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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、酸化ストレスが鉄代謝調節機構に与える影響を明らかにし、加齢に
伴って引き起こされる鉄代謝異常の病態メカニズムを解明することである。本研究では、活性酸素種や脂質過酸
化物が、細胞内の鉄代謝に与える影響を解析した。その結果、細胞内の酸化ストレス亢進状態は、細胞内の二価
鉄イオンを増加させること、鉄代謝調節タンパク質であるIRP1を顕著に減少させることを明らかにした。また、
酸化ストレス亢進状態のモデルマウスにおいて、脳内の金属代謝異常や行動学的異常が起こっていることを見出
した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate the relationship between oxidative 
stress and age-related disturbance of iron metabolism.  It was shown that the 2,3-Dimethoxy-1,
4-naphtoquinone (DMNQ), a superoxide generator, and 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE), a lipid 
peroxidation product, increased ferrous ion and inhibited IRP1 (Iron regulatory protein 1) activity 
in mProx24 cell (mouse proximal tubular cell) and HEK293 cell (human embryonic kidney cells).  In 
addition, SOD1 KO (animal model of oxidative stress) mice showed abnormalities of brain iron 
metabolism and exhibited impaired motivational behavior in three-chamber social interaction tests. 
These results suggest that age-related oxidative stress may induce disturbance of iron metabolism.

研究分野： 生化学

キーワード： 酸化ストレス
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１．研究開始当初の背景 
ヒトでは体内の総鉄量（3~5 g）に対して、

体内への吸収と体外への排出は極めて少な
く（それぞれ 1~3 mg / day）、鉄は体内で循
環と再利用とが繰り返されている。そのため
局所での鉄過剰状態は、他の組織での鉄欠乏
の原因となる。加齢に伴って起こる鉄代謝異
常の原因には、酸化ストレスの関与などが示
唆されているが、その発症や病態悪化のメカ
ニズムは分かっていない。 
生体内における鉄代謝は、 IRP（ Iron 

regulatory protein）という RNA 結合タンパ
ク質によって調節されている。IRP は、鉄不
足を感知して活性化して、鉄代謝に関連する
分子のmRNA上に存在する鉄応答配列（Iron 
responsive element: IRE）に結合し、翻訳レ
ベルでの発現調節を行う（鉄濃度依存的な
IRP 活性化）。ヒトの細胞には、IRP1 と IRP2
の２つの IRP が存在するが、IRP1 は ROS
（reactive oxygen species）によっても活性
化が引き起こされることが知られている。
ROS による IRP1 活性化は、細胞内で鉄が不
足していなくても起こることから、鉄過剰の
原因となる（鉄濃度非依存的な IRP1 活性化）。
研究代表者は、加齢に伴う ROS 産生亢進や
抗酸化能の低下（＝酸化ストレス）が、鉄濃
度非依存的な IRP1 を引き起こして、組織で
の鉄過剰の原因となる可能性があるのでは
ないかだろうかと考えた。 
これまでに研究代表者は、ヒト腎由来培養

細胞を使った実験で、ROS（スーパーオキシ
ドや過酸化水素）は IRP1 を活性化するが、
脂 質 過 酸 化 物 で あ る 4-HNE
（4-hydroxy-2-nonenal）は、IRP1 を強力に
不活化して、TfR1（Transferrin receptor 1、
細胞内への鉄取り込み輸送体）を減少させる
ということを発見した。IRP1 が ROS により
活性化することは報告されているが、4-HNE
が IRP1 を不活化するということは予想外の
結果であった。脂質過酸化物である 4-HNE
は、加齢とともに増加することが分かってお
り、加齢臭の原因物質として知られている。
4-HNE が IRP1 を不活化するメカニズムは
不明であるが、4-HNE は IRP1 と付加体を形
成している可能性がある。4-HNE などの脂
質過酸化物は、タンパク質のシステイン残基
などに付加して、そのタンパク質を不活化し
たり分解を促進したりすることが知られて
いる。 
 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、加齢に伴う酸化ストレスの

亢進状態が鉄代謝異常の原因となっている
可能性があると考えている。本研究の目的は、
加齢に伴って起こる鉄代謝異常のメカニズ
ム解明し、老化における鉄の役割を明らかに
することである。  
 

 
３．研究の方法 
（１）培養細胞、実験動物および試薬 
①培養細胞：本研究では、マウス近位尿細管
由来 mProx24 細胞およびヒト胎児腎由来
HEK293細胞を使用した。mProx24細胞は、DMEM 
（Dulbecco's Modified Eagle's Medium）/F12
培地に 10%ウシ胎児血清を添加して培養した。
HEK293 細胞は、DMEM に 10%ウシ胎児血清を添
加して培養した。 
 
