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ABSTRACT
 Free iron in the liver is believed to facilitate the formation of reactive oxygen species (ROS), including 
hydroxyl radicals (•OH), which cause oxidative damage of numerous cellular components such as lipids, 
proteins, and nucleic acids, and also upregulate collagen synthesis. The •OH radical is known to generate 
promutagenic bases such as 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG). In our studies in cases of chronic hepatitis 
C, long-term iron reduction therapy reduced the activity of hepatitis, suppressed fibrosis, and prevented 
hepatocarcinogenesis. In nonalcoholic steatohepatitis (NASH) livers, hepatic iron accumulation as well as 
oxidative DNA damage significantly increased. Humoral factor(s) in the NASH serum may upregulate DMT1 
expression in the small intestine. Iron reduction therapy for NASH patients has the potential to reduce 
disease activity as well as hepatic oxidative damage. We found that an intronic single nucleotide 
polymorphism (SNP) in the MUTYH gene was associated with increased risk for hepatitis C virus (HCV)-
induced hepatocellular carcinoma and MUTYH-null mice with iron-associated oxidative stress were 
susceptible to development of liver tumors unless they were prevented by dietary anti-oxidants. These 
findings may contribute to establish methods for preventing liver tumors.
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はじめに

　肝臓は生体において，鉄貯蔵の役割を担っている．

ヒトの体内には約 4 ｇの鉄が存在するが，肝細胞で

はその多くがフェリチン結合鉄として貯蓄されており，

その量は約 1 ｇである．毎日 1 mg 程度までの鉄が便，

尿，汗，皮膚から排泄され，それに見合った鉄量が主

に十二指腸で吸収される．しかしながら腸管からの鉄

吸収量が増加，あるいは肝細胞での鉄取り込みが亢進

する病態では，肝細胞内に鉄が過剰に蓄積され，フリー

ラジカルの産生を介して肝細胞障害が惹起される．鉄

は高等生物の生命維持にとって必須な元素である一方

で，2 価と 3 価の酸化数をもつ遷移金属元素であること

から，酸素を活性酸素種（Reactive oxygen species; 
ROS）に変換させる反応を触媒することにより生体

への毒性を発揮する．ROS の中でも H2O2 と Fe2+ の

作用で OH- + ･OH + Fe3+ が生成される Fenton 反応

では最も毒性の強い hydroxyl radical（・OH）が多量

に生じる．･OH はライソゾーム膜，細胞質膜，核膜，

ミトコンドリア膜などの障害，カスパーゼカスケード

の活性化によるアポトーシスの誘導，脂肪鎖の過酸化

などを惹起し，細胞障害を引き起こす 1）．フェリチン

結合鉄は無毒であるが，細胞内に鉄が過剰になると，

毒性のある遊離鉄分画が増加する．当講座では肝疾患

において鉄過剰が生じる機序，それに対する治療や肝

発癌における鉄過剰の関与についての研究を継続して

きた．本稿ではこれら研究成果の概要を紹介する．

1.　The Long-Evans Cinnamon（LEC）ラットにおける

鉄毒性

　Fas 抗原の mRNA は，胸腺，肝，腎，心，卵巣に

発現している．しかし Fas ligand としての作用をも

つ Fas 抗体をラットに全身投与すると，肝組織のみ

が広汎に細胞死に陥ることが報告されている 2）．他の
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臓器に比較し肝には大量の鉄が貯蔵されていることか

