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研究成果の概要（和文）：鉄過剰モデル肝組織では正常肝組織と比較しコレステロール合成関連酵素、蛋白質プレニル
化酵素の発現亢進が認められ，そのことが細胞増殖シグナルを促進する低分子G蛋白質の活性化に関与していた。一方
、鉄を過剰に加えて培養したマウス初代培養肝細胞を用いた実験では、抗酸化剤としてN-アセチルシステインを加えて
も蛋白質プレニル化酵素の発現亢進は持続した。これらの結果は、肝臓における過剰の鉄は酸化ストレスとは独立した
経路によりコレステロール合成関連酵素、蛋白質プレニル化酵素の発現を亢進させ発癌に関与することを示している。

研究成果の概要（英文）：In the iron-loaded mouse livers, genetic expression of metabolic enzymes involved 
in cholesterol biosynthesis, β oxidation and prenylation (Fdps, FTase) were increased. These metabolic 
pathways are known to modulate Ras proteins post-translationally. In mouse primary hepatocytes, although 
iron-induced 8OHdG production was neutralized in the presence of the anti-oxidant NAC, phosphorylation of 
ERK1/2 was not canceled even in the presence of NAC. However, the iron chelator, deferoxamine reduced 
iron-induced expression of Fdps, FTase and phospho-ERK1/2. These results clearly indicate that iron 
affects not only the production of oxidative damage but lipid metabolism, thereby promoting a 
proliferation signal in the liver.

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景	
	

	 肥満、糖尿病、高血圧など生活習慣病に伴

う脂肪性肝障害(NASH/NAFLD)が近年増加傾

向 に あ る 。 ま た 、 肝 癌 全 体 に 占 め る

NASH/NAFLD を背景とした肝癌の割合も増加

している。この病態では肝組織内に脂肪とと

もに鉄が蓄積する。これまでは、生体内にお

ける過剰な鉄は主にフェントン反応を介し

た活性酸素産生亢進により遺伝子変異を誘

導し肝癌の原因になっていると考えられて

いる。しかしながら、生体内鉄の多彩な役割

を考慮すると直接的遺伝子変異以外の要因

も着目すべきである。しかしながら、これま

でのところ活性酸素以外の要因で鉄がどの

ように肝発癌に関与するのかは明らかにさ

れていない。 
	
２．研究の目的	
	
	 脂肪と鉄の細胞内蓄積は、肝組織における
エネルギー代謝機構の破綻を誘導し、
NASH/NAFLD 肝癌の進展に直接・間接的に様々
な影響を与えていると考えられる。そのため、
この病態を理解するには糖・脂質代謝を含む
代謝関連分子の複雑なネットワークを高感
度かつ網羅的な手法で解析する必要がある。
本研究では、ヒト肝癌組織、マウス鉄過剰モ
デル肝組織を対象に 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、鉄の細胞
内代謝に与える影響に着目し、NAFLD/NASH か
ら発生する肝癌の予防・治療標的分子を同定
することを目的とした。	
	
３．研究の方法	
	
(1) マウス鉄過剰モデル	
	2.5%	(w/w)	のカルボニル鉄食を 8 週間与え
たマウスと、鉄デキストラン（10	mg	iron/day、
5 日間）を腹腔内注射したマウスの 2 種類の
鉄過剰モデルマウスを作成した。	
	
(2) RNA シークエンシング	
	 マウスから肝組織を採取して全 RNA を抽出
した。全 RNA から Ribo	minus	kit	(Thermo	
fisher	scientific,	Carlsbad,	CA,	USA)を
用いてリボソーム RNA 分画を除去し、全 cDNA
ライブラリーを total	RNA-seq	kit(Thermo	
fisher	scientific)を用いて作成した。この
ライブラリーをサンプルとして高出力シー
クエンサー 	 Ion	 Proton	 (Thermo	 fisher	
scientific)によりシークエンス反応を行い、
全 mRNA の配列を同定した。この配列データ
から解析ソフトウェア Genomics	Workbench	
(CLC	bio,	Aarhus,	Denmark)を用い、マウス
全遺伝子の発現量を定量した。比較コントロ
ール（n=3）と鉄過剰（n=3）の比較において
Students’	t-test を行い、発現変動値が 1.5
倍以上かつ P 値が 0.05 以下の遺伝子を抽出