③実験動物：酸化ストレスの亢進のモデルマ
ウスとして、SOD1（Superoxide dismutase 1）
をノックアウトしたマウス（SOD1KO マウス）
を用いた。実験には、12～16 週齢の雄マウス
を使用し、対照には同週齢の野生型マウス
（C57BL/6J、雄）を使用した。研究代表者ら
は、SOD1KO マウスでは、酸化ストレスに起因
した鉄代謝異常が起こっていることを報告
している[Free Radical Biology & Medicine 
(2009), Free Radical Research(2012）］。 
 
②酸化ストレスの負荷は、スーパーオキシド
発 生 剤 と し て 、 DMNQ
（2,3-dimethoxy-1,4-naphthoquinone）を使
用した。DMNQ は 50 mM の DMSO（Dimethyl 
sulfoxide）溶液を作製し、5～50 M の濃度
になるように培地に添加した（培地中の DMSO
濃度は 0.1%になるように調節した）。4-HNE
は、64 M のエタノール溶液を準備し、4～64 
M の濃度で培地中に添加した（培地中のエタ
ノール濃度は 0.1%になるように調節した）。
過酸化水素は、1 M の水溶液を作製し、10 
～1 mM の濃度で使用した。 
 
（２）酸化ストレスが細胞内鉄動態に与える
影響の解析 
酸化ストレスの亢進状態が、細胞内の鉄イ

オン動態にどのような影響を与えるのかを
培養細胞を用いて解析した。二価鉄イオンの
検出には二価鉄特異的な蛍光プローブであ
る RhoNox-1（岐阜薬科大学 平山祐博士より
供与）を使用した。 
 

①酸化ストレスの負荷は、培養細胞をガラス
ボトムデッシュに播種してから 48 時間後に
行った。DMNQ、過酸化水素および 4-HNE を添
加した培地に交換してから、1～24 時間後に、
培地を除去し、5 M の RhoNox-1 で細胞中の
二価鉄イオンの染色（37℃で 30 分間）を行
った。細胞の洗浄および RhoNox-1（10 mM, 
DMF:N,N-dimethylformamidem 溶液）の溶解に
は HBSS(Hanks' balanced salt solution, 
with Ca/Mg)を使用した。染色終了後、レー
ザー共焦点顕微鏡で、RhoNox-1 の蛍光（励起
波長：540 nm/蛍光波長：570 nm）を検出し
た。 
 
②前項①と同様の実験を、24 ウエルプレート
または96ウエルプレート上で行い、RhoNox-1



の蛍光強度の増減を蛍光プレートリーダー
で検出した。 
 
③細胞中の総鉄（二価鉄＋三価鉄）濃度は、
メタロジェニクス社のメタロアッセイ鉄
(Fe)測定キットを用いて測定した。また、細
胞内への鉄の取り込み量の評価は、蛍光
（Cy3）標識したトランスフェリン（Tf）を
用いて行った。 
 
④活性酸素種の検出には、活性酸素種検出蛍
光 プ ロ ー ブ で あ る DCFH-DA(2', 
7'-Dichlorodihydrofluorescin diacetate)、
DHE(Dihydroethidium) お よ び
HPF(Hydroxyphenyl Fluorescein)を使用した。 
 
（３）酸化ストレスによる鉄代謝関連分子の
発現解析 
 酸化ストレスを負荷した細胞から、タンパ
ク質および RNA を抽出し、ウエスタンブロッ
ト法および RT-PCR 法で鉄代謝関連分子の発
現の変化を解析した。 
 
（４）酸化ストレスによる IRP1 の翻訳後修
飾および機能への影響の解析 
①あらかじめ Flag タグ付き IRP1 タンパク質
を発現させておいた細胞に、酸化ストレスの
負荷を与えた後に細胞を回収し、Flag-IRP1
を精製した。精製したFlag-IRP1を使用して、
酸化ストレスの負荷による翻訳後修飾の変
化を質量分析計で分析した。 
 
②RNA 結合能の評価 
酸化ストレスを負荷した細胞のタンパク質
を抽出物と、32P 標識またはビオチン標識した
IRE（RNA）プローブとを用いてゲルシフトア
ッセイを行った（IRP1-IRE 複合体の検出）。 
 
（５）酸化ストレスモデルマウスにおける遷
移金属代謝の解析と行動学試験 
①行動学試験は、12 週齢のマウスを用いて行
った。実施した行動学試験は、オープンフィ
ールド試験、シャトルボックス試験、社交性
試験（接触試験）および性行動試験である。 
 
