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はしがき

心筋梗塞や脳卒中はわが国の死因統計の上位を占めており、これら動脈硬化性

疾患の早期診断、予防の重要性が増している。動脈硬化の初期像としての血管内皮機能

障害、動脈硬化進展のメカニズム、あるいは心不全の進展において"酸化ストレスの過

刺"のはたす役割は極めて大きいと考えられている。酸化ストレスを理解し、評価し、治療

や予防に役立てることは臨床検査医学研究の最重要課題であるといっても過言ではない。

酸化ストレスという言葉はあいまいに用いられることが多いが、狭義では細胞内の活性酸

素種(ROS)の総量を指している。 ROSは細胞内代謝において常時発生しており、同時に

superoxide dismutaseなどの酵素や蛋白により絶えず消去される。したがって、酸化ストレ

ス過剰は、 ROS産生能の先進かROS消去能の低下で説明されなければならない。 ROS

産生系については従来、レニン・アンジオテンシン系などの研究が盛んに行われてきたが、

一方、 ROS消去能についての研究は一歩立ち遅れていると思われる。 ROS消去能とはす

なわち酸化ストレス防御能であり、動脈硬化性疾患に対する耐性の個人差を防御能の差

で説明できる可能性がある。そこで我々が着目したのはヘムオキシゲネース(HO) -1で

ある。

H0- 1は細胞内遊離ヘムを分解して一酸化炭素(co)とビリルビンに分解する酵

素である。ヘムは細胞内に数多く存在するヘム蛋白の反応中心として酸素の受け渡しに欠

かせない分子であるが、いったん蛋白から遊離すると強力な細胞障害性をもつ。 H0-1の

酵素反応で生じるCOは血中でヘモグロビンと強く結合するため毒物としての印象が強い

が細胞内ではNOと類似(構造も類似している)の抗炎症作用を発揮する。もう一方の産物

であるビリルビンはスカベンジャー作用を有するoつまりH0-1は細胞障害性の強い細胞

内の遊離ヘムを2つの細胞保護因子に変換する酵素であると解釈できる。

本研究課題では、このH0-1に焦点をあて、この分子が予想通り、循環器疾患の

成因に深い意義をもち、臨床に応用可能であることが確認された。

このような実り多い研究の機会に恵まれたこと、さらに研究を支えてくれた大学院

生矢野陽子、Andrei Brydun、渡雄一郎、山本佳征、奥原宏一郎、三戸森児の各氏、ま

た事務処理を担当していただいた青山径子氏に感謝します。
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研究成果

