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研究成果の概要（和文）：複数の炎症性サイトカインによるヘプシジンの産生と炎症性貧血（AI）への関与機序が不明
である。本研究は、サイトカイン阻害治療をツールとした関節リウマチ（RA）貧血の発症機構の解析により、IL-6阻害
治療によりRA患者の血中ヘプシジンが低下し、ヘモグロビンの正常化が見られた一方、TNF-a阻害治療ではヘモグロビ
ンとヘプシジンを正常化させることは困難であることによって、IL-6がヘプシジンの産生亢進によるRA貧血に直接的に
関与することが明らかになった。基礎的研究によって, IL-6によるヘプシジンの発見増強及びTNF-aによるヘプシジン
発見抑制に関与する新しいメカニズムを示した。

研究成果の概要（英文）：The role of hepcidin and its regulation by multiple inflammatory cytokines in 
patients with anemia of inflammation (AI) is still largely unknown. In this study, by using anti-cytokine 
biologics as a tool, we investigated the mechanism of AI in patients with rheumatoid arthritis (RA). We 
found that tocilizumab (an anti-IL-6 receptor antibody) can reduce serum hepcidin and improve anemia in 
RA patients, but TNF-a inhibitors (TNFi) displayed significantly weaker effects than tocilizumab on 
suppressing serum hepcidin levels and increase hemoglobin (Hb) levels. And serum hepcidin reduction by 
TNFi was accompanied by a decrease in serum IL-6 suggesting that TNFi on reduction of hepcidin was 
indirect. Our findings indicated that IL-6-induced hepcidin mediated iron metabolism contribute to the 
pathogenesis of RA-related anemia directly. We also identified the novel regulation mechanisms involving 
IL-6-mediated induction and TNF-a-mediated inhibition of hepcidin production.

研究分野： 臨床免疫学
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１．研究開始当初の背景 
関節リウマチ（RA)、癌、キャッスルマン

病（CD)など長期炎症状態が存在する多種多
様な疾患に伴う貧血は、炎症性貧血（Anemia 
of inflammation, AI）と呼ばれ、鉄の利用障
害が関与する。炎症がなぜ貧血を誘導するの
かその機序は不明であった。 ところが 2000
年に、ヒトの血液と尿中から鉄代謝の調節機
能を有する抗菌ペプチド Hepcidin（ヘプシジ
ン）が発見された(Krause A, FEBS Lett. 
2000).そのヘプシジンは生体内鉄代謝におけ
る負の調節因子として、鉄輸送体のフェロプ
ルチン(ferroportin)に直接結合し、十二指腸
での鉄吸収の阻害とマクロファージからの
鉄 放 出 を 阻 害 す る 機 能 を 示 す
（Nemeth,Science. 2004）。肝臓から分泌さ
れるヘプシジン は鉄負荷あるいはサイトカ
イン（IL-6 など）刺激で増加する。 Nemeth
ら（J Clin Invest．2004)は，肝細胞を用い
た in vitro 実験系で IL‐6 がヘプシジン発現
を著明に増加させることを示した．ヒトでも
IL‐6 を静脈投与すると，鉄の低下とともに，
ヘプシジン産生が上昇している．このような
所見から，炎症性疾患では IL‐6 によりヘプ
シジンが産生され，鉄の供給が低下し，機能
的鉄欠乏性貧血に陥ると考えられる．我々は、
IL-6 を分泌するキャッスルマン病に対し、抗
IL-6 受容体抗体治療により血清中ヘプシジ
ン が低下し、引き続いて貧血関連因子の正
常化が見られることによって、IL-6 がヘプシ
ジンを介して炎症性貧血に直接的に関与す
ることを証明した（Soken-Nakazawa J Song, 
Blood. 2010)（図１） 
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しかし関節リウマチ（RA)等多くの炎症性

疾患の場合、複数の炎症性サイトカイン
（IL-6、TNF、IL-1）の過剰産生が病態に
関わっており、それを標的とする分子標的治
療が RA に有効であるが、貧血改善度の相違
が認められることにより、RA 貧血の原因は
IL-6-hepcidin-ferroportin-axis 以外の機序
があると考えられている（図 2）。 
 
ところで IL-6 はヘプシジン発現を誘導す

る因子としても知られている。またヘプシジ
ンのプロモーター上には STAT3, C/EBPβ 
(NF-IL-6)、HNF4、AP-1 の結合領域が存在
することが知られ、これらの転写因子の関与

が示唆されている。 
 
２．研究の目的 

関節リウマチ（RA）等多くの炎症性疾患
は IL-6 以外に複数の炎症性サイトカインの
機能亢進が認められる。多彩なサイトカイン
が生体内においてどのようにヘプシジンの
発現を調節して、RA 貧血に関与するかにつ
いて全く解明されていない。今回 RA 患者に
抗 IL-6R 抗体、抗 TNF抗体治療前後におけ
るヘプシジン‐25 を含む鉄代謝マーカーと
TNF、IL-6 を含む複数のサイトカインを経
時的に測定・解析し、臨床病態の関連を検討
する。基礎的研究としては、ヘプシジン発現
における IL-6、TNFまた臨床から示唆され
た貧血関連因子の転写活性を調べる。このこ
とによって、RA を代表とする慢性炎症にお
ける真の炎症性貧血病態機序を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 

臨床的研究：RA に対する IL-6 や TNF阻
害治療での貧血関連検査値とヘプシジン値
の推移を検討する。インフォームド・コンセ
ントを得た患者の臨床検査の残余血清を用
いて、ヘプシジン、鉄代謝関連因子の測定を
行う。ヘプシジンについては定量的 LC-MS 法
を用いて測定する。EPO や BMP については
ELISA 法にて測定する。血清鉄、フェリチン、
Hb の測定は臨床検査データを用い、約 27 の
網羅的サイトカインやケモカインの測定は、
Bio-plex にて定量する。 

