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研究成果の概要（和文）：過剰な鉄は酸化ストレスを惹起するため、このような状態の肝組織からは鉄を排出させるこ
とが望ましい。驚くべきことに、鉄の排出にはFPN1と呼ばれるトランスポーターただ１つしか同定されていない。本研
究は、新規な鉄トランスポーターを酸化ストレス防御に中心的な役割を果たす転写因子Nrf2の下流の遺伝子に着目して
探索することを目的とした。マイクロアレイによる網羅的な解析から、SLC40A1、HFE、FECH、CYBRD1、ISCU、SLC25A37
、TFRCが候補として抽出されたが、いずれの遺伝子についても鉄排出には関与しておらず、新規鉄排出トランスポータ
ーの発見には残念ながら至らなかった。

研究成果の概要（英文）：As excess iron accumulation in body cause oxidative stress, it is needed that effe
ctive iron excretion system. Surprisingly, there is only one molecule named FPN1 has been identified in th
is system. In this study, we aimed to identify novel iron exporting protein by focusing on the genes that 
expressions are regulated by Nrf2 having central role for anti-oxidative stress gene induction. By using m
icroarray analysis, some candidates such as SLC40A1, HFE, FECH, CYBRD1, ISCU, SLC25A37 and TFRC were liste
d up, however, all of those did not have iron exporting activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 肝臓は消化管で吸収された鉄が最初に通
過する臓器であり、鉄の貯蔵、血液中で鉄を
運搬するトランスフェリンの産生、さらに生
体の鉄代謝全体を調節するホルモンである
ヘプシジンの産生等、鉄代謝において非常に
重要な役割を担う臓器である。鉄は必須元素
である反面、過剰になると酸化ストレスによ
る細胞障害をもたらすため、その存在量は厳
密に制御されているが、細胞内におけるこう
した鉄代謝調節機構の破綻により鉄過剰症
が引き起こされる。瀉血、鉄制限食、鉄キレ
ート剤処置により鉄蓄積を防ぐことで臨床
症状が軽減できるが、根本的治療法は開発さ
れていない。 
 代表者らは、非アルコール性脂肪性肝炎
（NASH）発症機序における酸化ストレスの
関与に関する研究から、一連の抗酸化タンパ
ク質群の発現を制御する転写因子 Nrf2 が
NASH 発症防御に重要であることを明らか
にしてきた。この中で、興味深いことに Nrf2
欠損マウスより調製した肝培養細胞は、取り
込んだトランスフェリン鉄の排出が野生型
細胞と比較して著明に低下していることを
見出した。重要なことに、この現象には、鉄
取り込み量の変化や、現在唯一知られている
鉄排出トランスポーターである FPN1 は関
与していなかった。従って、肝細胞において
鉄は FPN1 以外の経路によって排出される
経路も存在し、その経路に Nrf2 により制御
される因子が関与することが強く示唆され
た。そこで、Nrf2が制御する遺伝子群の中に
未知の鉄排出トランスポーターが存在する
と考え、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 Nrf2 はこれまでに、抗酸化酵素群、異物代
謝酵素群などの遺伝子をストレス下で統一
的に制御する転写因子であることが明らか
になってきており、生体防御における鍵因子
として注目を集めている。本研究は野生型、
Nrf2 欠損マウス由来の肝培養細胞を用いた
マイクロアレイのデータを比較することで、
Nrf2 により制御される遺伝子を網羅的に抽
出する。その中に含まれる全トランスポータ
ーについて、鉄排出活性を持つものを探索し、
FPN1 以外に未知の鉄排出に関わるトランス
ポーターがあるか否かを明らかにする。これ
が見つかった場合は、さらにその遺伝子発現
の Nrf2 依存性や組織分布などの詳細な基礎

