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緒 言

鉄 は,電 子伝達系への関与1)と ともにribonu

cleotide reductaseの 活性維持2)を 介 して細胞へ

のエネル ギー供給やDNA合 成 に重要 な役割 を

担い,生 体 に とって必須の要 因 として働 いてい

る,し か し一方 で鉄は, hydroxyl radicalの 生

成 を触媒 し3),また発癌 との関連 も指摘4) 5)され る

など,過 剰 の鉄 は生体 に とって有害 と考 えられ

ている.か か る鉄の細胞内取 り込みは,主 とし

てtransferrin receptor(TfR)を 介 して行 われ,

このTfRは さ まざまな細胞6)-8)にその存在が確

認されているが,そ の発現の調節には細胞内の

鉄が深 く関わってい るこ とが明 らかにされつつ

ある9)-12).す な わち,細 胞内鉄濃度に よりTfR

 mRNAの3'untranslated regionに 存 在す る

iron-responsive element(IRE)と,細 胞質内

蛋白であるIRE-binding protein(IRE-BP)の

親 和性 が変化 して, TfRの 発 現が調節 され ると

考 えられ ている.

と ころで,赤 芽球 系細 胞は その分化過 程 で

hemoglobin(Hb)を 合 成す るが,そ の際 多量の

鉄が赤芽球内に取 り込 まれ,こ れ らの 多 くは非

hemin鉄 か らhemin鉄 へ と移行す る.こ の過

程 で非hemin鉄 を示す可染性鉄顆粒が観察され

るが,教 室の木村13)-15)は,赤 芽球系造血におけ

るかか る可染性鉄顆粒の生理 的,並 びに病 的意

義を報告 してきた.し かし,本 顆粒 とTfR発 現

の関係は不明であり,ま たヒト骨髄の赤芽球系

細胞のTfRに 関 しての報告16)-20)は少なく, in

 vivoに おける赤芽球系細胞のTfR発 現を調節

する因子についての詳細は不明であった.こ の

点に関して教室の木村(文)21) 22)が,ヒ ト骨髄赤

芽球のTfR発 現は個々の赤芽球間の比較では

Hb濃 度によりdown-regulationを 受けるもの

の可染性鉄顆粒数 とは関連はなく,症 例間の比

較では鉄貯蔵状態により,平 均可染性鉄顆粒数

と平均TfR数 の間に明瞭な負の相関関係が認め

られることを報告 した.一 方,骨 髄異形成症候

群(MDS)に ついては露野23) 24)が症例間におけ

る平均可染性鉄顆粒数と平均TfR数 の負の相関

関係は認められず,平 均可染性鉄顆粒数の増加

にもかかわらず平均TfR数 の減少が認められな

いことを報告 した.す なわちMDSで は,平 均

可染性鉄顆粒数によって代表される赤芽球内の

鉄量による平均TfR数 の調節機構が変調をきた

している可能性が想定される.し かし,そ の変

調がTfR発 現のどの段階でおこっているかは不

明であり,ま た赤芽球内の機能鉄と可染性鉄顆

粒の異同については慎重に考える必要があると

思われる.

今回著者は, mRNAの レベルでのTfRの 発

現調節がどのように行われているかを可染性鉄

顆粒 との関連から検討することが,こ れら不明
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な点の解明につ なが り,ひ いてはMDSを 含 め

た各種 疾患の赤芽球系細胞におけるTfRの 発 現

調節機構,さ らには鉄代謝機構の解 明につ なが

ると考 えた.そ こで,ま ず ヒ ト骨髄細胞中よ り

immunomagnetic beads法 を応用 して赤芽球 を

分 離 し,そ の分離赤芽球 のTfR mRNA発 現 を

Northern blot analysisに よ り症例 ごとに比較

検討す る方法 を考案 した.さ らに この方法 を応

用 して,鉄 貯蔵状態が異なる症例 間におけるTfR

 mRNAと 平 均可染性鉄顆粒数の関係について検

討 した.

