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研究成果の概要（和文）：Wilson 病は肝臓に銅が蓄積することにより様々な障害を引き起こ

す。近年、本症患者で肝がん発症の報告が散見している。本研究の目的は、本症の肝障害の発

症機構を明らかにし、その予防方法を開発することである。モデルラットを用いた検討の結果、

生後早期から肝臓に銅が蓄積し、ミトコンドリア障害が誘導されていることが明らかになった。

また、酸化ストレス制御機構が低下している可能性が示唆された。更に、本症患者体内の酸化

ストレスプロファイル（OSP）を解析した結果でも、ある種の脂溶性抗酸化物質の血清値が低下

している傾向が認められた。OSP 解析プロットでは、本症患者の約半数が酸化ストレス予防能

の低い「低活性ゾーン」におり、これらの抗酸化物質の摂取で体内の抗酸化能を改善し、肝障

害の進行及び肝がん発症を予防できる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Wilson disease (WD) causes various disorders by copper accumulation 
in the liver. The purpose of this study is to elucidate the onset mechanism of the liver 
damage including carcinogenesis in WD, and get the knowledge about its prevention. Using 
the model rat, it was revealed that copper accumulated and a mitochondrial disorder was 
induced in the liver from an early stage after birth, in addition, oxidative stress could 
not been controlled normally. Furthermore, the results of oxidative stress profile (OSP) 
analysis of the WD patient bodies suggested that a serum level of the certain fat-soluble 
antioxidants were decreasing, and about half of the patients are in the low active zone 
which means to have low antioxidant ability. These results suggested that the treatment 
with these antioxidants might prevent the progress of hepatic disorders including 
carcinogenesis in WD. 
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１．研究開始当初の背景 

Wilson 病は常染色体劣性遺伝の先天
性銅代謝異常症で、発症頻度は 3.5
万人に 1 人と高い。本症では銅輸送
ATPase（ATP7B）遺伝子変異により、
ATP7B が機能せず、肝臓からの銅分泌
が障害され、肝臓に銅が蓄積する。さ
らに様々な臓器（脳、腎臓など）に銅
が蓄積し、神経障害や腎障害をきたす。
これら臓器での銅蓄積は肝での銅蓄
積による二次的な変化と考えられて
いる。治療としてキレート薬や亜鉛が
有効で、長期生存例も多くなっている。
近年、本症患者で、治療が有効になさ
れているにも関わらず、肝細胞がん発
症 の 報 告 が 相 次 い で い る 。 ま た 、
Wilson 病モデルラットである LEC ラ
ットは高率に肝細胞がんを発症する。
近年、肝癌や肝障害発症の１機序とし
て、細胞内の活性酸素種（・O2-、H2O2、・
HO）産生に伴う酸化ストレスとその消
化機構であるレドックス制御の不均
衡が報告されている。銅は遷移元素で
あるので、細胞内で過剰となった銅は
フェントン反応により・HO を生じる
と考えられる。私たちは、本症患者肝
細胞では蓄積銅により、活性酸素種が
過剰に産生され、その病態が肝機能障
害・肝がん発症に関与しているとの仮
説を立てた。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、LEC モデルラットを
用いて、Wilson 病と酸化的ストレス、
肝機能障害・肝がん発症の関連を解
明することである。更に、本症患者
における酸化ストレスマーカー、抗
酸化物質の変動についても解析し、
予防・治療方法についての知見を得
る。 

 

