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研究成果の概要（和文）：本研究は、近年発見された新しい細胞死であるフェロトーシスに対する鉄の影響を分
子生物学的に解明し、効率的にフェロトーシスを惹起させる方法を明らかにする目的で行った。肝癌、血液腫
瘍、膵癌など多種類の腫瘍細胞株でフェロトーシス誘導物質erastinによるフェロトーシスが確認され、その細
胞増殖抑制効果は鉄負荷で増強されうることが示され、特に、トランスフェリンと結合していない鉄である非ト
ランスフェリン結合鉄（NTBI）やその酸化能labile plasma iron（LPI）が腫瘍細胞に効率的に増殖抑制をもた
らす事も示唆された。全体として、鉄の調節による効率的フェロトーシス誘導の可能性を実験的に示した。

研究成果の概要（英文）：The present study was performed to elucidate the precise mechanisms of iron 
involvement for ferroptosis by using molecular biological techniques and also to elucidate the 
effective methods for inducing ferroptosis by iron modulation. Various cell lines derived from such 
as hepatocellular carcinoma, hematological malignancies, pancreas cancers showed ferroptosis by 
ferroptosis inducing reagent erastin. The inhibitory effect for cell growth by erastin was increased
 by adding iron to cell culture medium. Especially, non-transferrin-bound iron (NTBI) and labile 
plasma iron (LPI) seemed to cause ferroptosis effectively than transferrin-bound iron. We consider 
that the present data showed the possibility of effective induction of ferroptosis by iron 
modulation.

研究分野：血液内科学、鉄代謝、肝臓内科学、臨床検査医学

キーワード： フェロトーシス　抗腫瘍効果　非トランスフェリン結合鉄（NTBI）　鉄　labile plasma iron (LPI)
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、肝癌、血液腫瘍、膵癌など様々な腫瘍細胞において、新しい細胞死フェロトーシスが起こることが
確認され、さらに誘導物質に少量の鉄負荷を行うと、より効率的に起こることが示された。加えて、トランスフ
ェリンと結合していない非トランスフェリン結合鉄（NTBI）やNTBIによる酸化能labile plasma iron (LPI)が特
に効率的に腫瘍細胞にフェロトーシスを惹起する可能性も見出し、指標としての意義も示唆された。各種難治性
腫瘍に対する既存薬物とは全く異なる新規の治療アプローチに繋がる可能性が示され、今後の基礎および臨床研
究にも寄与できる基盤となる意義深い結果を得られたと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

鉄は生体にとって必須の金属元素であり、鉄がないと生命は維持できない。しかし、逆に鉄
が過剰に存在すると、体内で大量のフリーラジカルが産生され、細胞・組織に障害を与え、臓
器障害や発癌、最終的には鉄過剰そのものだけで予後にも悪影響を及ぼす。 

一方、鉄はプログラム細胞死にも関与していることが最近注目されている。近年明らかにさ
れた特殊な細胞死であるフェロトーシスと呼ばれる現象は、これまで広く知られているアポト
ーシスやネクローシスなどとは全く異なる細胞死の形態であり、ミトコンドリアの縮小および
膜濃度上昇、クリスタの消失などの形態学的特徴を呈し、他の金属には依存せず鉄のみに依存
した形で起こり、細胞内での活性酸素種産生および脂質過酸化により細胞死をもたらす (Dixon 

SJ, et al. Cell. 2012; 149: 1060-1072)。各種の腫瘍細胞においてはフェロトーシスを巧みに回避す
ることが腫瘍増殖の一端を担っている可能性も示されている(Viswanathan VS et al. Nature. 2017; 

547(7664): 453-457.)。フェロトーシスは細胞膜に存在する Na+依存性シスチン/グルタチオン交
換輸送体や細胞内 glutathione peroxidase 4 (GPx4)の阻害により細胞内酸化ストレス除去機構を
障害されると誘導される（Yang WS, et al. Cell. 2014; 156: 317-331）。通常は p53 が SLC7A11 発
現を抑制することでシスチンの取り込みを阻害しフェロトーシスを誘導しているが、腫瘍細胞
で p53 に変異が存在するとフェロトーシスを逃れ増殖に向かう（Jiang L, et al. Nature. 2015; 