対 象 と 方 法

1.対 象

表1に 示 す 如 く岡 山 大 学 医 学 部 第 二 内 科 並 び

に そ の 関 連 施 設 で 診 断 を 受 け たMDS 2例,鉄

欠 乏 性 貧 血(IDA)2例 を対 象 と し た. MDSの

2例 の 内 訳 は, Refractory anemia with excess

 of blasts in transformation(RAEB-t) 1例 と

Refractory anemia(RA)1例 で あ っ た.な お,

対 照 に は 血 液 疾 患 を有 さ な い 健 常 人2例(27歳 ・

男, 29歳 ・男)を 用 い た.

2.方 法

1)赤 芽 球 の 分 離

ヘパ リン加 骨 髄 液 約5mlを 採 取 し, phosphate-

buffered saline(PBS)で 約5倍 に 希 釈 後, 70

%(v/v)Percoll(1.081g/ml)上 に 重 層 し, 400×

gで30分 間 遠 心 し た.そ の 中 間 細 胞 層 を 回 収 し,

 10mlのPBSを 加 え よ く混 和 し た 後, 250×gで

10分 間 遠 心 し た.さ ら にPBSで2回 洗 浄 後,

 0.1% bovine serum albumin(BSA)加PBS

に再 浮 遊 させ,こ れ にmouse anti-glycophorin-A

monoclonal antibody(Chemicon Interna

tional, Inc., Temecula, CA, USA)10～20μg

を加 え, 4℃ で30分 間 反応 させ た.次 いで細胞

を2回 洗浄す るこ とによ り未反応の抗体 を除去

し, 107個 の 細胞につ き25μl(107beads) のanti-

mouse IgG結 合immunomagnetic beads

(Dynabeads M-450 sheep anti-mouse IgG,

 Dynal A. S, Oslo, Norway)を 加 え, 4℃ で30

分 間 反 応 させ た.反 応 終 了 後, magnetic particle

 concentrator(Dynal MPC1, Dynal A. S, Oslo,

 Norway)を 用 い てimmunomagnetic beadsと

結 合 し た 細 胞 を磁 力 に よ り分 離 し,さ ら に2回

洗 浄 す る こ と に よ り赤 芽 球 分 画 細 胞 を 得 た.な

お,得 ら れ た 細 胞 に つ い て は,細 胞 数 を 算 定 す

る と と もに, cytocentrifugeス ラ イ ド標 本 を作

成 しMay-Giemsa染 色 を 行 い,そ の 赤 芽 球 の

purityとyieldを 求 め た.

2)RNAの 抽 出

分 離 細 胞 のtotal RNAの 抽 出 に は,

 RNAzolTM B(Biotecx Laboratories, Inc.,

 Houston, TX, USA)を 用 い た. RNA pelletは

0.5%sodium dodecyl sulfate(SDS)に 溶 解 し,

電 気 泳 動 に 使 用 す る ま で 凍 結 保 存 し た.

3) RNAの 電 気 泳 動

抽 出 し たtotal RNA 2.5μgを, 2.2M formal

dehydeを 含 ん だ1%agarose gelで 電 気 泳 動 し

た.マ ー カ ー 用 色 素 に は, bromophenol blue

(BPB)を 用 い,泳 動 用 緩 衝 液 に は20mM 3-

[N-morpholino]propanesulfonic acid

(MOPS), 5mM sodium acetate, 1mM eth-

ylenediaminetetraacetic acid(EDTA)を 含 む

溶 液 を 用 い た.

4) RNAのvacuum transfer

電 気 泳 動 終 了 後, RNAのnylon membrane

(HybondTM-N, Amersham International plc,

 Buckinghamshire, UK)へ のvacuum transfer

表1　 対象症例とその臨床検査成績
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を行 っ た.装 置 はVacuGene XL Vacuum

 Blotting System(Pharmacia LKB Biotech

nology, Uppsala, Sweden)を 用 い,真 空 圧 は

50～55cmH2Oに 設 定 し た. transferに 先 だ っ て

gelを 蒸 留 水 で 洗 浄 し, formaldehydeを 除 去 し

た.次 い でgelを ア ル カ リ溶 液(50mM NaOH,

 10mM NaCl)で 処 理 後 中 和 液(0.1M Tris-Cl,

 pH7.4)に て処 理 し,そ の 後20×SSC(3M NaCl,

 0.3M sodium citrate)を 転 写 液 に 用 い, 30分 以

上vacuum transferを 行 っ た. RNAのnylon

 membraneへ の 固 定 は, 80℃ で2時 間 加 熱 処 理

す る こ と に よ り行 っ た.

