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研究成果の概要（和文）：赤血球造血系はヘモグロビン合成のために大量の鉄を消費し、体内の鉄はヘプシジン
によって制御されている。本研究ではヘプシジン・プロモーターのバイオアッセイ系を構築し、化合物ライブラ
リーからヘプシジン発現抑制因子を複数見出した。血清中の鉄は主としてトランスフェリンに結合してトランス
フェリン受容体１を介して赤芽球に取り込まれるが、細胞内の鉄貯蔵蛋白であるHフェリチンも同じ受容体を介
して、異なった様式で赤芽球に取り込まれることを見出した。Hフェリチンは赤血球系コロニーを抑制した。さ
らに、造血幹細胞移殖前の血清ヘプシジン値やフェリチン値が高いと移植後の全生存率が低下し、血小板生着が
遅延することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The erythropoietic system consumes a large amount of iron, and hepcidin 
regulates systemic iron homeostasis. We developed a hepcidin-promoter bioassay system and identified
 several compounds that inhibit hepcidin expression. Iron is mainly carried by transferrin in the 
circulation and taken up by cells through transferrin receptor 1. We found that H-ferritin, an iron 
storage protein, can be also taken up by the cells through the same receptor with different manners.
 H-ferritin suppressed BFU-erythroid colony formation in vitro. We also found that elevated 
pre-transplant serum hepcidin or ferritin levels are associated with poorer prognosis and delayed 
platelet engraftment in patients with hematologic malignancies.

研究分野：血液内科学
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１．研究開始当初の背景 
鉄はあらゆる生命体に必須の微量元素で
あり、ヘムあるいは鉄－硫黄クラスターとし
て酸素の運搬、酸化還元反応、核酸合成など
様々な生命機能に重要な役割を担っている。
造血系に供給される鉄が不足すると、ヘモグ
ロビン合成が滞って貧血を生じる。一方、過
剰の鉄はフェントン反応を介して反応性の
高い活性酸素種を生成し、糖尿病、肝障害、
心不全を引き起こす。鉄過剰症は血液腫瘍の
独立した予後不良因子とされている。組織に
おける鉄の蓄積と、発がん、老化、神経変性
疾患との関連も示唆されている。 
鉄代謝制御の要になる液性因子は、肝臓で
産生されるヘプシジンである。ヘプシジンの
発現は、鉄負荷と炎症によって増加し、低酸
素と赤血球造血刺激によって減少する。ヘプ
シジンは細胞外への鉄輸送体フェロポルチ
ンを分解へと導き、腸管からの鉄の取り込み
と網内系から造血系への鉄の供給を抑制す
る。HFE、トランスフェリン受容体２（TFR2）、
ヘモジュベリン（HJV）などの遺伝子変異は
ヘプシジンの産生を低下させて遺伝性鉄過
剰症（ヘモクロマトーシス）を引き起こす。
逆に慢性炎症によってヘプシジンの発現が
亢進すると、造血系に供給される鉄が減少し
て貧血を呈する。これまでにヘプシジンの発
現制御機構に関する多くの研究がなされて
いるが、鉄負荷によるヘプシジン発現シグナ
ルについては in vitroで再現できないことか
ら十分な解明はされていない。また、赤血球
造血系からヘプシジン産生を抑制するなん
らかのシグナルが出ていることは確実であ
るが、その正体は明らかになっていない。 

 
研究代表者が着目するもう一つの鉄代謝
関連の液性因子はフェリチンである。フェリ
チンは H と L の２種類のサブユニットから
構成される細胞内の鉄貯蔵蛋白である。細胞
外へも分泌されるため、その血清中濃度は体
内の貯蔵鉄量のマーカーとして広く用いら
れている。血清中に分泌されたフェリチンの
挙動や役割についてはよくわかっていなか
ったが、最近、ヒトにおいてはトランスフェ
リン受容体１（TFR1）がHフェリチンの受

容体であるという研究が報告された。しかし
ながら、血清中に存在するフェリチンがどう
いった細胞にどのように取りこまれて、どの
ような機能を持っているのかについては未
知のままである。 
 
２．研究の目的 
（１）ヘプシジン・プロモーターのバイオア
ッセイ系を構築し、ヘプシジンの発現に影響
を与える物質を探索する。さらには前臨床的
な創薬研究へと繋げる。同じ系を用いて健常
人血清および血液疾患患者の血清中に存在
するヘプシジン抑制因子を同定する。 
 
（２）赤芽球系細胞によるHフェリチンの取
り込み機序と、その生理学的機能、および血
液病理学的な役割を解明する。  
 
（３）造血幹細胞移植患者の移植前血清ヘプ
シジン値が移植後の血球回復に及ぼす影響
を調べる。 
 
３．研究の方法 
（１）ヘプシジン・プロモーター制御下に GFP
を発現する遺伝子を導入した肝がん細胞株
（Hep3B）を 96 穴プレートにて培養し、これ
に試料を添加して、48 時間後にプレートリー
ダーで GFP 発光を定量する。これを活用して
ヘプシジンの発現を変化させる物質を化合
物ライブラリからスクリーニングする。みつ
かった化合物の活性は、リアルタイムＰＣＲ、
培養上清中のヘプシジン定量（LC-MS マス・
スペクトロメトリ法）で確認する。ヒトの血
清の利用については京都大学医の倫理委員
会の承認を受けて行う。 

