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ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 1 欠損症 1 家系に お ける

遺伝子異常 な ら び に細胞傷害機構 の 解析

金沢大学医学部医学科小児科学講座 ( 主任 : 小泉晶 一 教授)

金 田 尚

ヘ ム オ キ シ ゲ ナ
ー ゼ 1 (h e m e o x y g e n a s e

-1
,
H O -1) (E C l .1 4 .9 9 .3) は2 椎類ある ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ の 1 つ であり, 細胞

内 ヘ ム を どリ ベ ル ジ ン
,

一 酸化炭 素お よ び鉄 に代謝す る律速酵素 と して作用する . 種 々 の 酸化ス ト レ ス 下 で急速 に誘導 され る

こ と で 有効な 自己防衛機構の 1 つ と し て作 用す る と 同時 に
, 体内鉄代謝 の 恒常性 にも重要 な役割を 果た して い る . 最近,

H O -

1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 解 析に よ り Ⅲ0 -1 活性の 欠損が 成艮障※
,

酸化 ス トレ ス へ の 脆弱性, 貧 血
, 多臓 器に お よ ぶ 異常 な 鉄

沈着を もた ら すこ とが 示 され た
. しか し なが ら ヒ ト疾患 で こ れ まで H O-1 欠損が 直接の 楠田と な っ た もの は皆 無で あ る . 今 臥

重度の 発育遅延と 遷延す る全身性 の 炎症 を きた し た 6 歳 別巳に お い て最 初の ヒ ト Ⅲ0 -1 欠損症を同定 し, 患 者お よ び患者家族

の H O -1 蛋白発現,
H O - 1 遺伝子変異お よ び酸化 ス ト レ ス に 対す る細胞 脂弱性 を評価 し た . E p s tei n

- B a rr ウ イ ル ス 形質変換B 細

胞株 O y m p h o b l a s toid c ell li n e
,
L C I) を用 い た免疫組織化乍及びイ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グに より

, ,哲､ 者r甘来の L C L で は ヘ ミ ン
, 塩化

カ ド ミ ウ ム
,

亜 枇酸な ど多様 な刺 激曝露の 際,
H O -1 産 /とが 完仝 に 欠刺 し て い る こ とが 明らか と な っ た . さ ら に正 常対照や 他

の 患 者家族由 来の L C L で は ヘ ミ ン 誘導 の 細胞死 に対 し完 全に 批扶刑 を 示 した
一

方で
, 患 者由来の L C L で は ヘ ミ ン によ t) 誘導

さ れ る細 胞傷害 に対 して 非常 に過敏 で あ っ た .
こ れ ら は E O -1 が 酸 化ス ト レ ス 時の 細胞 防御 に お い て重 要な役割を果た す こ と

を示唆す る . H O -1 m R N A の 発現 は へ ミ ン刺激後の L C L を使用 して 逆転写P C R 法 (r e v e r s e t r a n s c rib e d - P C R
,
R T IP C R) で 検討 し

た . 患者で は2 つ の 異な っ た バ ン ドが 検出さ れ , P C R 産物を 用い た ダイ レ ク トシ
ー

ケ ン ス 法 によ り
,

長い バ ン ドは 父方対立遺

伝子 に由来 し た エ ク ソ ン3 領域 内の 2 塩 基対欠失 に , 短 い バ ン ドは 母方対立 遺伝子 に由来 した 完全な エ ク ソ ン 2 ス キ ッ ビ ン グ

変異に-
･

致 して い る こ と が 判明 した . 両変異と も フ レ ー ム シ フ トを生 じ て H O -1 蛋白 質は甲･ 期翻訳終結し て い た
. 患者家族の

保因者診断は R T -P C R なら び に 変異特異的P C R を用 い て エ ク ソ ン 3 領域内の 2 塩基対欠尖,
エ ク ソ ン2 ス キ ッ ビ ン グを各々 同

定 し
, 患 者の 姉は 父由来の 変異対立 遺伝 子を持 つ 保因者で あ る こ と が 決定さ れ た . い ずれ の 変異対立 遺伝子 と も100 孝一の 非血

緑健常者対照群 で は 検糾さ れ な か っ た . こ れ らの 結果か ら 患者 は H O -1 変異の 複 合ヘ テ ロ 接合体 と確認 さ れ
,

ま た Ⅲ0 - 1 は実

験 培養細 胞内 ,
生 体内を問 わず ス ト レ ス 誘導 に よ る細胞傷害の 際 に重 要な 防御的役割 を果た し て い る こ と が 強く示唆 され た .

K e y w o rd s h e m e o x y g e n a s e -1
,
h e m i n (f e rrip r ot o p o r p h y ri n Ⅸ c hl o rid e) ,

0 Ⅹid ati v e s t r e s s
,
a n n e Xi n

V
, g e n e m u t ati o n .

療
㌢
～

妻

I･さ

生 物は 進化の 過程で 大気中 に 人量 に 存f仁する 酸素を電 J
'

･ ′受容

体と して
, 嫌気性呼吸 に比 べ よ り エ ネル ギ

ー

牛 成効率 の 痛 い 酸

化的リ ン 酸化 を行う こ と で地球内環墳 に適応 し て きた . 同時 に

細胞内で 生 成 され る活性酸 素種 は= 血球 の 殺 菌作 用や制癌作川

と し て生 体防御機構 に利用 さ れ るも の の
,

そ の 強ノコな 生物 毒性

の た め僅か の 量で も ス ト レ ス と なり得 る . 活性 酸素種は こ れ ま

で動脈硬化や 炎症
,

虚血性心疾患
l

胃粘膜 障害な どの 疾病 の み

な らず発癌や 老化 と の 関連性が 知 ら れ て お り, 生物 は 前件 酸素

種を消去 す る 機構 な しに は 生 存で き な い
1)

. 多様 な抗酸 化防御

機能を有 した 生 物 の み が現在まで 進化 を遂 げた の は 当然の 摂理

で ある . 生体 内で の 抗酸化酵素群 と して ほ前 駆物質を除去する

ス ー パ ー

オ キ シ ドジ ス ム ク ー ゼ
,

カ タ ラ
ー

ゼ
,

グル タ チ オ ン ペ

91

ル オ キ シ ダ ー ゼ が 代表的
2)

であ る が
, 熱 シ ョ ッ ク フ ァ ミ リ ー の

l いにも酸化 ス ト レ ス に より 臓く 誘導 さ れ
, 傷害 部位の 構造お よ

び機能の 保持 作刷を有す る もの が 存在す る
:iトl)

ヘ ム オキ シゲ ナ
ー

ゼ (h e m e o x y g e n a s e
,
H O ) (E C l .1 4 .99 .3) は

ヘ ム 分解の 律速酵素で ポ ル フ ィ リ ン 環 へ の 酸 素添加 によ り ヘ ム

を 開環さ せ
,

ヒリ ベ ル ジ ン
,

一

酸化 炭素,
鉄が 生 成 さ れ る

5)
.

H O に は H O l 互= H O -1) と白0 2 型 (H O -2) の 2 種類が 存在する も

の の
,

全く異 な っ た 単一一
一

コ ピ ー 遺伝子 に 由来し
,

ヌ ク レ オチ ド

配列ヤ ア ミ ノ 酸構成 にお け る相 同性 は 極め て 低い
う̀) H卜 1 1j

. H O -2

は構成的 に合成 され 中枢神経系 や精巣 で優位 に存在 し, 糖質 コ

ル ナ コ イ ド以 外の ス ト レ ス 刺激 には 全く 反応 しない
(5)

. 最近で

は H O - 1 遺伝子発現 の 制御
6)

や 射精
7)

へ の 関与が 解明さ れ つ つ
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9 2 金

あ る もの の
, 生理 作用 は 未だ 不明 な 点が 多い

.

