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研究成果の概要（和文）：慢性肝疾患において，鉄過剰は病態を悪化させるリスクファクターと考えられているが，そ
のメカニズムには不明点が多い．本研究では，慢性肝疾患モデルラットの病態進展期において，マクロファージと炎症
性サイトカインのバランス障害が鉄代謝障害（鉄過剰症）の発症と関連することを示した．また，化合物誘発性肝硬変
モデルラットでは食餌性鉄過剰が肝障害を抑制する一方で，代謝性肝疾患モデルラットでは食餌性鉄過剰が炎症を増悪
することを示した．本研究から得られた知見は，複雑な慢性肝疾患の進展メカニズムを理解する上で，有用な基礎的デ
ータとなりうる．

研究成果の概要（英文）：Iron overload is considered as a risk factor for chronic liver diseases; however, 
the mechanism is still unclear. In this study, we showed that imbalance between macrophages and 
inflammatory cytokines is related to development of iron overload in the advanced stage of chronic liver 
disease in rats. We also showed that dietary iron overload suppresses liver injury in rats with 
chemically-induced liver cirrhosis whereas it enhances liver inflammation in rats with metabolic liver 
disease. These findings can be useful basic data for understanding the complex mechanism of progression 
of chronic liver diseases.

研究分野：獣医病理学
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１．研究開始当初の背景 
 慢性肝疾患（chronic liver disease; CLD）
はウイルス性肝炎（C型，B型），アルコール
性肝炎および非アルコール性肝炎など様々
な原疾患に由来する肝疾患の慢性期病変で
あり，重篤な肝硬変，肝癌へと進展し得る難
治性疾患である．獣医学領域においても，テ
リア犬種などの銅関連慢性肝炎，スパニエル
犬種の慢性肝炎など種々の肝疾患が臨床上
の問題となっており，慢性肝疾患の病態進展
機構の解明は医学・獣医学の双方にとって重
要な研究課題である． 
 鉄は酸素運搬や ATP 産生に必要な生体の
必須元素であり，体内の鉄代謝は常に厳密に
調節されている．肝臓はその鉄代謝の中心的
臓器であり，肝細胞とマクロファージ（クッ
パー細胞）が各種の鉄調節因子を発現するこ
とにより，鉄代謝の調節・維持を担っている．
したがって，肝障害が繰り返されると，これ
らの鉄調節因子の異常を来し，鉄過剰を発症
することがある． 
 近年，C型肝炎や非アルコール性脂肪性肝
炎（nonalcoholic steatohepatitis; NASH）
などのヒトの慢性肝疾患において，鉄過剰が
病態を進展させるリスクファクターである
ことが明らかになりつつあるが，鉄過剰の発
生機序および病態進展に関わる役割につい
ては未だ十分に解明されていない． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，慢性肝疾患における炎症性細
胞，特にマクロファージによる鉄代謝の調節
機構を追究するとともに，肝細胞傷害に関わ
る鉄過剰の病理学的意義を検証することに
より，慢性肝疾患の病態進展機序の一端を解
明することを目的とした．はじめに，慢性肝
疾患モデルラットの病態初期と進展期で大
きく変動するサイトカインを探索し，進展期
の鉄代謝障害に関わるマクロファージの病
態生理学的役割を解析した．次に，異なる 2
種の慢性肝疾患モデルラットに高鉄含有食
を投与し，鉄過剰によりそれぞれの病態が増
悪するか否かを調べ，慢性肝疾患における鉄
過剰の病理学的役割を解析した． 
 
３．研究の方法 
３-１．慢性肝障害の進展に関わる炎症性サ
イトカインの解析 
 6週齢のF344雄ラットにチオアセトアミド
（TAA; 100 mg/kg BW）を反復腹腔内投与し
（週 2回，最大 25 週間），慢性肝疾患モデル
ラットを作製した．肝病変部より組織切片を
作製し，病理組織学的解析および免疫組織化
学的解析による病態解析および炎症細胞の
解析を行った．また，マイクロアレイ解析お
よびリアルタイム PCR 解析により，各種炎症
細胞の遺伝子発現解析を行った． 
 
３-２．マクロファージ枯渇による鉄調節因
子の発現解析 

 6 週齢の F344 雄ラットに clodronate 
liposomes または empty liposomes を単回尾
静脈投与し，肝マクロファージ枯渇モデルラ
ットを作製した．血液生化学的解析，病理組
織学的解析およびマイクロアレイ解析を行
い，肝マクロファージ枯渇による鉄代謝の変
動を解析した． 
 
３-３．肝硬変モデルにおける鉄過剰の病理
学的役割の解析 
 6 週齢の F344 雄ラットに正常食（Fe: 
0.02%）または高鉄含有食（Fe: 1%）を自由
摂餌させ，TAA（100 mg/kg BW）または生食
を反復腹腔内投与（週 2回，20 週間）し，慢
性肝疾患の病態進展に関わる食餌性鉄過剰
の影響を調べた．肝病変部より組織標本を作
製し，病理組織学的解析および免疫組織化学
的解析により，肝細胞傷害および炎症細胞の
解析を行った． 
 