5) hybridization

ま ずprehybridizationを 以 下 の 方 法 に て 実 施

し た.す な わ ち,プ ラ ス チ ッ クバ ッ グ にnylon

 membraneを 入 れ,あ らか じめ95℃ で5分 間 加

熱 後 急 冷 し, 1本 鎖 に 変 性 させ て お い た10mg/ml

サ ケDNA(From salmon testes phenol

chloroform extracted, ethanol precipitated,

 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)

100μlとprehybridization緩 衝 液(0.5%SDS,

 6×SSC, 5×Denhardt's solution=0.1%

 BSA+0.1% ficoll+0.1% polyvinyl-

pyrrolidone)約10mlを 加 え て 空 気 を 追 い 出 し密

封 し た.こ の 状 態 で恒 温 振 盪 器 に て65℃ で1時

間 以 上 加 温 し た.

TfR cDNAのprobeに は 高 後 裕 博 士(札 幌

医 科 大 学 第 四 内 科)よ り供 与 さ れ たpCD-TR 1

(originaly provided by Dr. L. C. Kuhn, Swiss

 Institute for Experimental Cancer

 Research)25) 26)由 来 のfull-length human TfR

 cDNA 500ngを 用 い,さ ら に 対 照 と し てhuman

 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

(G3 PDH)cDNA probe(Clontech Labora

tories, Inc., Palo Alto, CA, USA)25ngを 用 い

た.標 識 はRandom primed DNA labeling kit

(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,

 Germany)に よ り[32P]dCTP(ICN

 Biomedicals, Inc., Costa Mesa, CA, USA)で

行 っ た.

prehybridization終 了 後,プ ラ ス チ ッ ク バ ッ

グ の 封 を 切 り 中 の 液 を 捨 て, 10mg/mlサ ケ

DNA100μlと 上 記 で 標 識 済 み のprobeを95℃

で5分 間加熱後急冷 し, hybridization緩 衝 液

(0.5%SDS, 6×SSC)約10mlと と もにプ ラス

チ ックバ ッグに入れ再び密封 した.こ の状態 で

恒温振盪器にて65℃ で12時 間以上加 温 した.

6) autoradiography

hybridization終 了後,プ ラスチ ックバ ッグか

らnylon membraneを 取 り出し, 1×SSC+0.1

%SDSで20℃, 20分 間洗浄 を1回, 0.2×SSC+

0.1%SDSで65℃, 20分 間洗浄 を3回 行 った.

洗浄終 了後, nylon membraneの 水 分 を とりサ

ランラップで包装 し,カセットにX-ray film(New

 RX 20.3×25.4cm,富 士 写真フイルム株式会社,

南 足柄)と ともに入れて-70℃ で一晩以上露光

し,そ の後,型 の如 く現像,定 着 を行 った.

7) TfR mRNAの 定 量化

densitometer(ScanningImager 300 SX,

 Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA)

に てTfRとG3 PDHの バ ン ドのdensityを 測

定 し,そ の比(TfR/G3 PDH)をTfR mRNA

の発 現量 とした.

8)赤 芽球 胞体 内可染性鉄顆粒数 の算定

骨髄塗抹標本 をKaplanら27)の 変 法 にて鉄染

色後,赤 芽球100個 の 胞体 内可染性鉄顆粒数 を算

定 し,そ の平均値 を求めて平均可染性鉄顆粒数

とした.

