014 0.784 136.4 ± 7.029 134.5 ± 8.410

Tfrc Transferrin Receptor Protein 1 1.195 0.250 1.689 ± 0.130 2.018 ± 0.404

Tmprss6 Matriptase 2 1.223 0.006 92.90 ± 4.391 113.6 ± 5.243

Trf Transferrin 1.208 0.104 3589. ± 466.5 4334. ± 401.7

Twsg1 Twisted Gastrulation BMP Signaling Modulator 1 1.178 0.055 9.158 ± 0.887 10.78 ± 0.570



 

  



  



  



 

  



  



 


