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研究成果の概要（和文）：マクロファージにヘム鉄（ヘミン）が負荷されると、活性酸素種（ROS）産生、不安
定鉄（LIP）上昇、細胞死誘導が見られるが、非ヘム鉄では見られないことがわかった。鉄キレート剤はヘミン
による細胞死を抑制した。その作用はデフェラシロクス（DSX）が最強で、治療レベルよりも低濃度で抑制効果
が得られた。高脂血症治療薬スタチンはヘミン細胞死を抑制し、DSXと併用すると単独よりも抑制作用を増強し
た。トロンボポエチン受容体作動薬エルトロンボパグ（ELT）は、低濃度でDSXと同等以上にヘミン細胞死誘導を
抑制した。ELTとスタチンの併用、ELTとDSXの併用は、いずれも単独より抑制作用を増強することがわかった。

研究成果の概要（英文）：We have explored therapeutic agents for transfusion iron overload, using 
human monocyte/macrophage cell line THP-1 and hemin.
We could demonstrate that roading of hemin on macrophage induced ROS (reactive oxygen species) 
generation and LIP (labile iron pool) elevation and resulted in cell death, but non-heme iron did 
not. Among three iron chelators, deferasirox (DSX) most effectively suppressed hemin-induced cell 
death with low concentrations. Statins, cholesterol lowering agents, could suppress hemin-induced 
cell death. Addition of statin on DSX could enhance suppressive effects. Eltrombopag (ELT), an TPO 
receptor agonist, suppressed hemin-induced cell death more potently than DSX. Addition of statin on 
ELT could enhance suppressive effects. Moreover, combination of DSX and ELT enhance suppressive 
effects more than single use.

研究分野： hematology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
輸血後鉄過剰症では、まずマクロファージがヘム鉄によって傷害され、その後に臓器傷害が進展するため、ヘム
によるクロファージ傷害を抑制することが重要である。我々は、ヒト単球系細胞THP-1と無血清培地によるアッ
セイシステムを開発し、ヘミンによる細胞傷害を抑制する薬剤を探索した。スタチンが単独でも抑制効果を示す
こと、鉄キレート剤デフェラシロクス（DSX）およびエルトロンボパグはいずれも低濃度で抑制作用を示すとと
もに、スタチンとの併用で抑制効果が増強されることを示すことができた。スタチンを併用すると、より低濃度
のDSXで治療効果が得られる可能性を示すことができ臨床的に有意義な成果と思われる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
高齢や合併症のため強力な化学療法や造血細胞移植を受けられない造血障害患者では、輸血
は生命維持および QOL維持に不可欠である。しかし、長期間の輸血は鉄過剰症をもたらし患者
の生命予後を悪化させる。輸血後鉄過剰症の第一選択は経口鉄キレート剤である。（鉄過剰症の
診療ガイド 厚労省・造血障害研究班 2008 年）。臨床では経口製剤であるﾃﾞﾌｪﾗｼﾛｸｽ（DSX）が
用いられるが、腎障害などの副作用で継続できなくなる患者が、特に高齢者では少なくない。鉄
キレート剤の治療効果を安全に高めることができる薬剤があれば、鉄キレート剤を減量でき、副
作用をきたすことなく継続できることが期待される。 
鉄は輸血された赤血球のヘム鉄として負荷される。ヘム鉄は、赤血球貪食あるいは遊離ヘムの
取り込みにより、まずマクロファージに負荷される。鉄負荷がマクロファージの処理能力を超え
ると、続発的に鉄負荷が実質臓器へと進行する（Hematology Am Soc Hematol Educ Program 
2008 p166）。したがって、輸血後鉄過剰症の主役は単球/マクロファージであると言える。日本
では輸血後鉄過剰症の大部分がこの病態に該当する。しかし、マクロファージを標的とする輸血
後鉄過剰症の研究はまだ進んでいない。マクロファージの細胞内で鉄は ROS産生や脂質過酸化
作用などに関与するが、フェリチンと結合することで貯蔵鉄として安定して存在できる。マクロ
ファージ細胞内のフェリチン発現は、鉄負荷による細胞傷害からの防御として重要と思われる。
また、ヘム鉄による単球/マクロファージへの細胞傷害は非ヘム鉄よりも強力であり、我々はそ
の機序にフェロトーシスが関与していることを報告している（Imoto et al. Transfus Apher Sci. 
57:524, 2018）。ヘム鉄による単球/マクロファージ細胞傷害の機序を解明することは、輸血後鉄
過剰症の治療方法開発につながることが期待される。 
 
２．研究の目的 
 ヘム鉄による単球/マクロファージの細胞傷害機序の探求と、長期輸血が必要な高齢者が安全
に継続できる輸血後鉄過剰症治療方法を開発することである。具体的目標は以下の 2 項目であ
る。 
①ヘム鉄によるマクロファージの細胞死を、鉄キレート剤と協働的に抑制できる薬剤の探索 
② フェリチン発現量の変動がマクロファージのヘム鉄による細胞死に及ぼす影響の検討 
 