一 方
,

H O - 1 は

従来 , 熱 シ ョ ッ ク フ ァ ミ リ
ー の 一 員で あ る 熱 シ ョ ッ ク 蛋白32

(h e a t -

S h o c k p r o t ei n 3 2) と し ても知 ら れ る ス ト レ ス 誘導型 の 抗

酸化酵素で あり
12 )

, 肝 脾な どの 網 内系を中心に 体内で 普遍 的に

存在 する
5) 6)

. H O -1 自体 に は直接 の 防御作用は なく , 酸化 ス ト

レ ス に対 して は抗 酸 化作用 や 抗炎症 作用 を 有す る
,

ヘ ム 分解

の 代 謝産物 で ある どリ ベ ル ジ ン
,

一

酸化炭 素な ら び に 二 次 産

生物 で ある フ ェ リ ナ ン が 増生さ れ る こと で 生体 防御 に働 い て い

る
13 卜 1 6)

. 通常 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ以 外で の 発現 は 検出 限界以 下 で

ある が
,

ヘ ミ ン
17) 18)

, 酸化 リ ボ蛋 白
1 9)

な どの 酸化 ス ト レ ス や

高熱
2 (-)

だ けで なく
,

亜枇 酸
1 2)

に 代表され る重 金属, 紫外 線
Ⅰ2)

や 可 視光線
2 1)

,
炎症 性サ イ ト カイ ン

22ユ
,

エ ン ド ト キ シ ン
2 3)

, 低

酸 素
2 4) な ど多種 に わ た る ス ト レ ス 刺激 に より 短時 間で 数 十倍

レ ベ ル に まで 発現 が 増強 さ れ る .
こ れ ら は E O - 1 遺伝 子 の プ ロ

モ ー タ ー 額域 に11S F (h e at q

s h o c k n u cl e ar f a c t oわ ,
A P →1 ( a cti v at o r

p r ot ei n Tl) ,
N F 〟 B (n u cl e a r f a c t o r K B) な どの 制御 因子が 結合

す る こ と で配 明され て い る
2 5卜 2 即

. 以 上 か ら H O - 1 は他 の 熟 シ ョ

ッ ク フ ァ ミ リ
ー

と 同様にス ト レス 下 で 急速 に発現す る こ と で 生

体防御に働 い て い る もの と考 えら れ て い る
2 8卜 31)

最 近P o s s ら
3 2) 3 3)

は H O -1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を作製 し
,

H O - 1

欠損 マ ウ ス は
一

定 の 過齢 を超え る と 巨大分子群 の 酸化 傷害, 組

織破壊 なら び に 慢性炎症 を自然 に発症す る こ と
,
ま た 貧血も合

併 して綱 内系臓 器で の 食細胞 と実 質細胞 内へ の 鉄沈着 をきた す

こ と を報告 して い る .
こ れ ら の 事実 よ りH O -1 欠損 は単 に ス ト

レス 応答 に 対す る脆弱性 だ けで なく
,
酸 化ス ト レ ス に よ っ て 集

積 した細 胞内遊離鉄 の 排 除と再利用 の 障害 が重要 で ある と して

い る . しか しなが ら こ れ まで ヒ ト H O -1 欠損症 の 報 告例 は なく,

ヒ トの ス ト レ ス 応答 に お け る H O -1 の 生 体防御物 質 と して の 役

割 は 不明な点 が多 い .

今回,
2 歳2 ケ 月 時よ り 強い 血管 内皮傷 害 を伴 っ た 原 因不明

の 慢性 炎症 が持 続 し
, 貧血

, 低 ビ リ ル ビン 血 症
, 肝膿 大 を認め

て い る6 歳 の男児 に お い て
,

H O - 1 欠損を同定 し
3 4)

,
患 者お よ び

患 者家族 の 細 胞 レ ベ ル で の ス ト レス 応答 に お け る 細 胞傷 害と

H O 嶋 1 発現 と の 関連 性を評価 する と 同時に
,

患者 の 遺伝子 レ ベ

ル で の 変異 の 同定 な ら び に家族 内保 因者 の 診断を試 み
,

患者病

態 と の 因果 関係 を検 討 した
.

対象 お よび方法

L :対 象

対象 は金 沢大学 医学部小児科 に て 経過観察中 の H O -1 欠損症

患者お よび そ の 家族 の 1 家系で あ る (囲 1) . 患者以 外 の 家族 は

い ずれ も健康 で あり
,

母親 に は2 度の 流産歴が あ る . 後述の 検

査 は全て 家族 へ の 説 明お よ び 同意 を得 た 上 で実施 した . 患 者病

歴 は以下 の 通りで あ る .

患者 (図1
,

Ⅱ - 5) : 2 歳2 ケ月 時 に弛張熱 と全 身性 の 紅斑 の

出現が あり近医を受診 した . 明ら か な身体発 達遅 延が あり , 著

明な肝腫大 を伴 っ て い た が牌臓 は触 知さ れ なか っ た
. 腹部超音

波検査 と
9 9 m

T c コ ロ イ ドシ ン チ グ ラ フ ィ
ー か ら 無脾症 と 確認 さ

れ た . 血 液検 査で は著 明な白血球増多 (51 ,
6 0 0 / /∠l) , 血 小板増

多(2 ,
2 6 0

,
0 0 0 / 〃1) ,

血 液凝固線洛系 の 克進 ( フ ィ ブリ ノ ゲ ン10 9

m g / dl
,

フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 分解産物 D ダイ マ
ー

1 8 6 .1 iL g/ d l
,

ト

ロ ン ビ ン ー

ア ン チ ト ロ ン ビ ンⅠⅠⅠ複合体 202 .2 / J g / L
,

プラ ス ミ

ン ー

α 2 プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビ タ
ー

複 合 体 22 .3 m g / d l
,

V O n

W ill eb r an d 因子活性 580 %
,

トロ ン ボ モ ジ ュ リ ン 12 F U / m l) お

よ び W H O 分 類で の Ⅴ 型高脂 血 症 (血 清総 コ レ ス テ ロ
ー

ル 5 5 2

m g/ dl
,

ト リ グ l) セ リ ド 63 8 m g/ dl) を認め た . 血 清 フ ェ リ チ ン

(78 0 n g/ d l) ,
乳酸脱水 素酵素 (17 ,

7 4 0 I U / U ,
ア ス パ ラ ギ ン 酸

ア ミ ノ 基転 移酵素 ( 44 2 I U / U は 共に 上 昇 して い たが
,

ア ラ ニ

ン ア ミ ノ 基 転移酵素 は正 常範 囲内で あ っ た .

