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はしがき

本研究の動機は，最近われわれが従来全く報告のない新しい疾患「ヘムオキシゲナーゼ

1(HO-1)欠損症」の症例を発見したことに端を発する。世界最初の症例である(Yachie,etal:

JClinlnvestlO3:129,1ggg)。患児は2歳頃から，反復する発熱，白血球増多，関節炎を伴

う慢性炎症，肝腫大，赤ワイン色血清，赤血球破砕を伴う溶血性貧血を認め，さらに凝固

線溶系の異常冗進，フォンウイルブランド因子，トロンボモデュリン，血管内皮由来サイ

トカインの高値から毛細血管内皮細胞障害が疑われた。腎生検の電顕像では，血管内皮の

剥離と異常物質の沈着が認められた。高血圧も認め，6歳で頭蓋内出血で死亡した。

本症例では重篤な溶血が存在するにもかかわらず，低ビリルビン血症，高ハプトグロビ

ン血症がみられることから，ヘム代謝の異常が疑われ,HO-1欠損症の発見に繋がった。

HOはへムをビ'jベルディン，遊離鉄，および一酸化炭素(CO)に代謝する律速酵素で

ある。HO-1とHO-2の2つのアイソザイムが存在することは比較的早くに知られており，

最近HO-3も報告されている。HO-2が脳，睾丸ほか全身に恒常的に発現しているのに対

して,HO-lは感染，低酸素などのストレス曝露により，肝脾など網内系に強く誘導発現

されることから，生体に対する酸化ストレス防御因子として重要であると考えられていた。

さらにHO-1はCOを合成し,COは微小循環を確保し，毛細血管内皮の保護とその機能

恒常性の維持に重要な役割を演じていることが最近知られるようになった。したがって，

本症例にみられた多彩な病態は,HO-l欠損による全身の血管内皮細胞障害やストレス防

御機構の破綻に起因する可能性が高いと思われた。さらに近年,HO-lは，成人の血管炎，

動脈硬化などの血管病変やがんの浸潤転移における血管新生などの病態の理解に意義深

い物質と注目されてきている。

以上のような背景を基に，本研究では，以前の平成11年度～12年度における研究基

盤研究(B)(2)(課題番号ll470170)に継続して，世界に一例しか存在しないHO-l

欠損症から多くを学びながら,HO-lの持つ多面的な生理学的意義を追求した。このよう

に本研究は新しく発見された疾患から出発した萌芽的研究であり，従来のヘム代謝CO

代謝の理解のみならず，造血系細胞の機能，腎疾患さらに新しい血管炎の概念の構築や

血管新生など，極めて広範囲な臨床医学的，基礎生理学的研究領域の展開に大きな波及効

果をもたらし，学術研究における先導的意義を有すると考えられる。
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研究成果

