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緒 言

体内鉄量が常に一定に保 たれていることにつ

いては,以 前よ り吸収段階の調節機構が考えら

れてお り, Hahn1)とGranick2)ら のmucosal

 block theory以 来 多くの検討がなされているが,

体外への鉄の排泄による調節機構は充分検討 さ

れてはいない.鉄 欠乏性貧血の原因についても

鉄喪失は消化管出血や月経過 多による失血以外

には考えられてお らず,鉄 排泄過剰による貧血

という病態はほ とん ど考 えられていない.し か

し,明 らかな出血源が存在 しないにもかかわら

ず59Feを 用 いたwhole body iron countingで

正 常人に比し59Feの 体 内からの減少の早い鉄欠

乏性貧血症例が存在することも報告されている3).

か か る症例は従来の検査法では検出できない程

度の微量の出血があるものと考 えられているが,

教 室の木村は消化管粘膜の鉄の吸収 と排泄の検

討か ら粘 膜内外の鉄量の動態に よる粘膜平衡

mucosal equilibriumの 存在 を想定 し,そ の破

綻による鉄漏出性貧血iron-losing anemiaな る

概念を提唱した4-6).

教 室 の宮田は幼若 ラットに鉄のキレー ト剤で

あるdesferrioxamineを 投 与す ることにより,

非 ヘ ミン鉄の尿中への喪失を惹起 させそれによ

り実験的に肝臓内非ヘ ミン鉄の減少 を伴 う低色

素性貧血モデルが作製できることを示 した7).こ

の非ヘ ミン鉄の過剰排泄による鉄欠乏性貧血の

モデルは木村の提唱す る鉄漏 出性貧血iron-

losing anemia4)の 存在の可能性 を支持するもの

と思 われる.し か し,直 接的に鉄 をキレー トす

る薬剤であるdesferrioxamineに よ る鉄欠乏状

態のモデルは,鉄 漏出性貧血のモデルとはいい

難 い.筆 者 は 第1編 に お いてPuromycin

 aminonucleoside (PA)投 与 におけるネフロー

ゼモデル8)では含糖酸化鉄の尿 中への クリアラン

スが著明に亢進 していることを示 した.そ こで

PAを 長期少量投与 して軽微な腎障害を惹起 さ

せ ると尿 中へ鉄 が喪失 して鉄欠乏性貧血ができ

るのではないか と考 え,以 下の動物実験を行 っ

た.

対 象 と 方 法

1. 対 象

実験動物はWistar系 雄 性ラットを用いた.

2. 方 法

1) PA単 回投与法による,尿 中鉄排泄の検

討

PA投 与量による尿,血 液学的,生 化学的変

化 を知る目的で体重100gあ た り1, 2.5, 5, 15

mgのPAを 尾静脈よ り一回注射 した.各 群9匹

ずつ用意 しさらに同数の対照群 を同 じ飼料,環

境で飼育 した.飼 料はオリエンタルMF (片山

化学)を 用いた. PA静 注 後1, 2, 4週 目にPA

群,対 照群各3匹 ずつ各々のラットにつきCBC,

血 清鉄,尿 中鉄,血 清アルブ ミン,血 清 クレア

チニン,尿 蛋 白,肝 臓内鉄量 を測定 し, PA群

と対照群 とを比較 した.尿,血 液,脱 血肝組織
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は第1編 と同じ方法で得 た.

2) PA連 続投与方法による尿 中鉄排泄の検

討

PAの 尿蛋白増加は静注後2～3週 間続 き以

後は尿蛋白はほぼ正常に復することがPA単 回

投与の結果判明 したので, PAを2週 毎に静注

しPAの 長期投与における血液学的変化 を検討

した.ま たPAの 投 与量 も単回投与の結果尿蛋

白の増加の得 られる最少量として体重100gあ た

り5mgと し, PA群 と対照群各12匹 を同 じ条件

で飼育 し,実 験開始後2, 4, 6, 10週 目で単 回

投与の際 と同 じ要領で3匹 ずつ屠殺 し同様の項

目について検討 した.さ らに,一 部肝,脾,腎

における組織学的検討も加えた.

