
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年５月１５日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：脂肪肝やインスリン抵抗性を持つ非アルコール性脂肪肝疾患

（NAFLD）患者において肝鉄過剰が、高頻度で見出されている。研究代表者は、この肝鉄過
剰が脂質代謝異常と密接な関係にあることを見出した。以前の研究で研究代表者は、レチノイ

ドは肝鉄代謝制御作用を持つことを明らかにしており、NAFLD モデルマウスに対するレチノ
イドの影響を調べた。その結果、さらにレチノイドは、インスリン抵抗性をレプチン依存的に

改善することを見出した。 
研究成果の概要（英文）：Hepatic iron overload in non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 
patients with steatosis and insulin resistance has been frequently observed in clinical 
settings. In this study, I found the close association between the iron overload and aberrant 
lipid deposition in the liver. Since I have previously clarified that retinoids have a potent 
effect on the hepatic iron metabolism, the pathological effect of a retinoid in mice with 
NAFLD was investigated. Consequently, the retinoid was found to markedly improve the 
insulin resistance in the mouse model in a leptin-dependent manner. 
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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、単純脂肪肝と非アルコール性脂肪肝炎
（NASH）からなる疾患概念である。一般に
単純脂肪肝は臨床上問題が少ないとされて
いるが、単純性脂肪肝から派生する NASH
は、肝硬変や肝癌への進行が報告されており、
肝疾患関連死の減少においてNAFLDの早期

治療法の確立は非常に重要である。現在、単
純脂肪肝から NASH への進展には酸化スト
レスの関与が示唆されており、これを制御す
ることでNAFLDに対する治療効果が期待で
きると考えられている。 
 近年、NAFLD 患者で肝鉄過剰蓄積が高頻
度に観察されることから(World J Gastro- 
enterol 2008; 14:4745-4752)、NAFLDにお
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ける酸化ストレスの一要因として肝貯蔵鉄
が注目されている。一方、研究代表者は、レ
チノイドによる肝鉄量減少作用と、これに伴
う肝臓内酸化ストレス低下作用を明らかに
した(Tsuchiya H, et al., Gastroenterology, 
136, 341-350, 2009)。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究は、レチノイドによる肝鉄代
謝を標的としたNAFLD新規治療法の開発を
目標とした。 
 まず肝鉄過剰がどのようなメカニズムで
生じるのかを明らかにするため、脂質代謝お
よびインスリン感受性に注目し、鉄代謝との
関連を検討した。 
 続いて、NAFLDモデルマウスに all-trans
レチノイン酸（ATRA）を投与し、肝鉄量、
脂質代謝、インスリン抵抗性について検討し
た。 
 
３．研究の方法 
(1) NAFLD モデルマウスの構築 
 マウスは C57BL/6J マウス（オス、5週齢）
を使用した。1週間の馴化期間の後、コリン
欠乏食を 12 週間与えた。一方、ATRA の効果
に関する検討では、高脂肪高フルクトース食
（HFHFr 食）を 16 週間与えた後、4群に分け、
それぞれに通常食（N）、ATRA 添加通常食（NA）、
HFHFr 食（F）、ATRA 添加 HFHFr 食（FA）、を 4
週間与えた。 
 
(2) 遺伝子発現解析 
 遺伝子発現量は、Real-time RT-PCR または
Western blot 法により評価した。 
 
(3) 鉄および脂質の定量 
 組織および細胞内の非ヘム鉄は、バソフェ
ナントロリンによる比色法により定量した。 
 遊離脂肪酸（NEFA）、トリグリセリド（TG）
および総コレステロール（TChol）は、NEFA C-
テストワコー、トリグリセライド E-テストワ
コー、コレステロール E-テストワコー（和光
純薬工業）によってそれぞれ定量した。 
 
(4) 血糖値、血清インスリンおよびアディポ
サイトカインの定量 
 血糖値は、尾静脈血より採血し、グルコメ
ーター（ニプロ）により測定した。摂食時血
糖値は、１、２、３、４週目に、空腹時血糖
は 4週目において、それぞれ測定した。 
 心臓より採取した血液を一晩氷上におい
た後、遠心分離により血清を回収した。血清
インスリンおよびレプチン濃度は、ELISA 法
（株式会社シバヤギ）により定量した。 
 