結 果

1.骨 髄 細胞中か らの赤芽球 の分離

immunomagnetic beadsに よ る分離後の赤芽

球分画のcytocentrifugeス ラ イ ド標本のMay-

Giemsa染 色所見 は,図1に 示す如 くbeadsに

結合 した赤芽球 を確認可能であった.こ れ らの

標本 か ら算定 したimmunomagnetic beadsに

よ る分離前後の総有核細胞数 とその赤芽球 比率

お よびpurityは,表2の 如 く分離前の赤芽球比

率 が14.8±4.3%(mean±S. D.)に 比 し,分 離

後には赤芽球 のpurityは89.5±4.5%と 高率 に

なった.さ らに,こ れ らの結果か ら赤芽球 のyield

を算定 したところ19.9±6.7%と な った.な お,

赤芽球分画細胞中の赤芽球以外の細胞 は リンパ

球 が主体 であ り,リ ンパ球 におけ るTfRの 発現

は木村文 昭に よれば(私 信),赤 芽 球 のTfRの 発

現 に比べ著明に低 い とされ,従 って,今 回分 離
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表2　 immunomagnetic beadsに よ る赤 芽 球 の 分 離 成 績

図1　 immunomagnetic beadsと 結 合 し た赤 芽 球

茶 色 のimmunomagnetic beadsに 結 合 した

赤 芽 球 が 認 め られ た(May-Giemsa染 色, ×

1000).

した赤芽球分 画細胞 は ヒ ト骨髄赤 芽球 のTfR

 mRNAの 検 討に応用可能 と判 断 した.

また,添 加 したanti-glycophorin-A抗 体 は,

症 例1の みが20μgで あ り症例2～6は10μgと

したが,症 例1と 症例2～6の 両群 の間で分離

され た細胞数 などに明 らかな差は認め られなか

った.

2.赤 芽球 のTfR mRNAの 発 現量

赤芽球TfR mRNAのNorthern blot analy

sisに よ るhybridizationの 結 果 は,図2の 如 く

TfRとG3 PDHのmRNAの バ ン ドをそれぞ

れ認めた. TfRの バ ン ドのdensityは 表3に 示

す如 く,健 常人の2例 に比 しIDAは 増 加(症 例

5),あ るいは若干高めではあ るがほぼ同等(症

例6)で あ り, MDSの2例 では低下 していた.

さ らにTfRとG3 PDHの バ ン ドのdensityの

図2　 TfRとG3 PDH mRNAのNorthern blot

 analysis

4.9kbのTfR mRNAの バ ン ドを認 め た

(upper arrow). TfR mRNAの 発 現 量 は,

 G3 PDH mRNAの バ ン ド(lower arrow)

を対 照 と して,そ の 比(TfR/G3 PDH)を と

る こ とに よ り求 め た.

比をとることによりTfR mRNAの 発現量を求

めたところ, IDAで はmRNAは 健常人に比し

増加(症 例5),あ るいは同等(症 例6)で あっ

た.ま た, MDSの2例 については健常人とほぼ

同等であった.次 に,こ れらのmRNAの 発現

と平均可染性鉄顆粒数 との関係を検討したとこ

ろ,図3に 示す如 くある程度の平均可染性鉄顆

粒数の変動ではmRNAは 健常人とほぼ同等(症

例3, 4, 6)で あるが,平 均可染性鉄顆粒数

の変動(減 少)が 強 くなるとmRNAが 増加(症

例5)し ていることが判った.

考 察

ヒト赤芽球のTfR mRNAのin vivoに おけ
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表3　 densitometerに よ るmRNA量 の 測 定 結 果

る変動や その発現調節 因子については不明の点

が多い.そ こで今回著者 は,赤 芽球系細胞にお

けるTfRの 発 現調節機構 を解明す る 目的で,

 mRNAの レベルにおけるTfRの 発 現調節 と可

染性鉄顆粒 との関連 を検討 した.す なわち,ま

ず ヒ ト赤芽球 をimmunomagnetic beadsと

anti-glycophorin-A抗 体 によるpositive selec

tion法 を応用 して分離 し,そ のTfR mRNAを

Northern blot analysisで 症 例 ごとに比較検討

す る方法 を確 立 した.次 いでこの方法 を用いて,

ヒ ト骨髄液から89.5±4.5%のpurity, 19.9±6.7

%のyieldで 赤 芽球 を分 離す るこ とに成功 し,

その赤芽球のTfR mRNAは, IDAで は1例

は健常 人に比 し増加 して いたが,も う1例 は同

等,ま たMDSで は健 常人 とほぼ同等であった.