520(7545): 57-62）。さらに癌細胞の治療抵抗性が lipid peroxidase pathway に依存しながらフェロ
トーシスを逃れているためとする報告もあり、腫瘍増殖への関与や既存の抗腫瘍薬とは異なる
機構による抗腫瘍効果への期待という点で注目されており、各種のフェロトーシス誘導物質の
抗腫瘍効果も検討されている（Xie Y, et al. Cell Death and Differentiation. 2016; 23: 369-379）。しか
し、フェロトーシスに細胞内の鉄が非常に重要であることは明らかにはされているが、鉄とい
う観点では未だ詳細な検討はなされていない。腫瘍細胞は鉄要求性が高く、細胞膜表面トラン
スフェリン受容体 1（transferrin receptor 1: TfR1）発現が高く、トランスフェリン（transferrin: Tf）
結合鉄を多く取り込むことが推測されているが、Tf 結合鉄は基本的には TfR1 発現が極めて高
い赤芽球に非常に効率よく取り込まれるし、血液中での Tf 結合鉄の濃度は通常でも非常に高く、
TfR1 の Tf 結合鉄に対する親和性も極めて高いため、ほとんどの細胞ですぐに細胞膜表面の
TfR1 は飽和されることから、単に Tf 飽和度を上げるだけでは腫瘍細胞でも簡単には鉄過剰に
はならない可能性が高い。また、腫瘍細胞内では鉄格納蛋白フェリチンの発現亢進も起きてい
る可能性があり、反応性が高い細胞質内不安定鉄プール（Labile iron pool: LIP）も簡単に増加し
ない可能性が高い。さらに、鉄の取り込みは TfR1 発現を低減させるため、持続的な効果に関
しても問題がある。このような、鉄の形態・量による違い、細胞内での分子生物学的挙動、さ
らに鉄濃度・形態の操作による抗腫瘍効果への影響などの検討はこれまで行われていない。 

この点に着目し、細胞内外の鉄濃度や鉄の形態（Fe2+や Fe3+、Tf との結合の有無）がどのよ
うにフェロトーシスに影響を与えるか、さらに細胞内外の鉄を巧みに操ることで効率的にフェ
ロトーシスを誘導し抗腫瘍効果を出すことができないか、特に鉄過剰状態の際に血液中に出現
し全身の細胞内に容易に取り込まれ細胞障害をもたらすとされる非 Tf 結合鉄
（non-transferrin-bound iron: NTBI）を逆に利用することで、腫瘍細胞内に一時的に強い鉄過剰
状態を作り出し、効率的なフェロトーシス惹起による抗腫瘍効果をもたらすことができないか、
というのが本研究の核心をなす学術的な問いである。 

 

２． 研究の目的 

本研究の目的は、フェロトーシスに対する鉄の影響を分子生物学的に詳細に解明し、効率的
にフェロトーシスを惹起させる方法を明らかにすることとして検討を進めた。フェロトーシス
による抗腫瘍効果に関しては、erastin、スルファサラジンといった各種のフェロトーシス誘導
物質の抗腫瘍効果が報告されているが、本研究では、腫瘍細胞内外の鉄の濃度・状態に焦点を
置くこと、特に鉄過剰状態の際に血液中に出現する NTBI を巧みに使用することで、効率的な
フェロトーシスを惹起させる方法を探求することが他の研究と全く異なる学術的独創性と考え、
検討を行った。また、我々はこれまでの研究で NTBI を簡便に測定できる生化学自動分析装置
対応試薬の開発に成功しており、このシステムによる細胞培養液の測定を行うという他施設で
はできない検討も加え、さらに NTBI による酸化活性として測定される LPI という新しい指標
も含め検討し、最終的に臨床的安全性をも視野に入れ、且つ独自性を持った研究となるよう計
画した。もし NTBI や LPI などの操作により効率的にフェロトーシス誘導による抗腫瘍効果を
出せれば、従来の抗腫瘍薬とは全く違った作用機序での腫瘍制御となり、一方で NTBI・LPI

モニタリングによる鉄毒性を回避しながらの安全な治療を創造できる可能性があり、臨床に大
きく貢献できると考え、本研究を行った。 



３． 研究の方法 

（１） 各種癌細胞由来細胞株における erastin による細胞増殖抑制効果の検討 

肝癌由来細胞株として HepG2、Hep3B、Huh7 を使用した。また、血液悪性腫瘍のモデルと
して HL60（急性前骨髄性白血病）、U937（単芽球性白血病）、THP-1（単球性白血病）、Meg-01

（巨核芽球性白血病）を、さらに膵癌細胞由来株 MIAPaCa-2、PANC-1 を使用した。各細胞
は 96～24 穴 plate に培養し、フェロトーシス誘導物質 erastin は 0.5-50 μM で細胞培養液に添
加した。培養は 24 時間行い、その後、①顕微鏡による観察、②可溶化して総蛋白量を Bradford