４．研究成果 
(1) コリン欠乏食誘導 NAFLD モデルマウスに

おける鉄代謝と脂質代謝異常の関わり 
 
 コリン欠乏食を与えた NAFLD モデルマウス
の肝鉄量および脂肪含量を定量した結果、肝
鉄量と、NEFA、TG、TChol の肝含量に有意な
正の相関が認められた。（図１） 

図 1．肝鉄量と肝脂質
含量との相関関係 
TG (rs = 0.561, P < 
0.05), NEFA (rs = 
0.486, P < 0.05), 
TChol (rs = 0.486, P 
< 0.10) 
 

 さらに遺伝子発現を調べたところ、鉄代謝
関連遺伝子と脂質代謝関連遺伝子の発現量
は有意な正の相関関係を示し、特にフェロポ
ーチンの発現減少はこのモデルマウスにお
ける鉄過剰の主要な原因であることが示唆
された。 

 
図２．肝臓におけ
るフェロポーチン
蛋白質発現量 
 
 
(2) 高脂肪・高フルクトース食による肝鉄過
剰蓄積を伴う NAFLD モデルマウスの構築 
 
 HFHFr 食を与えてから、2、4、8、12、16、
20 週における肝組織中の非ヘム鉄量を測定
した。その結果、HFHFr 食を与えたマウスで
は 2週目から 8週目までの単位重量あたりの
肝組織中非ヘム鉄含量は有意に亢進してい
た。しかしながら、脂肪肝によって肝臓の肥
大化が生じるに伴い、鉄含有量は減少し、コ
ントロール群とほぼ変わらない状態になっ
た（図 3）。そこで、肝臓における鉄過剰の時
間経過と脂肪沈着の時間経過を比較したと
ころ、脂肪沈着に先んじて肝鉄過剰が生じて
いることがわかった（図 3）。このことから鉄
の過剰沈着が脂質代謝以上を引き起こして
いる可能性が示唆された。 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
(3) 鉄による肝細胞インスリンシグナル伝
達への影響 



図３．HFHFr 食を与えたマウスにおける肝臓
中鉄含量と脂質含量の変化 
 
 HFHFr 食群マウスでは、肝脂肪化に先だっ
て肝鉄量が増加することが明らかとなった。
そこで、ヒト肝癌由来細胞株である HuH7 細
胞を用いて、鉄と脂肪酸処理を、順序を変え
て処理した。しかしながら、鉄処理後の細胞
内脂肪含量、脂肪酸処理後の細胞内鉄含量と
もに影響はなかった。そこでこの細胞におけ
るインスリンシグナル伝達因子の解析を行
ったところ、鉄処理によって AKT のリン酸化
が有意に亢進していることが明らかとなっ
た。このとこから、鉄は、AKT を活性化させ
ることによって、インスリンシグナル伝達に
ネガティブフィードバックを誘導している
可能性が示唆された。 
 
(4) レチノイン酸による NAFLD モデルマウス
に対する肝鉄量減少効果の検討 
 
 HFHFr 食を 16 週間与えたマウスに、さらに
4週間レチノイド添加食を与え、20 週で臓器
の回収および、肝臓中の非ヘム鉄量を行うこ
ととした。しかしながら、HFHFr 食群では脂
肪化にともなう肝肥大により ATRA 添加食群
は脂肪肝の改善による肥大化の抑制により、
単位重量あたりの肝組織中非ヘム鉄含量は
HFHFr 食を与えたマウスで減少してしまい、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．ATRA による HFHFr 食誘導 NAFLD モデル
マウスのインスリン抵抗性の改善 

期待していた ATRA の肝鉄量抑制効果は認め
ることができなかった。しかしながら、マウ
ス 1個体の肝臓あたりの非ヘム鉄量は、ATRA
添加食群で約 60%まで減少していた。 
 一方、このとき ATRA 添加食を与えたマウ
スでは、肝脂肪沈着の有意な減少やインスリ
ン抵抗性の改善などの効果を認めた（図 4）。 
 
(5) ATRAによるインスリン改善作用のメカニ
ズムの解明 
 
 HFHFrマウスにおいてATRAはインスリン抵
抗性改善を介して鉄代謝の正常化をもたら
している可能性が示唆されたため、ATRA によ
るインスリン抵抗性メカニズムについて解
明を試みた。その結果、ATRA はアディポサイ
トカインの一つである、レプチンに依存して
肝臓におけるインスリン感受性を亢進して
いる可能性が強く示唆された。 
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