さらにTfR mRNAと 平 均可染性鉄顆粒数 との

関係 を検討 したところ,あ る程度 までの平均可

染性鉄顆粒数の変動 ではmRNAは 健 常人 とほ

ぼ同等(症 例3, 4, 6)で あ るが,平 均可染

性鉄顆粒数の変動(減 少)が 強 くな るとmRNA

が増加(症 例5)し て いることが示 され,可 染

性鉄顆粒数 の変動に よりmRNAの 発 現が影響

され得 る可能性が示唆 された.

か か る 赤 芽 球 のTfR mRNAの 検 討 をす る た

め に は, heterogeneousな 集 団 で あ る 骨 髄 細 胞

よ り赤 芽 球 を 高 いpurityを 保 ちつ つ 分 離 す る必

要 が あ る.そ こ で 著 者 は,ま ず 赤 芽 球 の 分 離 方

法 を 検 討 し た.赤 芽 球 の 分 離 方 法 と して は 従 来

さ ま ざ ま な 方 法 が 試 み ら れ て お り, velocity

 sedimentation28)-30), density gradient

 centrifugation29) 30), complement-mediated

 lysis31), fluorescence-activated cell sorter

(FACS)19) 32)に よ る 方 法 な ど が 報 告 さ れ て い る.

図3　 TfR mRNA発 現量と赤芽球平均可染性鉄顆

粒数の関係

しか しvelocity sedimentationに よ る方法 は,

 sedimentation tankな どの器材が必要 となり簡

便 さに問題があ る.こ の点はFACSに つ いて も

同様 であ り,ま たcomplement-mediated lysis

に よ る方法は分離細胞への傷害の可能性 を完全

には否定 で きないために代謝の実験 などに応用

す るには注意が必要 と考 えられ,す べ ての実験

系に適 している とはいえない. density gradient

 centrifugationな どのcentrifugationに よ る細

胞分離法は,比 較的簡便であ り,近 年広 く応用

されている方法であるが,充 分 なpurityを 得 る

ためには,こ の方法の前後に他 の方法 を組 み合

わせ るこ とが必要 と考 えられ る.そ こで著者は,

最初 にPercollを 用 いたcentrifugationに よ り

主 に赤 血球 や 顆 粒 球 を除 去 し,そ の 後im

munomagnetic beadsとanti-glycophorin-A

抗 体 を用いた磁力に よるpositive selection法

に よ り赤芽球 を分離す るこ とを試みた. 6例 の

骨髄穿刺液にこの方法 を適用 し, purity 89.5±

4.5%, yield 19.9±6.7%で 赤 芽球 を分離 するこ

とがで きた.骨 髄 中の赤芽球 を分 離す るの に

immunomagnetic beadsを 用 いたのは本報告 が

初 めてであるが,本 法 は簡単な設備 で比較的簡

便 に行 える ものであ り,今 後赤芽球 の研究にお

いて有効 に活用 し得 る方法 と思われ る.

さて,生 体は細胞内へ の鉄の取 り込みを主 と

してTfR発 現 の 多寡に より調節 しているが,こ

のTfRの 生合 成は細胞内の鉄濃度により調節さ

れてい る9)-12). TfR mRNAの3'untranslated
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regionに はIREと 呼 ばれ るstem-loop構 造 が

あ り,こ れにIRE-BPが 結合す る とmRNAは

RNaseに よ る分解 を受けに くくな り,ま た逆 に

IRE-BPが 外 れ るとmRNAは 分解 されやす く

なる.一 方 このIREとIRE-BPの 親和性 は細

胞 内鉄濃度に より規定 されてお り,細 胞内鉄濃

度が低 くな ると親和性は上昇 し,鉄 濃度 が高 く

なる と親和性 は低下す る.し たが って例 えば鉄

濃度が低 くな ると, IREとIRE-BPの 親 和性 は

上昇 しTfR mRNAは 分 解 されに くくな り,そ

の結果TfRの 発 現が亢進す るこ とにな る.こ の

ように細胞内の鉄量 とTfRの 発現 は密接に関連

していると考 え られ, TfRの 発 現の機序 を解 明

す るためには,同 時 に細胞内の鉄量 を評価す る

こ とが必須 と考 え られ る.と ころで,赤 芽球 内

に取 り込 まれた鉄はその多 くは非hemin鉄 か ら

hemin鉄 へ と移行 してい くが,こ の動的過程 に

おいて細胞内の非hemin鉄 を示す可染性鉄顆粒

が観察 され る.可 染性鉄顆粒 は赤芽球内におい

ては原形質に存在す るもの,鉄 芽球性貧 血でみ

られる ミ トコン ドリア中に存在す るものの二種

類 の存在形態 をとる とされ, Kaplanら27)は この

顆粒 を有す る正赤芽球にsideroblastsな る名称

を与えた.当 教室においては,従 来よ り木村13)-15)

