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研究成果の概要（和文）：本研究ではヘム合成の律速酵素の一つである赤芽球特異的アミノレブリン酸合成酵素
（ALAS2）の変異による遺伝性鉄芽球性貧血(XLSA)の発症メカニズム解明を目的に、CRISPR/Cas9システムを用い
てヒト非腫瘍性赤芽球前駆細のALAS2遺伝子に変異を導入し、モデル細胞の樹立を試みた。変異導入細胞では分
化誘導に伴い、環状鉄芽球が観察されたことから、変異細胞は疾患モデル細胞として利用可能であると考えられ
た。本研究の主な成果は、鉄芽球性貧血モデル細胞の樹立に初めて成功したことであり、ALAS2変異を原因とし
た鉄芽球性貧血の発症機序と鉄蓄積機構の解明に寄与しうる。

研究成果の概要（英文）：Erythroid-specific 5-aminolevulinate synthase (ALAS2) is the rate-limiting 
enzyme of heme biosynthetic pathway in erythroid cells. The mutation of ALAS2 gene causes X-linked 
sideroblastic anemia (XLSA). The aim of this project is to clarify the pathogenic mechanism of 
ALAS2-mutated XLSA in erythroid cells, and we tried to establish model cells. We have introduced the
 mutation, which disrupt the ALAS2, into the genome DNA of human erythroid progenitor cells using 
CRISPR/Cas9 system. The accumulation of iron was increased and showed circular pattern around the 
nucleus during the erythroid differentiation of ALAS2-deficient cells. Since the occurrence of 
ringed sideroblast was equal to diagnostic criterion for sideroblastic anemia, the established cells
 were considered available for model cells of XLSA. We believe that our disease model cells will be 
able to provide a lot of valuable information related to the cellular background for the formation 
of ring sideroblasts.　

研究分野：赤芽球分化
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１．研究開始当初の背景 
	 遺伝性鉄芽球性貧血は骨髄における環状鉄
芽球の出現を特徴とする遺伝性の貧血であ
り、本邦の鉄芽球性貧血患者では赤血球特異
的アミノレブリン酸合成酵素（ALAS2）遺伝
子のミスセンス変異が原因である場合でも根
治的な治療法は見つかっておらず、さらに補
助療法として用いられる ALAS2 の補因子であ
るピリドキシンの経口投与への反応も約半数
の患者には確認できていない。研究開始当
時、申請者らは原因遺伝子が不明であった先
天性鉄芽球性貧血患者から、ALAS2 遺伝子の
第１イントロンにおいて GATA 配列を含む特
定領域に新たな遺伝子変異を同定した（図１
上部”enhancer”領域）。	

赤芽球特異転写因子である GATA-1 は赤芽球
分化に必須の転写因子であり、GATA 配列に
特異的に結合する。この領域についてプロモ
ーターアッセイを行った結果、これらの変異
が同定された領域は野生型で赤芽球特異的に
ALAS2 のプロモーター活性を増幅するが、先
天性鉄芽球患者由来の変異はその効果を喪失
させ（図１）、さらに患者赤芽球の ALAS2	
mRNA 発現量も著明に低下していた（図
２）。	

これらの結果から、この領域は ALAS2 遺伝子
の転写エンハンサーとして機能すること、さ
らに ALAS2 イントロン１にはエンハンサー領
域外に ALAS2 プロモーターの活性を細胞非特
異的に抑制すると考えられるサプレッサー機
能も存在する可能性が高いこと（図１イント
ロン全長	vs	エンハンサーのみ）を報告し
た。しかしながら、ALAS2	イントロン１にお
けるエンハンサー及びサプレッサー領域の転
写調節機構の詳細については未解明な部分が

多く、ALAS2 イントロン１エンハンサー領域
の変異による鉄芽球性貧血には特異的な治療
方法が見つかっていなかった。また、鉄が蓄
積するメカニズムも詳細は明らかではない。	
	
２．研究の目的 
ALAS2 イントロン 1 エンハンサー領域の調節
機構を含めた鉄芽球性貧血の発症メカニズ
ム、特に鉄の蓄積機構の解明を目的に、当該
領域に変異を有する赤芽球系培養細胞の遺伝
性鉄芽球性貧血の疾患モデル細胞の作製およ
び有用性を確認する。	
	