一 方
,

小球性低色

素性 貧血 (赤血球1 .
4 8 × 1 0

(

ソ/
∠1

,
ヘ モ グ ロ ビ ン 濃度4 .9 g/ dl) が

持続 し血 清 ハ プ ト グ ロ ビ ン 濃度の 上 昇 (87 8 m g/ dl) を認 め て い

た の に対 して
,

血 清 ヘ ム 濃度 は 異常高値 (49 0 /∠ M ) を
,

血 清稔

ビリ ル ビ ン は低 値 (0 .1 - 0 .3 m g/ dl) を推移 して い た . 経過 中に

C o o m b s 試験 が 数 回施行 さ れ た が 直接 , 間接共 に常 に結果 は全

て 陰性で あ っ た . イ ン タ
ー ロ イ キ ン (i n te rl e u k i n

,
I L) -6 は軽 度

高値を示 し た が
,

他の 血清サ イ トカ イ ン はⅠし2
,

腫瘍壊死 因子

a (t u m o r n e c r o si s f a c to r
-

α) ,
イ ン タ

ー フ ェ ロ ン
γ (i n te rf t r o n

-

γ) はい ず れ も正 常範囲内で あ っ た . ま た 紹介医 入院時 に 開腹

肝な らび に 腎生検 が施行 さ れ た . 肝組織で は グ リ ソ ン鞘 へ の 軽

度リ ン パ 球浸潤を認 め た の み で 線維化や 脂肪変性 な どは 著明で

なか っ た
. 腎組織 で は 糸球体 は軽度 メ サ ン ギ ウ ム 基 質増殖 を 認

め る の み で あ っ た が
, 透 過電子顕微鏡像で は基底 膜か ら の 血 管

内皮細胞解離 と 内皮細胞 下 の 沈着物を認 め た .
ベ ル リ ン 青に よ

る鉄染色 で は 腎尿細 管, 肝実 質細胞 な ら び に K u p ff e r 細胞 に 鉄

沈着を認め た . 開腹 生検 時に 左季肋下 に は癒痕病 変を認め た が

脾臓と は 同定困牡で あ っ た . 当科初診時か ら経口 ス テ ロ イ ド剤,

非ス テ ロ イ ド性抗 炎症剤の 投与 と定期 的な輸血 に よ る 治療が 行

われ
,

溶血 性貧 血 の 進行抑制まで に は至 ら な か っ た が 全身の 炎

症反応 は比較 的良好 に コ ン ト ロ
ー ル さ れ

,
重 篤な感染の 合併も

なく経過 して い た . しか し発症 か ら4 年が 経過 した 時点で 慢性

硬膜 下血 腫 を併 発 した . 穿頭洗浄術 は 成功 した が
, 術後経過中

に感染 の 合併 に 続い て
, 突如心肺停止 を きた し

, 死亡 し た . 患

者 は病理解剖を行 い
, 現 在死 亡原 因を究明 して い る .

】l . 方 法

1 . E p s tei n
q B a r r ウイ ル ス 形質変換 B 細胞株 O y m p h o bl a st oid

c ell li n e
,
L C U の 樹立

イ ン フ ォ
ー ム ド コ ン セ ン トを得 た患 者

,
そ の 家族お よ び 3 字Ⅰ

の 健 常 者 よ り ヘ パ リ ン 加末 梢 静脈 血 よ り フ ィ コ
ー ル ー ハ イ

パ ー ク ( F i c oll - H y p a q u e ) 比 重遠心 法 に て 分離 し た 単核 球を

ⅠⅠ

1 2 3 4

メ
5

Fig . 1 . P e d ig r e e wi th H O - 1 d e丘ci e n c y . T h e ar r O W i n di c a t e s th e

P r O b a n d of th e p e d i g r e e . C i r cl e s
,
f e m al e s; S q u a r e S ,

m al e s;

s m all cl o s e d ci r cl e s ,
al) O rti o n s; h alf ･fill e d

,
th e p a t e r n al o r

m at e rn al h e te r o zy g O t e; 負11 e d
,
th e c o m p o 11 n d h e t e r o z yg o t e .

鹿
野
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温
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計
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鹿
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2 _ ア ミ ノ エ チ ル イ ソ チ オ ウ ロ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド (2 -

a m i n o e th yli s o th i o u r o n i u m b r o m i d e) (Si g m a C h e m i c al C o .
,

S t . Le u i s
,
U S A) 処理 ヒ ツ ジ赤血 球を用 い て ロ ゼ ッ ト法と フ ィ コ

ー ル ー ハ イ パ ー

ク 比重遠心法に よ り E ロ ゼ ッ ト非形成細胞 を分

離 回収 した . 各 々 の L C L は E ロ ゼ ッ ト非形 成細胞 に B 9 5 - 8 細

胞株培養 上 浦を添加 し て樹 立 し
,

さ ら に 限界希 釈法
3 5)

に よ る

ク ロ
ー

ニ ン グ を行 っ た
.

2 .

ヘ ミ ン 誘導に よ る H O 蛋白質発現の 検 討

1) 試料の 準備

樹 立し たL C L は10 % 非働化 ウ シ胎児血 清 ( f e t al c alf s e ru m ) ,

2 5 m M H E P E S
,

5 × 1 0｢
5

M 2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (2 -

m e r c a pt o e th a n ol) ,
1 0 0 U / m l ペ ニ シ 1

) ン G ,
1 0 /1 g/ m l ゲ ン タ

マ イ シ ン を含 む R P M I 1 6 4 0 培養液 ( Gib c o L a b o r a t o ri e s
,

G r a n d

I sl a n d
,

U S A) に 1 × 10
5

/ m l の 割合で 浮遊 させ
,

4 8 穴 マ イ ク ロ

タ イタ
ー

プ レ ー

ト (C o s ta r n o .3 5 4 8 , C o s t ar
,
C a m b rid g e

,
U S A) に

分注 し
,

へ ミ ン は (h e m i n) (Si g m a C h e m i c al C o .) を0 .1 m M か

ら10 0 m M ま で の 各濃 度と な る よ う に
,

ま た塩 化 カ ドミ ウ ム

(Cd C 12) (和 光純 薬工 業, 大阪) ,
亜 枇酸 ( N a As 0 2) (和光純薬]L二

業) は 共に10 m M の 濃度と な る よう に 添加 後,
3 7 ℃

,
5 % C O 2

の 条件 下で 6 時間培養 し た . また ヘ ミ ン 添加 の な い も の を コ ン

トロ ー ル と した .

2 ) イ ム ノ ブ ロ ッ ト

刺激 後の 各L C L の 細 胞数を1 × 1 0
7
個 に そ れ ぞ れ 調節 し

,
リ

ン酸緩衝生 理食塩水 b h o s p h at e -b u ff e r e d s ali n e
,
P B S

,
P H 7 .2) で

1 回洗浄後10 % 三 塩化酢酸 (tri c hl o r a c e ti c a cid ) と混和 し
,

1 0

分間氷上 で 静置 させ た . 1 5
,
0 00 r p m X 5 分で 遠心後上 層 を除去

し
, 沈渡 に9 M 尿素,

2 % トリ ト ン Cr rit o n) × -1 0 0
,

2 0 % 2 - メ ル

カ プ ト エ タ ノ
ー

ル 混 合液8 0
′
" 1 を添加 し超音波処 理 を加え た ･

2 0 % S D S 2 0 FLl を添 加 し混 合の 後,
1 M ト

7) ス ア ミ ノ メ タ ン

Cr ri s a m i n o m e th a n e) を加え中和 した . 電気 泳動 は L a e m m li の

S D S -P A G E 法 に準 じ て
36)

ゲ ル 濃度が 5 % か ら20 % の ポリ ア ク 1)

ル ア ミ ドゲ ル ( ア ト
ー

,
東京) を使用 し, 各試料 は加 温せ ず に

25 /Ll ず つ を 泳動 した . 電気泳動終 了後 H O RI Z B L O T ブ ロ ツ テ

ィ ン グ装置 ( ア ト
ー

) を用 い て ニ トロ セ ル ロ ー

ス 膜 ( H yb o n d
一

日Ⅵ
-

E C L r M

,
Am e r s h a m P h a r m a ci a Bi o te c h I n c .

,
B u c ki n gh a m

,
U K) に

転写 し
,

P B S で溶解 し た5 % ス キ ム ミ ル ク (森永, 束京) を用 い

て 1 時間 ブ ロ ッ キ ン グ 処理 を し た 後,
0 .1 % ツ イ

ー ン 2 0 加P B S

(P B S - 0 .1 % T w e e n 2 0
,
P B S - T) に て 2

,
0 0 0 倍 に 希釈 し た ウ サ ギ杭

ヒ ト H O -1 抗体 (A 瓜 nit y Bi o r e a g e n t s
,
G old e n

,
U S A) ,

ある い は

2
,
0 0 0 倍 に希釈 した ウ サ ギ抗 ヒ ト B O -2 抗体を 一 次抗体 と し て室

温で 1 時間反応 さ せ た . P B S ⊥T にて 15 分
,

3 回洗 浄 し,
P B S - T

にて20
,
0 0 0 倍 に希釈 した ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 ロ バ 杭 ウ

サ ギ 抗 体 を二 次 抗体 と し て さ ら に 1 時 間反 応 さ せ た . 再 度

P B S-T に て 洗 浄後 E C L ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ検 出試 薬

(A 皿 e r S h a m P h a r m a ci a Bi ot e c h I n c .) を使用 して
, 高感度 ケ ミル

ミネ ッ セ ン ス フ イ ル ム ( H Y P E R F I L M
T M

- E C L
T M

,
A m e r s h a m

P h ar m a Ci a B i o t e c h I n c .) 上 に検 出 した
37 )

.

