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研究成果の概要（和文）：肥満・糖尿病におけるマクロファージ鉄の役割をLysMFth欠損(KO)マウスで検討し
た。KOマウスではマクロファージ鉄量が野生型（WT）マウスの約半分であった。高脂肪飼料（HFD）を与えて肥
満糖尿病を誘導し、通常飼料群と比較した。HFDを与えたWTマウスは、肥満（体重増加・脂肪肥大）ならび耐糖
能異常を呈したがKOマウスでその程度は軽度であった。肥大脂肪組織における炎症関連遺伝子発現と炎症細胞浸
潤の増加も抑制されていた。またKOマウスでは体温、エネルギー消費量、熱産生遺伝子発現が上昇していた。マ
クロファージ鉄は脂肪組織炎症とエネルギー代謝制御を介して肥満糖尿病の進展に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of macrophage H-ferritin in obesity and diabetes 
using conditional macrophage-specific H-ferritin knockout (LysM-Cre Fth KO) mice. Iron concentration
 reduced, and mRNA expression of ferroportin increased, in macrophages from KO mice. HFD-induced 
obesity was lower in KO mice with the reduced mRNA expression of inflammatory cytokines, infiltrated
 macrophages and oxidative stress in the adipose tissue than WT mice. WT mice fed HFD had elevated 
iron concentration in fat and spleen, which was not observed in KO mice fed an HFD. Impaired both 
glucose tolerance and insulin sensitivity by HFD was alleviated in KO mice. Additionally, energy 
expenditure, mRNA expression of thermogenic genes, and body temperature were higher in KO mice with 
HFD than WT mice with HFD. The findings from this study highlight macrophage iron levels involves in
 the development of obesity and diabetes through regulating inflammatory response and energy 
metabolism in adipose tissue.

研究分野：循環代謝薬理学

キーワード： 鉄　マクロファージ

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
健康長寿のための栄養素の重要性、特に微量元素についての研究が進展するにつれて新しい知見が次々と明らか
にされている。鉄摂取量や生体内鉄量が多いと様々な疾患のリスクが高まることが報告されており、鉄摂取が病
態をむしろ悪化させることが危惧される。その一方で、生体内鉄量を減らすことで病態の改善が得られるも、従
来の除鉄は非特異的あり限界があった。本研究によって、マクロファージ鉄が慢性炎症制御の標的であること、
FTHが新規の鉄制御標的遺伝子であることが明らかとなり、マクロファージ特異的に鉄除去可能な新たな治療法
の創出へと応用・展開につながると考えられる。

