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研究成果の概要：ネオジェニンシグナルの重要な因子であるヘモジュベリンが、レチノイドに

よって転写レベルで発現制御されることを見出した。またレチノイドはヘモジュベリンの発現

抑制を介して、肝臓内鉄量とそれに伴う酸化ストレスを減少させることを明らかとした。この

ことからネオジェニンシグナルは、ヘモジュベリンが中心的な役割を持ち、肝酸化ストレスを

亢進させることによって肝発癌に寄与している可能性が示唆された。

交付額
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合　計

２００７年度 1,700,000 0 1,700,000
２００８年度 1,600,000 480,000 2,080,000

年度

年度

　　年度

総　計 3,300,000 480,000 3,780,000

研究分野：医歯薬学

科研費の分科・細目：内科系臨床医学・消化器内科学

キーワード：１．肝鉄代謝、２．肝発癌、３．肝酸化ストレス、４．ヘモジュベリン、５．ネ

オジェニン、６．レチノイド

１．研究開始当初の背景
(1)　近年、肝臓に過剰蓄積した鉄が、慢性
肝炎からの肝癌への進展における酸化スト
レスの亢進に重要な役割を担っているとし
て注目されている。
　また肝星細胞では、活性化に伴い細胞内
の貯蔵レチニルエステルの減少が観察され
ており、このことから肝細胞におけるレチ
ノイドシグナルの低下による肝発癌機構が
示唆されている。
　この仮説をもとに申請者はこれまでレチ
ノイドによる肝癌制御メカニズムについて

研究を行ってきた。その成果として、肝細
胞特異的にレチノイン酸シグナルを抑制し
たトランスジェニックマウスにおいて肝癌
が発症することを明かにした。
　さらに最近、肝細胞における鉄代謝関連
遺伝子の一つであるヘモジュベリン（HJV）
の発現制御機構に、レチノイドが関与して
いることを明らかにした。

(2)　近年、この HJV の受容体としてネオジ
ェニン（NEO）が同定された。これまでの報
告において、NEO の強制発現は細胞への鉄の
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過剰蓄積を引きおこし、その作用は HJV と
の共発現により増強されることが示唆され
ている。
　NEO は膜蛋白質であり、元来、神経細胞の
軸索誘導因子の受容体として単離されたが、
その後の解析により、NEO の発現はほぼすべ
ての臓器に分布していることが明らかにさ
れた。また NEO は、生殖器官において非常
に強く発現していることや、筋・神経細胞
への分化を促進すること、細胞障害を受け
た膵島細胞の再生時に発現誘導されること、
食道癌において発現亢進すること、などが
報告されている。また肝臓では、肝線維症
患者のマイクロアレイ解析結果より、肝臓
では線維化から肝癌への進展に伴って発現
が亢進していることが見出された。

(3)　上記のように NEO の生理機能は多岐に
渡っており、特に肝臓においては、鉄代謝
調節作用に加えて、細胞の癌化・増殖・浸
潤についても深く関わっている可能性が考
えられる。

２．研究の目的
　NEO シグナルと肝発癌との関連性について
明らかとするため、その中心的因子である
HJV について、in vitro および in vivo の
解析を行う。またレチノイドによる鉄代謝
制御との関連についても明らかにする。

３．研究の方法
(1)　HJV 強制発現細胞株の樹立
HJV 発現ベクターを構築し、HuH7 細胞へエ
レクトロポレーション法により導入した。
この細胞集団の中から、安定に HJV 遺伝子
を発現する細胞を単離し、以降 HuH-HJV と
名付けた。

(2)　cDNA マイクロアレイ解析
HuH7 細胞および HuH-HJV 細胞から TRIzol 試
薬により mRNA を回収し、illumina 社製
BeadArray_Sentrix BeadChip Array Human-
6_V2 を使用して遺伝子発現の網羅的解析を
行った。