3 ) 免 疫組織化学

刺 激後の 各 L C L 5 × 1 0
4

個 を細 胞 遠心 沈 殿装 置 C y t o s pi n 2

(S h a n d o n S o u th e r n P r o d u c t s
,
C h e s hi r e

,
U K ) を用 い て ス ライ ド

ガ ラス 上 に遠沈 して 塗抹標本 を作成 し, 十分風乾 させ た後4 ℃

ア セ ト ン で 固定 し た . ト リ ス ア ミ ノ メ タ ン 緩衝 生 理食 塩水

C r ri s
-b uff e r e d s ali n e

,
T B S

,
P H 7 .2) にて 洗浄 し,

2 5 倍希釈正常 ウ

サ ギ 血清 (D A R O C o .
,
C o p e n h a g e n

,
D e n m a rk) で30 分間 ブロ ッ

キ ン グ処理 後,
1 0 0 倍希釈の ウ サ ギ 抗 ヒ ト E O -1 抗 体 (A 組 nity

B i o r e a g e n t s) を 一

次抗体と して 室温で 1 時間反応 させ た . T B S

にて 5 分 ,
3 回洗浄後ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ

ー

ゼ 標識 ヒ ツ ジ 抗

ヤ ギ 血清 CrA G O I n c .
,
B u rli n g a m e

,
U S A ) を二 次抗体 と し てさら

に30 分 間反応 させ た . 再度 P B S ↑ に て洗 浄後 F a st r e d T R s alt

(S ig m a C h e m i c al C o .) に て発色 させ て 観察 した .

4 ) フ ロ ー

サ イ ト メ ト リ
ー

刺 激後の 各L C L l X l O
6

個 を P B S で 1 回洗浄 後,
P B S で 調製

し た4 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ド(p a r af o r m al d e h yd e
,

ホ ル マ 1) ン)

で4 ℃
,

2 0 分 間固定 し た . 再度 P B S で 2 回洗浄 して 0 .1 % ト リ

ト ン Ⅹ-1 0 0 に5 分 間浸透 させ た後 ,

一 次抗 体と して ウサ ギ抗 ヒ

トH O -1 抗 体 ( A 班ni ty B i o r e a g e n t s) を添加 し4 ℃
,

3 0 分間反応

させ た . さ ら に P B S で2 匝目先浄後 ∴ 二次抗体 と し て フ ル オ レ ッ

セ ン ,

イ ソ テ オ シア ン酸 (山1 0 r e S C ei n i s o th i o c y a n a t e
,
F I T C ) 標

識抗 ウ サ ギ抗体 を揺加 し4 ℃,
3 0 分 間染色 し た . 約1 皿1 の P B S

に 再 浮遊 し フ ロ ー サ イ ト メ ー タ
ー

C yt o r o n A b s o l u t e ( O r th o

Di a g n o s ti c S y st e m
, 束京) を用 い て

, 細胞5
,
0 0 0 個ず つ にお ける

H O -1 発現 を解析 した . 尚 ,
正常 ウサ ギ 血清 ( D A K O

,
G l o s tr u p ,

D e n m a rk ) を対照と して 用い た .

3 . 各種ス ト レ ス 誘導 F で の 細胞傷害解析

各L C L が トリ バ ン プ ル ー

に よ っ て 生存率が90% 以 上 で あ る こ

と を確認 した うえで
, 上記培 養条件下 で ヘ ミ ン お よ び塩化 カ ド

ミ ウ ム の 各誘導 物 質 を添 加 し て 2 4 時 間培 養 L
, 培 養終 了後

FIT C 標 識ア ネキ シ ン V ( a n n e x in V ) 結合 を用 い た フ ロ ー

サ イ

ト メ ト リ ー 法 を用 い て 生 存率を 算出 し た . P B S に て 洗浄 後,

1 × 10
〔

個/ m l の 濃度で 1 0 0 m l の ア ネ キ シ ン Ⅴ結 合解析用 ヘ ペ

ス 樟衝 液( H e p e s b u ff e r
,
H B ; 2 0 m M ヘ ペ ス

,
1 4 0 m M N a C l

,
5

m M K C l
,

1 m M M g C 1 2 ,
2 .5 m M C a C 1 2 ,

1 .2 m M N a H P O 1̀
･

1 2

水和物 ,
0 .5 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン) に 西澤遊 し ,

5 0 0 倍希釈

FIT C 標識 ア ネキ シ ン V (B e n d e r M e d
,
V i e n n a

,
A u st ri a) を 添加

後事温暗所 で1 5 分間反 応 させ た
. さ ら に H B で10 倍 希釈 後フ

ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー

C y t o r o n A b s ol u t e ( O r th o D i a g n o s ti c

S y st e m ) に て細胞5
,
0 0 0 佃ず つ 解析 した . 前方散乱と FIT C 蛍光

の 2 パ ラ メ 【 タ ー 解析に より紺胞 の 生 死 を判定 し
:i 8)

,
無刺激培

養 で の 生 存細胞 数を100 % と し て 各刺激物 質添加培養 卜で の /i三

存率 を算付し た .

4 . Ⅲ0- 1 遺伝 子の 解析

1) 核酸摘出用試料の 準備

樹 立 し た L C L は 前述の 培養条件下 で 増殖後 ,
0 .1 M P B S で 2

回洗浄 し た もの を試料 と し た .
こ れ と は別 に R N A 抽 出用 に は

10 分 の 1 容の 1 m M 亜 批酸を培養液に添加 して3 時間培養 した も

の を便月] し た .

一

方, 死 産 した 同胞 (図1
,

Ⅲ -3) に関 して は ホ

ル マ リ ン 固定 l
パ ラ フ ィ ン 包埋処理 済み の 剖検標本だ けが現存

して い た た め
, 腎組織よ り D N A 抽 出の み 行 っ た . ま た本症例

で 確認 され た遺伝子変異の
一 般出現頻度算定 の 目的で100 名の

非血 縁で ある 当院外来患者 か らイ ン フ ォ
ー ム ドコ ン セ ン トを得

た 上 で E D T A 加末梢静脈 血 を採取 した . 得 ら れ た 仝血 の う ち

200 p l は それ ぞ れ96 穴 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー

ト (C o r n i n g
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G l a s s W o r k s
,
C o r n i n g ,

U S A) に分注 し
,

L C L と 同様 に 1 ⅡM 亜

祉ヒ酸10 〃1 を添加 し た上 で 3 時間培養後直ち に R N A 抽 出を行 っ

た . 残りの 全血 には 等量 の 1 % デ キ ス ト ラ ン を加 え よく 転倒混

和 後室温 で 30 分 静置 し
,

分離 し た 上 層 を 別の 試験管 に移 し取

り,
1

,
5 0 0 r p m X 5 分 の 遠心 で白 血 球分画を回収 した . 混入 し

た 赤血球 は 0 . 2 % 食塩 水を加え て 増枠 に よ り溶血 させ 除去 し ,

1 0 分 の 1 容 の 1 .7 8 5 % 食塩水を加え等張 と した 後で
, 再度 遠心

によ り白血球分画を回収 した もの をP B S で 1 回洗浄 し,
こ れ を

D N A 抽出用試料 と した .