図1　 PA 15mg, PA 5mg単 回投 与 時の 体 重変 動

PA15mg投 与群 で は対照 に比 し40%の 成 長 障

害 が認 め られたが,5mg投 与群 では対 照 と差 が

み られず2.5mg群, 1mg群 で も同様 で あ った.

図2　 PA単 回投与後の含糖酸化鉄尿中クリアラン

スの経時的変動

結 果

1. PA単 回投与法による尿中鉄排泄の検討

図3　 PA単 回投与後の血清アルブミンの変動

図4　 PA単 回投与後のヘモグロビン値の変動

PAを1, 2.5, 5, 15mgと 単 回投与 しその後

の体重増加の傾向をみると15mg群 では対照に比

し約40%の 成 長障害が認め られたが,5mg以 下

では差は認められなか った(図1).次 に尿蛋白

の推移 を検討すると, 15mg, 5mg投 与群ではそれ

ぞれPA静 注2週 後に2540±870mg/dl, 497±

31mg/dlの 著 明な尿蛋白を認め,この投与量でPA

が 腎糸球体に作用 したこ とを示 した, 2.5mg投 与

群, 1mg投 与群 ではそれぞれ63±36mg/dl, 66±

15mg/dlと 対照群の40±3mg/dlに 比 し有意な蛋白

尿 は認められなか った.さ らに一部 この尿蛋白

をSDS-PAGEに 展開 し蛋白組成 を分析 したと

ころ,大 部分はアルブ ミンであったが相 当量の

鉄飽和 トランスフェ リンを確認 した.さ らに,



腎障害動物モデルによる貧血の成因に関する研究　 815

第1編 と同様の方法を用いて含糖酸化鉄による

尿中鉄 クリアランスをみる と, 15mg群, 5mg群,

 2.5㎎ 群, 1mg群 の いずれ も2週 目には対照群に

比 し有意に亢進 してお り, 4週 目には15mg群 のみ

対照群に坊 し高かった(図2).血 清アルブ ミン

の低下は15㎎ 群, 5㎎ 群 で1, 2週 に顕著であり,

 2.5mg群 では対照群 より低下はするものの有意な

変化ではなかった(図3).こ れ ら尿蛋 白,血 清

アルブ ミン量の変化は1, 2週 では著明であった

が4週 では対照群 と同 じレベ ルに回復 した. PA

投与群の鉄 クリアランスは4週 目に も対照群 よ

り高値 を示 し,鉄 クリアランスでみる腎か らの

排泄機構の回復には時間が より必要であると考

えられた.

表1　 PA5mg/100g体 重投与群 と対照群との各種

血液生化学検査の比較

(* p<0.01vs対 照 群) 図5　 PA連 続投与による尿中鉄の変動

対照群 PA群

図6　 対照群とPA群 の腎鉄染色標本

末梢血の血液学的検討ではヘモグロビン値が
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15mg群 及 び5mg群 で2週 目に有意の低下を認め

たが4週 目には対照 と同じレベルに回復 した(図

4).そ の他LDH, T-Bilirubin,網 状赤血球数

白血球数,骨 髄細胞M/E比 を検討 したところ,

 PA投 与群においてT-Bilirubinが やや高い傾

向を認めたが, LDH,網 状赤血球は変化 を示 さ

ず,明 らかな溶血所見は認め られなかった(表

1).

図7　 PA連 続投与による血清アルブミンの変動

図8　 PA連 続投与によるTIBCの 変動

2. PA連 続投与法による尿中鉄排泄の検討

前述 したごとくPAに よる尿 中鉄排泄増加,

尿蛋 白増加の作用は一時的なものであったため,

連 続投与することによって持続的な尿 中鉄排泄

亢進 を惹起 させ うるかどうかを試みた.体 重100

gあ た り5mgのPAを2週 毎に投与す ると,尿

中鉄 はPA群 で持続的に排泄された(図5).

か か るPA投 与10週 目での腎組織のHE染 色

標本 をみると, PA群 で は尿細管細胞の変性,

細胞分裂像 の増加,間 質の増生がみられ,鉄 染

色標本では近位尿細管に可染性鉄顆粒の増加が

みられたが,糸 球体,遠 位尿細管,間 質への可

染性鉄顆粒は認められなかった(図6).

