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研究成果の概要（和文）：マウスのマクロファージ細胞株をLPS刺激を加える際にHinokitiolを用いることで、
細胞内鉄と炎症惹起能が低下する傾向が確認された。
また、細胞内鉄が低下した際にマクロファージの炎症惹起能が低下する分子メカニズムを解明するために
RNA-seqを行ったところ、鉄キレート群では糖代謝や酸化的リン酸化など細胞内代謝に関わる遺伝子群の変化が
確認された。その中で鉄キレート群で発現が亢進しているAMPK pathwayに着目し、AMPK阻害薬を用いると鉄キレ
ート群の炎症惹起能が一部回復することが確認された。

研究成果の概要（英文）：A trend toward decreased intracellular iron and inflammation-inducing 
capacity was observed when mouse macrophage cell lines were treated with Hinokitiol during LPS 
stimulation.
RNA-seq was also performed to elucidate the molecular mechanism by which the inflammatory potential 
of macrophages is reduced when intracellular iron is lowered, and changes in genes involved in 
intracellular metabolism such as glucose metabolism and oxidative phosphorylation were identified in
 the iron-chelated group. We focused on the AMPK pathway, which is upregulated in the iron-chelate 
group, and found that the inflammatory potential of the iron-chelate group was partially restored by
 the use of an AMPK inhibitor.

研究分野： 炎症性腸疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回Hinokitiolを用いた研究はin vitroでの検討までしか出来なかったが、マウスのマクロファージ細胞株で
Hinokitiolが抗炎症作用を発揮する可能性を確認できた。またマクロファージの細胞内鉄の多寡が糖代謝に影響
を及ぼして炎症惹起能を調節しているメカニズムが示唆され、IBD治療の新たな切り口として開発できる可能性
が示唆された。
今後、IBDモデルマウスを用いたin vivoの実験系においても、ヒノキチオールの抗炎症作用と安全性が検証出来
れば、将来的に実臨床への応用の可能性も期待される。

※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 
炎症性腸疾患(Inflammatory Bowel Disease：IBD) などの慢性炎症性疾患では、炎症に

よる Hepcidin-Ferroportin system の亢進によってマクロファージ細胞内鉄の過剰蓄積が

引き起こされる。さらにマクロファージの細胞内鉄は炎症性サイトカイン産生の調節因子

の 1 つとして機能し、その増加によって炎症惹起能が亢進して、さらに炎症を悪化させる。 

申請者はこのメカニズムに着目し、IBD モデルマウス（IL-10 KO マウス）の食餌鉄を制

限することで、Hepcidin 産生の抑制を介して Ferroportin による腸管マクロファージの細

胞内鉄の細胞外排出を促進することで腸炎が軽減することを明らかにした。 

しかし、実臨床にこの成果を適応するために IBD 患者の食餌鉄を長期にわたって制限す

ることは、鉄欠乏性貧血などの副作用の観点から現実的ではないと考えられた。 

そこで、鉄動態異常の是正効果が近年明らかとなった Hinokitiol に着目して、IL-10 KO

マウスにおけるマクロファージ鉄動態と炎症惹起能に与える影響を解析することで、食餌

鉄制限に代わる治療法として Hinokitiol の臨床応用への可能性を検討するために本研究を

立案した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では鉄動態異常是正作用を持つ Hinokitiol が慢性炎症環境下での腸管マクロファ

ージの炎症惹起能に与える影響を鉄動態の観点から検証する。またマクロファージ細胞内

鉄の多寡が炎症惹起能の変化に寄与する分子メカニズムについて検証する。 

さらに IBD 患者への治療応用を目指して Hinokitiol の機能性・安全性を検証し、免疫抑

制治療に依らない安全な IBD 治療法の開発を目指すことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
①Hinokitiol がマクロファージの炎症惹起反応に及ぼす影響 

マウスのマクロファージ細胞株に LPS 刺激を加えて培養液中に放出された炎症性サイト

カイン量を比較するプロトコールにおいて、ヒノキチオールを加えて炎症惹起能が変化す

るか検討する。 

 