３．研究の方法 
（１）CRISPR/Cas9	システムを用いて赤芽球
系培養細胞 K562 と非腫瘍性の赤芽球前駆細
胞 HUDEP2 の ALAS2 イントロン１エンハンサ
ー領域に変異を持つ細胞株を作製、得られた
クローンについてリアルタイム PCR にて
ALAS2	mRNA 発現の確認およびヘモグロビン
合成等、細胞の特徴を検討した。	
（２）K562 変異型細胞を用いて DNA アレイ
解析による鉄顆粒蓄積に関与する因子の同
定・検索を行った。	
（３）鉄顆粒の出現条件および出現場所につ
いて鉄染色、電子顕微鏡を用いた元素分析に
よって条件検討および解析を行った。	
	
４．研究成果	
（１）K562 細胞	
①変異導入：CRISPR/Cas9 システムを用いて
赤芽球系培養細胞 K562 の ALAS2 イントロン
１エンハンサー領域のゲノム DNA に変異を導
入した。クローニングを行って得られた数ク
ローンから、変異部位の配列を DNA シークエ
ンス解析にて確認し、そのうち両 allele に
変異が導入されていて、かつ ALAS2	mRNA 発
現およびヘモグロビン合成の低い変異型細胞
を選択した（以下 KdelG12）（図３）。	

②DNA アレイ解析：KdelG12 より抽出した
RNA を用いて、鉄顆粒蓄積に関与する遺伝子
の検索および同定を目的に DNA マイクロアレ
イ法にて野生型（WT）と遺伝子発現の比較を
行った。得られた結果から、危険値が 0.05
以下、発現が WT と比較して 2 倍以上変化し
た遺伝子数はそれぞれ増加 87、減少 40 であ
った。その中から、ヘム合成および鉄芽球出



現に関与の可能性が考えられた 6遺伝子につ
いてリアルタイム PCR で発現変化を確認した
ところ、造血に関与が報告されている、ある
サイトカイン（以下、サイトカイン X）が特
に大きな発現増加を示した。サイトカイン X
の発現はヘムに調節される可能性を考え、培
養上清中に細胞中ヘム濃度を増加する目的
で、ヘミンおよびアミノレブリン酸（ALA）
を添加してサイトカイン X	mRNA の発現を検
討したところ、WT の発現に変化はなかった
が、KdelG12 はヘミンおよび ALA の添加によ
ってその発現が抑制された。この結果より、
サイトカイン Xの発現はヘム量に調節される
可能性が考えられた。	
③鉄芽球出現条件検討：	環状鉄芽球の出現
条件について検討を行った。WT および
KdelG12 のいずれも通常培養では鉄芽球は認
められなかった。次に、ヘモグロビン合成の
誘導剤として培養上清に酪酸ナトリウム
(NaB)を、鉄過剰環境にするためクエン酸第
一鉄、塩化鉄、トランスフェリン（Tf）をそ
れぞれ添加して培養を行ったところ、NaB と
Tf を添加して７日目に鉄顆粒の出現が確認
された。しかしながら、鉄芽球の割合は有核
細胞中の 5%に満たず、環状鉄芽球は確認さ
れなかった。また、NaB と Tf を添加した細
胞は、ヘモグロビン合成細胞は増加したもの
の、ギムザ染色による形態観察では、分化の
進行目安のひとつである核が濃縮している細
胞は非常に少なく、鉄顆粒が観察された細胞
は核が他の細胞より濃縮していた。これらの
結果から、鉄芽球の出現には脱核まで赤芽球
の成熟が可能な細胞を用いることが必要であ
ると考えられた。この結果を受けて、②のア
レイ解析で得られた候補因子の解析は鉄顆粒
が蓄積するモデル細胞を作製したのちに改め
て行うものとした。	
（２）HUDEP2 細胞	
①変異導入：成熟赤芽球まで分化が可能な非
腫瘍性ヒト赤芽球前駆細胞	Human	Umbilical	
cord	blood-derived	progenitor	2
（HUDEP2）細胞に K562 細胞と同様の手法で
同領域に変異を導入し、得られた数クローン
から最も目的に則したクローンを HdelG1 と
した。HdelG1 細胞は WT と比較して ALAS2	
mRNA 発現の抑制が確認された。また、ALAS2
発現抑制に伴い、ヘモグロビン合成も低下し
ていることがヘモグロビン合成細胞率及び細
胞ペレットの色調より考えられた（図４）。	