2 ) 核酸の 抽出

L C L お よ び 末梢血白血 球 は各々 2 × 10
7

個 を P B S l m l に 再浮

遊 させ
,

1 0 m g/ m l の プ ロ テ ナ
ー ゼ K (和光純薬工 業) 10 0 〃1 を

添加 後
,

D N A / R N A / プ ラ ス ミ ド抽 出 シ ス テ ム モ デ ル 34 1

(P e r ki n - E l m e r A p pli e d B i o s y st e m s D i vi si o n
,
N o r w alk

,
U S A ) に

て 各細胞 よ り染色体 D N A を抽出 した
. ホ ル マ リ ン 固定組 織 は

3 m m 立 方 に 細 片化 し た も の に1 × 細 胞 溶解 用 繚衝 液 (1 y si s

b u ff e r
,
P e r k i n

- E l m e r A p pli e d B i o s y s te m s D i v i si o n) 5 0 0 〃1 ,

1 0 m g/ m l の プ ロ テ ナ
ー

ゼ E 5 0 〃l を加えて 恒温槽で 50 ℃
,

4 8 時

間加温 した . 完全溶解後 に フ ェ ノ ー ル / ク ロ ロ ホ ル ム 抽出 と エ

タ ノ ー ル 沈澱 を行 っ た .
い ず れ も得 ら れ た D N A は 1 × T E 権

衡 液 (10 m M トリ ス ア ミ ノ メ タ ン
,

1 r h M E D T A
, P H 6 .8) に溶

解 し て
一 部を取 り

,
2 6 0 n m の 吸光度を測定 し て D N A 濃度を計

算 した .

m R N A の 抽 出精製 に は Ch o m c z y n s ki ら
39 ) の 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ

ム ー フ ェ ノ ー ル / ク ロ ロ ホ ル ム 法 と P h a r m a ci a B i o t e c h P - L

B i o c h e m i c al s の オリ ゴ (d T) セ ル ロ ー ス ス ピ ン カ ラ ム 法 と を組

み 合 わ せ た Q u i c k P r e p
⑪

m R N A 抽 出 キ ッ ト ( A m e r s h a m

P h a r m a ci a Bi o te c h I n c .) を使 用 した . 亜 批酸刺激後 の L C L l X

l O
6

個 も しく は 仝血 25 〃1 か ら 得 ら れ た m R N A を含 む抽 出液 を

E X O N I E X O N 2 E X O N 3 E X O N 4 E X O N 5

5 N--ト ■ト3 N

く
-

D eI 3

十 S eq 3

Fi g . 2 . S t r u c t u r al o r g a n i z a ti o n o f H O - 1 g e n e a n d th e

di p o siti o n s of P C R p ri m e r s f o r m u t a ti o n al a n al y si s . C o di n g

r e gi o n s a r e i n di c a t e d b y s h a d e d b o x e s .

エ タ ノ
ー

ル 沈澱 の 後,
1 × T E 緩 衝液に 溶解 して D N A と 同様 に

m R N A 濃度を計算 し た .

3 ) P C R プ ラ イ マ
ー

の 作成

H O - 1 お よ び H O -2 の c D N A 塩基 配列 は ゲ ノ ム デ
ー

タ ベ ー

ス

( G e n o m e D at a B a s e
,
B alti m o r e

,
U S A) ま た は 文献

18)
か ら 引用 し

た
. 今回 H O t l 遺伝 子 の 翻訳 領域 の うち

,
エ ク ソ ン1 か ら エ ク

ソ ン 3 領域 まで の 上流域 で は H O -2 遺 伝子 と の 相 同性が 特 に低

い こ と に 注 目 し て独 自 に P C R プ ラ イ マ
ー を設計 し

,
合成 は フ

ナ コ シ (束京) に 委託 し た
. 図2

, 表1 に使用 し たP C R プ ラ イ マ

ー

の 部位, 塩基 配列 ,
P C R 産物 の 大 きさを

一

覧に して 示す.
こ

の うち D e 1 3 は 後述す る 父親型変異配列 に特 異的な プ ラ イ マ
ー

で あり
,

正常 配列特異 的な3 N と 組み 合わ せ て父親 型変異配列

の 検出 には Am pliB c ati o n r e h
･

a C t O ry m u t ati o n s y st e m 法
4O) を用い

た .

4L) P C R お よ び逆転写P C R 法 (r e v e r s e tr a n s c rib e d - P C R
,
R T I

P C R)
41) 4 2)

R T -P C R に は R e a d y
- T o - G o T M R T - P C R ビ ー ズ (A m e r s h a m

P h a rm a Ci a Bi o te c h I n c .) を使用 し た . 即ち m R N A O .5 /1 g を鋳型

と し て ラ ン ダ ム プ ライ マ ー 法 に て 1 本 鎖c D N A を合成 し
, 続い

て同
一

チ ュ
ー

ブ 内 にP C R プ ライ マ
ー

を加 えた 後 に P C R を 行う

もの で ある . まず キ ッ トの 20 0 〃1 容量チ ュ
ー

ブ内 にあ る ビ
ー

ズ

を二 炭酸 ジ ュ テ ル(di e th yl p y r o c a r b o n at e
,
D E P C ) 水30 〃1 を加え

て氷上 で 溶解
,

こ れ に m R N A O .5 /J g と キ ッ トに 付属の ラ ン ダ

ム ヘ キサ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ
ー

(宝酒乱 東 京) 0 .5 /ノ g/ /∠l
,

1 0 /∠l を加え
,

1 × T E 壊 衝液 b H 6 .8) で総量 45 / ノ = こ調整 し た .

次 に G e n e Am p
T M

p c R シス テ ム 96 00 - R (P e r ki n
- E l m e r A p pli e d

Bi o s y st e m s D i vi si o n
,
C alif o r n i a

,
U S A) を用 い て65 ℃ で 10 分 間保

持後20 分 か けて 25 ℃ まで 冷却す る こ と で R N A の 変性と プ ライ

マ
ー

の ア ニ
ー

リ ン グ を 行 い
,

さ ら に4 2 ℃ で 60 分 間保持 し

c D N A を合 成さ せ た 後9 0 ℃
,

2 分間で 逆転写酵素を失活 させ た .

反応終 了後に 各プ ラ イ マ
ー

と 1 × T E 纏 衝液 (p H 7 .0) 5 /Ll を加

え
,

全量50 /∠1 と しP C R を行 っ た .
こ の 時点 で各2 m M デ オ キ

シ ヌ ク レ オ チ ド三 リ ン 酸 (d e o x y rib o n u cl e o tid e t ri p h o s p h a t e
,

d N T P) , 1 0 m M T h s
- H C l (p H 9 .0) , 6 0 m M K C l

,
1 .5 m M M g C1 2 ,

T a q D N A ポ
1
) メ ラ

ー ゼ2 .0 単位の 最終組成 と な る .

一 方
,

染色

体 D N A の P C R は 抽 出 し た D N A O
.
1 /L g を 鋳型 と して

,
各 プ ラ

T abl e l . P C R p rl m e r S f o r a m p lific ati o n o f t h e H O -1 g e n e

P ri m e r N u cl e o tid e S e q u e n c e

5 N

3 N

D e15

3 N

D e15

D e13

D e15

S e q3

C o o r din at e s
* P r o d u c t si z e ( b p)

5
'

- C T C C C C T C G A G C G T C C T C - 3
'

5
●

- G G C T G G T G T G T A G G G G A T G - 3
T

5
'

- G C C C T G G A G G A G G A G A T T G - 3
.

5
l

- G G C T G G T G T G T A G G G G A T G - 3
T

5
T
- G C C C T G G A G G A G G A G A T T G - 3

.

