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研究成果の概要（和文）：頻回の輸血による鉄過剰は、造血幹細胞移植後のGHDや骨髄異形成症候群をはじめと
する自己免疫疾患に影響を及ぼすことが示されてきた。本研究では、in vitroにおけるnaive T細胞からの分化
過程において鉄負荷はIL-6やIL-21の産生を通じてTh17>Tregへの誘導を促進することで免疫を有意に増強するこ
とを示した。また、GVHDモデルマウスや腸炎モデルマウスにおいて鉄負荷がTh17の腸粘膜への浸潤を通じて腸炎
を悪化させていることを示した。すなわち、鉄過剰状態は、免疫機能を増強することで様々な免疫疾患の病態に
関わっていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that frequent infusion of red blood cells has an impact
 on the condition of GVHD after hematopoietic stem cell transplantation and autoimmune disease 
including MDS. In this study, we showed that, in vitro, iron overload can enhance the immune 
function through the production of cytokines and thus the induction of Th17>Treg differentiation. 
And in in vivo mouse enterocolitis and GVHD models, we demonstrated that iron overload magnifies the
 disease inducing Th17 cel-infiltration into intestinal mucosa. Thus, iron overload is deeply 
involved with the condition of various immune disease through enhancing the immune function.

研究分野： 血液内科
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
鉄の過剰状態が人体の様々な機能に影響することは知られているが、免疫機能に対する影響は明らかにされてい
ない。本研究では鉄負荷がTreg/Th17バランスに影響を及ぼすことを示したが、これらは自己免疫に大きく関わ
っていることが知られている。骨髄異形成症候群（MDS)では頻回の輸血が必要であり、鉄の過剰が貧血だけでな
く、骨髄異形成症候群の病態そのものに影響しているのであれば、鉄負荷のコントロールの重要性はさらに増
す。一方、造血幹細胞移植後の様々な合併症は複雑で原因究明が困難であるが、鉄負荷の軽減することにより移
植後のGVHDを軽減することができれば移植の成績の改善につながる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

再生不良性貧血や骨髄異形成症候群(MDS)などの難治性貧血や、骨髄移植に先立つ化学療法
を行った患者においては、多くの場合頻回の赤血球輸血が必要となる。頻回の輸血により過剰に
取り込まれた鉄は、主に肝臓、心臓、膵臓などに蓄積して臓器障害を引き起こす。しかし、2005
年に MDS における輸血依存による血清フェリチン値が MDS の独立した予後因子であることが
明らかにされて以来(Malcovati et al,J Clin Oncol. 23;7594,2005)、輸血依存による鉄過剰症は、
再生不良性貧血や MDS の病態をさらに悪化させる要因であることが明らかにされてきた。申請
者の教室においても鉄過剰症が赤血球造血に及ぼす影響について研究を行い、ROS を介した赤
芽球傷害の機構などが明らかにされつつある。 

これら、輸血により汎血球減少を生じる病態においては、重篤な免疫抑制状態となる一方、疾
患の病態に自己免疫が関与していることも示唆されている。また、鉄過剰状態が免疫力低下をも
たらし、それが腫瘍の発生に影響していることが示されてきた。1995 年 Arosa らは、鉄は T 細
胞 の 機 能 を 弱 め る こ と に よ り 免 疫 力 を 低 下 さ せ る こ と を 明 ら か に し (Arosa et al, Cell 
Immunol.161;138, 1995)、その後、多くのがんの発生や予後と貯蔵鉄のレベルとの関わりが報告
されてきた。 

一方、骨髄移植前の血清フェリチン値と移植後の有害事象、死亡率、特に真菌感染症や GVHD
の発生率や重傷度に対する強い相関があることが示され、さらに移植前に鉄を除去することが
GVHD の発生を低下することも報告された。 
 本研究では鉄過剰のマウスモデルを作成し、マウス末梢血やその他免疫関連臓器における T
細胞のレパトアの変化を解析し、また、その分子的機構についても解析する。 
 