※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 
鉄は生体内に最も多く存在する微量金属元素で生命機能維持に必須である一方、 Fenton 反応
の触媒を介して酸化ストレス産生にも関与する。ここ２０年の間に、鉄は様々な疾患病態に関与
しており、鉄除去により病態が改善することが明らかにされた。鉄は新たな病態増悪因子かつ治
療標的であると考えられる。 
 肥満、糖尿病においても、生体内鉄量が増加すること(Diabetes Care 2005)や、鉄摂取量や生
体内鉄量が多いほど罹患率、発症率が上昇すること(JAMA 2004)が報告されている。我々は、鉄
キレート剤や鉄摂取制限による除鉄は、肥満・糖尿病ならびに糖尿病性腎症の進展を抑制するこ
とを明らかにした(Tajima and Ikeda, Am J Physiol Endocrinol Metab. 2012、Ikeda et al. Am 
J Physiol Renal Physiol 2013)。このように生体内鉄量を減少させることで肥満糖尿病とその関
連疾患の病態を改善できることが示唆される。しかしながら、これらは非特異的除鉄であるため、
貧血をはじめとする副作用によって、その実臨床への適用には限界があった。そこで除鉄が最も
効果を発揮する主たる臓器・組織を同定することによって副作用の少ない治療法開発につなが
る可能性がある。 
肥満・糖尿病の基盤病態には、低レベルではあるが緩徐に持続・遷延する慢性炎症があり、そ
の分子機序の解明は新たな治療標的の同定につながる。肥満脂肪組織における浸潤マクロファ
ージの増加は、脂肪細胞との相互作用を介して炎症持続の悪循環形成に関わる。一方、マクロフ
ァージは老化赤血球貪食による鉄リサイクル機構によって鉄恒常性維持に重要な役割を果たし
ているが、炎症性 M１へと極性が転換した活性化マクロファージでは、鉄保持タンパク質 H-フ
ェリチン（FTH）発現の増加と鉄排出輸送体フェロポルチン(FPN)発現の低下によって鉄放出が
抑制されるため鉄リサイクルが障害される（Haematologica. 2010）。また、マクロファージ鉄量
増加は炎症性サイトカイン産生増加を促進する（Am J Physiol Gastrointest. Liver Physiol. 
1999）。よって、マクロファージ FTH 発現の増加は細胞内鉄貯留の増加につながり、炎症性 M1
への極性転換を促進し慢性炎症悪循環を促進することが示唆される。 
 鉄貯蔵タンパクフェリチンには、FTH と L-フェリチン(FTL)の 2種類のサブユニットがある
が、FTH は鉄を二価から三価に酸化する ferroxidase 活性を有し Fenton 反応を触媒する二価
鉄を減少させるため、FTH は防御的作用を発揮する一方で、マクロファージ特異的 FTH 欠損
により腎線維化抑制効果もいわれている。申請者は肥満マウスの脂肪組織において、FTH 発現
が浸潤増加したマクロファージ局在と一致していること、除鉄によって FTH 発現／マクロファ
ージ浸潤が抑制されること（Tajima and Ikeda, Am J Physiol Endocrinol Metab.2012）を見出
した。マクロファージでは、FTH 発現増加は細胞内鉄貯留につながり炎症を促進することから、
FTH とマクロファージ極性／鉄制御の関連性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、肥満・糖尿病の脂肪組織慢性炎症におけるマクロファージ FTH の機能につ
いて、マクロファージ極性変化と細胞内鉄代謝の関連性の明らかにすることにより、マクロファ
ージ鉄制御による新規の炎症治療法の開発・応用へと展開するための基礎的知見を集積・確立す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
Lysosome M(LysM)-Cre マウスと FTH-floxed マウスを交配させてマクロファージで FTH を欠
失するコンディショナルノックアウト(KO)マウスを作成した。LysM Cre-FTHKO マウスと野
生型(WT)マウスを用いて、高脂肪飼料(HFD)負荷肥満・糖尿病群と正常飼料(ND)群を作成し、
１２週間後に比較検討した。 
（１）肥満の慢性炎症におけるマクロファージ FTH の機能解析 
①臓器鉄量変化と鉄代謝関連遺伝子の検討：精巣上体脂肪、肝臓、腹腔内マクロファージ、脾臓
の鉄量をフェロジン法で測定した。また腹腔内マクロファージにいて細胞内鉄代謝に関わる
transferrin receptor, ferroportin, heme oxygenase(HO)-1 の発現を調べた。 
②マクロファージ極性の検討：腹腔内マクロファージにおける FTH欠損がマクロファージ極性
に与える影響について、M1 マーカーである CD11b, TNF-α、M2 マーカーである CD163, 
arginase-1 などで検討した。 
③脂肪重量と脂肪細胞径の検討：体重、脂肪組織重量、脂肪組織の HE染色で脂肪細胞径を検討
した。 
④炎症性サイトカインとマクロファージ浸潤の解析：肥満脂肪組織の炎症性サイトカイン・アデ
ィポカインの遺伝子発現、JNK, ERK の炎症性シグナルをリアルタイム PCR とウエスタンブロ
ットで調べた。また、脂肪組織へのマクロファージ浸潤は F4/80免疫組織化学で評価した。 
⑤酸化ストレス評価：脂肪組織の 4-hydroxynonenal(HNE)免疫組織化学、NADPH oxidaseコ
ンポーネントの p22phox 発現をリアルタイム PCR とウエスタンブロットで調べた。 
⑥耐糖能、インスリン感受性、インスリンシグナル評価：腹腔内ブドウ糖負荷、腹腔内インスリ
ン負荷で耐糖能とインスリン感受性をそれぞれ検討した。また、脂肪組織、肝臓、骨格筋におけ



るインスリンにより活性化する糖取込みシグナル IRS-Akt シグナル経路についてウエスタンブ
ロットで調べた。 
⑦エネルギー代謝・消費量・熱量産生の測定：動物用メタボリックケージを用いて、代謝率、エ
ネルギー消費量（EE）、呼吸交換比（RER）などの間接熱量測定を行った。加えて、直腸温測定
を行った。 
（２）培養マクロファージを用いた検討：マウス由来マクロファージ RAW264.7 細胞に FTH 
siRNA をトランスフェクションして、lipopolysaccharide (LPS)刺激による各種の遺伝子発現変
化について評価した。 
（３）肥満糖尿病関連臓器障害におけるマクロファージ FTH の役割の解析 
糖尿病性腎臓病におけるマクロファージ FTH の役割について、ストレプトゾトシン（STZ）腹
腔内投与により１型糖尿病モデルを作成して、また動脈硬化性病変におけるマクロファージ
FTH の役割について、ApoEKO マウスと交配しダブルノックアウトマウスを作成し、それぞれ
検討した。 
 
４．研究成果（文献①より引用） 
（１） マクロファージ FTH 欠損における表現型の解析 
LysM Cre-FTHKO マウス（以下 KO マ
ウス）の FTH欠損を確認するため、マ
クロファージ、心臓、肝臓、脾臓、腎臓、
精巣上体脂肪組織、骨格筋における
FTH遺伝子発現を検討し、KO マウスで
は、マクロファージと肝臓において
FTH の発現低下を認めた。FTH と FTL
のタンパク発現は、マクロファージと脾
臓において KO マウスで発現低下を認
めたが、肝臓では差を認めなかった。ま
た、KO マウスのマクロファージの鉄量
は、野生型と比べて約２/３に減少して
おり、フェロポルチン、HMOX1 発現は
増加、トランスフェリン発現は低下して
おり、KO マウスのマクロファージは
M2 様表現型を呈していた（図１）。	
 