5
一
- G C G C T G C A T G G C T G G T G T A - 3

-

5
t
- G C C C T G G A G G A G G A G A T T G - 3

'

5
'
- G C A A T G T T G G G G A A G G T G A A - 3

I

1 1

25 8

25 8

25 8

- 4 1 0

ー

4 1 0

ー

4 1 9

-

5 9 8

3 9 9

15 3

16 2

* T h e c D N A n u cl e o ti d e n u m b e r s a r e a v ai la bl e f r o m G e n B a n k ( a c c e s si o n n u m b e r s 1 3 5 0 3 6) .
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Fig . 3 . I n d u c ti o n o f H O - 1 a n d H O -2 血 L C L c ell s 血
･

O m th e p ati e n t . u ) I m m u n o bl o tti n g o f H O -1 in d u c e d i n h e m in -

Sti m ul at e d L C I 3 . L C L

C ell s 打o m th e p a ti e n t an d a n o r m al c o n t r oI w e r e c ult u e r d in t h e a b s e n c e
,
O r i m th e p re s e n c e o f th e in dic at e d c o n c e n t r a d o n s o f h e m in fo r 6

h r . C ell ly s at e s w e r e p r ep a r e d a s d e s c ri b e d in th e M e th o d s . Bl o tte d m e m b r an e W a S r e a C te d wi th th e mi x t u r e o f a n ti ･ H O - 1 an d a n ti - H O -2

a n ti s e r a
,
fo 1l o w e d b y th e r e a cti o n wi t h H R P { O nj u g at e d a n ti -

ra b bit Ig G . 田) I m m u n o b l otti n g o f H O - 1 i n d u c e d i n I
. C L c e n s fr o m th e p a d e nt

an d a n o r m al c o n tr ol
,
wi li ch w e r e e x p o s e d t o l O m M e a ch o f C d C12 0 r S O di u m a r s e n ite fo r 6 h r .

H e mi n sti m u l a ti o n

C o n t r ol

P ati e n t

Fig ･ 4
･ I m m u n o h i st o c h e m i c al s t ai n i n g o f H O - 1 i n h e m i n

-

S 血一ul at e d L C L c ell s ･ A R e r b l o c ki n g wi th n o r m al g･O at S e ru m
,

Sp e Ci m e n s of l L L c ell s w e r e st ai n e d wi th 叩p r Op ri at e dil u d o n s

Of a n ti - H O - 1 r a b b it an ti s e ru m fo r l h at r o o m te m p e r a tu r e .

A 触 r w a sh i n g t h e slid e s i n m s b u 鮎 r
, al k al i n e p h o s p h at a s e

C O 町u g at e d g o at an ti r ab b it an iti s e ru m W a S r e a Ct e d fo r 3 0 mi n

at r o o m t e m p e r a t u r e ･ A l k ali n e p h o s p h a t a s e a cti v ity w a s

vi s u ali z e d u si n g F h st R ed T R s al t a a e r fu r th e r w a d i n g o f th e

di d e s in
′

什i s b u 鮎 r .

イ マ
ー

,
2 m M の 各d N T P

,
P C R 反 応緩衝液 (10 m M T ri s

- H C l

b H 8 .3) ,
5 0 m M K Cl

,
1 .5 m M M g C1 2) ,

1 払q D N A ポ 7) メ ラ ー ゼ

O
)
e 血 - E lm e r C e tu s

,
N o r w a k

,
U S A) 1 .2 5 単位を加えて全景50

〝 1 で 行 っ た ･ 尚 , プライ マ
ー 貴終 漉度 は5 N/ 3 N のみ 0 .5 /′ M

,

ほ か の プ ライ マ
ー 対で は0 .2 / ノM が 至通 条件 で あっ た .

反応は G e n e Am p
T M

p c R シ ス テ ム 960 0 ･ R を用 い
,
9 4 ℃ × 5

分の 初期 変性 の後 ,
9 5 ℃ ×30 秒 ,

弘 ℃ で30 秒 ,
72 ℃× 30 秒の

サ イ ク ル を3 5 ～ 4 0 サ イ ク ル 行 っ た . 反応後10 分 の 1 容量の タ

イ プⅠⅠ 泳動後衛 液 (0 .2 5 % ブ ロ モ フ ェ ノ
ー

ル ブ ル
ー

,
0 .2 5 % キ

シ レ ン シ ア ノ ー ル
,

1 5 % フ ィ コ
ー ル 4 0 0) を加 え

,
1 0 /∠ 1 を

3 % ア ガ ロ ー ス ゲル ( H 1 4
-

′

I b k 訂 a
,
宝 酒造) に 泳動 しエ チ ジ

ウム ブ ロ マ イ ド染色後
,

紫外線照射装置 ( トラ ン ス イ ル ミネ 一

夕 ー

,
フ ナ コ シ) 上 で 観察 した .

5 ) P C R ダイ レク トシ ー ケ ン ス 法 によ る塩基配列の決定
43) 叫

P C R
,

R T I P C R 法 によ り増幅 した D N A 断片の うち
,

5 N/ 3 N
,

D e1 5 /3 R に つ い て は D N A c y cl e s e q u e n si n g k it (P e 血 n
- E lm e r

A p pli e d Bi o s y st e m s D i vi si o n) を用 い て シ
ー

ケ ン ス 反応を行い
,

D N A シ ー ケ ン サ 37 1 A (P e rk i n
- E l m e r A p pli e d B i o sy s t e m s

D i v isi o n) に て解析した .
シ ー

ケ ン ス プラ イ マ
ー

に は各P C R プ

ラ イ マ ー を その まま使用 し
,

鋳型 に は 反応後の P C R 反 応液よ

り マ イ ク ロ コ ン ー 1 0 0 (宝酒造) にて 過剰なプ ライマ
ー

,
塩基を

除去 した もの を使用した . 反応 は G e n e Am p
T M

p c R シ ス テ ム

9 6 0 0 - R を使 用 し
,

プ レ ー

トを予 め 95 ℃ に保 温 して お い た 後

96 ℃ × 15 軌 50 ℃ × 1 軌 70 ℃× 4 分の サイ ク? レを2 5 回線り

返 した . 反応後は フ ェ ノ ー ル / ク ロ ロ ホ ル ム 抽出に て過剰な プ

ライ マ
ー

, 蛍光色素を除去 し エ タ ノ ー ル 沈澱 にて反応産物を回
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A
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D o s e 恒 M )
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+
【

噂

A

写
J

∋
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辞

N
t

U
p

U

田

D o s e 仙 M )

Fi g ･ 5 ･ C y t o t o xi ty a s s a y i n t h e p a ti e n t a n d a c o n t r ol ･ u ) I d e n tiB c a ti o n o f d e a d o r 叩 O p t O ti c L C L c ell s . C e ll d e ath o r a p o p to si s w a s

in d e n ti B e d b y l o w e r e d fo r w a r d li gh t s c a tte r a n d hi gh an n e X in V bi n di n g u s in g a 且o w c yt o m e t e r ･ (B) V ia bility o f L C L c ell s 血
･

O m th e p ati e nt
an d a n o r m al c o n t r ol ･ Ⅷ e y w e r e e x p o s e d fo r 2 4 h rs t o s e v e r al d o s e s of h e m i n o r C d C1 2 ･ P e r c e n t s u rv i al w a s d e te r m i n 申 b y c o m p a rl n g
W ith th e s u rv i v al of c ell s c ult u r e d wi th m e di u m al o n e . ●, P a ti e n t; ○,

N o r m al c o n tr ol . E a c h d a tu m r e p r e s e n t s th e X ± S D o f th r e e

in d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s .

*

p < 0 .0 5 .
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O

d

O

▲

ロ
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｢
8

2

A

■

3

. .