データを得る。 
 
３．研究の方法 
(1)候補遺伝子の抽出 
 まず、約４万遺伝子のプローブを搭載した
マイクロアレイ（Affymetrix MOE430）解析
による発現データ（野生型、Nrf2 欠損マウス
肝臓組織、n = 3、既に申請者が未解析デー
タを所有）から、Nrf2 により制御を受けるこ
とが予想される遺伝子を抽出した。 
 次に、これらの遺伝子の構造、鉄代謝との
関連などの既知情報を調べ、トランスポータ
ー遺伝子をピックアップする。機能が既知の
遺伝子であっても、ここで抽出された遺伝子
はすべて次の解析に進むものとした。 
(2)候補遺伝子のクローニング 
 抽出された遺伝子すべてについて、PCR 法
により cDNA を増幅した。この際、鋳型には
肝組織より調製する total RNA を random 
hexamer, oligo dT を用いて逆転写した cDNA
を用いた。増幅された cDNA 断片を、哺乳動
物発現用プラスミドベクターpcDNA3.1 にラ
イゲーションし、CMV プロモーターの制御下
でトランスポーターを強制的、過剰に発現す
るコンストラクトを作製した。 
(3)トランスフェリン鉄の調製 
 初代培養細胞 1ウェルあたり、通常の培地
に含まれる鉄含量と同等の 0.5µM程度になる
ように調製した。処理前日に Human apo トラ
ンスフェリン、59FeCl3 を 1:2 の割合で緩衝
液中に混合し、一晩室温でインキュベートす
ることにより作製した。 
(4)細胞への処理、放射活性の定量 
 各トランスポーターを強制発現した肝細
胞の培地を鉄不含培地（RPMI1640）に交換し、
ここに 59Fe を含むトランスフェリン鉄を添
加した。添加後 4時間インキュベータ−内で
培養し、トランスフェリン鉄を取り込ませ、
細胞を充分量の PBS で 5回洗った後、DMEM 培
地（+0.1% BSA）を加え 24時間培養した。翌
日、培地全量を培地サンプルとして、細胞を
良く洗った後に 2% SDS にて溶解したものを
細胞サンプルとしてそれぞれ回収し、γカウ
ンターにより含まれる 59Fe 由来の放射活性
を測定した。鉄放出率は（培地カウント）／
（培地カウント）＋（細胞カウント）で計算
し、鉄排出能を評価した。 
 
４．研究成果 
(1)候補遺伝子の抽出  
 野生型、Nrf2 欠損マウス肝臓組織から調製
したサンプルを用いたマイクロアレイ解析
の結果（n = 3）から、Nrf2 に発現が依存す
るもの、鉄代謝の関わることが知られている



もの、構造上トランスポーター活性を持つこ
とが予想されるものを指標に、新規鉄トラン
スポーター候補
遺伝子は約
るもの、トランスポーターである
リーも含まれていた。
量が高く、さらに
のに着目し、鉄排出に関わる遺伝子として
SLC40A1
TFRCの
こととした。
(2)Nrf2
 予備検討で
低いことが示されていたが、再度初代肝培養
細胞を用いて、野生型と
胞における鉄排出活性を比較した。下図に示
す通り、鉄排出率は
初代肝培養細胞で有意に低く、
に関与していることが示された。

 
(3)候補遺伝子の鉄排出活性の測定
 7つの遺伝子について
し、発現ベクターを構築した。
リポフェクションにてトランスフェクショ
ンさせ、まず、これらの遺伝子が正常に発現
しているかを調べた。リアルタイム
より、すべての遺伝子が高発現することが確
認され、市販の抗体のあるものに関してはタ
ンパク質レベルでの高発現を認めた。
 この細胞を用いて、トランスフェリン鉄の
取り込み後に起きる鉄放出活性をアイソト
ープを用いて調べた。その結果、いずれの遺
伝子の強制発現系においても、その活性はコ
ントロールと同等であり、有為な鉄放出活性
の増大は認められなかった。
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 以上より、新規の鉄排出トランスポーター
の発見には至らなかった。今後の検討課題と
して、発現レベルの低かった遺伝子も候補と
して挙げる他、トランスポーターについては
多くがヘテロダ
の組み合わせで放出活性を比較検討する必
要があるものと思われる。
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