してパスウェイ解析（Metacore,	トムソンロ
イター社）を行って病態に関連するシグナル
伝達経路、代謝経路を同定した。	
	
(3) 細胞培養	
	 コラゲナーゼ還流法によりマウス肝細胞
を分離培養した。10%牛胎児血清を加えたウ
イリアムズ Eメディウムを基本培養液として、
各実験によりクエン酸鉄アンモニウム、N-ア
セチルシステイン、デフェロキサミン、ファ
ルネシルトランスフェラーゼ抑制剤 FTI-277
を加えて培養した。	
	
(4) 免疫蛍光染色	
	 培養した初代培養マウス肝細胞を 4%パラ
フォルムアルデヒドにより固定し、一次抗体
として抗 8OHdG 抗体、二次抗体として Alexa	
Fluor	488 標識抗マウス IgG 抗体を反応させ
観察を行った。	
	
(5) デジタル PCR 法	
	 マ ウ ス 肝 か ら 抽 出 し た RNA か ら
high-capacity	 complementary	 DNA	 reverse	
transcription	 kit	 (Thermo	 fisher	
scientific)を利用して cDNA を作成し、マウ
ス Fdps、Fnta	mRNA に対する TaqMan	probe
を用いて PCR 反応を行った。それぞれの mRNA
の発現量を QuantStudio	 3D	 Digital	 PCR	
system	(Thermo	fisher	scientific)により
解析を行った。	
	
(6) ウェスタンブロッティング	
	 マウス肝組織、初代培養肝細胞から RIPA
バッファーを用いて蛋白質を抽出し、ポリア
クリルアミドゲルで展開し、ニトロセルロー
スメンブレンに転写した。抗 FNTA 抗体(Abcam,	
Cambridge,	UK)、抗 FDPS 抗体	(Abcam)、抗
リ ン 酸 化 ERK 抗 体 （ Cell	 signaling	
technology,	Danvers,	MA,	USA）、抗アクチ
ン抗体（BD	Bioscience,	Franklin	Lakes,	NJ,	
USA）を１次抗体として反応させ、HRP 標識抗
ウサギ抗体あるいは抗マウス抗体(R&D	
Systems,	Minneapolis,	MN,	USA)抗体を 2 次
抗体として反応させバンドを検出した。	
	
(7) ELISA 法	
	 マウス初代培養肝細胞内のリン酸化 ERK に
つ い て AlphaScreen	 SureFire	 system	
(PerkinElmer,	Waltham,	MA,	USA)を用いて
定量解析を行った。	
	
４．研究成果	
	
(1)	マウス鉄過剰感組織における RNA シーク
エンシング	
	 カルボニル鉄食では軽度、鉄デキストラン
腹腔内注射では高度な組織内鉄沈着が認め
られた(図 1	A)。これらの肝組織における NA
シークエンシングによる網羅的遺伝子発現
解析を行った結果、コントロールとカルボニ



ル鉄食の比較では 228 遺伝子(図 1	B)、コン
トロールと鉄デキストラン腹腔内注射の比
較では 3974 遺伝子が優位に変動するものと
して抽出された(図 1	C)。	
	
(2)パスウェイ解析	
	 カルボニル鉄食による鉄過剰マウス肝組
織ではコレステロール生合成経路に関連す
る多くの酵素の発現が亢進しており、大きく
影響を受けた経路として抽出された（図2	A）。
一方、鉄デキストラン腹腔内注射による鉄過
剰マウス肝組織ではコレステロール合成経
路に合わせて細胞骨格のリモデリング、低分
子 G蛋白質を中心とした細胞増殖シグナル経
路が主に影響を受けるものとして抽出され
た（図 2	B）。これら２つの解析により、コレ
ステロール生合成経路を構成する酵素 FDPS
（ファルネシルピロリン酸合成酵素）、低分
子 G蛋白質にコレステロール中間産物である
ファルネシルピロリン酸を結合させる酵素
FNTA（ファルネシルトランスフェラーゼ）が
両鉄過剰モデルに共通して発現亢進してい
た。	
	 細胞増殖シグナルなどの起点となる低分
子 G蛋白質はファルネシルピロリン酸の修飾
（蛋白質のファルネシル化）を受けて細胞膜
に局在し、下流のシグナルを活性化する。す
なわち、これらの結果から鉄過剰により活性
化したコレステロール合成経路の中間産物
が、低分子 G 蛋白質を中心とした細胞増殖シ
グナルを活性化させたと考えられた。	
	
