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２．RNAシークエンシング

　高脂肪食負荷マウス肝から抽出したRNAを用いて

ハイスループットゲノムシークエンサー（IonTorrent）

により発現解析を行った。解析ソフトとしてGeno-

mics Workbench（CLC bio）を用い、通常食群と高脂肪

食群の発現量を比較して、発現比とt検定によるP値

を算出した。

３．低酸素環境下での検討

　１６週間の食餌負荷を行ったマウス肝では、低酸素反

応性のHIF-１α蛋白発現を評価した。肥満状態での低

酸素感受性を評価するため、ob/obマウスと対照マウ

スを低酸素飼育器で飼育し１週間後に低酸素環境下で

屠殺した。この際、屠殺直前に低酸素状態を評価する

ためPimonidazole（HypoxyprobeTM；コスモバイオ）を

腹腔内投与した。In vitroモデルとしてC５７BL/６マウ

ス肝からコラゲナーゼ灌流により分離した初代培養肝

細胞もしくは非実質細胞の一つである類洞内皮細胞を

用い、低酸素培養器で２４時間培養して低酸素による

ヘプシジン遺伝子Hampとその発現に関与するGdf１５

やBmperのmRNA発現に関してRT-PCRで検討した。

【結　果】

　高脂肪食負荷マウスによるmRNAシークエンシン

グでは表１に示す鉄関連遺伝子発現変動の結果が得ら

れた。ヘプシジンをコードするHampの低下やHamp

シグナルを抑制するBmper、Gdf１５の発現亢進が見ら

れ、エリスロポエチン（EPO）受容体をコードするEpor 

mRNAも亢進していた。マウスのEPOシグナル評価

のため、血漿EPO濃度をELISAで測定すると、高脂

肪食群で有意に高値を示した（図１）。

　マウス肝のHIF-１α蛋白発現は肝組織全体で観察さ

れた（図２a）。高脂肪食マウスのHIF-１α発現も肝組織

全体で観察されたが、高度の肝脂肪化のため蛋白発現

量の多寡を評価するに至らなかった。低酸素で飼育し

たマウスでのHypoxyprobeTMによる低酸素状態の評価

では対照マウスでも中心静脈域優位の陽性像を認めた

が、ob/obマウスでは肝全体に陽性像を認めた（図２b）。

　低酸素曝露に対する初代培養肝細胞と類洞内皮細胞

の遺伝子発現評価を行った。肝細胞では低酸素曝露の

みでHamp mRNA発現が抑制され、Hampを抑制する

Gdf１５の発現は亢進していた（図３）。類洞内皮細胞で

１８） マウス脂肪肝の肝内鉄蓄積における鉄代謝調節因

子ヘプシジン発現異常のメカニズムの解明

研究代表者　長谷部　拓夢

【目　的】

　非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は病態の進

行に酸化ストレスが関わり、しばしば併発する鉄過剰

症がその要因となる１）。鉄代謝は主に肝細胞で産生さ

れる鉄代謝調節分子ヘプシジンが中心的な役割を果た

す２）。我々はこれまでにNAFLDモデルマウスにおい

てヘプシジン発現が低下することを見出していた。し

かし、鉄代謝は生体環境に応じて変化することが必要

で複雑に調節されており、完全な解明はされていな

い。今回の研究では、肝脂肪化による肝内低酸素化の

関与を想定し、肥満・脂肪肝モデルマウスの鉄関連分

子およびヘプシジン制御系遺伝子の発現に着目して、

ハイスループットゲノムシークエンサーによるRNA

シークエンシングを行い、背景の分子機構の探索を行

った。

【方　法】

１．モデルマウスによる検討

　NAFLDモデルマウスは８週齢のC５７BL/６マウスに

ラードを主とした高脂肪食を１６週間投与して作成し

た。対照群として同期間通常食を投与したC５７BL/６

マウスを用いた。低酸素環境での肥満マウスとして

１２週齢のレプチン欠損マウスであるob/obマウスを用

い、対照群としては同週齢のC５７BL/６マウスを用い

た。肝細胞分離のためには通常食で飼育したC５７BL/ 

６マウスを用いた。
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表１　mRNAシークエンシングの鉄関連遺伝子発現変動

