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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝疾患では鉄代謝恒常性破綻することが知られているが、その
メカニズムはまだ十分に解明されていない。本研究で用いた脂肪肝マウスでは鉄代謝調節分子ヘプシジンの発現
が低下しており、これらのメカニズムに関して遺伝子発現解析を行った。その結果、脂肪肝マウスの肝組織にお
いて、BMP-SMADシグナルを抑制するBMPERの発現亢進があることを見いだし、BMPER発現亢進に伴うヘプシジン産
生抑制が鉄代謝恒常性破綻をもたらすことを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Iron overload is often seen in non-alcoholic fatty liver disease condition, 
however, the mechanism is not clear. Our study demonstrated that the fatty liver model mice had 
decreased expression of iron regulating molecule hepcidin. To further elucidate the mechanism of 
iron overload, we performed RNA-seq. The result showed that the decreased hepcidin was due to 
decreased level of BMP-SMAD signal pathway. BMPER which is a inhibitor of BMP signaling was 
increased in the liver. Also we demonstrated that the BMPER is expressed by liver sinusoid 
epithelial cells. Thus, we described that increased BMPER in the fatty liver is one of the mechanism
 for iron overload.

研究分野： 肝臓

キーワード： 非アルコール性脂肪性肝疾患　鉄過剰症　ヘプシジン　BMP　BMPER　類洞内皮細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、肥満による脂肪肝モデルマウスを用いて、その病態形成に鉄過剰症が関与することについて検討し
た。その結果、鉄制御蛋白であるヘプシジンの発現低下が関与することを指摘し、この制御にBMPシグナルの破
綻があることを見いだした。非アルコール性脂肪性肝疾患の病態は依然不明な点が多く、本研究成果が非アルコ
ール性脂肪性肝疾患の病態解明につながるとともに、今後の治療介入に関して治療標的となる分子を検討する助
けとなる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は肥満、インスリン抵抗性を背景に発症する脂肪肝—

脂肪性肝炎(NASH)—肝硬変—肝癌の一連の進行性慢性肝疾患である。NAFLD の患者は世界的に
増加しており、病態進展により心血管系疾患、慢性腎疾患、肝外悪性腫瘍等の予後を規定する肝
外病変のハイリスク群でもあることから、NASH の発生機序を解明し予防・治療戦略を構築す
ることは急務である。 

NAFLD では C 型肝炎やアルコール性肝障害と同様に、軽度から中等度の肝内鉄過剰蓄積がみ
られる。鉄過剰状態ではフェリチン蛋白に格納しきれない不安定鉄が増加し、reactive oxygen 
spieces (ROS)産生増加を介した酸化ストレスを増強するため、NAFLD における肝組織および
肝外諸臓器、血管内皮の障害の一因になっていると想定されている。 

NAFLD の鉄代謝恒常性破綻メカニズムは未だ解明されていない。生体には鉄の排泄調節機構
がなく、必要な鉄のほとんどをヘモグロビン鉄の再利用でまかない、その鉄代謝恒常性が絶妙に
保たれている。その Key 分子が鉄代謝調節因子ヘプシジンである。ヘプシジンの機能はマクロ
ファージや腸管上皮細胞に発現する鉄トランスポーター；フェロポルチン 1(FPN1)の翻訳後分
解を促進し、これら細胞からの鉄放出を抑制する。ヘプシジンの発現は①TGF-βファミリーの
BMP-SMAD シグナル、②炎症性サイトカインの IL6-STAT3 シグナル、③トランスフェリン鉄
による TfR シグナルの大きく 3 経路により調節を受ける。さらに最近、低酸素状態に関連する
エリスロポエチンや GDF15、ER ストレスに関連する転写因子 C/EBPα、さらに
Ras/RAF/MAPK や mTOR シグナルの関与も指摘されている。このようにヘプシジン発現調節
は複雑に連関しており、特定の分子のみの解析では病態の解明にまで至らない。 
肝細胞のみのヘプシジン発現に注目した場合に上記のような経路が既知であるが、最近

