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研究成果の概要（和文）：本研究は遺伝性鉄芽球性貧血における、ミトコンドリア鉄蓄積機構および無効造血の
メカニズム解明を目的として行なった。RNA-seq解析の結果、少なくとも検討に用いた鉄芽球性貧血モデル細胞
株における鉄の蓄積は、鉄代謝が鉄の蓄積やヘム合成低下による影響を受けずに野生型と同等の鉄移入量がある
ことで余剰鉄がミトコンドリアに蓄積する可能性が考えられた。また、鉄芽球性貧血モデル細胞における鉄蓄積
条件下ではフェロトーシスが野生型細胞株より多く生じている可能性が考えられる結果を得た。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the mechanisms of mitochondrial 
iron accumulation and ineffective hematopoiesis in congenital sideroblastic anemia.
RNA-seq analysis revealed that iron import in sideroblastic anemia model cells is not affected by 
iron accumulation or decreased heme synthesis, and that iron is at the same level of iron import as 
in wild-type cells. Thus, the results suggest that excess iron may accumulate in mitochondria in 
model cells with reduced heme synthesis capacity. The results of investigation of ferroptosis also 
suggest that under conditions of iron accumulation in sideroblastic anemia model cells, ferroptosis 
may occur more frequently than in wild-type cell lines.

研究分野：分子生物学

キーワード： 鉄代謝　ヘム合成系　フェロトーシス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、赤芽球系培養細胞における鉄蓄積機構の一端を明らかとした。赤芽球に鉄が蓄積する疾患におい
て、鉄蓄積機構の解明は新たな治療法開発の一助となりうる。また、非赤芽球細胞と赤芽球細胞ではヘム合成系
や鉄代謝において共通する機序も多く、近年、鉄蓄積やフェロトーシスが神経変性疾患や虚血性疾患に関与する
報告があることから、鉄蓄積に関わる機序の解明はより幅広い疾患における治療法開発に寄与できる可能性が考
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
1. 研究開始当初の背景 
 
鉄芽球性貧血（Sideroblastic Anemia, SA）は骨髄にお

いて鉄が赤芽球ミトコンドリアに蓄積した環状鉄芽球の出
現を特徴とし、同時に赤芽球の骨髄内破壊（無効造血）が
進行する貧血である。遺伝性(Congenital SA, CSA)と後天
性に大別される。本邦において CSA はヘム合成系の初発律
速酵素である赤血球特異的アミノレブリン酸合成酵素
（ALAS2）遺伝子のミスセンス変異がその原因の殆どであ
る。鉄の蓄積は図１下に示すように変異による ALAS2 の発
現低下に伴いプロトポルフィリン IX （PPIX）の合成が低
下することで、PPIX に挿入されなかった余剰鉄がミトコン
ドリアフェリチンに蓄積したものと考えられている。しか
しながら図 1 中の ”？”で示すように、ミトコンドリア
に移入した鉄がどのようなメカニズムでヘム合成や Fe-S
クラスター合成に割り当てられるのか、ほとんど明らかで
はない。また、図１に示すように ALAS2 はフェロケラター
ゼ（FECH）を中心とした複合体の構成因子のひとつでもあ
る。この複合体はミトコンドリアにおけるヘム合成系およ
び鉄代謝に関与する因子の多くで構成されているが、複合
体としての機能は不明である。また各因子は複合体を形成
したまま既知の機能を果たすことが可能なのかも明らかで
はない。そこで申請者らは CSA における鉄蓄積機構の解明
を目的に、CRISPR-Cas9 法を用いて ALAS2 に変異を持つ CSA
モデル細胞を樹立した。本研究では、この細胞株を用いて
ALAS2 変異による赤芽球ミトコンドリア鉄蓄積機構の解明
を目的とする。さらに、鉄芽球性貧血に伴う無効造血への
細胞死の関与についても検討を行う。細胞死のなかでも特
にフェロトーシスは鉄過剰により生じた遊離鉄によって産
生された活性酸素種（ROS）が引き起こす脂質の過酸化反応
がもたらす細胞死で、アルツハイマー病などの神経変性疾
患や虚血性疾患への憎悪因子としての関与、悪性腫瘍に対
する抑制因子としての機能が示唆されている(4)。赤芽球に
おける鉄蓄積機構解析を介して細胞死メカニズムの一端を
明らかにすることは、上記疾患の新たな治療方法開発の一
助になりうる。 

 
2. 研究の目的 
 

本研究の目的は、申請者らが樹立した鉄芽球性貧血モデル細胞を用いてミトコンドリアにお
ける鉄蓄積機構を明らかにすることである。生体内において最も鉄を利用する、赤芽球細胞のミ
トコンドリアにおける環状鉄芽球の形成およびその帰結についての多くは不明である。さらに
昨今、鉄芽球性貧血による無効造血に細胞死の関与が示唆されているが、その詳細も不明である。
本研究では、ALAS2 変異による鉄蓄積機構を明らかにすることを目的とし、さらに鉄蓄積による
活性酸素腫（ROS）の産生を介した細胞死にそれらの鉄蓄積機構が関与する可能性を模索した。 

