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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖尿病性腎症における腎鉄代謝変化と鉄除去の効果について検討した。糖尿病
腎症モデルdb/dbマウスを用いて正常食(ND)と鉄制限食(LID)で比較した。db/dbマウスにおける尿中微量アルブミン排
泄量増加はLIDで抑制され、病理学的所見での糸球体肥大、メサンギウム領域の拡大、細胞外基質増殖もLID で軽減さ
れた。db/db マウス腎で酸化ストレス増加はLIDにて抑制された。db/db マウスでは血清鉄と尿中鉄排泄の増加がみら
れ、フェロポルチンとフェリチンの発現増加を認めた。以上から、糖尿病腎症では鉄代謝異常があり、鉄制限食は酸化
ストレスを軽減することで糖尿病性腎症の進展を抑制できた。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed the protective effects of dietary iron 
restriction against diabetic nephropathy. Male db/db mice were divided into 2 groups and fed a normal 
diet (ND) or a low iron diet (LID), and male db/m mice with ND were employed as control. Increased 
urinary albumin excretion was observed in db/db mice with ND, and this was suppressed in db/db mice with 
LID. The db/db mice with ND had increased glomerular size, mesangial expansion and extracellular matrixes 
deposition compared to the LID group, which were decreased by LID. Increased renal oxidative stress 
observed in the ND db/db mice were diminished in the LID group. Renal expression of ferroportin and 
ferritin heavy chain, as well as serum iron concentration and urinary iron excretion, were increased in 
db/db mice compared to db/m mice. Taken together, iron reduction exerts a preventive action against 
diabetic nephropathy, and abnormal iron metabolism was observed in diabetic kidney.

研究分野：循環器内科、薬理学
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1. 研究開始当初の背景 
	
 鉄は生体内に最も多く存在する、生命機能
維持に必須の微量金属元素である一方、 
Fenton/Haber-Weiss 反応を触媒して酸化ス
トレス産生にも関わる二面性を有する。近年、
ウイルス性肝炎、発癌、アルツハイマー病、
パーキンソン病、急性腎障害など様々な疾患
において鉄蓄積がそれらの病態に関与する
こと、鉄除去が疾患の改善につながることが
明らかにされている。申請者も、鉄除去が酸
化ストレス抑制により脂肪肥大の進展を抑
制すること(Tajima and Ikeda et al. Am J 
Physiol Endocrinol Metab 2011)、アンジオ
テンシン II は鉄輸送体発現の変化を介して
細胞内鉄量を増加させ、酸化ストレス生成に
関 与 す る こ と (Tajima, Ikeda et al. 
Hypertens Res 2010)、虚血後血管新生にお
いて鉄除去は酸化ストレス抑制して内皮細
胞アポトーシス減少させること(Ikeda et al. 
Atherosclerosis 2011)を明らかした。このよ
うに、肥満、高血圧など生活習慣病において
も、鉄は増悪因子として病態と密接に関連す
ること可能性がある。 
 
２．研究の目的 
	
 糖尿病は大・小血管障害・網膜症・神経障
害など、さまざまな臓器合併症を発症する予
後不良の疾患である。なかでも糖尿病性腎症
は進行すると末期腎不全に至り透析が必要
となる、我が国の透析導入原因疾患の第一位
である。さらに近年、脳-心-血管-腎連関とい
われる、全身臓器合併症の悪循環を招くこと
で予後を著しく悪化させる。よって糖尿病性
腎症の病態の解明ならびにその予防・治療法
の開発は重要な課題である。糖尿病性腎症の
発症・進展には様々な要因が複合的に関与す
ると推察されており、酸化ストレスもその一
つである。鉄は Fenton/Haber-Weiss反応に
より酸化ストレス産生を触媒するために、鉄
は酸化ストレスのソースとして糖尿病性腎
症の病態にも関与している可能性がある。本
研究では、糖尿病性腎症における鉄代謝と酸
化ストレスとの関連性、鉄制御による治療法
の可能性について解析を行った。	
  
 
3. 研究の方法 
糖尿病性腎症発症モデルとして 2型肥満糖尿
病モデルホモ db/dbマウスとコントロールと
してへテロ db/mマウスを解析に使用した。 
鉄が酸化ストレスのソースとなる仮説から、
生体内鉄量を減じるため、普通飼料(ND)と組
成が同じであるが、鉄量が 10 分の１である
低鉄飼料(LID)を作成した。db/db マウスを
ND 群、LID 群に分けて検討した。db/m マ
ウスは NDを与えた。 
（１）尿中微量アルブミン排泄量の評価 
代謝ケージにて 24 時間採尿を行った。早期
腎症マーカーである尿中微量アルブミンを
測定し、尿中クレアチニン値で補正して、鉄
摂取制限による効果を比較した。 