(3)　Western blot 解析
細胞を RIPA バッファーに回収し、超音波破
砕後、遠心分離を行った。上清を 6xサンプ
ルバッファーと混合し、ドデシル硫酸ナト
リウム-ポリアクリルアミドゲル電気泳動に
より蛋白質を分子量ごとに分離した。続い
てゲルを PVDF メンブレンに転写し、ブロッ
キング、１次抗体、ペルオキシダーゼ結合
２次抗体処理を行い、最後に化学発光法に
より、特定のタンパクのバンドを検出した。

(4)　Real-time reverse-transcript PCR

（real-time RT-PCR）解析
細胞から TRIzol試薬により mRNAを回収し、
Invitrogen 社製、SuperScriptII 逆転写酵
素を使用して、相補的 DNA（cDNA）を合成し
た。得られた cDNA をテンプレートに、遺伝
子特異的プライマーおよび Roche 社製 Fast
Start SYBR Green 試薬を使用して real-time
RT-PCR 反応を行った。PCR 産物の測定は、
Roche 社製 LightCycler システムによって行
った。

(5)　細胞内非ヘム鉄量の定量
細胞内非ヘム鉄量は、バソフェナントロリ
ン法により行った。細胞を及び肝組織を酸
性溶液中、65℃で 20時間以上、インキュベ
ートし、遠心分離を行った。遠心後、回収
した上清を、バソフェナントロリン試薬と
混合し、535 nm における吸光度を測定した。

(6)　レチノイド過剰食マウスに対する鉄負
荷による in vivo の解析
通常食に加え、ビタミン A欠乏食、50 mg/kg
all-trans レチノイン酸（ATRA）添加食ヲそ
れぞれ調製し、C57BL/6J マウスに１ヶ月間
与えた。続いて 1 mg の鉄デキストランを 1
日１回、５日間投与し、鉄過剰状態にした。
マウスの肝臓を回収し、非ヘム鉄量、グル
タチオン量、FPN に対する Western blot 解
析、Erythropoietin（Epo）mRNA 発現量の
real-time RT-PCR 解析をそれぞれ行った。

(7)　マウス骨髄細胞の赤芽球分化に対する
レチノイドの影響
マウス骨髄細胞を単離し、レチノイドおよ
び EPO 添加メチルセルロース培地で 10日間
培養後、赤芽球コロニー（CFU-E）を顕微鏡
下でカウントした。

４．研究成果
(1)　cDNA マイクロアレイ解析の結果、HuH-
HJV 細胞では、ヘプサイジン(HEPC)の発現量
が発現上昇していた（5.8 倍）。一方、発現
量が低下していた鉄代謝関連遺伝子は、
ceruloplasmin（0.5 倍）、hephaestin（0.3
倍）、フェロポーチン(FPN)（0.005 倍）であ
った。今後この遺伝子の発現制御と HJV シ
グナルとの関連について詳細な検討を行う
予定である。

(2)　HuH7 および HuH-HJV 細胞を 0, 10, 20,
40 µM 相当の鉄イオン（Fe-NTA）存在下で 96
時間培養し、細胞内の非ヘム鉄量を定量し
た。
　その結果、HJV 遺伝子の強発現は、細胞内
非ヘム鉄蓄積を有意に促進することが明ら
かとなった（図１）。
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図１　HuH-HJV 細胞による細胞内非ヘム鉄量
　培地中に、終濃度 0、10、20、40 µM Fe3+

となるように、FeNTA を添加し、37℃、96
時間細胞をインキュベートした。その後細
胞を回収し、それぞれの細胞内非ヘム鉄量
を定量した。（データは平均値±標準偏差
（n=3）で表示。*, P<0.05; **, P<0.01 vs.
HuH7 細胞: t 検定）