BMP による調節機構には肝細胞自身のオートクラインループ以外に、肝非実質細胞がパラ
クライン作用により調節していることが示された。ペプチドの産生細胞として肝細胞がこ
れまで注目されていたが、他の非実質細胞の関与が示されたことで、肝内の細胞群が互いに
作用し合って絶妙な恒常性を保っていることが示唆される。そのため NAFLD の鉄代謝異
常の病態解明には、全肝組織における遺伝子・蛋白発現解析に加えて、肝臓の各構成細胞別
の解析を行い、各細胞が肥満や NAFLD の環境においてどのようにクロストークしている
のかを検討することが必要である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、NAFLD における鉄代謝恒常性破綻のメカニズムの研究と病態進展に関わる分子

の探索を行うことを目的とした。本研究開始にあたり、すでに過食による肥満モデルのレプチン
欠損マウスと、高脂肪食負荷による脂肪肝マウスで鉄過剰症とヘプシジン発現低下を認める予
備的な研究結果を得ていた。これらの研究結果から鉄代謝異常発現メカニズムの解析と新規分
子の探索に加え、治療標的となり得るものの探索を進めるため、候補分子については in vitro で
の発現・調節のメカニズム解析も行うこととした。 
以上のことから下記のような目的で研究を実施している。 
1) NAFLD モデルマウスの鉄代謝以上と鉄代謝調節分子ヘプシジン発現変動に関与する分子

を探索し特定するため、高出力シーケンサを用いた網羅的遺伝子発現解析を実施する。 
2) 標的分子の産生や作用について解析するために初代培養細胞など in vitro の実験系を用い

て解析を実施する。 
 

３．研究の方法 
1) 脂肪肝マウスモデルの作成と鉄動態と鉄関連分子発現の解析 
食餌負荷による脂肪肝モデルマウスとして、C57BL/6 に対する高脂肪食負荷による NAFLD

マウスを作成した。高脂肪食負荷 NAFLD モデルでは 16, 48 週目の経時的な変化を検討する。
このマウスに関して肝臓の組織染色（Hematoxylin & Eosin、Azan）により炎症や線維化の評
価を行った。体内鉄の評価としては、血清鉄およびフェリチンと肝内鉄含有量、肝組織の鉄染色
による鉄沈着評価を行った。 
鉄代謝異常に関して、肝内のヘプシジン発現を確認するために Hamp mRNA 発現および血清

ヘプシジン濃度を測定した。 
2) 肝臓の網羅的遺伝子発現解析と発現制御分子の解析 
肝臓などの標的臓器から RNA を抽出し、cDNA ライブラリーを作成し、高出力シーケンサ（Ion 

Proton, Life Technologies）を用いて、全 mRNA 解析（RNA sequencing）による網羅的遺伝子
発現解析を行った。遺伝子発現変動は Genomics workbench（CLC bio）により解析し、得られ
た発現変動遺伝子のデータをパスウェイ解析ソフト（MetaCore, Thomson Reuters）に導入し、
関連シグナルに関与する遺伝子発現変化と照らし合わせた。この結果から Key となるシグナル
経路および分子を絞り込み、各シグナル経路の Key となる遺伝子発現や発現制御分子の変化に
ついて、mRNA 発現や蛋白発現の解析を行った。 
3) マウス肝の細胞関連間の検討 
候補分子に関して、マウス肝組織の免疫染色による局在を検討した。引き続いて、C57BL/6 マ

ウスの肝臓を用い、肝細胞および類洞内皮細胞に肝組織構成細胞を分離して候補分子の発現に
関して検討した。 



 
 
４．研究成果 
1) 高脂肪食負荷肥満マウスにおける鉄動態 

16 週間の高脂肪食負荷によってマウスは著明な脂肪肝を呈するが、肝線維化は指摘されなか
った。しかし、48 週間の高脂肪食負荷は Pericellular fibrosis で説明される肝線維化進展が指摘
され、長期間の高脂肪食が肝炎の病態進展をもたらすことを示した。血清中の鉄やフェリチンは
高脂肪食負荷によって増加し、鉄過剰状態が病態に関与することが示唆された。 