ら，これは Fas を介した細胞死において鉄の存在が

重要な役割を担っていることを示すものと考えられる．

　LEC ラットはセルロプラスミンへの銅転入酵素

（ATB7B）の遺伝子異常を持つことが知られている

ウィルソン病のモデル動物である．生後 14～16 週に

は半数が劇症肝炎を発症して死亡し，残った半数は

65週以降肝癌を発症して死亡する．低銅食でこのラッ

トを飼育すると，肝炎と肝癌の発生を防ぐ事が出来る．

通常ウィルソン病は，ヘモクロマトーシスと異なり肝

癌の発生率はそれほど高くはない．そこで我々は他の

原因を検索し，このラットの肝臓には銅の他に鉄も過

剰に沈着していることを見出した 3）．二価の金属元素

はいずれもラジカル産生を促す事が知られているが，

銅と鉄の両者が細胞内に存在すると，このラジカル産

生は飛躍的に高まる．

　このラットを鉄欠乏食で飼育すると，劇症肝炎が生

じず，有意に生存期間が延長した（図 1）．さらに鉄

欠乏食が発癌に与える影響を検討したところ，鉄欠乏

食ラットでは肝癌が発生しなかった．これらの事実は

鉄イオンがある種の条件下では，極めて高い細胞毒性

をあるいは変異原性を示すことを示唆し，その後の当

講座の研究につながるものとなった．

2.　除鉄療法による C 型肝炎鎮静化と肝発癌抑制効果

　C 型慢性肝炎患者の肝細胞内には鉄が過剰に沈着し

ていることが，古くから知られている．除鉄療法のメ

カニズムは人工的に鉄欠乏性貧血状態をつくることで

骨髄の造血を促進し，肝からの鉄動員を高めて ROS
の産生を低下させるというものである．当講座の症例

では，治療開始後ただちに全例で AST と ALT が低

下し始め，16 週後には約 6 割が正常域に，全例が

ALT 値 80 IU/l 以下に低下した．1 年以後は，血清

ALT 値はさらに低下し（平均 35 IU/l），同レベルを

維持することが可能であった．さらには，生検により

経過を追ったところ，対照群では fibrosis は有意に増悪

していたのに対して，除鉄群では有意に改善してい

た 4）（図 4）．･OHは肝炎を惹起するのみならず，グアニ

ンの C8 位に付加して 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
（8-OH-dG）等の変異原性塩基を形成する．この 8-OH-

dG は本来のペアである C のみならず，A や T とも対合

するため，G:C → A:T 型の DNA 変異を誘発するこ

とが知られている 5）．酸化的 DNA 傷害の指標の一つ

として C 型慢性肝炎患者の肝組織における 8-OH-dG
発現レベルを検討したところ，治療前には対照（HCV
非感染者）の約 10 倍に増加していたが，除鉄療法 7 年

後には正常化していた．実際に 10 年以上にわたり除鉄

療法を受けた患者（新犬山分類で F2 または F3）35 人

を対象に肝発癌率を解析したところ，年次発癌率は除鉄

療法を受けていない対照群と比較して有意に低下して

いた 6）．それのみならず，経過中の血清フェリチン値

が低い群において有意な発癌率低下が認められた．こ

の事実は C 型慢性肝炎における鉄代謝異常を介した

ROS 産生増加が肝発癌と密接な関係にあることを裏

付けるものとなった．

3.　慢性肝炎における鉄過剰の発生機序

　消化管内の鉄は主に十二指腸と近位小腸の絨毛上皮

細胞より吸収される．消化管内で鉄は疎水性の 3 価

鉄イオン（Fe3）として存在し，絨毛上皮細胞での吸収

には 2 価鉄イオン（Fe2+）へ変換され，Fe2+ はトランス

ポーター divalent metal transporter1（DMT1）を

介して絨毛上皮細胞内に取り込まれる 7）．上皮細胞内

のFe2+は基底膜側に運搬されて，Ferroportin1（FPN）

を通じて血中に輸送され 8, 9），Fe2+ から Fe3+ に変換さ

れた後，トランスフェリン（Tf）と結合して門脈血中

を運搬される．また，肝で産生されるヘプシジンは

FPN の作用を抑制する方向に働く．当講座では血清

ヘプシジン濃度を LC-MS / MS で測定し，C 型慢性

肝炎患者の濃度が低値であることを確認した．網内系

細胞等ではヘプシジンが FPN の internalization や

degradation を惹起し，細胞外への鉄の移送を抑制する

図 1. 鉄欠乏食および通常食栄養を施した LEC ラットの生存曲線
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ことが知られていることから，十二指腸鉄吸収関連分