(3)　HuH-HJV 細胞における鉄代謝関連遺伝
子の発現を real-time RT-PCR 法により測定
したところ、HuH7 細胞と比較して、HEPC お
よび 2 型トランスフェリン受容体(TfR2)の
発現量が有意に亢進していた（図２b,c）。
一方、FPN の発現量に有意な変化は認められ
なかった（図２d）。さらにこのとき all-trans
レチノイン酸（ATRA）および非環式レチノ
イド NIK-333 を処理したところ、HuH-HJV 細
胞における TfR2および FPNの発現量は、HuH7
細胞と同様、レチノイドによって有意に低
下した（図２c,d）。一方、HuH-HJV 細胞では、
HJV 遺伝子だけでなく（図２a）、HEPC の発
現量についてもレチノイド添加による発現
抑制が解消されていた（図２b）。このこと
はレチノイドによる鉄代謝調節において、
HEPC は HJV-ネオジェニンシグナルを介して
制御されており、一方 TfR2 および FPN はそ
れ以外の未知の経路によって制御されてい
ることを示すものと考えられた。
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図２　HuH-HJV 細胞における鉄代謝関連遺伝
子発現
a. HJV、b. HEPC、c. TfR2、d. FPN（デー
タは平均値±標準偏差（n=3）で表示。*,
P<0.05; **, P<0.01 vs. コ ン ト ロール
（CTRL）: †, P<0.05; ‡, P<0.01 vs.HuH7
細胞: t 検定）

(4)　レチノイド過剰添加によるマウス肝臓
鉄代謝関連遺伝子発現量の解析
　食餌中に含まれるレチノイド量に応じて
（レチノイド欠乏食、通常食、レチノイド
過剰食）マウス肝臓における HJV の発現量
は低下していた。このことは in vitro で観
察された結果と同様であった。このとき肝
臓における非ヘム鉄量は有意に低下し、さ
らに鉄を負荷した後も、レチノイド過剰食
を与えた群では、速やかな肝非ヘム鉄量の
低下を認めた（図３）。
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図３　レチノイド食を与えたマウスにおけ
る肝臓非ヘム鉄量の変化
Retinoid -, レチノイド欠乏食群; Retinoid
+, 通常食群; Retinoid ++, レチノイド過
剰食群

さらにこのときの肝酸化ストレス状態につ
いて、グルタチオンを指標に調べたところ、
肝非ヘム鉄量と一致して、レチノイド添加
食群で、酸化ストレスの有意な低下が認め
られた（データは示さない）。
以上のことから、レチノイド過剰食を与え
た群では、HJV シグナルの低下を来している
ことが考えられた。
そこでこのときの鉄代謝関連遺伝子発現量
を調べたところ、レチノイド過剰食を与え
たマウス肝臓において Fpn 蛋白質の発現が
強く亢進していた（図４）。

Retinoid- Retinoid+ Retinoid++

図４　レチノイド食を与えたマウスにおけ
る肝臓 Fpn 蛋白質発現量の変化
Retinoid -, レチノイド欠乏食群; Retinoid
+, 通常食群; Retinoid ++, レチノイド過
剰食群

(5)　レチノイドによる赤芽球分化促進作用
　上記マウスの肝臓における Epo mRNA 発現
量を real-time RT-PCR 法により定量したと
ころ、レチノイド過剰食群で有意な発現上
昇を認めた。Epo の産生は、低酸素など赤血
球産生を要求する生理的条件下で主に腎臓
で行われることが知られているが、肝臓に
おいても腎臓と同様の制御システムによっ
て、Epo の産生が制御されることが報告され
ている。そこで、レチノイドによる鉄代謝

調節のもう一つのメカニズムとして、赤血
球産生亢進による肝臓から鉄の動員の促進
が関与していると考えて、赤芽球コロニー
フォーメーションアッセイを行った。
　その結果、ATRA および NIK-333 ともに
CFU-E 形成を促進することが明らかとなった
（表１）。

Supplements
CFU-E/104 bone

marrow cells
(means ± SD)

P-value
(vs control)

Control
(0.0125%
DMSO)

22.5 ± 1.7

5 µM ATRA 43.3 ± 5.0 0.0025
5 µM

NIK-333 30.7 ± 4.3 0.0369

表１　レチノイドの赤芽球コロニー形成に
与える影響

　この結果と、肝臓における Fpn 発現上昇
の結果より、in vivo においてレチノイドは
造血亢進による肝臓からの鉄の動員を促進
してることが示唆された。
　今後、in vivo において HJV-ネオジェニ
ンシグナルと、赤芽球形成及び肝臓からの
鉄の動員との関係について、検討を進めて
いく予定である。
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