はじめに

酸化ストレスの過剰は高血圧、糖尿病、高脂血症といった生活習慣病に共通した病態であ

る。酸化ストレスの過剰はまた内皮依存性血管拡張反応の低下をひきおこし、動脈硬化の

進展、さらに心筋梗塞や脳梗塞発症の重要な要因となる。したがって、酸化ストレスの臨床

評価は生活習慣病の実地臨床にきわめて有用である。しかし、現状の酸化ストレス検査は、

ストレスにより不可逆的に変性した代謝産物の蓄積を定量しているにすぎず、生活習慣病

の状態の把握や予後の予測に特異的な情報を与えるものではない。一方、酸化ストレス状

態は酸化ストレスを生じる刺激とこれを消去する能力とのバランスで決まるため、酸化スト

レス防御能を評価することで、動脈硬化性疾患に対する耐性の個人差を説明できる可能

性があるO我々は代表的な抗ストレス防御因子であるヘムオキシゲネース(HOト1機能の

低下が動脈硬化や心不全の発症要因であることを確認し、 H0-1誘導能の個人差が冠動

脈疾患と関連があることを見出した。また、このH0-1誘導能の個人差は、 -部その遺伝

子多型により規定されている。本シンポジウムではH0-1の臨床検査への応用について

議論する。

酸化ストレスとH0-1

細胞内ではreactive oxygen spices (ROS)が恒常的に産生され、そして消去されており、そ

のバランスでredox stateつまり酸化ストレス状態が決定する(図1 )。細胞内の多くの蛋白

は、配列中のジスルフイド(S-S)結合の酸化・還元状態などから細胞内のredoxs stateを

感知する機能を有しており、酸化された状態と還元された状態で蛋白の機能が変換する。

酸化ストレスの過剰は、最終的には転写レベルでさまざまな遺伝子群の発現プログラムの

変化をうながし、細胞の状態を変化させる。多くの生活習慣病や動脈硬化の背景に、この

ような酸化ストレスの過剰による遺伝子群発現パターンの変化が存在していると考えられ

ており、酸化ストレス状態の把握は臨床的にも重要な意義をもつ。

酸化ストレス状態を臨床的に検査する方法は、まだまだ未開であるといわざるをえない。従

来最も広くおこなわれてきたのは、酸化ストレスの結果不可逆的変性をうけた脂質(酸化

LDLなど)、アラキドン酸(8-isoprostaneなど)、あるいは核酸(8-OHdGなど)の蓄積を血中や

蓄尿で測定する方法である(図1 )。これらは簡便におこなえる半面、特異性や感度に問題

がある。一方、酸化ストレス状態がROSの産生と消去のバランスから決定することを考え

ればそれぞれのメカニズムに注目する考えが生まれる。産生系の研究の代表はレニンアン

ジオテンシン系であり、高血圧をはじめ多くの病態でアンジオテンシンIIの過剰を伴う酸化

ストレスが存在すると考えられている。一方、消去系はsuperoxide dismutase (SOD)や

catalaseなどの酵素や、トコフェロールなどの非酵素系の抗酸化因子の存在が古くから知

られている割に、比較的研究の知見が少ない。
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HOは細胞内に生じるフリーのhemeを分解して一酸化炭素(CO)とbirverdinを生成する酵

素である(図2)。 HOには少なくとも2つのアイソザイムH0-1とH0-2が存在し1、 H0-1は

細胞に対するストレスに反応して発現が誘導されるinducible formであり、 H0-2は

constitutive formであるo H0-1は基質に対する感度がH0-2に勝り、活性も数倍大きいた

めH0-1が生体に与える影響がより大きいo HOの産物であるbirverdinは直ちにbirilubin

に変換されスカベンジャー作用を発揮する0 -方血中でヘモグロビンと強く結合するCOは

毒物としての印象が強いが細胞内ではNOと類似の抗炎症作用を発揮することがわかって

きた(図3)。すなわち細胞障害性の強いfree hemeはH0-1により分解・解毒され、 2つの

細胞保護因子に変換される2。細胞内free hemeはいかなる場合に上昇するのか、またそ

の意義も未解明であるが、 free heme濃度はストレス時に増加しH0-1の発現増加をはじめ

とした抗ストレス因子を活性化する細胞内ストレスのmediatorではないかと考えている2,3

以上より、ストレス誘導性のH0-1の発現増加は、 SODやcatalaseのようなROSの直接消

去と異なる経路を介する抗ストレス防御反応の主役であると考えられる。事実、虚血をはじ

めあらゆる細胞ストレスでH0-1の著しい発現上昇が見られることは確実で、 H0-1を欠損

するマウスでは生体防御反応や4、虚血に対する細胞の耐性が著しく低下する5・6ことが観

察されている。

ストレス誘導性のH0-1発現の調節は転写レベルで調節されているが、 H0-1発現調節機

構の詳細が明らかにされている2, H0-1プロモータにはMAREと呼ばれるストレス応答性

のシス配列が存在、 bZIPタイプの転写因子がダイマーを形成して結合する。転写因子Nrf2

がMaf蛋白といわれる転写因子とダイマー形成するとH0-1の発現は活性化されるが、一

方、転写因子BachiがおなじMaf蛋白とダイマー形成してこのエレメントに結合すると、

H0-1の発現はほとんど完全にOFFとなる7。通常状態ではBachiがこのエレメントに優先

的に結合するためNrf2によるH0-1誘導はおこらない。しかし酸化ストレス刺激が細胞内

に生じた場合Bachiのエレメントへの結合がはずれ、核外に放出されるためNrf2 -による

H0-1の誘導が無制限となり、結果的にH0-1発現が増加する.したがって、 H0-1発現は

Bachiによって抑制的に制御されている。

これらのin vitroの観察に一致してBachiのノックアウトマウスでは、 H0-1の発現が恒常

的に増加している。我々は、このBachiノックアウトマウスを用いて、心筋虚血・再潅流に対

する組織耐性を調べた　Bachiノックアウトマウスでは梗塞範囲が大幅に低下し、この効果

はHO-1の阻害剤の投与で消失した5(図4)。同様にBachiノックアウトマウスは後負荷の

増加(高血圧)あるいは心筋梗塞後の心筋の肥大反応、心筋問質の線維化反応が小さく、

結果として心臓リモデリング(心不全)をおこしにくいことが明らかになったBachi欠損のこ

の効果もH0-1の阻害薬で消失する。このほかBachiノックアウトマウスと動脈硬化モデル

マウスであるアポE欠損マウスとの交配実験によりBachiの欠損とH0-1の発現増加はプ
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ラーク形成性動脈硬化の抑制作用もあることが観察された。これらの結果はH0-1の発現