子である FPN と DMT1 の mRNA ならびに蛋白発現量

を測定した．DMT1 mRNA は control 群と差を認めな

かったが，FPN mRNA は C 型慢性肝炎患者で発現が

亢進していた．同様に十二指腸の FPN の免疫染色で

も FPN の発現亢進が認められた．つまり，十二指腸上

皮細胞では hepcidin が FPN 蛋白のみならず，mRNA
レベルで発現を調節している可能性が示唆された．そ

こで Caco-2/TC7 細胞を transwell 内で長期間培養す

ることにより十二指腸上皮のモデルとなる単層膜を作製

し，ヘプシジンが FPN と DMT1 に与える影響を検索

した．Caco-2 cell monolayers では DMT1 mRNA
発現量はヘプシジンの濃度による変化を認めなかった

が，FPN mRNA 発現量はヘプシジン濃度依存性に

発現が抑制されていた．以上から，CHC 患者におけ

る鉄過剰の原因として腸管からの鉄吸収亢進が関連し

ており，その機序として血清ヘプシジン低下による

十二指腸粘膜での FPN 発現増強が一因であることを

解明した 10）．

　最近 C 型慢性肝炎患者が減少している一方で，非

アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）患者が増加し

ている．NAFLD はメタボリックシンドロームの肝病

変であり，有病率は 20～30％と推計され，肥満の増

加とともに増えてきている．非アルコール性脂肪肝炎

（NASH）は NAFLD の重症型である．成因としては，

肝細胞への脂肪沈着が起こることで脂肪肝が発症し，

酸化ストレスを引き起こすフリーラジカル等の複数の

肝細胞障害要因が加わることで NASH が発症・進展

していくとする multiple-parallel hit hypothesis が

広く支持されている．Hit の 1 つとして肝内鉄蓄積が

注目され，肝内の過剰遊離鉄は ROS の生成を促進し，

NASH における酸化ストレス増加の原因として推定

されている．一般的に軽度から中等度の肝内鉄蓄積が

NAFLD 患者で認められるとする報告は多いが，その

原因や臨床的意義には議論があるところであった．当

講座では NAFLD 患者の半数程度に鉄吸収過剰が生

じていることを示した．さらにその機序として iron 
regulatory protein（IRP）活性化による DMT1 発現

増強がその一因であることを明らかにした 11）．DMT1 
mRNA は 3´非翻訳領域に iron responsive element

（IRE）を持ち，鉄欠乏状態では活性化した IRP が

IRE に結合することにより DMT1 の発現が転写レベル

で促進され，鉄吸収亢進がもたらされる．IRP には

IRP1 と IRP2 の 2 種類が存在し，両者はともに鉄濃

度の低い場合にのみ IRE に結合し，鉄濃度の高い場

合には鉄―硫黄クラスターの形成に伴う構造変化によ

り IRE への結合能を失い，mRNA が不安定化する．

当講座の検討では，NASH 患者血清とともに培養した

Caco-2 細胞における DMT1 発現に関与する IRP が

IRP1 であることを示した．そして，その同定には至

らなかったが，NASH 患者血清に鉄―硫黄クラスター

の形成を抑制するような，IRP1 活性を増強する液性

因子の存在を示唆した（図 2）．

4.　NASH および NASH からの肝発癌における ROS

　近年，NASHからの肝発癌に関する報告が散見される．

当講座では，NASH から進展した肝細胞癌（HCC）患者

（NASH-HCC）における癌部，非癌部の 8-OH-dG 量を

他の原因による HCC 患者ならびに単純性脂肪肝（SS），
HCC 未発症の NASH 患者（NASH without HCC）

図 2. Nonalcoholic steatohepatitis（NASH）患者に鉄過剰が生じる機序

 DMT；divalent metal transporter 1, IRP; iron regulatory protein, IRE; iron responsive element, FPN; ferroportin
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のそれらと比較することによって，NASH からの発