（２）糖尿病性腎症の病理学的変化の解析 
摘出腎臓を、ホルマリン固定後のパラフィン
切片もしくは新鮮凍結切片を用いた。PAS染
色によるメサンギウム基質増生の評価、デス
ミン染色による糸球体上皮細胞障害の評価、
コラーゲン IV とフィブロネクチン染色によ
る細胞外基質沈着の評価を行い、鉄摂取制限
による改善効果を解析した。 
（３）酸化ストレス評価 
組織ライセートを用いて、TBARS 法により
過酸化脂質(MDA)を測定して、組織重量で補
正した。また新鮮凍結切片を用いて、
Dihydroethidium 染色による腎臓のスーパ
ーオキシド産生を評価した。また NADPH 
oxidase コンポーネントの発現について、リ
アルタイム PCR とウエスタンブロットにて
評価した。NADPH oxidase activityについ
ても luciferaseアッセイにて検討した。 
（４）腎組織鉄量ならびに血清・尿中鉄濃度
の測定 
鉄 濃 度 は メ タ ロ ア ッ セ イ キ ッ ト
（Metallogenics）にて測定した。組織鉄量は
クルードライセートを用いて測定し、組織重
量で補正した。 
（５）鉄代謝関連輸送体の発現と組織内局在
評価 
鉄代謝に関わる輸送体（鉄吸収に関わるトラ
ンスフェリン受容体と divalent metal 
transporter 1(DMT1)、鉄汲出に関わるフェ
ロポルチン）、鉄保持タンパクフェリチンの
発現について、ウエスタンブロットと免疫組
織化学を用いて検討した。 
	
 
４．研究成果	
 
db/mマウスと比べてdb/dbマウスは実験開始
時において、既に尿中微量アルブミン排泄量
は増加しており、４週、８週経過後にさらな
る増加を認めた。db/db マウス LID 群では微
量アルブミン排泄量の経時的増加は実験開
始時程度に抑制された（図１）。	
 
(図１)尿中アルブミン排泄量の推移	
 

db/db マウス ND 群では、糸球体肥大、メサン
ギウム領域の増加、コラーゲン IV やフィブ
ロネクチンの細胞外基質の増生がみられた
が、これらの変化は LID によって抑制された。
またデスミン遺伝子発現・染色から、糸球体
上皮細胞障害も LID で軽減された（図２）。	
 
	
 



（図２）腎糸球体、メサンギウム領域、細胞
外基質、デスミン発現の検討	
 

	
 酸化ストレスについて、db/db マウス ND 群
の腎臓では、TBARS 法による過酸化脂質なら
びにジヒドロエチジウム染色によるスーパ
ーオキシドが増加していたが、LID 群ではそ
れらは抑制された。また db/db マウス正常食
群の腎臓では、NADPH	
 oxidase 活性、NADPH	
 
oxidase コンポーネントである p22phox と
NOX4 の発現が増加していたが、LID によって
抑制された（図３）。	
 
	
 
（図３）酸化ストレス評価	
 

	
 鉄代謝について、腎組織鉄量は db/m マウ
ス ND 群と db/db マウス ND 群で差は認められ
なかったものの、血清鉄濃度、尿中鉄排泄量
は db/db マウスで高値であった。腎臓におけ
るトランスフェリン受容体と DMT1 の発現は
db/m マウスと db/db マウス ND 群で差は認め
られなかったものの、フェロポルチンの発現
は db/db マウスの腎臓で増加していた。db/db
マウス腎では、フェリチン重鎖発現は上昇、
ェリチン軽鎖発現は変化がみられなかった。
フェロポルチンとフェリチン重鎖の発現は、
尿細管優位であった（図４）。	
 
	
 db/db マウス LID 群において血圧低下が認
められ、大動脈ならびに腎臓のウエスタンブ
ロットにて、内皮型一酸化窒素合成酵素
(eNOS)リン酸化は db/db マウス ND 群で低下
し、LID で回復を認めた。鉄摂取制限による
糖尿病性腎症進展抑制に内皮非依存的な血
圧低下作用が関与するか、ヒドララジンを用
いて検討した。ヒドララジン投与群は LID 群

程度に血圧は低下したが、尿中アルブミン排
泄量低下は認められなかった（図５）。よっ
て鉄摂取制限による糖尿病性腎症進展抑制
には血圧低下と独立した血管内皮機能改善
効果が一部関与していることが示唆された。	
 
	
 また腎線維化は腎臓病の病態において重
要な役割を担っている。腎線維化モデルであ
る一側尿管結紮閉塞マウスへの鉄キレート
薬投与は、酸化ストレスとマクロファージ浸
潤を抑制して、線維化を軽減することも明ら
かにした。	
 
	
 
（図４）腎臓における鉄代謝関連因子の発現	
 

	
 
（図５）血圧とヒドララジンによる腎症への
効果の検討	
 

	
 
	
 以上から、鉄摂取制限は、酸化ストレスを
軽減することで糖尿病性腎症の進展抑制効
果を発揮することと、糖尿病腎では鉄代謝調
節機構が変化しており、鉄は腎臓病の病態に
関与していることが示唆された。	
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