３-４．NASH モデルにおける鉄過剰の病理学
的役割の解析 
 6 週齢の F344 雄ラットに正常食（fat: 5, 
Fe: 0.03%），高脂肪食（fat: 16%, Fe: 0.03%），
高脂肪・高鉄含有食（fat: 16%, Fe: 0.5%）
または高鉄含有食（fat: 4%, Fe: 0.5%）を
最大 30 週間自由摂餌させ，NASH の病態進展
に関わる食餌性鉄過剰の影響を調べた．血液
生化学的解析，病理組織学的解析およびリア
ルタイム PCR 解析により，肝病変の病態解析
および炎症細胞の解析を行った． 
 
４．研究成果 
４-１．慢性肝障害の進展に関わる炎症性サ
イトカインの解析 
 TAA 誘発慢性肝疾患モデルラットでは，投
与開始後 10 週に肝線維化がみられ，15 週以
降では偽小葉を伴う重篤な肝硬変へと進展
した．この肝線維化から肝硬変への進展期に，
血清鉄および肝臓鉄の上昇，および全身鉄代
謝の中心的調節因子である hepcidin mRNA の
発現低下が認められた．この時期には，MHC 
class II陽性抗原提示マクロファージの減少，
炎症性サイトカインの発現上昇（CX3CL1，
CCL28, CCR3, IL11, IL5Ra mRNA）および発
現低下（CCL3, IL2, IL6, IL10, IL12 mRNA）
が認められた．また，鉄代謝の調節に関わる
ことが知られている microRNA miR-122 の発
現低下も認められた． 
 よって，慢性肝疾患において鉄過剰症が生
じる病態進展期（肝硬変期）には，マクロフ
ァージ-サイトカイン軸のバランスが大きく
変化することが明らかとなり，鉄過剰症の発
症に関わるマクロファージの重要性が示さ
れた． 
 
４-２．マクロファージ枯渇による鉄調節因
子の発現解析 
 clodronate-liposomes 投与ラットでは，
投与後 1日から類洞内マクロファージの著



しい減数が認められた．同時に，血清鉄の
減少，hepcidin 誘導に関わる IL6 mRNA
の発現低下，鉄の細胞内取り込みに関わる
TFR1 mRNAの発現低下もみられた．類洞
内マクロファージは 2 日から徐々に増加
（回復）するが，12日においても再生は不
完全であった．また，脾臓においても，マ
クロファージの著しい減数が認められた． 
 よって，マクロファージ枯渇ラットでは，
一過性の鉄代謝障害（鉄欠乏）が起こるこ
とが示され，肝疾患のみならず，正常な肝
臓においても，マクロファージが鉄代謝の
調節・維持に重要な役割を担っていること
が示された． 
 
４-３．肝硬変モデルにおける鉄過剰の病理
学的役割の解析 
 正常食・TAA 投与群（TAA 群）において，
肝硬変の進展期に肝細胞に鉄蓄積が認めら
れ，この細胞では TUNEL 陽性アポトーシスの
減少および BrdU 陽性率の減少傾向がみられ
た．一方，高鉄含有食・TAA 投与群（Fe+TAA
群）では，TAA 群と比較して，肉眼的および
病理組織学的に肝臓の線維化が著しく抑制
され，マクロファージ，T細胞および NK 細胞
などの炎症細胞浸潤も顕著に抑制された．ま
た，高鉄含有食投与群（Fe 群）では，肝門脈
周囲を中心に肝細胞の鉄蓄積が強く認めら
れたが，肝細胞傷害を示唆するような病理組
織学的変化は認められなかった． 
 以上より，TAA 誘発肝硬変モデルにおいて，
鉄過剰はアポトーシスを減少させることで，
肝硬変への病態進展を抑制する可能性が示
された 
 
４-４．NASH モデルにおける鉄過剰の病理学
的役割の解析 
 高脂肪食投与群（fat 群）では，投与開始
後 5 週から肝細胞の脂肪蓄積（steatosis）
がみられ，20週以降では肝小葉内の炎症細胞
巣（lobular inflammation）の増加，肝酵素
（ALT, AST, ALP）の上昇およびアポトーシ
スの増加が認められた．高脂肪・高鉄含有食
投与群（fat+Fe）群では，fat 群と比較して，
小葉内炎症巣の増加，ALT の上昇傾向，炎症
性サイトカイン（TNF-α, IFN-γ, IL1β, 
TGF-β1 mRNA）の発現上昇傾向がみられた．
また，fat+Fe 群では，小葉内のマクロファー
ジに鉄沈着が強く認められた．正常食群
（cont 群）および高鉄含有食投与群（Fe 群）
では，血液生化学的および病理組織学的変化
は認められなかった． 
 よって，NASH モデルにおいて，鉄過剰は炎
症の進展を介して，肝病変の増悪に関わる可
能性が示された． 
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