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研究成果の概要（和文）：アンジオテンシンII（Ang II）によって引き起こされる十二指腸における鉄代謝関連蛋白質
の発現変化、肝臓におけるヘプシジン産生および生体内鉄量への影響について検討した。Ang II投与により、血清hepc
idin-25濃度は低下しており、十二指腸におけるDMT1ならびにFPNの発現は増加を認めた。また、腎臓とマクロファージ
における鉄濃度はAng II投与群において増加を認めた。Ang IIは、ヘプシジンを介した十二指腸鉄輸送体制御に関与し
、生体内鉄分布を変化させることで生体内鉄代謝に関与することが明らかとなった。Ang II阻害は、生体内鉄代謝謝異
常の是正に有用であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We examined the effect of Ang II on duodenal iron transporters, hepatic hepcidin, 
and body iron storage. Serum hepcidin-25 concentration was lower in Ang II-infused mice compared to 
vehicle-treated mice, and this decrease was ameliorated by angiotensin II type 1 receptor antagonist 
administration. Protein expression of FPN and DMT1 was increased in the duodenum of Ang II-treated mice. 
Iron content was elevated in kidney and peritoneal macrophage from Ang II-treated mice. These results 
suggest that Ang II involves in body iron metabolism through the regulation of duodenal iron transporters 
via hepatic hepcidin and the alteration of body iron distribution. Inhibition of Ang II has a beneficial 
effect on correction of abnormal iron metabolism induced by Ang II.

研究分野：臨床薬理学，医療薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1)鉄は、すべての生物にとって生命維持に
必須の微量元素である。しかし、過剰の鉄は
Fenton / Harber-Weiss 反応を介して生体に
有害なヒドロキシルラジカルを産生して酸
化ストレスの産生源となり、蛋白質、脂質、
リポ蛋白、核酸などの種々の細胞成分の酸化
による細胞死を引き起こす。 
 
(2)近年、鉄蓄積疾患ではない C 型肝炎、ア
ルツハイマー病、悪性腫瘍などにおいても、
鉄による酸化ストレスが病態に関与してい
ることが示されている。我々は、糖尿病モデ
ルマウスにおいて鉄キレート剤投与が酸化
ストレスを軽減し脂肪肥大進展を抑制する
ことを明らかにした(Tajima S, et al. Am J 
Physiol Endocrinol Metab 2012)。また、食餌に
よる鉄制限が、ヒドロキシルラジカル産生を
低下させて糖尿病性腎症の増悪を抑制する
ことを見出している (Ikeda Y, et al. Am J 
Physiol Renal Physiol 2013)。 
 
 
２．研究の目的 
(1)高血圧症の発症・進展の原因の一つとし
て、レニン・アンジオテンシン系(RA 系)の
活性化が関与しており、RA 系を抑制する医
薬品が高血圧症の治療薬として世界中で多
数使用されている。RA 系の中心であるアン
ジオテンシン II (ANG ll)は、強力な昇圧作
用に加えて脳心腎血管臓器リモデリングに
よって臓器障害を引き起こす。従来、このリ
モデリングには主に ANG llの NADPH oxidase
活性化による酸化ストレス増加が関与する
と考えられているが、鉄との関連性について
報告されている。ANG ll投与高血圧ラットの
心筋繊維化と動脈硬化病変が、鉄除去剤投与
によって改善されることが報告されている
(Ishizaka N, et al. Circulation 2002、Ishizaka N, 
et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005)。我々
も腎糸球体血管内皮細胞において、ANG llが
鉄代謝関連蛋白質の発現を変化させて、細胞
内鉄量を増加し、鉄を介して酸化ストレスが
増強することを明らかにしている(Tajima S, 
et al. Hypertens Res 2010)。これらの報告から、
ANG llによる高血圧に伴う臓器障害には、鉄
が一部関与していることが示唆される。 
 