図9　 PA連 続投与による血清 クレアチニンの変動

図10　PA連 続投与によるヘモグロビン値の変動

3. PA連 続 投与によるその他の影響

尿蛋白は持続的に排泄 されていたが,血 清ア

ルブ ミン, TIBCの 変化は4週 目までは軽度の

低下 にとどまっていたものの, 6週 以降は著明に

低下 した(図7, 8).血 清 クレアチニンの変動

は6週 目までは正常範囲内であったが10週 目に

は高値 とな り,ネ フローゼか ら腎不全へ移行 し

たもの と考 えられた(図9).

ヘ モ グロビン値 は2週 目より明 らかな低下が

み られたが(図10), 2～6週 の変化 と6～10週 に

かけての変化 とは明らかに異なる態度 を示 し6

週 目以降はPA投 与による付加的要因がヘモグ

ロビン合成に影響 を及ぼ した可能性が考 えられ

た.

肝 臓内鉄量は4週 目までは対照群に比 しやや

低値を示 したが, 6週 以 降は逆に対照群に比し著

明に増加 していた(図11).肝 臓 の組織標本は,
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HE染 色 では明 らかな変化はみ られなかったも

のの,鉄 染色では10週 目ではグ リソン鞘周囲の

肝実質細胞内に可染性鉄顆粒 の増加がみ られた

(図12).な お,脾,骨 髄における組織像には特

徴的な変化は認められなかった.

考 察

鉄欠乏性貧血の一因 として,第1編 で得 られ

た成績か ら鉄漏 出性貧血の存在を想定 し,本 編

では持続的な トランスフェリン鉄の尿中への排

泄をおこ して鉄欠乏性貧血の動物モデルを作 る

ことを試み る目的 で, Puromycin aminonu

cleoside (PA)に よ るネフローゼモデルのラッ

トを作製しその鉄代謝を検討 した.第2編 では

PAを15mg/100gBW静 注 し8日 後に観察 し,尿

中鉄排泄亢進 を認めたがHb値 は有意な変化が

認め られなかった.一 方,本 編の実験でPAの

5mg及 び15mg/100gBW単 回静脈内投与では, 2

週 後 にHbの 低 下,尿 中鉄 の増加,尿 蛋 白の増

加がみられたがいずれ も4週 目には正常に復 し

てお り, PAの 効 果は可逆的なものと考えられ

た.そ こでPAの2週 毎の連続投与を行 うと持

続的な貧血,低 蛋 白血症,尿 蛋白の増加 と同時

に尿中鉄の増加 がみられることが判明 し,本 編

の目的にある程度かなう動物モデルが得 られた.

図11　 PA連 続投与による肝臓内鉄量の変動

対照群 PA群

図12　 対照群とPA群 の肝鉄染色標本

今 回 の 腎 障 害 動 物 モ デ ル 作 製 に 用 い たPur

omycinは 尿 蛋 白増 加 を起 こす こ とが 知 られ て い

る.そ の機 序 につ いて は, horseradish peroxidase

やdextranを 使 った実 験8)に よ りcharge barrier
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とsize barrierの 障害により尿蛋白増加が起 こ

るとされ,特 に前者の障害が主であると考えら

れてい る. PAは 腎糸球体のheparan sulfateの

減少 をおこす とともに上皮細胞に対 し強い代謝

障害をおこす ことに よりGBMのASが 減 少 し

尿蛋白が増加す ると考 えられている9).かか る動

物モデルでの鉄の尿中排泄 ・尿蛋白増加に伴 う

変化 として, PAを 投与 したラッ トの腎の組織

標本をみ ると, PA連 続 投与の10週 目のラッ ト

のHE染 色で間質細胞の増生 と尿細管上皮細胞

の破壊,再 生像がみられ,さ らに鉄染色では主

に近位尿細管に鉄顆粒の沈着がみ られていた.

この現象の解釈については次の2通 りがあろう.