子

-

-

re
-

血ta甘
l

B r o th e r

P a ti e n t

F l ⅦO r e S C e n C e i n t e n sity ( L o g)

Fig ･ 6 ･ Fl o w cyt o m e tri c a n al y si s o f in d u c ed H O -1 e x p r e s si o n in

L C L c e11 s & o m fa m ily m e m b e r s . L C L c ell s w e r e t r e at e d wi th

a n ti - H O -1 an ti s e ru m an d fu r th e r st ai n e d wi d l F rr C ･ { O nj u g at e d

a n ti-

r ab bit I g G . n e fl u o r e s c e n c e in t e n sity w a s an al y z e d b y a

fl o w c yt o m e t e r .

収 した . シ ー ク エ ン ス ゲ ル は I . o n g R a Ilg e r 仏T Bi o c h e m
, 東洋紡

績
, 東京) を用 い 1 × T ri s - ホ ウ# - E D T A Cr B E ) 複 衝液に て40 W

定電圧で 泳動 した .

成 績

1 . 酸 化ス ト レス 刺激 によ る 患者L C L で の H O -1 産 生

息者L C L に お け る各濃度 の ヘ ミ ン 添加 に よ る H O -1 産生 を正

常肘 照と 比較検討 した . イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ によ り正 常対照

で は 無添加 で すで に微 量な が ら もH O -1 が検 出 さ れ
,

さ ら に ヘ

ミ ン 添加 後の H O -1 は 濃度依存性 に増加 して い る こ と が認 め ら

れ た が
,

こ れ に対 して患 者で は H O - 1 は全 て の 条件下 で い ずれ

も検 出 さ れ なか っ た . また 構成酵素 で あ る Ⅲ0 - 2 は患者
,

正 常

対照共に ヘ ミ ン 添加 に 関係 なく検出 され た (図3 A ) . 同様 に 亜

枇酸 や塩 化 カ ドミ ウ ム10 m M の 添加 時で も患 者L C L の H O - 1 産

生 は検 出されなか っ た (図3 B) . ま た ヘ ミ ン添加 後の患 者培養

細胞 の標 本を用い た 免疫組織化学で も標本上 の 全 て の L C L が抗

ヒ トH O -1 抗体 で 染 色されなか っ た こ と か らも
,
患者 L C L 全て

にH O -1 産生 が 欠如 して い る こ とが 明ら か に され た (囲4) .

2 . 酸化 ス ト レス 刺 激下 で の L C L 細胞傷害 の比較

患 者L C L お よ び正 常対 照を各濃度の ヘ ミ ン
,

塩化 カ ドミ ウム

漆加培養液で 24 時間培養し
,

F 汀C 標 識ア ネキ シ ン Ⅴ 結合を用

い た フ ロ ー

サ イ ト メ ト リ
ー

解析 に よ り平均細胞 生 存率の 経時的

な推移を比較 した (図5 A
,

B )
4 5)

. 図5 A で ヘ ミ ン 添加 の 例を

示すが
,

ス ト レ ス 刺激 に よ りア ポ ト
ー

シ ス ない しは 細胞死 に至

っ た u : L は前方散乱 の 低 下 と 同時に 強い ア ネキ シ ン Ⅴ結合指向

～一
F

′.

.

.

.
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性を発現す る よう に なる ･ 平均細 胞生 存率 は各L C L 5
,
0 0 0 個 の

うち
,

こ の 細胞群を2 パ ラ メ ー タ ー 解析 に て検 出する こ と で算

出 した . 患者L C L と正 常対照とを比較 する と塩化 カ ドミウ ム の

添加で は 両者の 生存率に 有為差は 認め ら れ なか っ た . しか しな

A

H O 一 之 ー

E O . 1
-

ⅠⅠ

～一
F

′.

.

.

.
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が ら ヘ ミ ン 添加時 で は患者L C L の 生存率 は5 0 FL M の濃度です

で に50 % 以 下に
,

さら に100
′
" M で は13 %

,
2 0 0

〃M で は8 %

にまで 低下 し
, 濃度依存性 に細胞傷害 が誘導され た の に対 して

,

正 常対 照で は200 〃M の ヘ ミ ン 濃度 で も殆 ど細胞傷害 は認 め ら

5

血
V

-

虎

A
叫

A
J

ヨ
鵬

ぜ

㌔♂♂㌔㌔〆
Fig ･ 7 ･ 鮎 s p o n s e s of H O -1 e x p r e s si o n in h e mi n

-

S h m ul a ted L C L c ell s fr o m 払 m il y m e m b e r s ･ lm m u n o bl o tti n g o f h er ni n - in d u c e d H O -1 仏)
an d h e m i n

-i n d u c e d c e11 d e ath (B ) in L C L c ell s fr o m th e h m il y m e m b e r s a A e r 2 4 h r s e x p o s u r e to l O O m M o f h e m i n . I m m u n o b l o 牡i n g a n d
C e11 vi ab ilit Y an al y sis w e r e p e r fo r m e d a s d e s c ri b e d i n F ig ･ 3 a n d Fig ･ 5 ･

I n di vi d u al s II :2 an d II‥3 w e r e n o t an al y z e d f b r H O e x p r e s si o n

b e c a u s e s am pl e s w e r e n o t a v ail ab l e ･ H o w e v e r
･
i m m u n o h i s to c h e m i c al st u d y r e v e al e d n o m al H O -1 e x p r e s si o n b y h e p a d c K u p 触 r c e11s o f

in di vi s u al ⅠⅠ:3 (d a ta n o t sh o wn ) ･ E a c h d a tu m r e p r e s e n t s th e X ±S D of th r e e in d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s .

*

p < 0 .0 0 0 1 .

A

5 N /3 N
磯 癖 頑麹藤

娘

C o n t r ol

麹錦療 済 岬 3 9 9 b p

勝 一 2 7 8 b p

M a t e r n a l m u t a ti o n

__ _ 二__ _ _ こ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Fig ･ 8 ･ M u t ai o n an al y si s of H O ･1 m at e rn al al l el e ･ ㈱ R T I P C R a n al y sis fo r H O -1 m R N A ∴n l e p a d e nt l a n e an d hi s m o th e r l an e $h o w a 血 o rt

e X t r a b a n d th at i s n ot s e e n i n t h e c o n t r ol a n d o 也 e r m e m b e rs o f th e h mi ly ･ I n di vi d u al s I7 :2 a n d II :3 w e r e n o t g e n o ty p ed b e c a u s e n o m R N A
StO C k w a s a v ai h bl e ･ M

,
1 0 0 b p D N A l a d d e r m ol e c ul a r m a 止 e r; C

,
N o r m al c o nt r ol ･ (B) P a rt s of th e s eq u e n ci n g p a tt e r n & o m m a te r n al

m u ta ti o n al 1 el e an d th e n o rm al c o n t r ol al 1 el e .
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れなか っ た(図5 B) .

3 . 患者家系に お ける へ ミ ン 刺激 に対す る H O -1 産生 およ び

細胞傷害の相違

今回の 研 究で は患 者の父親,
母親

, 姉 ,
兄に つ い てもL C L を

樹立 してお り
,

1 0 0 〃M の 濃度 に調製 した ヘ ミ ン 添カロ培 養液中

で 培養後に前 述の 方法を用 い て H O -1 検出 と平均 細胞生 存率 の

算出を行い
, 点者 との 比較検討を行 っ た .

フ ロ ー

サ イ ト メ トリ

ー 法 に よ る検 討で は患者L C L で の み B O ･1 産生 が 欠如 して い た

が
, 両 親, 姉, 兄 由来の L C L は 全て 正常対 照と 同様 の H O - 1 産

生を示 した (園6) . さ らに イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グで は
,

へ ミ ン

漆 加 によ り患者以外 の家族 の い ず れ に お い て もH O -1 が 強く検

出され た (図7 A ) .

一

方 ,

ヘ ミ ン誘導性の 細胞傷害 は患者 L C L

で の み認 め ら れ
,

家族L C L を用い た 場合に は殆 ど細胞傷害 は誘

導され なか っ た (図7 B) .