(2)臨床においても高血圧症患者では生体内
鉄量のマーカーである血清フェリチン値が
高値であること(Piperno A, et al. J Hypertens. 
2002)が報告されている。しかし、高血圧にお
いて、どのようなメカニズムで生体内鉄量が
増加するかは明らかにされておらず、十二指
腸での鉄吸収量の変化や肝臓における鉄制
御分泌ホルモンであるヘプシジンついても
不明である。本研究では、高血圧と消化管鉄
吸収機構の連関に着目して、高血圧における
鉄量増加のメカニズムについて検討した。 
 

３．研究の方法 
6 週齢の C57BL/6J マウスを用いて、浸透圧ポ
ンプにより ANG llを 2.0mg/kg/min で 4 週間
持続投与して高血圧モデルマウスを作成し
た(ANG ll群)。また ANG ll投与群について
は 8週齢から vehicle もしくはオルメサルタ
ン 3.0mg/kg を 2 週間経口投与した(ANG ll + 
Olm)。3 群（対照（CTR）群、ANG ll群、ANG 
ll + Olm群）間で比較検討した。 
 
(1)生体内鉄量評価 
血清鉄、臓器鉄濃度は Nitroso-PSAP法を用い
て測定を行い、血清フェリチン値は ELISA 法
で測定した。 
 
(2)ヘプシジンの評価 
肝臓におけるヘプシジンの遺伝子発現は定
量 RT-PCR 法にて検討し、血清ヘプシジンは
LC/MS法を用いて測定した。 
 
(3)各種鉄代謝関連蛋白質の発現評価 
鉄代謝関連蛋白質(transferrin receptor (TfR), 
divalent metal transporter 1（DMT1）, ferroportin
（FPN）, Hypoxia Inducible Factor-2α（HIF-2α））
の発現は、ウエスタンブロット法ならびに定
量 RT-PCR 法にて検討した。 
 
(4) BMP6-C/EBP-αおよび炎症性サイトカイ
ンの評価 
Bone morphogenetic protein 6 (BMP6) ，
CCAAT/enhancer-binding protein-α (C/EBP-α)
および炎症性サイトカインの遺伝子発現は
定量 RT-PCR 法にて検討した。 
 
(5)IRP/IREの結合活性評価 
IRP (iron-regulatory protein)/ IRE (iron 
responsive element)の結合活性は、ゲルシフト
アッセイにより検討した。 
 
(6)統計解析 
データは平均値±標準誤差で示した。2 群間
の比較には Student’s t-test を、多重の比
較には一元配置分散分析または二元配置分
散分析を用い、Tukey–Kramer test により有
意差評価を行った。有意水準は 5%とした。 
 
４．研究成果 
(1) 体重、心拍数、ヘモグロビン値、ヘマト
クリット値は、3 群間で有意な差は認められ
なかった。血圧においては、ANG ll群で上昇
を認め、ANG ll + Olm群では、この血圧の増
加は抑制された（表 1）。一方、血清鉄は ANG 
ll 群で有意に低下しており、血清フェリチン
値は高値であった（表 1）。 
 
(2)十二指腸における鉄代謝関連蛋白質
DMT1 および FPNの発現は、ANG ll群で有意
な増加を認めた。オルメサルタンの投与によ
り、ANG llによる DMT1および FPNの発現
増加は、抑制された。また、DMT1および FPN



の発現を転写レベルで調節している HIF-2α
の mRNA および蛋白質発現は、ANG ll 群に
おいて有意な増加を認めた（図 1）。 
 
（表 1）体重、血圧、心拍数、血清鉄濃度 

（図 1）DMT1、FPN、HIF-2αの発現評価 
 
 
(3)肝臓で産生される鉄代謝調節ホルモンヘ
プシジンの遺伝子発現は、ANG ll群において
有意に低下しており、また血清中のヘプシジ
ン-25 濃度も ANG ll群において CTR群より
も有意な減少を認めた（図 2）。 