法にて検討したが、主には③AlamarBlue®による評価を行った。 

（２） Erastin による細胞増殖抑制効果がフェロトーシスであることの検討 

肝癌細胞株において、erastin による細胞増殖抑制効果がフェロトーシスによるものであるか
否かを検討した。フェロトーシス抑制物質として ferrostatin 0.5 μM、鉄キレート剤として
desferrioxamine (DFO) 100 μM を使用し、AlamarBlue®染色での検討を行った。AlamarBlue®は
細胞生存率アッセイの酸化還元指示薬レサズリンであり、代謝的に活性な細胞の蛍光リポータ
ー分子レゾルフィンに変換され、高感度に細胞生存率や細胞毒性指標となる。各種培養細胞株
の培養液に 10%となるよう添加し、37℃で 4 時間培養し、蛍光プレートリーダーを用いて、励
起波長 570 nm/蛍光波長 585 nm にて測定を行った。また、real-time PCR 法（Hs_00989766）及
び western blotting 法を用いて、フェロトーシスの際に機能が阻害される glutathione peroxidase 4 

(GPX4)の発現量も検討した。 

（３） Erastin によるフェロトーシスに対する鉄負荷の影響の検討 

各種培養細胞株に対して、細胞増殖抑制効果が出ていない、もしくは弱く出現する erastin 濃
度において、培養液中への鉄負荷によって erastin によるフェロトーシスを増強できるかどう
かを検討した。鉄は Tf 結合鉄として、もしくは ferric ammonium citrate (FAC)として細胞培
養液中に加えて検討を行った。 

（４） 鉄負荷による細胞内鉄蓄積の検討 

各種肝癌細胞株に対して、鉄を Tf 結合鉄 5-200 μM として、もしくは ferric ammonium 

citrate (FAC) 5-200 μM として細胞培養液中に加えた。細胞内鉄蓄積は、Fe2+を特異的に検出
することが可能な FerroOrange®試薬を用いて解析した。各種細胞株を各条件で培養後、PBS

にて 2 回洗浄して細胞外の鉄を除き、FerroOrange® 1 μM にて 37℃で 30 分間培養し、その
後再び PBS にて 2 回洗浄し、蛍光顕微鏡で観察した。 

（５） 細胞培養液中の鉄代謝関連マーカーの測定 

本研究では、細胞培養液中に各種試薬や鉄負荷を行っており、これらの添加時の鉄代謝関連マ
ーカーを測定することで、培養液中の鉄の状態の把握を行った。血清鉄、unsaturated iron 

binding capacity (UIBC)は比色定量法（クイックオート ネオ Fe®および UIBC®：シノテス
ト）にて行い、Tf 飽和度は血清鉄/血清鉄＋UIBC にて算出した。NTBI は、以前我々が構築し
た生化学自動分析対応測定試薬を用いて測定した（Ito S, Ikuta K, et al. Clin Chim Acta. 2014; 

437: 129-135）。 

（６） Labile Plasma Iron (LPI)測定系開発と細胞培養液測定への応用 

研究分担者の齋藤が中心となり、NTBI による
酸化活性能である LPI を測定するため、生化学
自動分析装置対応測定試薬を新たに開発するこ
とに成功した。血清中に酸化力を有する鉄があ
ると、同じく血清中に存在する ceruloplasmin

の酸化力を介する形で Trinder 反応と呼ばれる
比色定量系が回り、吸光度変化を測定すること
で LPI が測定されるという原理を用いている
【図 1】（Saito T, Ikuta K, et al. Ann Clin Biochem. 2019; 56: 654-661）。この測定系を用いて、
細胞培養液 100 μL を用いて LPI を併せて測定した。 

 

４． 研究成果 

（１） 肝癌細胞株における erastin による細胞増殖抑制 

まず erastin 05-50 μMと幅広い濃度で加え顕微
鏡観察したところ、erastin 10 μM以上でHepG2

細胞の増殖が抑制されていた【図 2A】。しかし、
Hep3BおよびHuh7細胞ではHepG2ほど明ら
かな抑制を観察するのは困難であった【図 2B】。
Erastin 刺激後で細胞可溶液の総蛋白量測定も
行ったが、これも明確な増殖抑制効果を観察で



きなかった。 

顕微鏡観察や総蛋白量測定、浮遊液作成による細胞数測定では検討が難しいことが判明したた
め、AlamarBlue®染色による検討を行ったところ、細胞増殖抑制が簡便かつ鋭敏に把握できる
ことが判明した【図 3】。 

 

 

（２） Erastin によるフェロトーシス誘導 

Erastin による肝癌細胞増殖抑制効果がフェロトー
シスによることを確認するため、フェロトーシス抑
制物質 ferrostatin および鉄キレート剤 DFO 添加を
行ったところ、erastin による効果が cancellation

された【図 4】。 

 

フェロトーシスへ強く関与する glutathione 

peroxidase 4 (GPX4)の発現は、mRNA やタンパク
レベルでは低下しておらず、erastin は GPX4 の機
能を抑制することでフェロトーシスを起こすことが考え
られた【図 5】。 