本研究の研究成果の概略を以下に記載する。詳細は論文の別冊を参照されたい。

1)HO-lに対する単クローン抗体を用いて生検肝組織の免疫組織染色を実施したところ，

患児肝ではHO-lが全く染色されなかった。HO-2は正常に染色された。

2）患児末梢血細胞よりEBV芽球化細胞株(LCL)を樹立し，それを用いてウエスタン

ブロッテイング法を実施したところ,HO-2は対照と同等に発現がみられたが,HO-l

蛋白はカドミウムや亜ヒ酸，ヘミンによるストレス刺激後でも全く発現がみられなか

った。

3)HO-lmRNAはPCR法により，その発現が確認された。

4）患児および両親のHO-1遺伝子解析から，母親アリルにエクソン2の欠損，父親アリ

ルではエクソン3に2塩基欠損があることがわかり，患児はその複合へテロ接合体で

あることが知れた。さらに母親の染色体遺伝子を検索したところ，エクソン2を含む

1,730bpにおよぶ大きな欠損が証明された。さらに，エクソン2はAlu<り返し配列に

はさまれる構造であることが知れ，本例のエクソン2欠損はAlu<り返し配列の相同

的組み換えによる配列欠失の可能性が示唆された。

5）以上より，本例はHO-l欠損症と診断され，本疾患の概念が確立された。

6）本症例の患児末梢血では単球の形態異常が著しく，また，患児の単球では細胞接着や

貧食に関与するCD36,CDl4,CD16表面抗原が低下していた。そのことが，貧食能の低

下などの機能障害を惹起しているものと思われた。

7）正常ヒト末梢血単核細胞を，単球，リンパ球(T,B細胞）に画分し，それぞれの細

胞画分でHO-l蛋白発現をフローサイトメトリー法みると,HO-1発現は正常単球で強

<,T細胞では逆に弱<,細胞系特異的なHO-1発現調節機構の存在が示唆された。こ

のことはウエスタン法でも確認された。単球は種々の感染症病態と深く係わっている

ので，種々の細菌性，ウイルス感染症，および血管性病変（川崎病など）における血

液細胞のHO-1発現状態を比較検討した。種々の感染症の病態および感染症の時間的経



過を追って観察すると,HO-1発現に変動がみられた。

8）本症例における腎病変を2度の腎生検材料と剖検材料を用いて検討したが，特に，尿

細管におけるダメッジが時間の経過とともに増悪した。電顕では血管内皮の剥離と異

常物質の沈着が認められた。

9）各種腎疾患におけるHO-1発現を免疫組織染色法でさらに検討した結果では，ストレ

スがさほど重篤でないと思われる小児ネフローゼ症候群においても腎尿細管における

HO-1発現は著し<,腎尿細管には生理的にも常にストレスがかかっていると推察され

た。また，近位尿細管におけるHO-l発現が，尿蛋白や血尿と有意に相関していた。こ

れらの結果を基に，数種のヒト近位尿細管上皮細胞株とメサンギウム細胞株を培養し，

HO-1発現と腎組織のストレス抵抗性をinvitroで明らかにするべく検討中である。

10)HO-lはCO産生を介して肺高血圧症の病態に関与している可能性がある。本研究

では、先天性心疾患に伴う肺高血圧症例や後天性の血管炎による肺高血圧症例におけ

る肺組織内のHO-l発現を免疫組織染色、およびリアルタイムPCR法を用いて検討し

た。HO-l欠損症ではHO-l産生は全く観察されなかったが、正常肺では、肺胞マクロ

ファージや気道上皮にHO-1産生が認められた。血管炎に伴う肺高血圧症では、気道上

皮、肺胞マクロファージのHO-l発現は増強し、さらに、気道周囲や肺動脈壁に浸潤す

るマクロファージに強いHO-1産生が観察された。一方、原発性肺高血圧症ではHO-1

産生の増強は認められなかった。先天性心疾患のVSDでは、肺高血圧を伴う例で肺組

織のHO-lmRNA発現量が高かった。HO-I遺伝子プロモーター領域のGT反復配列に

は有意差を認めなかった。以上より、肺におけるHO-l産生は日常的ストレスを反映し

ており、HO-1がストレス防御と肺組織の機能恒常性維持に重要であることが示唆され

た。肺高血圧症においては、その成因によりHO-lの病態への関与が異なる可能性が示

された。

11)血管内皮細胞とHO-lの関係をinvitroで検討するため，細胞株ECV3MにHO-1遣

伝子をレトロウイルスベクターを用いてトランスフェク卜し,HO-l蛋白発現量が異な

る細胞株を10種類程度えた。ただしこのHO-l発現は恒常的で，生理的にみられるよ

うなストレスで誘導されるものではなかった。低～中等度HO-l蛋白発現株では，ヘミ

ンや過酸化水素などのストレスを負荷すると細胞障害の抑制が認められたが、高度

HO-l蛋白発現株では、逆に細胞障害の増強がみられた。このことは、HO-l蛋白発現

量が多すぎても、決して防御的には働かず、かえって血管障害を増強する可能性を示

唆した。将来の遺伝子治療において、HO-l遺伝子発現を恒常的ではなく、生理的なス

トレス誘導性とする必要があることを示唆した。

12）遺伝子治療にむけての基礎的研究では，正常HO-1遺伝子を含むレトロウイルスベ

クターを作成し，患児LCL細胞株への遺伝子導入に成功し，蛋白発現はinvitroで確認

した。ただしこの場合でもHO-l発現は恒常的で，生理的にみられるようにストレス誘

導性ではなかった。



13)HO-l欠損症は未だ1例しか発見されていない。本疾患の多様性を理解するために

も，第2例目，第3例目を発見する必要がある。慢性炎症性や溶血をともなう多くの

症例をスクリーニングし，末梢血単球やLCL細胞株を用いたフローサイトメトリー法

によりHO-l産生を定量的に測定しているが，まだ第2例目はみつからない。今後もこ

の方法でスクリーニングを継続する。