（図 2）ヘプシジンの発現評価 

また、ヘプシジン産生を調節する BMP6およ
び C/EBP-α の遺伝子発現においても ANG ll
群において有意な低下を認めた。一方、ANG 
ll + Olm群では、これらの変化は認められな
かった（図 3）。 
 

（図 3）BMP6、C/EBP-αの発現評価 
 
(4)肝臓および脾臓における鉄濃度は、3群間
で有意な差を認めなかった。一方、腹腔内マ
クロファージおよび腎臓における鉄濃度は、
ANG ll群において CTR群よりも有意に増加
しており、ANG ll + Olm群と CTR群では有
意な差を認めなかった（表 2）。 
 
（表 2）各組織における鉄濃度 

 
(5) 腹腔内マクロファージにおけるTfRおよ
び FPNの発現は、ANG ll群において CTR群
よりも有意に低下した（図 4）。 
 
（図4）腹腔内マクロファージにおけるTfR、

FPNの発現評価 
 
一方、腹腔内マクロファージにおける IRPと
IREの結合活性は、ANG ll群において増加し
ており、ANG ll + Olm群と CTR群では有意
な差を認めなかった（図 5）。また、十二指腸
における IRP と IRE の結合活性は、ANG ll
群において低下しており、ANG ll + Olm群と



CTR群では有意な差を認めなかった（図6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 5）腹腔内マクロファージにおける
IRP/IREの結合活性評価 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（図 6）十二指腸における IRP/IRE の結合活

性評価 
 
 
さらに、炎症性 M1マクロファージのマーカ
ーである CD11c，F4/80，MCP-1 の遺伝子発
現は、CTR群と比べ ANG ll群において有意
な増加を認めた（図 7）。 
 
 
 

（図 7）M1マクロファージの評価 
 
 
５．考察 
ANG ll 負荷による高血圧モデルマウスにお
いて、十二指腸の鉄代謝蛋白質 DMT1、FPN
の発現が増加しており、その機序としては、
肝臓でのヘプシジン産生低下が考えられた。
また、ヘプシジン産生に関与する BMP6、
C/EBP-α の発現も同様に減少を認めた。各臓
器における鉄量に関しては、肝臓と脾臓にお
いて ANG ll による影響は認められなかった
が、腎臓とマクロファージにおいて、ANG ll

は鉄量の有意な増加を引き起こした。これら
の結果より、ANG llは肝臓でのヘプシジン産
生を低下させ、十二指腸での DMT1、FPN発
現を増加することから、ANG llは生体内鉄代
謝機構に関与することが示唆された。 
 一方、ANGII刺激により、マクロファージ
における FPN 発現は低下し、マクロファー
ジ内鉄量の増加を認めた。また ANG llは、マ
クロファージの極性を炎症性（M1）に誘導す
ることが報告されており、今回の実験におい
ても、M1 マクロファージのマーカーである
CD11c，F4/80，MCP-1の発現は、有意に増加
しており、オルメサルタンの投与によってこ
れらの変化は抑制された。マクロファージに
おいて ANG ll は、ANG llによる肝臓ヘプシ
ジン産生抑制とは独立して、TfRおよび FPN
発現を調節している可能性が示唆された。ま
た、ANG llによって血清フェリチン値が有意
に増加しており、オルメサルタンの投与によ
って抑制された。この理由としては、マクロ
ファージにおける鉄量が増加したため、細胞
内のフェリチンが血液中に放出されたと考
えられる。さらにマクロファージにおける
IRP の結合活性について検討した結果、細胞
内鉄量の増加とは無関係に ANG ll 投与によ
って結合活性の有意な増加を認めた。一方で、
十二指腸では IRP活性は ANG llによって抑
制されていた。ANG llによる全身の鉄代謝変
化と各臓器の鉄代謝変化については、更なる
検討が必要であると考えられる。 
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