が赤 芽球の可染性鉄顆粒 に注 目し,赤 芽球 系造

血における可染性鉄顆粒の意義 について検討 し,

 sideroblastogramを 通 して各種血液疾 患におけ

る鉄代謝異常 を解明 して きた.そ の本態やfer

ritin, hemosiderin, cytosol ironと の 異同につ

いては不明の点 も残 されてはいるが,本 顆粒 は

赤芽球 内の鉄代謝過程の非hemin鉄 を示す もの

であ り,そ の多寡 は各種 血液疾患の鉄代 謝状 態

を反映す るもの として重要 な意義があ る.し た

がってTfR mRNAの 発 現 とともに可染性鉄顆

粒 の多寡 を検討す ることは, TfRの 発 現調節の

メカニ ズム を理解 してい く上 で非常に有意義 で

ある と考 え られる.

以上の如き観点から,今回著者はTfR mRNA

と平均可染性鉄顆粒数の関係を検討したところ,

症例5のIDAで はTfR mRNAの 増加 を認め

た.こ の症例においては同時に平均可染性鉄顆

粒数の減少 を認めてお り,こ れはin vivoに お

ける細胞内鉄量によるTfR発 現の調節機構に

IREとIRE-BPが 関与することを示唆するもの

と考えられる.す なわち,細 胞内の鉄量が減少

することによりIREとIRE-BPの 親和性が上

昇 し, mRNAが 分解 されにくくなりmRNAが

増加 していると考えることができ,非 常に興味

深い.症 例6のIDAに ついてはTfR mRNA

は健常人と同等であったが,そ の原因としては

貧血の程度が軽いこと,平 均可染性鉄顆粒数の

減少が明らかでないことが考えられる.さらに,
一般的に可染性鉄顆粒はHbを 含有する赤芽球

で算定されているのに対し, TfRは 赤芽球の成

熟の前半期において多いと報告21)されており,こ

の点を考慮して結果を評価することも必要 と思

われる.

さて,症 例5の 結果から考えると,細 胞内の

鉄量 とTfRの 発現は赤芽球系細胞においても互

いに関連 し合 っていることが推察されるが,

 Hradilekら33)はheme合 成に伴う非heme鉄 の

消費がTfRの 発現維持に重要であると報告 して

おり,赤芽球系細胞におけるTfRの 発現調節に

はhemeと の関連 も重要と考えられる.教 室の

木村(文)22)は,同 一症例内の個々の赤芽球の単

位面積当たりのHb量 とTfR密 度の間には

r=-0.71の 負の相関が認められると報告 し,

 TfRの 発現調節に関与する因子としてのHbの

意義 を重要視 している.さ らに藤井 ら34)はTfR

発現 と各種臨床検査成績 との関連を検討し,平

均TfR数 はMCHCと 強い負の相関を示すと

報告 した.今 後,赤 芽球系細胞のTfRの 発現調

節機構を解明 してい く過程において,細 胞内鉄

量とともにHbの 変動について も検討を加えて

い くことが必要であると考えられる.

一方, MDSに ついては今回の2例 の検討では,

健常人とほぼ同等のmRNAの 発現となった.

 TfR数 の検討では,教 室の露野24)はMDSに お

いては平均可染性鉄顆粒数が健常人に比して著

明に増加するにもかかわらず平均TfR数 は健常

人に比し差がないことを示し,鉄 貯蔵状態の異

なる健常人,鉄 欠乏,鉄 過剰の症例間で平均可

染性鉄顆粒数 と平均TfR数 の間に強い負の相関

を認めるとする木村(文)の 報告21)から大 きく逸

脱することを報告 した.こ の報告と今回の2例

のMDSの 結果 を勘案すると, MDSに おける
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mRNAとTfR数 は平行した発現態度をとるこ

とが予想される.し か し, Abeら35)は 鉄過剰状

態においてはmRNAとTfR数 が平行した発

現態度をとらず, TfR数 は鉄負荷によって変化

しないがmRNAは 減少すると報告 している.