 
（２）ヒトの Hおよび Lフェリチンを、大腸
菌を用いて合成し、クロマトグラフィーで精
製する。これに Alexa 蛍光標識して、蛍光顕
微鏡及びフローサイトメトリーを用いて、さ
まざまな細胞への取り込みを解析する。ヒト
の赤芽球系細胞株 HEL、UT7/EPO、K562、ヒト
の骨髄細胞などをもちいて、コロニーアッセ
イ、細胞周期解析、ヘモグロビン合成能、表
面抗原解析による分化誘導能の解析、マイク
ロアレイや定量的リアルタイムＰＣＲによ
る遺伝子発現解析、ウェスタン・ブロット法
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による蛋白発現解析などでHフェリチンの取
り込みや赤芽球系細胞の分化、増殖に対する
Hフェリチンの作用について解析する。 
 
（３）造血幹細胞移植患者の移植前血清ヘプ
シジン値と、移植後の血球回復や感染症の発
症等との関連を統計学的手法で解析する。こ
の研究は京都大学医の倫理委員会の承認お
よび患者の書面による同意を受けて行う。 
 
４．研究成果 
（１）ヘプシジン・プロモーター制御下に GFP
を発現する遺伝子を導入した肝がん細胞株
Hep3B をもちいた、プロモーターのバイオア
ッセイ系を構築した。この系によって、トラ
ンスフェクションの影響を排除した、高感度
で high throughput なプロモーター・アッセ
イが可能となった。これを活用してヘプシジ
ンの発現を変化させる物質のスクリーニン
グを行った。その結果、既知のヘプシジン発
現刺激因子であるインターロイキン６、骨形
成蛋白６（BMP6）、およびオンコスタチンＭ
はヘプシジンのプロモーター活性を著しく
刺激した。一方、既知の抑制剤である
Dorsomorphin、ヘパリン、および塩化コバル
トはこの活性を強力に抑制した。1280 の化合
物のスクリーニングによって、apomorphin、
benzamil 、 etoposide 、 CGS-15943 、
kenpaullone、および rutaecarpine は、細胞
のバイアビリティーに影響を与えない濃度
でヘプシジン・プロモーターを抑制した。特
に CGS-15943 は最も強力に BMP6 によるヘプ
シジン・プロモーター刺激を打ち消した。こ
れらの抑制効果は、リアルタイム PCR、およ
び培養上清中のヘプシジン定量（LC-MS マ
ス・スペクトロメトリ法）で確認した。
CGS-15943 には、ヘモジュベリンとトランス
フェリン受容体２の発現を減弱させる効果
も見られた（Kawabata H, et al. Exp hematol 
43: 404-413, 2015）。 
さまざまな血液疾患患者の血清をもちい
てヘプシジン・プロモーター活性に影響を与
えるか否かを検討した。一部の貧血患者の血
清が、ヘプシジン・プロモーター活性を抑制
することを見出した（unpublished data） 
 
（２）貯蔵鉄のバイオマーカーであるフェリ
チンが造血系のどういった細胞に取り込ま
れているかについて、蛍光標識した合成ヒト
H フェリチンおよびヒト L フェリチンを用い
てフローサイトメトリーで解析した。その結
果、H フェリチンは赤芽球系・巨核球系細胞
株と、骨髄の赤芽球に特異的な高い取り込み
を認めたのに対し、L フェリチンの取り込み
は単球などでみられ非特異的なものであっ
た。さまざまな遺伝子変異を導入したトラン
スフェリン受容体１および２を安定的に発
現させた CHO-TRVb 細胞を用いた実験で、ト
ランスフェリンとHフェリチンは異なった様
式でトランスフェリン受容体１を介して細

胞に取りこまれることを見出した。トランス
フェリン受容体２にはフェリチンを取り込
む働きはみられなかった。H フェリチンの細
胞への取り込みは、閾値以上のレベルのトラ
ンスフェリン受容体１の発現が必要である
ことを見出した（Sakamoto S, Kawabata H, et 
al. PloS one 10: e0139915, 2015)。このこ
とから、トランスフェリンの取り込みとは異
なり、H フェリチンの取り込みには複数のト
ランスフェリン受容体が必要ではないかと
考えられる。トランスフェリンとフェリチン
は全く異なった分子構造をしているがいず
れも鉄を運搬できる。赤芽球においてはこれ
らがトランスフェリン受容体１を介して取
り込まれることは興味深い。 

 
さらに、ヒト骨髄細胞を用いたコロニーア
ッセイで、H フェリチンが赤芽球系の BFU-E
コロニーの形成を選択的に抑制することを
見出した。その機序を明らかにするために、
ヒト臍帯血由来の造血幹細胞から赤芽球系
に分化誘導した細胞に、Ｈフェリチン、Ｌフ
ェリチンなどを添加して、その遺伝子発現の
変化をマイクロアレイにより解析した。多く
の遺伝子の発現がこれらの処理により変化
したが、これらの遺伝子には機能不明のもの
が多く、造血系に関与することが知られてい
るものはなかった（unpublished data）。 
 
（３） 血液腫瘍患者の造血幹細胞移植前の
血清ヘプシジン値、血清フェリチン値と、移
植成績、生着、移植後の合併症等の関係を解
析した。移殖前の血清ヘプシジン値、あるい
は血清フェリチン値が高いと、有意に移植後
の全生存率が低下した。移殖前のヘプシジン
値が高いと、血小板生着が有意に遅延したが、
赤血球と好中球の生着には影響を与えなか
った。これらの結果から、移殖前の血清ヘプ
シジン値は、鉄過剰状態だけでなく、骨髄環
境に関連した指標となるのではないかと推
測 し た （ Sakamoto S, Kawabata H, et 
al.Cancer Med 6: 120-128, 2017）。 
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