(3)	ファルネシル化酵素と細胞増殖シグナ
ル分子の発現解析	

	 網羅的遺伝子発現解析から同定されたフ
ァルネシル化関連酵素と代表的な低分子 G蛋
白質 Ras の下流シグナルの活性化を評価する
ためにデジタル PCR 法とウェスタンブロット
法を行った。その結果、コントロール肝組織
と比較して両鉄過剰モデル肝組織での FDPS
および FNTA は mRNA と蛋白質両方において発
現が亢進していた（図 3	A,	B）。さらに、そ
れと同調するように Ras 蛋白質下流の活性化
を示す ERK のリン酸化も鉄過剰肝組織では亢
進していた。	
	
(4)マウス初代培養肝細胞における解析	
	 マウス初代培養肝細胞に鉄を加えて培養
すると、鉄の濃度に依存してFDPSおよびFNTA
蛋白質の発現が亢進し、リン酸化 ERK の発現
も亢進していた（図 4）。	
	
(5)マウス鉄過剰肝細胞における抗酸化剤お
よび鉄キレート剤の影響の解析	
	 肝細胞における過剰の鉄は活性酸素によ
る障害を引き起こす。そこで、FDPS、FNTA、
リン酸化 ERK の発現亢進が活性酸素による影
響であるのか否かを確認する解析を行った。
マウス初代培養肝細胞に鉄を加えると酸化
ストレスマーカーである 8-OHdG の染色が陽
性となり、そこに抗酸化剤である N-アセチル
システインを加えると 8-OHdG が消失した(図
5	A,	B)。しかしながら、FNTA	mRNA の発現は
鉄過剰により亢進して、N-アセチルシステイ
ンを加えても減弱せず、鉄キレート剤である
デフェロキサミンを加えることにより減弱

図 1 マウス鉄過剰感組織と網羅的遺伝子発現解
析 (Volcano plot)	 A. マウス肝組織におけるベ

ルリンブルー染色。B. コントロールとカルボニル

鉄食による鉄過剰肝組織の遺伝子発現比較。C. コ
ントロールと鉄デキストラン腹腔内注射による鉄

過剰肝組織の遺伝子発現比較 
図 2 パスウェイ解析	 A. コントロールとカルボニ

ル鉄食による鉄過剰肝組織。	 B. コントロールと鉄

デキストラン腹腔内注射による鉄過剰肝組織 



した。すなわち、鉄による FNTA	mRNA の発現
亢進は活性酸素の亢進に依存するものでは
なく、鉄そのものの存在がその発現に関連し
ていることを示す。同様条件でリン酸化 ERK
について解析を行うとやはり N-アセチルシ
ステインを加えても減弱せず、鉄キレート剤
であるデフェロキサミンやフェルネシルト
ランスフェラーゼ抑制剤 FTI-277 を加えるこ
とで減弱した（図 5	C）。	
	 これらの結果は、肝組織における過剰鉄は
酸化ストレスとは独立した経路によりコレ
ステロール合成関連酵素、蛋白質プレニル化
酵素の発現を亢進させ、肝発癌関連シグナル
を亢進させている可能性を示唆している。	
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図 4 デジタル PCR およびウェスタンブロッ
ト法による遺伝子発現解析	 A. デジタル

PCR による遺伝子発現解析。	 B. ウェスタンブ

ロット法による遺伝子発現解析。 図 5 抗酸化剤および鉄キレート剤の影響の解析

A.8-OHdG の蛍光免疫染色。	 B.	8-OHdG 陽性細胞の割

合。C.	デジタル PCR による FNTA	mRNA の発現定量。
D.	ELISA 法によるリン酸化 ERK の定量評価。 
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