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研究成果の概要（和文）：免疫不全マウスの多くで脾臓組織に鉄が蓄積すると報告されている。免疫不全を呈す
るSema4D欠失マウスを用いて観察したところ、同様に脾臓への鉄蓄積を認めた。本研究ではその原因を明らかに
することを目的とした。鉄は赤血球に由来し、老廃した赤血球が脾臓の赤脾髄マクロファージにより貪食されて
貯蔵される。我々はSema4D欠失マウスにおいて、赤脾髄マクロファージの貪食能が亢進していること、その細胞
数が増加していることを明らかにした。以上のことから、赤脾髄マクロファージの増加により脾臓組織への鉄蓄
積が増加したと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Iron has been reported to accumulate in the spleen tissue of many 
immunodeficient mice. Particularly, splenic iron accumulation was observed in immunodeficient 
Sema4D-deficient mice , and its cause was aimed to be elucidated in this study.　Iron that 
accumulates in the spleen is derived from erythrocytes , wherein waste erythrocytes  are 
phagocytosed and stored by splenic red pulp macrophages. We showed that the phagocytic capacity of 
the red pulp macrophages was enhanced and the number of the cells was increased in Sema4D-deficient 
mice. These suggest that the increase in red pulp macrophages increased the splenic iron 
accumulation. 

研究分野：血液・腫瘍内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫不全は重篤な感染症を繰り返し引き起こし、また鉄の代謝異常は貧血や鉄過剰症に繋がることがあり、その
関連について研究することは非常に重要である。これまでは感染症に伴うヘプシジンホルモンの影響により鉄が
蓄積すると考えられていた。しかし本研究では免疫不全を呈するマウスにおいて、赤脾髄マクロファージの増加
を認め、その鉄代謝バランスの異常により脾臓に鉄が蓄積することを明らかにし、新たな鉄蓄積のメカニズムを
報告した。

※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 
 鉄は赤血球の酸素運搬をはじめとする生命現象に必要不可欠の原子であるが、逆に過剰にな
ると活性酸素を産生し毒性を呈するため、体内での量的多寡は厳密に制御されている。生体内に
は約 3～5gの鉄があると推測され、その約 70%がヘム鉄として赤血球細胞に存在し、約 20～30%
が貯蔵鉄（フェリチン、ヘモジデリン）として網内系（肝臓や脾臓など）に貯蔵されている。赤
血球の寿命は 120 日であることから、毎日全体の 1/120 の赤血球が老化により処理される。この
処理を脾臓のマクロファージが担っており、老化した赤血球から鉄を回収している。定常状態で
の 1日 20～25mg とされる赤血球造血への鉄供給は、殆どがこのマクロファージから回収された
鉄である。 
マクロファージに貪食された老化赤血球は、活性酸素と加水分解によりヘムを放出し、Fe2+が
分離してくる。その後 Fe2+は PCBP1 を担体として細胞質を移動し、フェリチンに貯蔵されるか、
細胞膜上の膜蛋白フェロポーチンを介してマクロファージ外へ運ばれる。門脈側に輸送された
Fe2+は、腸管上皮細胞の基底膜に発現する鉄酸化酵素ヘファスチンによって Fe3+に酸化された後、
鉄輸送タンパク質トランスフェリンに結合して末梢組織に輸送され、最終的に骨髄へと運搬さ
れた鉄は新たな赤血球の産生に用いられる。フェロポーチンの発現は、肝臓から分泌されるペプ
チドホルモンのヘプシジンにより制御されており、血清鉄が十分に存在する時には、ヘプシジン
はフェロポーチンに結合してリン酸化し、エンドサイトーシスの後分解に導く。この制御により、
ヘプシジンは体内への鉄の取り込みを負の方向に制御するホルモンとして機能する。 
また体内の鉄代謝調節には生体への外部からの細菌侵入に対する防御システムの側面もある。
細菌の増殖には鉄が必要であり、生体は血清鉄を下げ細菌が利用できる鉄を制限することによ
り増殖を抑制するもので、自然免疫における重要な機構と考えられている。感染症の罹患により
IL-6 等の炎症性サイトカインが大量に産生されると、ヘプシジン分泌が増加し、フェロポーチ
ン蛋白の分解が亢進し、腸上皮細胞から循環へ入る鉄の制限およびマクロファージからの鉄移
動も制限される。結果、循環中への鉄供給量は低下し、細菌の鉄利用は制限され、増殖抑制に働
くと考えられる。 
自然免疫は病原体が体内に侵入して最初にはたらく原始的な防御機構で、貪食能を有する単
球はマクロファージ、樹状細胞、破骨細胞に分化するため自然免疫の起源細胞ともいえる。病原
体のみならず生体内で不要となった細胞を取込んで分解除去作用を持つマクロファージは、脾
臓組織の白脾髄ではアポトーシスを起こした B 細胞を貪食し、赤脾髄では老廃赤血球を貪食す
る。死細胞が eat-me シグナルを出すと受容体を介して Rac1 を活性化して lamellipodia 領域に
て貪食し、RhoA の活性化は逆に貪食作用を抑制することがわかっている。この貪食作用の破綻
は SLE 等の自己免疫疾患の原因である可能性が考えられ、様々な免疫系疾患に関与することが
示唆されている。 
Sema4D は受容体 Plexin を介してさまざまな RhoGTPase を制御することが知られている。我々
はこれまでに RhoA を活性化して樹状突起スパインを制御すること、髄鞘形成細胞のアポトーシ
スを制御することを報告した。また、Sema4D 結合により活性化した受容体は、活性型の Rac1 を
結合させ、下流の PAK シグナルを抑制することがわかっている。さらに Sema4D 欠失マウスは加
齢とともに辺縁帯 B細胞数が増加し、自己抗体価の上昇を認めることが報告されている。 
 