また,今 回のMDSのmRNAの 結果は,可 染

性鉄顆粒数が細胞内機能鉄の多寡を示すとすれ

ば, IREとIRE-BPに よるregulation機 構か

らだけでは説明できない発現態度をとっている

と考えられ,や はりHbの 関係などについても

検討の余地があるとともに,特 にMDSの よう

に赤芽球内の鉄代謝異常を伴 う病態における機

能鉄 と可染性鉄顆粒の異同についても考慮を要

すると思われる.症 例を追加 しさらに検討 して

いくことが必要であり,そ の結果赤芽球系細胞

のTfRの 発現調節機構が明らかになるものと思

われる.

結 論

赤芽球系細胞のTfRの 発現調節機構を解明す

る目的で,骨 髄細胞より赤芽球 を分離精製 し

Northern blot analysisに よりTfR mRNAの

発現を検討する方法を考察 した.さ らにこの方

法を応用して,鉄 貯蔵状態が異なる症例間にお

けるTfR mRNAと 平均可染性鉄顆粒数の関係

を検討し,以 下の結果を得た.

1. immunomagnetic beadsとanti

- glycophorin-A抗 体 を用 い骨 髄細 胞 中 よ り,

 89.5±4.5%のpurity, 19.9±6.7%のyieldで

赤芽球 を分離精製す ることがで きた.

2. IDAのTfR mRNAは,1例 は健常人

に比 し増加 していたが,も う1例 は同等 であっ

た.

3. MDSのTfR mRNAは 健 常人 とほぼ同

等であった.

4. TfR mRNAの 増加 を認めたIDAの 平

均可染性鉄顆粒数は減少 していた.

以 上,今 回考察 した簡易 な赤芽球分離法 を応

用す るこ とに よ り,さ らに症例数 を増や して

mRNAを 検 討 し,可 染性鉄顆粒 を含めた各種 因

子 と赤芽球 のTfR mRNAの 発現 の関係 を明 ら

かにす るこ とが可能 となろう.

稿 を終えるにあたり,御 指導,御 校閲を賜った恩

師木村郁郎教授に深謝致します とともに,終 始懇切

なる御指導,御 助言をいただいた高橋清講師,宗 田

良博士,大 本英次郎助手,木 村文昭助手に深謝致 し

ます.

また, pCD-TR1を 供与していただいた高後裕博

士, L. C. Kuhn博 士 に深謝致 します.

なお,本 論文の要旨は第55回 日本血液学会総会に

おいて発表 した.
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Expression of transferrin receptor mRNA in human erythroblasts :

 A method for separating erythroblasts 

and measuring transferrin receptor mRNA

Shigeto ITAMI

Second Department of Internal Medicine, 
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Okayama 700, Japan

(Director: Prof. I. Kimura)

A method for separating erythroblasts and measuring transferrin receptor (TfR) mRNA 

was developed to investigate the mechanism of TfR expression. Using this method, the 

relationship between TfR mRNA and the average number of stainable iron granules was 

examined. Erythroblasts were separated using immunomagnetic beads and mouse antiglyco

phorin A monoclonal antibody with a purity of 89.5•}4.5% and a yield of 19.9•}6.7%. Northern 

blot analysis was performed with these separated cells and the following results were obtained. 

A patient with iron deficiency anemia presented a higher TfR mRNA level and a lower 

average number of stainable iron granules than healthy volunteers. However, another patient 

with iron deficiency anemia and two patients with myelodysplastic syndrome demonstrated 

almost the same TfR mRNA levels as healthy volunteers. TfR mRNA appeared to be regulated 

by cellular iron, but other factors such as hemoglobin may participate in this regulation. This 

newly developed method will be helpful in investigating the regulation of TfR mRNA and in 

clarifying the mechanism of iron metabolism in hematological disorders.