②行動学試験の終わったマウスから、臓器
（脳など）を取り出し、タンパク質および RNA
を抽出した。これらのサンプルを用いて、ウ
エスタンブロット法および RT-PCR 法でマウ
スの行動や鉄代謝に関わる分子の発現量の
解析を行った。また、組織抽出液を用いて、
遷移金属（鉄および銅）、抗酸化物質（グル
タチオンなど）の測定も行った。 
 
 
４．研究成果 
酸化ストレスは、ROS や脂質過酸化物の増

加、抗酸化酵素の減少によって引き起こされ
る。細胞内では、酸化ストレスに伴って鉄代
謝がどの様に変化するのか？細胞内の鉄は

増加するのか、減少するのか？ということを
明らかにするために、培養細胞（mProx24 お
よび HEK293 細胞）に酸化ストレスを負荷し
た細胞内の二価鉄イオンを鉄イオンプロー
ブ RhoNox-1 で検出した。その結果、酸化ス
トレスの亢進状態が、細胞内の二価鉄イオン
の増加の原因になる可能性があることが分
った。一方で、細胞内への鉄（Tf-Fe）の取
り込み量の大きな変化はなかった。 
 
次に、鉄代謝関連分子の発現および IRP1

の IREへの結合能が酸化ストレスの亢進によ
ってどのように変化するのかを解析した。そ
の結果、DMNQ を添加した培地で培養した細胞
では、IRP1 は減少していたが、IRP1 の IRE
への結合能は増大していた。一方で、4-HNE
を添加した培地で培養した細胞では、IRP1 が
減少し、IRP1 の IRE への結合能が顕著に低下
していた。また、鉄貯蔵タンパク質であるフ
ェリチンは、DMNQ および 4-HNE の刺激によっ
て減少していたが、鉄取り込みの輸送体であ
る Tf 受容体 1（TfR1）は、4-HNE の刺激によ
ってのみ顕著な減少が見られた。その他の鉄
代謝関連分子の発現量や局在の変化などに
ついては引き続き検討を行っている。 
 
 DMNQ や 4-HNE による IRP1 機能変化には、
IRP1 の化学修飾が原因となっている可能性
がある。そこで、ヒト IRP1（N 末に Flag タ
グ付加）を過剰発現させた細胞を、DMNQ や
4-HNE を添加した培地で培養して、IRP1 を精
製した。精製したIRP1をLC-MS/MSおよびNMR
で解析して、IRP1 の翻訳後修飾の解析を行っ
た。しかしながら、今回の検討では、翻訳後
修飾の変化を検出することはできなかった。
今後、IRP1 の精製方法や質量分析の条件等を
再検討し、酸化ストレス亢進状態における
IRP1 の翻訳後修飾の変化を明らかにしてい
く予定である。 
 
 これまでに研究代表者は、酸化ストレス亢
進状態のモデルマウスである SOD1KO マウス
の腎臓や肝臓において鉄代謝異常が起こっ
ていることを報告してきた[Free Radical 
Biology & Medicine (2009), Free Radical 
Research(2012, 2016）］。この SOD1KO マウス
について、さらに検討を進めたところ、脳に
おいても鉄代謝異常が起こっていることが
分った（未発表データ）。そこで、SOD1KO マ
ウスの脳における鉄代謝異常が、脳機能に及
ぼす影響を調べるために行動学試験を行っ
た。その結果、SOD1KO マウスでは、特定の学
習試験において野生型マウスとは異なった
方法で学習の獲得を行うこと、社交性が低下
していることを明らかにした。SOD1KO マウス
に見出された行動学的異常の分子メカニズ
ムについて検討を行ったところ、神経伝達物
質ドーパミンの輸送体であるドパミントラ
ンスポーターが SOD1KO マウスで顕著に増加
していることが分った。これらの研究成果は、



海外学術誌（Free Radical Research, 2016）
に発表した。現在、鉄代謝異常とドパミント
ランスポーターの増加との関連についての
検討を進めている。 
 
 本研究によって、酸化ストレスが細胞内の
鉄イオン動態へ影響を与えていることが示
唆された。特に、加齢とともに増加する脂質
過酸化物（4-HNE）が IRP1 による鉄代謝調節
機構に大きな影響を与えている可能性も見
出された。また、生体を使用した実験では、
酸化ストレスによる鉄代謝異常と加齢に関
与する様な病態との関係を解き明かす基礎
となる結果が得られた。本研究の成果は、加
齢に伴って起こる鉄代謝異常のメカニズム
解明や、老化における鉄の役割の解明につな
がるのではないかと考えている。 
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