②細胞内鉄の減少がマクロファージの遺伝子発現に及ぼす影響 

申請者は先行研究において、IL-10 KO マウスの食餌鉄を制限することで、Hepcidin-

Ferroportin system を介して腸管マクロファージの細胞内鉄の過剰貯留を抑制し腸炎が軽

減することを明らかにしたが、より詳細な分子メカニズムの追及のために IL-10 KO マウス

の BMDM を control 群と鉄キレート群に分けて LPS 刺激を行い、RNA-seq で網羅的な遺

伝子学的解析を行った。 
 
 ③マクロファージ細胞内鉄と AMPK pathway に着目した解析 
②の RNA-seq において差がみられた pathway の中で、鉄キレート群で発現が亢進して

いた AMPK pathway に着目し、IL-10 KO マウスの BMDM を用いた炎症惹起能の rescue

実験と、食餌鉄制限を行った IL-10 KO マウスにおける腸管マクロファージでの AMPK 発

現について検証した。 
 



４．研究成果 

①Hinokitiol がマクロファージの炎症惹起反応に及ぼす影響 

通常培地での条件下では細胞内鉄は一定の範囲内に維持されているため、細胞内に過剰

な鉄貯留が生じず、Hinokitiol を用いても細胞外への鉄の移動がそれほど引き起こされない

ため、対象群と比較して有意な差を認めなかった。 

これに対して、慢性炎症下の条件を再現するために、Hepcidin を培地に加えて pre-

treatment して細胞内鉄を増やす工程を挟んでから Hinokitiol を投与して LPS 刺激を行っ

た。Hepcidin を培地に加えて細胞内鉄を増やした後に、LPS 刺激のみを行った対照群と比

較して、LPS と共に Hinokitiol を加えた群では細胞内鉄の減少に伴って、炎症性サイトカ

インの産生が低下する傾向が確認されたが、実験系の再現性を検証するための検討を行っ

ている。 

 

②細胞内鉄の減少がマクロファージの遺伝子発現に及ぼす影響 

Control 群と鉄キレート群と 1260 の遺伝子発現に有意差を認め、鉄キレート群において

814 遺伝子が発現亢進し、446 遺伝子が発現低下していた。GSEA 解析により糖代謝に関わ

る遺伝子の発現が有意に変化していることが確認された。また、KEGG pathway 解析では、

糖代謝に関わる遺伝子の亢進だけでなく、酸化的リン酸化に関わる遺伝子の抑制も確認さ

れた。 

これらのことからマクロファージ細胞内鉄の多寡により細胞内代謝に関わる遺伝子が変

化し得ることが明らかになった。 

 
 

③マクロファージ細胞内鉄と AMPK pathway に着目した解析 

②で得られた遺伝子発現結果

を基に、マクロファージの炎症

惹 起 能 の 低 下 に 寄 与 す る

signaling pathway を解明する

ために、細胞内代謝と炎症に関

りの深い AMPK、HIF-1、PI3K

に着目して、IL-10KO マウスの

BMDM で rescue 実験を行った

ところ、鉄キレート群の LPS 刺



激時に AMPK 阻害薬を追加すると炎症惹起能が部分的に回復することが確認され、細胞内

の pAMPK が control 群と同程度に低下していることを確認した。 

 

また、IL-10KO マウスの腸管マクロファージにお

ける AMPK 発現を比較したところ、鉄制限群の腸管

マクロファージでは pAMPK の発現が control 群に比

べて亢進していることを確認した。 

AMPK は細胞内でエネルギーの減少を感知して、

ATP 産生の促進と、消費の抑制を促し、ATP のレベ

ルを回復させる作用をしており、AMPK が活性化す

ることで、糖や脂肪や蛋白質の合成は抑制され、ATP

が産生されるようになる。鉄は細胞内で種々の代謝酵

素にも利用されているため、細胞内鉄が少なくなると

代謝が阻害されてエネルギー産生が低下し、AMPKが

活性化している機序が考えらた。 
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