第1に 糸球体から濾過 された鉄が再吸収により

沈着 したとの解釈である.こ の再吸収の機序に

ついては,ラ ッ トの腎の トランスフェリンレセ

プ ターは近位尿細管にはほとんどな く遠位尿細

管に多い との報告 もあ り, receptor-mediated

 uptakeで はなく非特異的な再吸収によるものか

も知れない.第2の 解釈 としては腎尿細管細胞

のbasolateral sideか らの血清中の鉄の取 り込

みの増加 である.尿 細管上皮細胞のbasolateral

 sideに はtransferrin receptorが 存在す るとさ

れているので,こ の部位か らの鉄の吸収増加で

あるとするとreceptor-mediated uptakeで あ

るがtransferrin receptorの 発現は多 くの報告

では細胞内鉄量によりdown regulationを 受 け

てお り,尿細管上皮でのtransferrin receptor発

現 もそうであるとすればかかるPA投 与腎での

TfR発 現 は極少数 であるはずで, PA投 与 ラッ

トの血清鉄が低値 であるにもかかわ らず尿細管

上皮細胞に過剰の鉄が沈着すると考えるのは困

難である.

一方
,肝 臓については,体 内鉄が減少すれば

それに平行 して肝臓内鉄量 も低下す るはずであ

るが連続投与の際のPA群 では尿 中鉄増加が持

続 していたに もかかわらず肝臓内鉄量が増加 し

ていた.こ れは血清アルブ ミンとともにTIBC

も減 少 しているため鉄の運搬能力が低下 し,

 atransferrinemiaに 近 い状態になっているため,

肝 臓よ りの鉄 の移動が制限されたのか もしれな

い.ま た,尿 中鉄漏出に ともない消化管よりの

鉄吸収が亢進 し,さ らに炎症 に伴 う網内系の鉄

取 り込み増加の一現象 として肝臓に鉄 が増加 し

ている可能性 も考 えられる.

一 方
,今 回作製 したPA投 与による貧血モデ

ルでは,正 球性色素性貧血 を示 し赤血球数,ヘ

モグロビン値 ともに低下 してお り,そ の成因に

ついては鉄欠乏以外に失血,溶 血.骨 髄造血能

の低下,炎 症に伴 う貧血,腎 性貧血な ども考え

られた.

まず,失 血についてであるが,解 剖時肉眼的

に腹腔内,消 化管内,膀 胱内に出血がみ られな

かったことよりヘ モグロビンの低下 を惹起する

ほ どの出血はまず否定的であると考え られる.

次 にPA投 与後の貧血が起 きるまで比較的短期

間であることか ら溶血が疑われ るが,血 清生化

学的にbilirubinの 上昇は認め るもののLDH,

網状 赤血球の増加,骨 髄M/E比 の低下が ない

こと,脾 臓の重量が対照群に比 しPA群 で低下

していることなどが溶血 と合致せず,末 梢血標

本 をみても赤血球の形態異常などは明らかでな

かった.

PAの 作 用機序 はさらに, Puromycinの 構造

がア ミノアシルtRNAの ア ミノ酸末端部分 との

構造が類似 しているため リボゾームのD座 に結

合 しているペプチジルtRNAと ペプチ ド転移酵

素によって反応 しpeptidyl-puromycinを 生 じ,

リボゾームか ら遊離する.こ ういった蛋 白合成

障害のほかにFriend erythroleukemia cellに

対 し分化誘導 し増殖 を抑制するという報告 もあ

り10),骨髄造血障害が起 こる可能性がある.今 回

のPA群 の貧血については,早 い経過 で貧血が

起 きていることか ら骨髄低形成のみでは説明で

きない.ま た末梢血所見で白血球数は対照群 と

PA群 とで差がみ られないことも骨髄造血障害

の程度の低いことを示 していると思われる. 3

系統 のうち赤血球系のみの低下がみられるとし

たら,赤 芽球癆 も考慮にいれなければならない

が,先 に述べたように経過か ら考えると合致 し

ない し, PA投 与後の1週 目の骨髄細胞のM/

E比 をみても対照群 と明らかな差はなかった.

炎症に伴 う貧血の場合は網内系により鉄の取

り込みが増大 し造血におけ る鉄利用率の低下,

血清鉄低値がみ られる. Konijnら に よるとラッ

トにturpentineを 投与することによって炎症を
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惹起すると肝臓及び脾臓のferritinの 増加 と血

清鉄の低下がみ られる事を報告 している11).炎症

時にマクロファージから放出されるinterleukin-

1 (IL-1)やtumor necrotizing factor (TNF)

に よ りHepG2細 胞 のdiferric transferrinの 取

り込みが増加 し,さ らにtransferrinの 放 出の

低下, ferritin合 成 の増加がみ られたとの報告 も

あり12), PA投 与 に よって全身に炎症類似の反応

が惹起され,そ れがために尿中への鉄の喪失 と

ともに網 内系へ鉄の取 り込みが増大 し貧血が起

きた可能性はあるが,さ らに検討が必要 と思わ

れる.