 
２．研究の目的 
自然免疫細胞は病原体ならびに生体内で不要となった細胞を貪食分解するクリアランス機能
を有している。セマフォリン分子は単球やマクロファージなどの自然免疫を司る細胞について
ほとんど調べられていない。そこで Sema4D 欠失マウスを用いて自然免疫系細胞を解析したとこ
ろ、脾臓組織への鉄蓄積を認めた。 
本研究ではこの成果を発展させ、脾臓組織への鉄蓄積の原因究明と、死細胞取込みに Sema4D
シグナル下流の RhoA および Rac1 が関与するかを明らかにする。抗炎症性単球を増加させるこ
とによって炎症性疾患の予防や治療に繋げるとともに、死細胞クリアランス障害による自己免
疫疾患発症機序の 1つを明らかにすることを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 マウスは 8 週齢と 32 週齢の野生型と Sema4D 欠失マウスを用いた。各週齢のマウスの脾臓組
織標本を作製し、鉄染色ならびに各種抗体を使用して免疫組織化学染色を実施した。生化学検査
は心臓より全血採取した後、血清を分離し、各種測定キットあるいは検査センターに外部委託し
て測定した。赤血球数とヘモグロビン濃度の測定も外部施設に依頼した。貪食能は in vitro と
in vivo で検討を行った。まず in vitro では、脾臓組織から細胞を回収し、24ウェルプレート
に播種した後、蛍光標識した赤血球加えて 37℃で 90分インキュベーションした。リン酸緩衝生
理食塩水で洗浄後に細胞を回収し、フローサイトメトリを用いて F4/80 陽性細胞のうちの蛍光



標識した赤血球を取り込んでいる割合を測定して算出した。さらに外因性に Sema4D-Fc を添加
して救済実験も実施した。次に in vivo では、同じく蛍光標識した赤血球を尾静脈より注入し、
24 時間後に脾臓組織を回収し、先ほどと同じくフローサイトメトリにて測定を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）Sema4D 欠失マウスの脾臓における鉄蓄積 
マウス脾臓組織を鉄染色したところ、10週
齢では差がなかったものの、32週齢では欠失
マウスで明らかな増加を認めた（図 1）。同様
に、脾臓組織の含有鉄量ならびに血清フェリ
チン量も欠失マウスで著増していた。 
 
（２）ヘプシジンへの影響 
肝臓で産生されるヘプシジンは鉄代謝に関
与し、マクロファージなどに発現するフェロ
ポーチン蛋白を制御して血中への鉄供給量を
調整している。肝臓組織におけるヘプシジン
の mRNA 量と脾臓組織におけるフェロポーチ
ン蛋白の発現量を測定したところ、差を認め
なかった。 

 
図 1 32 週齢の欠失マウスにおける 
脾臓組織の鉄蓄積 

 

（３）脾臓マクロファージの貪食能 
これまでに報告されている免疫不全マウ
スにおける鉄蓄積について、多くの場合、脾
臓マクロファージの貪食能の亢進が認めら
れている。そこで我々も貪食能について検
討したところ、Sema4D 欠失マウスにおいて
貪食能の亢進を認めた。Sema4D シグナル下
流の RhoA などの RhoGTPase の関与を疑い、
外因性 Sema4D 添加による救済実験を行った
ところ、変化は無かった。 
よって、Sema4D が受容体 Plexin を介して
RhoA を制御することで貪食能を抑制する仮
説は否定された。次に脾臓マクロファージ 

  
図 2 32 週齢の欠失マウスにおける 
赤脾髄マクロファージの増加 

に占める赤脾髄マクロファージの割合について検討した。フローサイトメトリを用いて赤脾髄
マクロファージの割合を測定したところ、Sema4D 欠失マウスにおいて有意に増加していた（図
2）。以上のことから、脾臓組織のマクロファージに占める赤脾髄マクロファージの割合が増加し
たことにより欠失マウスにおいて貪食能が亢進し、鉄が脾臓に蓄積したと考えられた。 
 
（４）鉄の局在変化に伴う生体への影響 
欠失マウスにおいて、脾臓への鉄蓄積により血清フェリチンが上昇していたことから、鉄に関
する生化学検査を実施した。8週齢マウスでは影響なかったものの、32週齢マウスでは不飽和鉄
結合能を除く、血清鉄ならびに総鉄結合能が低下していた。血清鉄低下に伴い、貧血を疑ったが、
赤血球数の減少およびヘモグロビン濃度低下を認めなかった。そこで赤血球の造血能について
調べたところ、欠失マウスにおいて網状赤血球の増加を認めた。さらに赤血球寿命について検討
したところ変化はなかった。以上のことから、赤脾髄マクロファージの増加により老廃赤血球の
貪食が亢進しているものの、代償性に赤血球産生能が上昇することで、貧血には至っていないと
考えられた。しかしながら、さらに脾臓組織への鉄蓄積がすすみ、鉄の局在変化により血清鉄の
低下が著明になると、貧血状態に陥る可能性が考えられた。 
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