３．研究の方法 

（1）検体のサンプリング 

Wilson 病モデルLECラット及びコントロ

ールとしての LEA ラットの血清及び臓器

を経時的にサンプルリングした。血清は

採血後遠心、使用まで-80℃にて保存した。

各ラットは放血死後肝臓を摘出、銅濃度

測定用、各種検査用に-80℃にて凍結保存

した。また、ホルマリン固定を行い組織

学的検索用に保存した。帝京大学小児科

で採取された本症患者の血清及び尿は

-80℃にて凍結後、酸化ストレスプロファ

イル解析のため、日研ザイルに送られた。 

（2）Wilson 病モデルラットにおける肝臓内

銅濃度測定 

急性肝炎を発症するといわれている生後

12 週齢より以前、特に組織学的に肝臓に

障害が認められない 4 週齢以前の LEC ラ

ットにおける肝臓内銅濃度測定を行った。

肝臓は 20 mg 前後計量採取し、120℃で乾

燥した後再度計量しdry weightを算出し

た。乾燥したサンプルに濃硝酸 400μl を

添加し、120℃で分解、乾固した後、2N

硝酸 1 ml に溶解して稀硝酸溶液とし、原

子吸光光度法にて銅濃度を測定した。 

（3）Western Blotting 

各濃度の肝臓蛋白質を 15%Tris-HCL SDS

ゲ ル に て 泳 動 後 PVDF membrane に

transfer した。転写した membrane は

5%blockng agent(GE Healthcare)で 1hr

ブロッキング後各濃度に希釈した 1 次抗

体にて over night で反応させた。0.05% 

Tween-20 TBS Buffer にて洗浄後 2 次抗

体を 1hr 反応させ、ECL Plus Western 

Blotting Detection System で X 線フィ

ルムにて検出を行った。 

(4) Western Blotting による活性型カスパ

ーゼ、Cu/Zn SOD の検出 

肝臓組織タンパクを NE-PER Nuclear and 

Cytoplasmic Extraction Reagent (PIER- 

CE)にて抽出した。抽出したタンパクは

BCA assay (PIERCE)によりタンパク濃度

を測定した後それぞれのタンパク濃度を

Western Blotting に使用した。 

（5）Western Blotting による cytochrome c

の検出 

肝臓組織からミトコンドリア分画を除い

た細胞質におけるcytochrome cタンパク

の検出を行った。ミトコンドリア分画以

外 の 細 胞 質 タ ン パ ク の 抽 出 に は

Mitochondria Isolation Kit for Tissue 

(PIERCE)を用いた。抽出したタンパクは

BCA assay によりタンパク濃度を測定し

た後 100 μgを Western Blotting に使用

した。 

（6）肝臓組織における cleavedcaspase-3 の

検出 

    作成した切片を脱パラフィンした後、免

疫組織染色（酵素抗体法）により標的タ

ンパク質を検出した。 

  

（7）ラット血清中のビタミン C 及び A 濃度

の測定 

各週齢の LEC、 LEA ラット血清中ビタミ

ン C 及び E 濃度は日研ザイルに依頼し

て測定した。 



(8) 本症患者における酸化ストレスプロァ 
イルの解析 

 酢酸亜鉛製剤治療を継続している本症患
者（８名）、及び健常者（２名）の血清
および尿を採取し日研ザイルに依頼して、
酸化ストレスプロファイル(OSP)を解析
した。 

  
４．研究成果 
（1）肝臓内銅濃度の推移 
  LEA ラットに比べ LEC ラットの肝臓内

銅濃度は有意に高い値を示した。LEC ラ
ットにおいては生後 1週間未満から既に
肝臓内銅濃度が高く、胎生期から既に肝
臓に銅が蓄積している可能性が示唆さ
れた（Fig. 1）。今回の分析では、LEA

ラットでも生後２週目あたりまで比較
的高い肝臓内銅濃度を示した。LEA ラッ
トに比 LEC ラットでは銅濃度の個体差
が大きく、個体による銅蓄積の度合いの
違いを反映していると考えられた。 

 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（2）ラット肝臓中の apoptosis 関連タンパ

ク質の検出 
  肝臓に蓄積した銅がフェントン反応に

より活性酸素種を賛成し、ミトコンドリ
アを傷害すると考えアポトーシス関連
蛋白の検出を行った。ミトコンドリアが
傷害された際、ミトコンドリアから放出
される cytochrome c は LEC ラット肝臓
において 1 週齢から確認された（Fig. 
2a）。更に LEC ラットでは caspase-3 の
活性型である cleaved caspase-3 が認め
られた（Fig. 2b）。このような apoptosis

誘導タンパクは LEA ラットでは認めら
れなかった。このことから LEC ラット
では出生後早期からミトコンドリア障
害による apoptosis 伝達経路が活性化し、
apoptosis が誘導されていると考えられ
た。また、活性酸素種消化酵素である
Cu/Zn-SODタンパクの発現はLEAラッ
トと LEC ラットの各週齢で比較すると
LEC ラットでは LEA ラットに比べタン
パク量が低下していることが確認され