（２）HFD 負荷肥満糖尿病におけるマク
ロファージ FTHの役割の解析 
HFD 負荷により、WTマウスは経過ととも
に体重と脂肪組織重量の増加がみられ
たが、KOマウスではその程度は軽度であ
った。また、飼料ベースのカロリー摂取
では ND、HFDともに WTと KOで差は認め
なかった。脂肪組織 HE 染色による脂肪
細胞経測定とそれによる分布において
も、HFD 負荷 WT マウスでみられた脂肪
細胞肥大は KO マウスで抑制されていて
おり、脂肪重量測定の結果と一致してい
た（図２・３）。 
末梢血検査では、KOでは貧血を呈してお
らず、WTと差がみられなかった。またWT、
KO ともに HFD 負荷にて赤血球数、ヘモ
グロビン、ヘマトクリット値の増加がみ
られた。HFD 負荷による空腹時血糖上昇
とインスリン値低下が WT マウスでみら
れたが、KOマウスでは WTと比べて空腹
時血糖上昇とインスリン値低下の程度
は軽度であった。（表１）。 
 
 
 
 
 



 
 
 
 

 
病理組織像において、浸潤マクロファ
ージは、HFD 負荷 WT マウスで増加して
いたが、KO マウスでは抑制されていた
（図４）。また、脂肪組織における炎症
性サイトカインも HFD 負荷 WTマウスで
増加していたが、KO マウスでは軽減し
ており、炎症シグナル JNKのリン酸化の
増加も KOマウスで抑制された。 
酸化ストレスについて、脂肪組織の４
-HNE 染色の評価では、HFD 負荷によって
WT マウスでは蛍光輝度の増強を認め
が、KOマウスは抑制された（図５）。  
組織鉄量について、HFD 負荷によって
WT マウスでは脂肪組織、脾臓の鉄量は
増加し、KOマウスでは抑制された一方、
マクロファージ鉄量は KOマウスで減少
していたものの、HFD 負荷 WT マウスで
増加はみられなかった（図６）。 
耐糖能、インスリン抵抗性についてブ
ドウ糖負荷試験、インスリン負荷試験で
それぞれ評価を行った。WT では HFD 負
荷により両者とも増悪したが、KO マウ
スではそれらは軽減されており、加え
て、脂肪組織において、HFD 負荷による
インスリンよる糖取り込みシグナル
（Akt-IRβ）の活性化の抑制も KOマウ
スでは軽度であった（図７）。 
HFD 負荷による体重増加が KO マウ
スで軽度であったため、メタボリック装
置を用いて間接熱量測定を行った。HFD負荷群において、エネルギー代謝・消費量・熱量産生
は WT と比較して KO マウスで増加を認め、直腸温も KO マウスで高値であった。また脂肪組
織における熱量産生に関与する遺伝子発現も KO マウスで高値であり、脂肪組織のベージュ化
が示唆された（図８）。 
（３）培養マクロファージを用いた検討 
RAW264.7 マクロファージ細胞を用いて、FTH siRNA をトランスフェクションすると、KO マ
ウス腹腔内マクロファージ同様の遺伝子発現を示しており、LPS刺激による TNFα発現の増加
は FTHノックダウンによって抑制された。 
 
以上の結果から、肥満・糖尿病の進展において、マクロファージ鉄量が重要な役割を担ってお
り、マクロファージ特異的に鉄量を減少させることで、従来の非特異的除鉄でみられる貧血など
の副作用を引き起こさずに病態を改善できる可能性が示唆された。 
 
（４）肥満糖尿病関連臓器障害におけるマクロファージ FTH の役割の解析 
①ApoE KO マウスと交配させて、FTH KO とのダブル欠損マウスを作成し、HFD負荷を３ヶ
月行い評価した。摘出大動脈弁基部におけるプラーク形成ならびに大動脈における炎症性サイ



トカインmRNA 発現ともに WT、KO ともに
差がみられなかった。 
②ストレプトゾトシン（STZ）負荷糖尿病モ
デルによる糖尿病性腎臓病の評価では、STZ
で一旦生じた糖尿病が６ヶ月後に回復して
いており解析が不可能であった。マウス系統
が影響した可能性があるため、糖尿病性腎臓
病を発症する別マウス系統にしてから再
度解析を行う予定である。 
③HFD 負荷 WT マウスでは脂肪肝を呈し
ており、肝臓中性脂肪含有量も増加してい
たが、対称的に FTHKO マウスではその程
度は軽度であった。HFD 負荷によって、肝
臓での炎症性サイトカインの遺伝子発現増
加は、KO マウスでは抑制されており、ま
たF4/80免疫組織化学染色での肝臓へのマ
クロファージ浸潤も WT と比べて FTHKO
マウスで抑制されていた。マクロファージ
鉄が、メタボリック症候群の肝臓表現型で
ある非アルコール性肝疾患の病態と関連す
る可能性があり、疾患モデルを作成して更
なる解析を行う予定である。 
 
＜引用文献＞ 
① Ikeda, et al. Diabetologia. 63:1588–
1602.2020. 
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