スにおける恒常的な低酸素がヘプシジン発現に影響し

ていることがわかる。先にBMPシグナル発現低下が

ヘプシジン発現に影響している可能性を見出していた

ため、BMPシグナルに関連する類洞内皮細胞の低酸素

に対する影響も検討したが、今回の検討では明らかな

関連が指摘できなかった。これらの結果から、低酸素

自体はヘプシジン主要調節系であるBMPシグナルを

介さずに、ヘプシジン発現に影響を与えることが示唆

された。

【文　献】

１） Sorrentino P, et al. Liver iron excess in patients with 

hepatocellular carcinoma developed on non-alcoholic 

steatohepatitis. J Hepatol ２００９；５０：３５１-３５７．

２） Nemeth E, et al. Hepcidin regulates cellular iron 

efflux by binding to ferroportin and inducing its interna-

lization. Science ２００４；３０６：２０９０-２０９３．

３） Quingdu Liu, et al. Hypoxia-inducible factor regulates 

hepcidin via erythropoietin-induced erythropoiesis. J 

Clin Invest. ２０１２；１２２（１２）：４６３５-４６４４．

はHamp抑制因子であるBmperとGdf１５の発現変化は

認められなかった（図４）。

【考　察】

　EPOは低酸素により腎からの発現が誘導され、

Gdf１５はEPOによるHamp抑制に関わるとされてい

る３）。高脂肪食負荷マウスではEPO発現亢進があるこ

とから恒常的に低酸素に曝露されており、肝内では

Gdf１５発現低下があることから、低酸素がヘプシジン

発現低下とそれに引き続く鉄過剰症の原因となること

が示唆される。肥満マウスにおいて低酸素感受性が亢

進していることからも、肥満と低酸素、ヘプシジン発

現、鉄代謝異常が密接に関連すると考えられる。

　初代培養肝細胞の検討では、肝細胞自体が低酸素に

応答してヘプシジン発現を低下させており、肥満マウ

図１　マウス血漿エリスロポエチン濃度　P＝０.０２５
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b.

C５７BL/６ ob/ob

a.

通常食 高脂肪食

図２　マウス肝組織免疫組織化学染色像　HIF-１α染色（a；２００倍）、Hypoxyprobe染色（b；２００倍）

図３　初代培養肝細胞のRT-PCR結果　Hamp mRNA（a；P＝０.００６）、Gdf15 mRNA（b；P＜０.００１）
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らの２つの装置を用いて、肝臓領域に対して振動を与

えながらMRIで組織の相対的な硬さ（弾性）を画像化

する。肝疾患の進行度を、患者負担を減らしながらよ

り高い精度で診断できると考えている。しかし小児

CHDにおける肝硬度の詳細な検討は少ない。そこで、

本研究はCHD術後の肝硬度をMRエラストグラフィ

ーを用いて評価し、他の肝線維化マーカーと比較する

ことを目的とした。

１９） ＭＲエラストグラフィーを用いた先天性心疾患術

後の肝硬度の評価

研究代表者　杉本　昌也

【背景と目的】

　近年、先天性心疾患（CHD）の診断および心臓外科

手術、内科治療の目覚ましい進歩により、複雑な先天

性心疾患を含めた９５％以上のCHD患者が救命される

ようになった。また術後の経過も概ね良好であり、

CHD患者の８５％は思春期、成人期まで到達する事が

可能になった１）。しかしながら小児期に順調に経過し

たCHD患者も、成人期に入り年齢を重ねるにつれ、遺

残病変や続発症のために新たな様々な問題を引き起こ

している。中でもフォンタン手術は、単心室型先天性

心疾患の生命予後やQOLを著しく改善させたが、そ

の特徴的循環のために、低心拍出・心不全、不整脈、

血栓による塞栓症、蛋白漏出性胃腸症、肝機能障害、

側副血行路や肺動静脈瘻の発達など、さまざまな長期

合併症が報告され始めている（表１）２－４）。特に肝硬変

は、非常に重篤な病態で、中心静脈圧の上昇や慢性的

な静脈での血液うっ滞によって引き起こされた肝線維

化が、高度に進展した末期像である。フォンタン術後

患者の７０～９０％に肝線維化徴候がみられるという報

告があるが、早期に発見することは難しい。

　近年、国内初となる、非侵襲的な肝疾患の進行度診

断を可能にするMRI用の肝臓エラストグラフィーが

開発され注目を浴びている（図１）。この装置は、アク

ティブ・ドライバーと呼ばれる振動を発生させる外部

加振装置と、パッシブ・ドライバーと呼ばれる振動を

人体に伝播させるためのデバイスから構成され、これ

図４　初代培養類洞内皮細胞のRT-PCR結果　Bmper mRNA（a）、Gdf15 mRNA（b）

表１　Fontan手術術後の問題点

図１　MRエラストグラフィ（GE社製）
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