 
2) 肥満マウスの網羅的遺伝子発現解析 

Ion Proton を用いた RNA sequencing を実施し、通常食群と高脂肪食群で変動する遺伝子発
現の径関を行った。引き続いて、MetaCore で変化が起きたパスウェイ解析を行い、SMAD や
STAT3 シグナルに関連する経路が多く抽出された。これらのパスウェイは鉄代謝調節分子ヘプ
シジンの発現調節にも関わることから、鉄代謝に関与する分子の発現に注目し、以降の検討を進
めた。 

 
3) 鉄代謝調節分子の発現変動 
鉄代謝調節分子ヘプシジンは体内の鉄代謝を負に調節することが知られているが、高脂肪食摂

餌による肥満マウスでは遺伝子発現および蛋白発現のいずれも低下していることを示した。ヘ
プシジン発現は SMAD やトランスフェリン受容体、STAT3 シグナルによって調節されること
が知られており、RNA sequencing の解析結果から BMP-SMAD シグナルに関連する因子の変
動がいくつか認められることがわかった（表 1）。蛋白発現解析から肥満マウスの肝内では SMAD
のリン酸化が低下していることも指摘され、SMAD リン酸化を調節する分子 BMP（Bone 
Morphogenetic Protein）に注目して検討した。 

 
 遺伝子 発現蛋白質 発現比 P 値 

Hepcidin  Hamp Hepcidin anti microbial peptide -3.322 0.027 

BMP-SMAD 

シグナル 

 Bmp4 Bone Morphogenetic Protein 4 1.601 0.032 

 Bmp6 Bone Morphogenetic Protein 6 1.039 0.788 

 Bmper BMP Binding Endothelial Regulator 5.242 0.035 

 Bmpr2 Bone Morphogenetic Protein Receptor 2 1.331 0.007 

 Hfe2 Hemojuvelin 1.88 0.011 

 Smad1 Mothers against decapentaplegic homolog 1 1.011 0.936 

トランスフェリン 

受容体シグナル 

 Tfrc Transferrin Receptor Protein 1 1.195 0.25 

 Tfr2 Transferrin Receptor Protein 2 -1.014 0.784 

IL-6-STAT3 

シグナル 

 Il6 Interleukin 6 1 1 

 Stat3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3 1.236 0.004 

その他 
 Epor Erythropoietin Receptor 2.303 0.047 

 Gdf15 Growth Differentiation Factor15 4.226 0.015 
表 1. RNA sequencing での鉄代謝関連因子の発現変動 
 

4) BMP 関連分子の発現変化 
肝内でヘプシジン発現変化に関わる BMP は BMP6 とされている。しかし、前述の網羅的遺伝

子発現解析では BMP6 に明らかな発現変動が指摘されなかった。これに対して、BMP と競合し
てそのシグナル伝達を抑制する BMPER（BMP binding endothelial regulator）の発現は網羅
的遺伝子発現解析で亢進していることに注目した。BMPER は脂肪肝マウスの肝内遺伝子発現
が亢進しており、BMPER が血清中に遊離している状態で BMP シグナルを抑制することから、
血清中でも蛋白発現が亢進している傾向にあることを示した（図 1）。これらのことから、脂肪
肝マウスでは BMPER 発現亢進が SMAD シグナル低下によるヘプシジン発現低下によって鉄
過剰症をもたらしていることが明らかとなった。 



図 1. マウス血清の BMPER 濃度変化 
 
5) BMPER 発現の局在 

BMPER は前述のようにパラクライン作用が BMP シグナル発現に関与していると考えられ
た。このことから、肝内での BMPER 発現を検討すると、肝組織中では類洞内皮細胞に発現が
局在していた。BMPER 発現が類洞内皮細胞にあることと確認するため、マウスの肝組織を用い
て肝細胞と類洞内皮細胞を分離・初代培養し、遺伝子発現と蛋白発現の検討を行った。その結果、
肝細胞ではヘプシジン遺伝子である Hamp mRNA 発現がある（図 2）のに対して、類洞内皮細
胞では Bmper mRNA 発現が高く（図 3）、免疫染色でも類洞内皮細胞に BMPER 発現が認めら
れた。これらのことから、BMPER は肝内の類洞内皮細胞が産生しており、脂肪肝の病態形成に
関与することがわかった。 

図 2. 初代培養細胞の Hamp mRNA 発現 
 

図 3. 初代培養細胞の Bmper mRNA 発現 
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