癌に酸化的 DNA 傷害が関与していることを示した 12）

（図 3）．NAFLD は成人の数割に認められる．定期的

な通院をしていない患者も多く存在し，HCC 発見時

には根治的治療が困難である症例に遭遇することが稀

ではない．肝内 8-OH-dG 量を反映する簡便なマー

カーの開発などにより，今後 NAFLD からの肝発癌

危険群を囲い込む必要があると考えられる．

　また前述のごとく，C 型慢性肝炎に対する長期間の

除鉄療法が肝炎鎮静化，線維化抑制と肝発癌抑制をも

たらすことは明らかとなっている．NASH 患者にお

いても瀉血療法を施行した報告が散見されるが，必ず

しもNASH全例に瀉血療法が有効ではなく，血清フェ

リチン高値や組織学的に肝鉄沈着などにより鉄過剰が

示された一部の例においてのみ，瀉血療法が ALT を

低下させることが報告されていた 13）14）．当講座の検討

では，食事療法および薬物療法不応性で鉄過剰が確認

された NASH 症例において，除鉄療法が 4 年間にわ

たり ALT 低下を示すこと，組織学的改善および肝内

鉄量ならびに肝 8-OH-dG 量の減少に寄与することを

示した．この点からは簡便に鉄吸収能を測定できる方法

の開発により，NASH 患者の中から除鉄療法が有効と

考えられる症例を選択できる可能性が示唆された 11）．

5.　肝発癌と酸化的 DNA 損傷修復酵素

　8-OH-dG による DNA 損傷を修復する酵素としては，

MUTYH，OGG1 およびMTH1 が挙げられる．しかし，

肝発癌とこれら酵素活性個体差の関連性は明らかでは

なかった．MUTYH，OGG1 および MTH1 の 19 個

の SNP について iPLEX アッセイを用いて解析した

ところ，MUTYH の rs3219487 においてのみで肝細胞

癌を発症した C 型慢性肝炎患者（n=20）と発症してい

ない C 型慢性肝炎患者（n=20）との間に genotype 間の

有意差を認めた．G/A 遺伝子型は，G/G 遺伝子型と比

較して，HCC 発生リスクが高かった．対象を拡大し，

患者背景因子を含め検討したところ，肝細胞癌を発症

した患者では有意に年齢が高く，血小板数が少なかっ

た．rs3219487 遺伝子型は，肝細胞癌を発症した患

者において A/A または G/A 遺伝子型（A キャリア）

が有意に G/G よりも多かった．これらの因子につい

て多変量解析を行ったところ，高齢と A キャリアが

肝細胞癌発生の独立した危険因子として抽出された．

さらに，HCC の 10 年間の累積発生率は，G/G の

17.6％と比較して，A キャリアで 38.0％と高かった．

Cox 比例ハザード回帰モデルでは，P < 0.1 未満の変

数は，年齢，血小板数およびMUTYH遺伝子型であっ

た．性別，年齢および血小板数を調整した後に多変量

解析を行ったところ，A キャリアが HCC 発生の独立

危険因子として抽出された．末梢血単核球細胞の

MUTYH mRNA レベルは，A キャリアが G/G に比べ

て有意に低く（p=0.0157），当該 SNP がイントロン

SNP であるものの，A キャリアにおいて発現低下が

生じるものと考えられた．そこで，転写活性に及ぼす

イントロン変異の影響をプロモーターアッセイにより

検討した．rs3219487 のメジャーアレル配列と転写

開始点より2KBの配列を含むp-2KB+ IVS6+ 35Gは, 
Huh7 細胞および HepG2 細胞において rs3219487
のマイナーアレル配列を含む p-2KB+ IVS6+ 35A
よりも転写活性が高く，rs3219487 のメジャーアレ

ル配列と転写開始点より 1KB の配列を含む p-1KB+ 
IVS6+ 35G と rs3219487 のマイナーアレル配列を

含む p-1KB+ IVS6+ 35A はほぼ等しい活性を示した

図 3. 各脂肪性肝疾患別の背景肝の 8-OH-dG 量 (Box plot)
 正常肝臓における染色強度の平均値を 1 とした場合の相対的な染色強度を数値化した．Bars; X0.25+1.5(X0.75-X0.25), median, 

X0.25-1.5(X0.75-X0.25)
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ことから，rs3219487 が-2KB から-1KB の範囲に存

在するプロモーター配列に干渉することで，MUTYH
発現の低下が惹起されるものと考えられた．

　これらの結果については，MUTYH ノックアウト

マウスを用いた in vivo 実験によっても証左した．6 ヶ

月の介入により，鉄過剰食を与えたマウス群では肝組

織に軽度の肝脂肪化と炎症細胞浸潤が生じ，12 ヶ月

の介入においてその程度が増強していた．血清 ALT
値は 6 ヶ月の介入で鉄過剰食群において標準食群に

比較して上昇傾向となり，12 ヶ月の介入ではより有

意に上昇した．genotype 間に有意差は認められなかっ

た．肝組織のプルシアンブルー染色を行ったところ

12 ヶ月介入後の鉄過剰食群では全例に鉄沈着が確認

でき， 肝臓の鉄重量は，鉄過剰食群で有意に増加して

いた．6 ヶ月の介入では，いずれの mice においても

肝腫瘍が認められなかった．12 ヶ月の介入では，

MUTYH ノックアウトマウスの鉄過剰食群で 12 例中

4 例に肝腫瘍が認められた．発生した肝腫瘍は，いずれ

も大型で多発しており，HE 染色では N/C 比の増大

と不規則な細索状配列が認められ， 脂肪沈着を伴う部

分も散見された．腫瘍部はいずれも AFP 染色陽性で

あり，ヒト肝細胞癌と同様の病理所見であった（図4）．
食事に追加した抗酸化薬（N-acetyl cysteine; NAC）

により，MUTYH ヘテロマウスおよび MUTYH ノッ

クアウトマウスにおいても，12 ヶ月の鉄過剰食介入

によって肝腫瘍は認められなくなった． したがって，

鉄過剰を伴う肝疾患患者における MUTYH 活性低下

は，肝発癌の危険因子であり，抗酸化薬による発癌予

防の可能性が示唆された 15）．

おわりに

　肝臓は鉄代謝異常による鉄過剰症の主要な標的臓器

の 1 つである．C 型慢性肝炎や NAFLD においては，

慢性肝障害の増悪因子となり得る．このような症例に

は除鉄療法が有効である可能性があり，特に標準的治

療法の確立していない，NAFLD において，鉄吸収異

常発生機序に基づいた新たな治療法の開発が待たれる．

NAFLD 罹患者が増加の一途をたどっていることより，

今後肝発癌の増加も懸念され，有効な危険群の囲い込

みと肝発癌の予防法の確立が急務とされている．肝内

酸化ストレスの増多や酸化的 DNA 損傷修復酵素活性

低下が肝発癌の危険因子である可能性があり，これに

着目した NASH 肝癌の予防が期待される．
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