②分化誘導：HUDEP2 細胞を樹立した Kurita
らの報告（Kurita	et	al,	2013,	PLOS	ONE）
を参考に分化誘導を行った。分化誘導の指標
として、ギムザ染色による形態的な観察、細
胞ペレットの色調、細胞表面抗原マーカーの
発現を検討した。形態的には核の濃縮および
細胞質が多染性から正染性を示し、細胞ペレ
ットの色調が紅鮮色に変化したことからヘモ
グロビン合成が誘導されていると考えられた
（図 5）。さらに赤芽球分化の進行に伴い発
現が増加する細胞表面抗原マーカーとして
GlycophorinA	(CD235a)の発現をフローサイ
トメトリー法にて検出したところ、WT、
HdelG1 ともに分化誘導前と比較して、分化
誘導後に発現が有意に増加したが、誘導後で
は WT と HdelG1 に CD235a 発現の差はなかっ
た。	

③鉄芽球出現条件検討：HdelG1 は、分化誘
導前は WT と同様に鉄染色での鉄顆粒は観察
されなかった。明らかな赤芽球分化が確認さ
れた誘導 5日目の細胞を鉄染色したところ
WT では鉄芽球がほとんど出現しなかったの
に対し、HdelG1 には複数の鉄芽球が確認さ
れた（図 6）。HdelG1 の鉄芽球出現率は有核
細胞の約 30%で、そのうち環状鉄芽球は 17%
であった。鉄芽球性貧血の診断基準は環状鉄
芽球の出現率が骨髄総赤芽球の 15%以上
（FAB 分類）であり、分化誘導を行った
HdelG1 の環状鉄芽球出現率は診断基準と同
程度であった。また、分化誘導が 4日より短
いと、鉄芽球の出現は 10%に満たなかった。
以上の結果から鉄芽球は分化の進行に伴って
HdelG1 特異的に出現すると考えられた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	



④電子顕微鏡による解析：5日間の分化誘導
を行った WT,	HdelG1 をそれぞれ透過型電子
顕微鏡下にて観察したところ、ミトコンドリ
ア（図 7矢印）と思われるオルガネラに
HdelG1 特異的に高密度物質の蓄積が観され
た（図７下矢印、黒色顆粒）。そこで、この
高密度蓄積物についてエネルギー分散型 X線
分析装置を用いた元素分析を行ったところ、
鉄と同じエネルギーの特性 X線を観察した。
さらに、元素マッピング法でもミトコンドリ
アに存在する高密度沈着物と鉄の局在がほぼ
同一であった。これらの結果から、HdelG1
細胞特異的に観察されるミトコンドリア内高
密度沈着物は鉄である可能性が示唆された。	

（３）まとめ	
本研究は当初、ALAS2 イントロン１エンハン
サー領域における転写調節機構の解明を目的
のひとつとしていたが、モデル細胞作製の過
程において、鉄芽球性貧血の理解には鉄顆粒
の蓄積が明らかな細胞の樹立が重要であると
考え、細胞種を変更して再現性良く環状鉄芽
球が出現するモデル細胞の作製と鉄顆粒出現
条件の検討を行った。研究内容は予定変更と
なったが、その結果として結果的に再現性よ
く環状鉄芽球が出現する培養細胞を初めて樹
立できた。この細胞は ALAS2 に変異を有する
鉄芽球性貧血患者由来の赤芽球とほぼ同等の
特徴を有することから、鉄芽球性貧血モデル
細胞として利用可能と考えられる。現在、本
細胞を用いた解析を進めており、ALAS2 欠損
による鉄芽球性貧血の発症機構及び鉄顆粒蓄
積メカニズムの解明を目指している。一方、
ALAS2 変異による鉄芽球性貧血でも変異部位
によってピリドキシンの効果に差異があるこ

とから、既報の変異を持つ細胞を同様の方法
にて作成し、新たな治療法の検討にも有用で
あると考えられる。また、本研究で確立した
細胞の樹立法は ALAS2 以外の遺伝子変異を原
因とする鉄芽球性貧血モデル細胞の作製にも
有用であると考えられる。本研究の遂行によ
って得られた成果は今後の幅広い展開への寄
与が期待される。	
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