 
3. 研究の方法 
 
 ヒト臍帯血由来赤血球前駆細胞株 HUDEP-2 を野生型、および我々の研究室で樹立した鉄芽
球性貧血モデル細胞を用いて検討を行った。ALAS2 を含む複合体の同定には抗 ALAS2 抗体お
よび抗 FECH抗体を用いた免疫沈降を行った。鉄蓄積に関与する因子の同定・検索を目的とし
た網羅的解析には分化誘導前後の細胞より抽出した RNA を用いて RNA-seq 解析を行った。
ALAS2 変異細胞と細胞死の関与検討には、Western blotting 法、 qPCR, 脂質過酸化検出によ
ってフェロトーシスが起こっているかどうか検討を行った。 
 
 
 
 
 



４．研究成果 
 
（1）ALAS2 を含む複合体の同定 
 ヘム合成に関与する ALAS2 や FECH が複合体を形成する報告から、複合体の機能を調べる目的
で HUDEP-2 細胞から抽出した可溶性タンパク質溶液と、抗 ALAS2抗体および抗 FECH抗体を用い
て免疫沈降を行ったが、ほとんどタンパク質が回収できなかった。抗体が用いた条件では機能し
にくい可能性を考慮し、FECH に His 標識を付加した組換えタンパク質を作成し、強制発現させ
た FECH タンパク質を抗 His抗体にて免疫沈降を試みた。しかしながら、HUDEP-2 細胞において
FECH タンパク質の発現効率が非常に低く、免疫沈降が困難であった。検討の結果、現在の条件
では複合体の回収が難しいことが明らかになった。ヘム合成に関与する因子同士の相互作用は
明らかになっていないことから、今後の検討が必要である。 
 
（2）鉄蓄積に関与する因子の同定・検索を目的とした網羅的解析 
 鉄芽球性貧血の特徴の一つは、ミトコンドリアに鉄が蓄積するが、そのメカニズムの多くは明
らかになっていない。鉄蓄積に関与する因子を検索、同定を行う目的で、鉄が蓄積する条件で分
化誘導を行った HUDEP-2 細胞と CSA モデル細胞より RNA を抽出し、RNA-seq解析を行った。その
結果、細胞内の鉄量を反映して転写が調節される鉄トランスポーターであるトランスフェリン
受容体 1(FTRC)、DMT1、細胞質における鉄補足タンパク質であるフェリチン(FTH1)、ミトコンド
リアにおける鉄トランスポーターSLC25A37、鉄を細胞内から細胞外へ排出するフェロポーチン
のいずれにおいても、遺伝子発現と一致が高いとされる TPM(transcripts per million)の値に
統計学的に有意な発現差が認められなかった（図 2）。これらの結果から、野生型と CSA モデル
細胞内の鉄移入、排出における差異がないと考えられる。このことから、CSA モデル細胞では、
ヘム合成能が低下しているにも関わらず、鉄の移入および排出が野生型と同様であることから、
ヘム合成に利用されない余剰鉄がミトコンドリアにおいて蓄積する可能性が考えられた。これ
らの結果を元に、さらなる鉄蓄積機構の検討を行う予定である。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.HUDEP-2 細胞と CSA モデル細胞（ALAS2 変異導入細胞）を用いた RNA-seqにおける TPM  
 
 
（3）フェロトーシスの検討 
 鉄芽球性貧血の特徴の 1つに無効造血がある。無効造血とは、血球細胞が成熟細胞へ分化する
過程に異常があり、正常に分化することができず末梢へ出る前に細胞が破壊される状態のこと
を言う。近年、鉄芽球性貧血における無効造血は鉄の蓄積によるフェロトーシスによるものと考
えられているが、詳細は明らかではない。フェロトーシスとは鉄依存性の脂質過酸化の蓄積に起
因する細胞死機構のひとつである。CSA モデル細胞において鉄蓄積条件ではフェロトーシスが生
じているのか、過酸化脂質検出試薬を用いて検討を行った。その結果、脂質の過酸化は野生型細
胞でも分化誘導で生じていることがわかった。さらに、CSA モデル細胞は野生型と比較して増加
傾向であった（図 3）。加えて、フェロトーシス阻害剤を添加したところ、過酸化脂質陽性細胞
の割合が抑制傾向を示し、CSA モデル細胞にフェロトーシス阻害剤を添加し分化誘導を行った場
合は脂質の過酸化は阻害剤を加えない野生型と同程度であった（図 3）。これらの結果から、CSA
モデル細胞では鉄が蓄積する条件下ではフェロトーシスが野生型より多く生じている可能性が
考えられた。しかしながら、他の CSA モデル細胞やフェロトーシス検出実験による更なる検証が
必要である。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3.分化誘導条件における HUDEP-2 細胞と CSA モデル細胞（ALAS2 変異導入細胞過酸化脂質の

検出 
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