た（Fig. 2c）。 
    更に、組織学的検討においても、LEC ラ

ット肝組織で cleaved caspase-3 タンパ
ク positive 細胞が認められ、確認する
ことができた（Fig. 3）。このことはミ
トコンドリアが酸化ストレスにより障
害されている可能性を示唆している。 
LEC ラットにおいて酸化ストレス消去
機構が低い可能性、もしくは早期から消
去機構が働き通常より減尐しているた
め充分に消去されず酸化ストレスが過
剰となっている可能性が考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（3）ラット血清中ビタミン C（水溶性抗酸化

物質）濃度 
  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
  生体内には様々な活性酸素消去機構が

存在する。Vitamin C は水溶性ビタミン
で抗酸化作用を持ち、更に容易に摂取可



能であることから、ラットの検体数を増
やして、血清中の Vitamin C 濃度を比較
検討した(Fig. 4)。今回の検討では、LEA

ラットに比べ LEC ラットで 4 週齢で有
意に高値を示したが、その後 10 週齢ま
で低下する傾向にあった。また、10 週齢
以降、LEA ラットと比較して有意に低値
を示した。 

 
(4) ラット血清中のビタミン E（脂溶性抗酸

化物質）濃度 
ビタミン Eは脂溶性抗酸化物質に分類さ
れ、ビタミン C・B 群や脂質の酸化を防
ぎ、細胞膜を活性酸素による酸化から守
る作用がある。LEC ラット血清中ビタミ
ンE濃度は、LEAラットと比較して 14，
16 週齢で有意に低値であった。また、LEC
ラットで、週齢とともにその濃度が低下
する傾向が認められた(Fig. 5)。LEC ラ
ットでは週齢とともに酸化ストレスが
過剰となって、ビタミン E などの主要な
抗酸化物質が過剰に消費され、抗酸化能 

が低下している可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5)Wilson 病患者での酸化ストレスプロフ
ァイルの解析 
酢酸亜鉛製剤治療を続けている 8 名の本
症患者及び 2 名の健常者の血清・尿を採
取し、酸化損傷、酸化前駆因子、水溶性・
脂溶性抗酸化物質などを分析し、酸化ス
トレスプロファイル（OSP）を解析した(日
研ザイル)。血清中ビタミン C濃度は健常
者平均値(日研ザイル)と比較して半数の
患者で高めの値を示した。一方、-トコ
フェロール(ビタミン E)濃度は、健常者平
均値と比較して、すべての本症患者で低
い傾向を示した。今回は 2 名の健常人の
-トコフェロール値も低めであった。さ
らに、脂溶性抗酸化物質に分類される「ル
テイン＋ゼアキサンチン」の血清値は、6
名の本症患者で健常者平均値と比較して
低い傾向を示し、平均値で比較すると 2
名の健常人の値の 1/2.5(36.5%)であった。

さらにコントロールも含めて検体数を増
やし詳細に検討する必要がある。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
全体の酸化ストレス評価プロットを Fig.6
にまとめた。2 名の健常人(コントロール)
が「良好ゾーン」にいるのに対し、本症患
者の半数が「低活性ゾーン」におり、体内
の酸化ストレス予防能が低い傾向にある
ことが示唆された。 

 
（6）総括 

Wilson 病モデル LEC ラットでは肝障害

発生前に、出生後早期から、ミトコンド

リア障害によるアポトーシスが出現し

ていることが示唆された。また、抗酸化

作用のあるビタミンEの血清値が経時的

に減尐する傾向が認められた。 

更に、酢酸亜鉛製剤治療を続けている本

症患者（８名）及び健常者（２名）の血

清および尿を採取し日研ザイルに依頼

して、酸化ストレスプロファイル(OSP)

を解析した。その結果、本症患者におい

て、脂溶性抗酸化物質であるルテイン＋

ゼアキサンおよびα-トコフェロール

(ビタミン E)値が、健常人平均値（日研

ザイル）より低値である傾向が認められ、

体内の抗酸化能が低下している状態で

あると考えられた。本症患者で血清中α

-トコフェロール(ビタミン E)値が低い

傾向は、LEC ラットでの結果と一致して

いる。さらに、OSP 解析プロットでは、

本症患者の約半数が酸化ストレス予防

能の低い「低活性ゾーン」におり、抗酸

化物の摂取などで抗酸化能を改善でき

る可能性、すなわち本症患者にルテイン、

ゼアキサンチン、ビタミン E を投与する

ことの有効性が示唆された。 
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Fig. 6 酸化ストレス評価プロット (日研ザイル）
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