２．研究の目的 

再生不良性貧血や骨髄異形成症候群などの難治性貧血における輸血後鉄過剰症の病態研究
が進み、新たな経口鉄キレート剤デフェラシロクスの開発も行われる中で、鉄過剰症の様々な病
態が明らかにされてきた。骨髄移植においては感染症、GVHD など患者の免疫機能がその予後
を決定する重要な因子となり、その病態を明らかにすることはきわめて重要であるが、鉄過剰状
態が免疫機能に及ぼす影響についてその詳細はいまだ明らかにされていない。申請者は、マウス
の生体内で鉄過剰のモデルを作成し、それにより免疫担当細胞、特にＴ細胞のレパトアに及ぼす
影響を解析するとともに、その分子的機構についても解析する目的で本研究を計画した。 
 
３．研究の方法 

鉄負荷マウスにおける末梢血、その他免疫組織における免疫担当細胞の増減、特に T 細胞
の分画について解析する。制御性 T 細胞や Th17 細胞の分化に及ぼす影響とその分子的機序、
サイトカインの影響について検討する。また、それらの免疫細胞全体のネットワークの中での影
響について解析する。一方、in vitro での Treg、Th17 の誘導培養系においても鉄負荷やその他
の細胞の影響について検討する。 

さらに患者検体を用いた解析により、鉄負荷が実際の疾患の病態にどのように関わってい
るかについても検討を加える。 
(1)マウス鉄負荷モデルの確立 
  鉄過剰マウスのモデルとして短期間に過剰な鉄を投与することで acute モデルとしてどの
ような影響がでるのか？さらにより実際の輸血依存患者の状態をより反映させるためよりを長
期に投与した場合の subacute 鉄過剰モデルを構築した。 
ヒト換算で 
① 200 単位×18 日 (acute モデル) 
② 50 単位 １回/週×25 週 （subacute モデル） 



(2) 鉄負荷マウスの末梢血、胸腺、脾臓における免疫担当細胞の分化制御についての解析 
末梢血、脾臓、の細胞分画を FACS により解析する。特に Treg、Th17 はそれぞれ、

CD4+/FoxP3+、CD4+/IL17A+細胞として検出する。 
さらにそれらのマウスにエグジェード（鉄キレート剤）を投与することにより、細胞の分画

の変化が解除されるかどうかについても検討する。それにより細胞現象が鉄負荷によるもので
あることを検証する。 

それらのマウスにおいて、さらに以下の検討を行う。 
① 血清のサイトカイン濃度を検索する。（TGFβ、IL-2、IL-6、IL17、IFNγなど） 
② 末梢血のマクロファージを単利し、サイトカイン産生について検討する。 
③ 免疫関連組織におけるナイーブ T 細胞を分離し、サイトカイン、転写因子の発現について検

討することにより、鉄負荷による免疫の乱れの機序について検討する。 
④ Treg の分化に必要であるとされている FoxP3 や、Th17 の分化に必須の分子 RORγt の
mRNA の発現について、PCR を用いて解析する。これらの検討により、鉄過剰が免疫細胞の分
化に及ぼす影響とそのメカニズムについて検討する。 
(3) in vitro Treg、 Th17 細胞培養系の確立と鉄負荷の影響 

我々は、in vitro における Treg 及び Th17 細胞分化誘導の培養系をすでに確立している。
正常マウスの脾臓からナイーブ T 細胞を CD4+/CD62L+細胞として分離する。さらにそれらの
細胞を CD3 抗体、CD28 抗体、IL-4、IFNγ、TGFβ存在下で培養すると、多くは FoxP3 陽性
の Treg に分化するが、IL-4、IFNγの代わりに IL-6、IL-1b を加えると、Th17 への分化を誘導
することができる。 

それらの分化誘導培養系において、培養上清に鉄を加えることにより、鉄が T 細胞分化に
及ぼす直接の影響を検討する。しかし、他のエフェクター細胞が存在することがその細胞分画の
変化には必要である場合も考えられ、その場合は in vitro でのそれらの細胞の影響を検討するた
めに、マクロファージや他の分画の T 細胞を加えることにより、パラクライン効果についても
検討する。 