 

（３） 肝癌細胞以外の各種悪性腫瘍由来培養細胞株に
おける erastin の作用 

肝癌以外の各種悪性腫瘍由来培養細胞株で erastin の効
果を検討したところ、幅広い細胞株で増殖抑制が観察さ
れた【図 6A、6B】。 

 

 

 

 

 

（４） 細胞培養液中への鉄負荷による erastin の細胞増殖抑制効果増強作用 

FerroOrange®による検討では、FAC を 10 μM 添加時より著明な細胞内鉄蓄積を認めた。一方、
holo-Tf では同様の鉄蓄積には 100 μM という高濃度が必要であった【図 7】。 

HepG2細胞においてFAC 10 μMで十
分な細胞内鉄蓄積を認めたため、この
鉄負荷での erastin 効果の変化を検討
した。HepG2 細胞では効果増強が認め
られたものの、鉄負荷の効果は大きく
はなかった。しかし、Hep3B 細胞で
の検討では鉄負荷の効果は大きく【図
8A】、さらに、より低濃度の erastin

濃度や FAC 濃度においても細胞増殖抑制効果が増強することも観察された【図 8B】。FAC は
1 μM でも認められ、holo-Tf 50 μM と同程度であり、効率的に効果を出していた。細胞種



によって、erastin や FAC 濃度に差はあるが、軽度の鉄負荷で低濃度の erastin でも細胞増殖
抑制効果が増強した。 

 

事前に細胞を鉄欠乏
状態にしてから鉄や
erastin を加えたり、
鉄を取り込ませる時
間を十分与えてから
の erastin 効果の検
討では、erastin の細
胞増殖抑制効果に対
する明確な上乗せ反
応は確認できなかった。本研究結果では、
erastin と鉄を同時に細胞に添加すること
で十分に erastin 細胞増殖抑制効果を増強
できることが示唆された。 

しかし、いずれの実験においても、実験間
で細胞の反応に非常にバラつきが大きく
認められ、安定した結果を得るためには試
薬濃度や細胞の増殖状態などに常に細心
の注意が必要で、今後も条件調整を試み続
ける必要があると思われた。 

 

（５） 細胞培養液中の各種鉄代謝関連マーカーの測定 

各種試薬を加え調整した培養液中の鉄
代謝関連マーカーを測定した結果、培養
液中では、おそらく FBS 中の bovine Tf

が鉄でかなり飽和されている事が考え
られた【表 1】。また、鉄を加えると当然
Tf 飽和度上昇などは認めるが、holo-Tf

添加よりも FAC 添加で効率的に NTBI

や LPI が増加していることが判明した。
これは、FerroOrange®での観察結果と
合致するものと考えられた。また、我々
の構築した新規測定系は培養液中の
NTBIやLPIも再現性を持って測定でき
ることが示され、基礎研究にも利用可能
と示唆された。 

 

【まとめ】 本研究では、最重要検討項目であった erastin による細胞増殖抑制効果が鉄負荷
によって増強されうることが示された。また、こうした基礎検討には AlamarBlue®染色が簡便
で多くの検討が可能であることが示された。Erastin 以外のフェロトーシス誘導物質でも同様
に鉄負荷によって細胞増殖抑制効果の増強が起こる可能性もあり、今後の検討課題の一つと考
える。また、肝癌細胞株での検討を主体に行ったが、各種血液悪性腫瘍や膵癌など特に難治性
の腫瘍に対する新規治療アプローチとなる可能性も示された。 

鉄負荷に関しては、同時の鉄負荷で細胞増殖抑制作用が増強していたが、我々が構築した
NTBI および LPI 測定系を用いて細胞培養液中の過剰鉄及びそれによる酸化活性の評価も併せ
て行ったところ、holo-Tf での鉄添加よりも FAC での鉄添加が効率的に NTBI や LPI を増加さ
せ、これらがフェロトーシス増強効果に繋がっている可能性が考えられた。事前に細胞を鉄欠
乏状態にしておくことで鉄負荷による erastin の効果増強が強く得られる可能性などは残り、
今後も重要な検討課題として残ると考えている。ただ、本検討での問題点として、実験間で
erastin への反応が安定せず、条件設定が非常に困難であったことが挙げられる。また、鉄の
取り込み・細胞内への蓄積も細胞による違いが大きく、個々人の癌腫によって至適鉄量は異な
る可能性を念頭に入れる必要が示唆された。 

全体として、フェロトーシス誘導物質に少量の鉄負荷を行うことで、肝癌や膵癌をはじめとす
る難治性悪性腫瘍に対する新たな効率的治療アプローチに繋がる可能性を示せたと考えられ、
今後の基礎・臨床研究に寄与できる意義深い結果を得られたと考えている。 
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