次 に腎障害に合併 してみ られる貧血はエ リス

ロポエチンの腎臓 よりの分泌の低下が主 な原因

とされ,今 回のモデルでもPA連 続投与による

変化では特に10週 目では血清 クレアチニンが増

加 したことか らもエ リスロポエチンの低下によ

る貧血である可能性が強い.エ リスロポエチン

の産生は,腎 の間質細胞であるという報告13)とメ

サ ンギウム細胞であるという報告14)があるが,い

ずれにして も組織への酸素供給の低下に反応 し

て分泌される15).慢性 腎不全の際には腎の組織障

害のためエ リスロポエチンの分泌能が低下する

と考えられている.今 回作製 したモデルはネフ

ローゼであ り,持 続する尿蛋 白のために尿細管

細胞の障害が起 こりさらに間質性腎炎が生 じた

と考え られる.一 般にネフローゼにおける間質

性腎障害の機序 として,尿 蛋 白以外に尿 中鉄の

多寡 も関与 しているという報告 もあ り16),本実 験

での10週 目か らの貧血の亢進にはエ リスロポエ

チンの障害を含む腎障害が関与 している可能性

はある.

興 味あることにHancockら は,ネ フローゼ

症候群 において尿 中にtransferrinが 失 われ血

清鉄の低下 とともに小球性低色素性貧血がみら

れた症例 を報告 している17).その症例ではTIBC

が12μg/dlと 著 明な低値であり,貧血の原因 とし

て尿中への鉄の喪失のみならず貯蔵鉄の利用障

害の関与 も示唆 している.こ の症例では尿中へ

の鉄の喪失による鉄欠乏が起きると,代 償性に

消化管か らの鉄の吸収が増大 し喪失分 を補 うは

ずであるが,低transferrin血 症 のため消化管

あ るいは網内系から骨髄に輸送 し造血に利用で

きないもの と推測 している.今 回の実験で出来

たモデルはこの症例に類似 した点が多 く,腎 障

害が軽微すなわちエ リスロポエチンが低下 しな

い程度でかつ尿蛋白は持続的に排泄されるよう

な病態では鉄漏出性の貧血が惹起される可能性

があることを示唆 していると思われる.

結 論

第1編 においてPuromycin aminonucleoside

 (PA)投 与 により,尿 中鉄排泄が亢進す ること

を示 したが,さ らに長期投与により鉄代謝に与

える影響 を観察 し以下の結果 を得た.

1. PAを ラ ットに投与することにより尿中鉄

排泄亢進状態が得 られた.

2. 体 重1009あ た り5mgのPAを2週 毎 に静

注することによって持続的な貧血状態が得 ら

れた.

3. PA連 続投与に よって惹起される貧血は腎

性因子や炎症性因子な ど多様な因子の関与 し

た病態ではあるが,尿 中鉄排泄亢進による鉄

欠乏状態もその一因として重要であると思わ

れた.

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甚の謝意を表するとともに,終

始御懇篤なる御指導を賜った高橋 清講師,宗 田

良助手に深謝致します.

(本論文の要旨は第32回 日本臨床血液学会総会で発

表した.)
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Iron deficiency anemia results from various factors, such as blood loss, malabsorption, and 

increased demand for iron due to pregnancy or growth. However, iron hyper-excretion has 

not been reported except in the cases of bleeding. Previously, we found increased iron 

excretion in the urine in patients with iron-losing anemia, such as idiopathic hypochromic 

anemia.

To examine the relationship between iron excretion and anemia, puromycin aminonucleoside 

(PA) was administered in rats to induce anemia. In such rats, considerable amounts of iron 

were continuously excreted in the urine and the animals became anemic. However, the anemia 

in this model was normocytic and normochromic, and the liver iron content was reversely 

increased. In conclusion, PA administration in rats induces not only iron deficiency as 

hyper-excretion but also abnormalities of iron metabolism as indicated by the other pathologi

cal findings, such as inflammatory change and renal failure.