基礎的研究：IL-6、TNF-など複数のサイ
トカイン刺激による、異なるヘプシジン及び
ferroportin の発現機序をシグナル伝達と転
写レベルで解析する。単球細胞株の U937 細
胞や肝腫瘍細胞由来の PLC/PEF/5、Hep3B、
HepG2細胞株に、炎症性サイトカインやBMP、
エリスロボエチン（Erythropoietin、EPO）
などを添加し、ferroportin, ヘプシジン、
シグナル転写因子、鉄代謝関連因子の発現変
化を調べる。ヘプシジンなど鉄代謝関連遺伝
子を発現ベクターに組み込んで細胞株に導
入し、これらの発現や相互作用を Real-time 
PCR や Luciferase Assay、Western-blot、EMSA、 
Chip-Assay などを用いて調べる。 
 
４．研究成果 
本研究は、炎症性サイトカインによる

hepcidin の産生が慢性貧血に関与する機序
の解明を目指した。主な研究成果を以下にま
とめる。 
 
１）．95 名 RA 患者に抗 IL-6 receptor 抗体
（tocilizumab、TCZ)、抗 TNF抗体(TNFi)治
療前後におけるヘプシジン‐25 を含む鉄代
謝マーカーと TNF、IL-6 を含む複数のサイ
トカインを経時的に測定・解析し、臨床病態
の関連を検討した。その結果：   
 



（１）RA患者の血中にIL-6, BMPs, EPO,TNF-
を含む複数の hepcidin の正、負制御因子が
上昇した。血清ヘプシジン値は鉄貯蔵蛋白
Ferritin、急性期タンパク質 CRP、疾患活動
性（DAS28）と正相関を示したが（図３）、IL-6
値とは有意な相関性を示されなかった。この
結果より、IL-6 のみならず、複数の炎症性サ
イトカインは hepcidin 産生に関わっており、
このhepcidin産生量は貧血及びRA病態に影
響を与えることを示唆した。 
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（２）血清ヘプシジン値が治療前から高値で
あり、サイトカイン阻害治療によりヘプシジ
ンが早期に低下し、その後貧血（Hb）と関節・
全身炎症症状(CRP,DAS28,VEGF)は徐々に改
善した。TCZとTNFi両者とも有効であったが、
TCZ は TNFi よりさらに有効であった。（図４） 
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（３) 培養実験においても、U937 単球細胞株
における IL-6 産生は TNFα刺激により、dose 
dependence で増加された。一方、IL-6＋TNF
α+IL-1 刺激における PLC/PEF/5 細胞のヘプ
シジン産生は、TCZ で完全に抑制したが、TNFi
では抑制しなかった (図５)。 
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以上の結果から、ＲＡ患者に対する TCZ
治療により血清中ヘプシジンが低下し、ヘモ
グロビンの正常化が見られたことによって、
IL-6 がヘプシジンの産生亢進によるＲＡ貧
血に直接的に関与することを明らかにした。
一方、TNFi 治療ではヘモグロビンとヘプシジ
ンを正常化させることは困難であり、また、
血清ヘプシジ低下に伴う IL-6 の減少、in 
vitro の実験でも TNF-αによるヘプシジン
産生の誘導を示されなかったことから、TNF-
αは直接にヘプシジンを介してＲＡ貧血に
関与しないことを示唆した。 
 
2). ヒ ト 化 抗 IL-6 受 容 体 抗 体
（tocilizumab）,Jak2 阻害剤（AG490）、MAPK
の阻害剤(U-0126)などを用いて、肝細胞にお
ける IL-6 刺激後の hepcidin の発現を検討し
たところ、IL-6 による hepcidin の産生は
tocilizumab によって完全に抑制され、AG490
が部分的に抑制した。一方、U-0126 は IL-6
による hepcidin の発現を抑制せず、逆に増
強させた。すなわち、IL-6 シグナル下流に位
置する JAK/STAT3 系は hepcidin の発現を増
強させる。一方、IL-6 シグナル下流の
MAPK/CEBP系は、抑制傾向を示した（図６）。
この結果より、IL-6 刺激のに Jak2/STAT3 と
MAPK/CEBPシグナル伝達とは hepcidin 発見
作用が異なることを示唆した。 
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３). 肝細胞株（Hep3B と HepG2）を用いてリ
アルタイム定量的 RT-PCR の系で、BMP6 によ
る hepcidin の発現誘導も、IL-6 によるのと
同様に、TNF-の刺激により、dose dependence
で抑制された。従って、TNF-による hepcidin
の抑制は STAT3 と Smad 経路によらず、新し
い pathway を有することが示唆された。  
続いて（１）肝細胞株（Hep3B と HepG2）を
用いてリアルタイム定量的 RT-PCR の系で、
肝細胞内在性 hepcidin mRNA の発現は TNF-
刺激によって抑制された同時に、転写因子
C/EBP mRNA の発現も同じ pattern で抑制さ
れたことが確認された。（２）hepcidin プロ
モーター（pGL3-hepc-624）と C/EBP 転写因
子の plasmid の強制共発現では、TNF-a 刺激
によって抑制された hepcidin プロモーター
（pGL3-hepc-624）のルシフェラーゼ活性を
元に戻すことが出来た。 

以上の結果より、炎症性病態における
TNF-産生は転写因子 C/EBP-発現の抑制及
び C/EBPの hepcidin プロモーターへの結合
阻害によって、炎症生体における hepcidin
の産生が抑制されることを示唆した。 
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