３．研究の方法 
ヘム鉄の単球/マクロファージのモデルとしてヒト単球系培養細胞株 THP-1、ヘム鉄としてヘミ
ンを用い、無血清培養液を用い、in vitro で細胞傷害を測定した。細胞死は Annexin-V/PI、ROS
産生は CM-H2DCFDA、細胞内不安定鉄（LIP）は calcein -acetoxymethyl ester (CA-AM)、を
各々用いて、フローサイトメトリー（FCM）で測定した。細胞内フェリチン量はウェスタンブ
ロッティング（WB）で測定した。 
 
４．研究成果 
① ヘミンによるマクロファージの細胞死を、鉄キレート剤と協働的に抑制できる薬剤の探索 
1）鉄キレート剤の抑制効果比較：ヘミンの細胞傷害に対する抑制作用を、臨床で使用される 3
種の鉄キレート剤（DSX、デフェロキサミン（DFO）、デフェリプロン（DFP））で比較した。抑
制作用は、DSX が最も強く、DFP と DFO はほぼ同レベルであった。 
2）スタチンの抑制効果：高齢者で使用頻度が高い高脂血症治療薬スタチンが、ヘミンによる細
傷害を抑制できるかどうかを、国内で使用されている 6種類のスタチン（プラバスタチン、
アトルバスタチン、ロスバスタチン、ピタバスタチン、シンバスタチン、フルバスタチン）
を用いて検討した。いずれのスタチンも細胞死抑制作用を示したが、プラバスタチンの抑制
作用は小さく、他のスタチンより 10倍以上高濃度を要した。プラバスタチンを除く 5種類の
スタチンを比較した結果を示す(図 1)。細胞生存率は無処理で 1，ヘミン処理で 0.7 に低下し
たが、スタチンで 16 時間前処理すると 0.8～0．9 に回復した。細胞死抑制作用はフルバスタ
チン（Flu）が最も強かった。 

 図 1 



3）エルトロンボパグの抑制効果： トロンボポエチン受容体作動薬エルトロンボパグ（ELT）は
鉄キレート作用がある。ELT は、低濃度（1～4μM）でヘミン細胞死抑制作用を示し、ROS 産
生および LIP 上昇を抑制した（図 2）。ELT は高濃度(8～16μM)では単独で細胞死を誘導した。 

図 2 エルトロンボパグによるヘミン細胞傷害の抑制 
 

４） 鉄キレート剤 DSX とスタチン Flu、ELT の併用効果：DSX と Flu または ELT を併用するとヘ
ミン細胞死抑制効果を増強できるかどうかを検討した。DSX 単独に比べ、Flu 併用は抑制効
果を増強した。ELT 併用も抑制効果を増強した。また、ELT と Flu の併用は、単独よりも高
い抑制効果を示した（図 3）。 

 
図 3 DSX、Flu、ELT の併用によるヘミン細胞死抑制効果の増強 

 
② フェリチン発現量の変動がマクロファージのヘム鉄による細胞死に及ぼす影響の検討 
 ヘミンまたは非ヘム鉄負荷による細胞内フェリチン量の変動：ヘミンまたは非ヘム鉄（2
価鉄：硫酸アンモニウム第一鉄（FAS）、3価鉄：クエン酸アンモニウム第二鉄（FAC））を
負荷すると、ヘミン処理では細胞死増加、ROS 産生増加、LIP 上昇が認められたが、FAC, 
FAS 処理では細胞死、ROS 産生、LIP 上昇はいずれも軽微であった。WBで測定した細胞内
フェリチン発現量は、ヘミン、FAS、FAC いずれの処理でも処理前と比べて明らかな変動は
見られなかった。ニトロソ PSAP 法で測定した細胞内非ヘム鉄量は、FAC 処理後の方がヘミ
ン処理後よりも高い傾向が認められた。以上の成果は論文報告済みである（Imoto et al. 
Transfus Apher Sci. 2022 Apr;61(2):103319）。 

 
③ ヘミンによる細胞傷害機序の検討 
 ヘミン処理後の細胞内ヘムオキシゲナーゼ発現量の変動：ヘム／ヘミンは細胞内でヘムオ
キシゲナーゼ（HO）によって分解され、鉄を遊離する。HOには 2つのアイソザイム（恒常
的に発現する HO-1 と炎症などで誘導される HO-1）が存在する。細胞内の非ヘム鉄量をニ
トロソ PSAP 法で測定すると、ヘミン処理 1時間後には上昇し、以後時間および濃度依存
性に上昇した。HOの発現量を WB で測定したところ、HO-2 はヘミン処理前から発現が認め
られ、処理後にやや低下傾向を示したが、HO-1 はヘミン処理前には検出できず、ヘミン処
理 4時間後に発現が誘導された、以上の結果から、ヘミンは細胞内でまず HO-2 によって
分解され鉄を遊離すると考えられた。異常の成果は論文報告済みである（Imoto et al. 
Transfus Apher Sci. 2019 Dec;58(6):102662）。 
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