がつよければ、それだけ心血管系の保護作用が働くことを示唆する。 H0-1の発現量の測

定は心不全や動脈硬化の早期診断や予防に、またH0-1を発現導入すれば、これらの疾

患の治療に有用であることが期待される。我々の成績によれば転写因子BachiはH0-1

の発現に特異的かつ決定的な影響力を持つことが明らかなので、 Bachiの阻害法の工夫

により臨床応用への道が開かれる。

我々は、 H0-1発現能の個人差を検討するため、いくつかの方法を試みた。

(1 )　血中ビリルビン濃度

急性心筋梗塞(AMI)のまず、 AMIの際、心筋細胞内でH0-1の発現が増加しているはず

で、それが心筋逸脱酵素のように血中に流出したH0-1の分解産物ビリルビンの血中濃度

の増加としてとらええることができないかを検討した。その結果、予想通り、血中ビリルビン

濃度はAM王から約1日後をピークとして一過性の上昇を認めることがわかり(図5)、ヒトの

心臓においてもマウスやラットと同様、虚血に誘導されH0-1の発現が増加することが示唆

された。ビリルビン上昇の度合いが大きい症例(すなわちH0-1が強く発現)は、冠動脈造

影で、側副血管の発達が良好であることが観察され、 H0-1とangiogenesisの関連性が考

えられた。しかし、ビリルビン上昇度と慢性期の心機能、冠動脈病変の重症度などの相関

関係はみいだせなかった。

(2)　H0-1遺伝子上流のGTリピート多型

H0-1遺伝子5'側上流にGTリピートがあり、リピート数の多型性がH0-1の発現に関連し

ていると考えられている.一般住民におけるリピート数の頻度は二相性でリピート数22と3

3付近にピークをもつことが知られているOリピート回数26を境にアリルをLong(L)とSh°r

t(S)アリルに分類するのが一般的で、 Lアリル保持者では動脈硬化性疾患の頻度が高い

という報告がなされていた。我々は冠動脈疾患を疑い冠動脈造影をおこなった患者をss、

sL、およびLLゲノタイプを分類し、冠動脈疾患の頻度を調べたがゲノタイプごとに明らかな

冠動脈疾患の頻度の差は認められなかった8。

(3)　末梢血単核球のH0-1 mRNA発現の検討

単球はマクロファージに分化し動脈硬化巣の形成に役割を演じている。末梢血単球におけ

るH0-1mRNA発現量と冠動脈疾患の関連を検討したoここで、 H0-1発現量は↑ミンとの

incubationにより最大限刺激後の増加量(△H0-1 mRNA)、つまりH0-1発現予備能を評

価した8。 △H0-1 mRNAは個人内で再現性が良好(CV=7.2%)で、 LLアリル保持者において

は低値を示したので、 H0-1発現能の少なくとも一部は遺伝的に決定されると考えられた。

冠動脈疾患を疑われて冠動脈造影を受けた患者1 1 1名において、単核球(単球と

H0-1mRNA発現が同等と確認している)の△H0-1 mRNAを測定したところ、 △H0-1

mRNAはAHAの方法による冠動脈硬化スケールと有意に逆相関した(図6)。同様な相関

関係は患者を0-3枝病変に分けた場合にも認められ、 H0-1の誘導能の低下が冠動脈疾
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恵のメカニズムに関与していると考えられる。

おわりに

H0-1の発現増加が、心血管のストレス耐性を強めるメカニズムは十分に解明されていな

い。今後はH0-1分解産物であるcoとビリルビンの作用を解明していく必要がある。少なく

ともcoは抗炎症作用、ビリルビンは抗酸化ストレス作用を有することが明らかになってい

るが、炎症や酸化ストレスが動脈硬化をはじめ心不全などの病態において根源的な役割を

演じていることを考えれば、 H0-1誘導の効果が心血管保護の意味で非常に多岐にわたる

こともうなずける。臨床検査の観点では、 H0-1の発現プロファイルを把握することが循環

器疾患のハイリスクグループの検出や疾患予防、予後の予測、あるいは治療効果の判定

などに非常に有用であると思われる。
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Assessment of Oxidative Stress
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図1 0xidative stress is determined by a balance between production and elimination. Most

of the oxidative stress markers are irreversible end-products of oxidative reaction.

図2　Hemeoxigenase (HO)-1. H0-1 degrade heme into CO and bilberdin. Bilverdin is rapid一y

converted to bilirubin. Both of CO and bilirubin exert cytoprotective actions. Another

product ferrous ion is instantly sequested to ferritin, producing no cytotoxic reaction.

(Figure quoted from Ref 2)
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anti-atherosclerotic actions of CO are listed (Figure quoted from Ref 2). The actions of CO

and NO show some resemblance. CO compensates NO action in case that the

cytoprotective action of NO is diminished because of its interaction with reactive oxygen

species.
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図　4　Reduced myocardial infarct size after ischemia/reperfusion in bachi (knockout)

mice compared with bachf (wi一d type) mice(Figure quoted from Ref　5). Zinc

proptoporphirine (ZnPP) is an inhibitor of H0-1.
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induction (A H0-1 mRNA). H0-1 mRNA was measured by realtime PCR in peripheral blood

mononuclear cells isolated from patients underwent coronary angiography to diagnose

coronary artery disease (CAD). A H0-1 mRNA is the d肝erence between the H0-1 mRNA
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significantly and negatively correlated with the coronary score calculated based on the

angiogram. B. Simi一ar negative correlation was found between A HO-1 mRNA and the

severity of CAD, diagnosed considering both coronary angiogram and clinical feature. Figure

quoted firom Ref. 8).
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