 また、マクロファージ単独の培養系において培養上清中に鉄を加えることにより、マクロフ
ァージの活性、サイトカイン産生能について解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 鉄過剰モデルマウスにおける末梢血及び免疫関連組織の細胞分画の検討 
 Acute モデルおよび subacute モデルのマウスにおいてそれぞれの末梢血細胞分画に及ぼす影
響について検討した。Acute モデルでは、4 日間の 200 単位投与後末梢血において、コントロー
ルのマウスに比べて Hb, 好中球、単球は有意に
増加していたが、血小板、リンパ球（T 細胞、B
細胞共に）減少を認めた。一方、Treg は他のリ
ンパ球による免疫応答の制御において中心的役
割を果たすことから、鉄過剰が免疫システムに及
ぼ す 影 響 を 検 討 す る た め 、 acute モ デ ル と
subacute モデルにおけるマウス末梢血 CD4 陽性細胞中の Treg の割合について検討したところ、
両方のモデルにおいて Treg の割合は末梢血でも脾臓でも減少していた（図１）。 
CD4 陽性細胞は Th1，Th2，Th17、Treg の 4 つの分画に分かれ、中でも Th17 は IL17 を産生
し Treg と密接な関係を持ちながら Treg とは逆に免疫を刺激する働きを持つことが報告されて
いる。我々は、GVHD の病態の解析を検討するため、さらに大腸および小腸の粘膜固有層リン
パ球（LPL）における Th17 の細胞比率を検討した。Subacute モデルにおいて大腸および小腸の
LPL では鉄過剰により Th17 細胞が有意に増加していた。これらの結果から鉄過剰状態は急性

図１ 



期においても慢性期においても naïve Th  から Th17 を有意に誘導し、Treg を減少させること
が示唆された。 
(2) Treg 及び Th17 における遺伝子発現の解析 

 鉄過剰が上記のように Th 細胞を有意に誘導し、Treg を減少させるメカニズムを検討し
た。naiveTh 細胞から Treg および Th17 への誘導にはそれぞ
れ FoxP3 と RORγt がマスター遺伝子として働くことが報告

されていることから、subacute モデルマウスの脾臓の naïve 
Th 細胞を分離し、それぞれの遺伝子発現について Real-Time 
PCR で検討したところいずれもコントロールマウスとの相違
は認めなかった。一方、T 細胞の分化には、環境および自己分
泌性のサイトカインが深く関わっていることも報告されてい
る。そこで我々は、マウス末梢血中のサイトカイン濃度を検討
した。Acute モデルにおいての結果であるが、鉄過剰により IL-1β、IL-2、IL-6、IL-17、
IL-21、IL-23 といった炎症性サイトカインは有意に上昇していることが示された（図２）。
これらのサイトカインは naïve Th 細胞から Th17 への分化に強く関わっていることが報告
されている。 
(3) naïve Th 細胞から in vitro における分化誘導における鉄の影響 

マウスの脾臓および骨髄から CD4+CD62L+の naïve T 細胞を分離し、それぞれ適切な
サイトカイン存在下で in vitro にて Treg および
Th17 に分化誘導を行った。その際培養液中に鉄ま
たはデキストランを添加してその違いを検討し
た。その結果、脾臓由来の naïve T 細胞では、添
加した鉄の濃度依存性に Treg 細胞への分化が阻
害され、また骨髄由来 naïve T 細胞の骨髄間質細
胞との共培養では同様に Treg への分化が抑制さ
れ、また Th17 への分化が有意に誘導された（図３）。さらに、骨髄間質細胞を単独で培養
した際、鉄添加により骨髄間質細胞からの IL-23 および IL-6 の分泌がいずれも濃度依存性
に上昇していた。 
 

以上より、鉄過剰は、環境の間質細胞などからのサイトカイン分泌を介して Treg と Th17 へ
の分化のバランスを変化させることにより免疫反応を誘導することが示唆された。 
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