4 . R r P C R に よ る H O -1 遺伝子変異の 検出

患者, 患者 家族 ,
お よ び健常人 の LC L よ り亜 批酸刺激で 得 ら

れ た m R N A を鋳型 と して
,

ビ0 - 1 遺伝子翻訳領域 の 5
'

側を 中心

に プ ラ イ マ
ー 対 を設定 し て P C R 反応 を 行 っ た . 5 N / 3 N の

R r P C R で は息 者 と母親 にお い て 正常対 照と ほ ぼ等 長 な増幅 産

A

D e15/3 N

D e15/ D e13

物 だけで なく , 正常 よ り120 塩基 対 (b a s e p ai r
,
b p) ほ ど短い 増

幅産物も検 出され た (図8 A ) . ま た患者 の 正 常長相当の 産物で

は エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色 にお い て 他 の 者 と比 べ て 発現量が

明らか に 低下 して お り , 両 産物と も患者 H O - 1 対立 遺伝 子対の

別個 に存在す る変異を増幅 して い る可能性を示唆 してい た .

5 . ダイ レク ト シ ー ク エ ン ス に よ る H O -1 変 異対 立遺伝子の

同定

5 N / 3 N の 肝 P C R で得 ら れ た増幅 産物を ダイ レク トシ ー ク

エ ン ス し , 塩基配列を決定 した . 患者 と母親 か ら得 ら れ た短い

増幅産物 は27 8 b p 相当 で あり, 共 に エ ク ソ ン2 が 完全 に欠失 し

て い た . 正常産物 と の 差は 12 1 b p と
, 泳動 の 結果 に

一

致 してお

り, 母親由来 の 変異対立遺伝子 に お ける ス プ ラ イ シ ン グ の 過程

で エ ク ソ ン 2 ス キ ッ ビ ン グが 生 じた もの と 考えら れ た (図8 B) .

一

方 , 患者 の 正 常長相 当の 増幅産物 は397 b p 相 当で あり
,

エ ク

ソ ン3 内の2 塩 基欠失
,

4 6 1 d el C A が認 め られ た (図9 B ) .
こ れ

は染 色体 D N A で もD e1 5 / D e 1 3 の2 塩基 欠失 変異特 異的な

P C R を行 う こ とで
, 父親 と姉に お い て患 者と 同様に1 62b p 相当

の 増幅産物 が検 出さ れ た (図9 A ) . また デ ー タ には 示さ なか っ

た が 染色体 D N A か ら の D e1 5 / S e q 3 P C R 増幅 産物に お い ても

ダ イ レク ト シ
ー

ク エ ン ス を行 い
,
3 人 と も2 本鎖 D N A の

一

方に

C o n t r oI

C C C 〔 T R C R C R C C R G C C

lマロ 1 8〔

- 1 5 3 b p

ー 1 6 2 b p

P a t e r n al m u t a ti o n

C 〔= : [ T R C R C C R 6 C C

【 1 7 0

. _ _

F ig . 9 . M ut ai o n an al y si s o f H O -1 p at e m al all el e . 仏) P C R an aly si s fo i
･

H O ･ l g e n o mi c D N A u si n g A R M S ( am Pli丘c 叙i o n r eなa ct o r y m u t a ti o n

Sy St e m ) . D N A c o n tr oI P C R p ri m e r s (D e15 / 3 N ) a m pli & al1 D N A s a m pl e s . M 1 1ta d o n s p e ci丘c P C R p ri m e rs ( D e1 5 / D e1 3) am p 坤 也e 2 -

n u d e otid e d et e ct ed s e q u e n c e s . I n di vi d u al ⅠⅠ:2 w a s n o t g e n oty p e d b e c a u s e n o D N A st o c k w a s a v ai 1a bl e . M
,
1 00 b p D N A l a d d e r m o r e c ul a r

m a r k e r; C
,
N o r m al c o n tr ol

. 田)P a r ts of th e s e q u e n c in g p att e m 打o m p ate m al m u t ati o n al 1 el e a n d th e n o r m al c o n t r ol al l el e .
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"

謬
感
蟹
J

ゝ

ヅ

髪
i
j

A

.

T abl e .
2 M ut a n t a u el e f re q u e n c e s a m o n g g e n e r al p o p ul ati o n

A llel e ty p e ( % )

S e x N u m b er

D
十

s
十

D -/ S 仙

M ale 5 6 0 ( 0) 0 ( 0) 1 1 2 (1 0 0)

F e m al e 44 0 ( 0) 0 ( 0) 8 8 ( 1 00)

D
+

,
P at e rn al m u t ati o n p o siti v e allel e ( E x o n 3 2 -

n u Cl e o tid e

d ele tio n) ; S
+

,
M at e m al m uta ti o n p o sid v e al 1ele ( E x o n 2 skip pi n g) ;

D . /S ∴ D o u b le n e g a tiv e alle le .

の み同変異が 認 め ら れ た . 以 上 の 結果 か ら父親 は エ ク ソ ン3 領

域内の 2 塩基欠失 を
,

母親は m R N A レ ベ ル で の エ ク ソ ン2 ス キ

ッ ビン グ を持 つ ヘ テ ロ 接 合体 で あり
,
患 者は 両遺伝 F 変異の 複

合 ヘ テ ロ 接 合体と 同定 され た . どち らの 変輿も m R N A レ ベ ル で

フ レ
ー ム シ フ トを きた して早 期翻 訳終 結 して お り,

こ れ は 患者

H O - 1 が 欠損 して い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グの 結果を裏付 ける

もの で あ っ た . また患者 の 姉は 父親由 来の 変異対立遺伝 子を持

つ 保因者 であ る こ とが 明 らか と な っ た .

6 .
B O -1 両道伝千変異 の

一

般出現頻度 の 検討

今回同定さ れ た両変異 に 関 して は 非血 縁 者10 0 名の ス クリ
ー

ニ ン グに よ り･仰
･

般出硯頻度 の 検 討も行 っ た (表2) . 結束 は全例

にお い て 両変異 と も検 出され なか っ た .

考 察

Ⅲ0 - 1 は ヘ ム 分 解の 律速 酵素で あ る が
, そ の 代 謝産物 は様 々

な抗 炎症作用を有 して い る . どリ ベ ル ジ ン は抗 酸化作 用と抗 補

体活性 を
, ･

d

酸化炭素 は c G M P を 介 した微 小循環調 節と抗 血小

板凝集作川 を持 つ こ とが 知 ら れ て お り
,

さ ら に フ ェ リ ナ ン の 増

生 は強力 な酸化作用 を持 つ 遊離鉄 を 除去する こ と で 生 体防御に

働 い て い る も の と 提唱 さ れ て い る
1:り､ 1-i)

. 韓近P o s s
こち2) :i:i)

ら は

H O -1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を川 い て
,

H O -1 の 生 体内に お け る 機

能的意義 を検 討 し報告 して い る . 彼 ら の 検 討 に よ る と
,

H O -1

欠損 ホ モ 型は 既 に胎生 凱 で淘 汰が働 い て 旧姓 率 が20
(
‰と 低く ,

1･〉･‥･
一

定の 過 齢を超 える と 巨大分子 群の 酸化傷害, 組織破壊 を伴 っ

た慢性 炎症 を 発症 し , さ ら に 内毒素に 対す る拭拭惟が 着け= 二低

下す る な ど
, 種々 の ス ト レ ス に 対す る 脆弱性が 特徴的 に観察 さ

れる . さ ら に網l勺系臓 器内で 食剛胞 と美 質糾胞 内へ の 鉄沈府を

きた し
, 貧血

, 肝牌腫 を合併す る こ と か ら
,

H O -1 ノ ッ ク ア ウ

ト マ ウ ス の 病 態形成に は酸化 ス ト レ ス に よ っ て 集積 し た細胞l勺

遊離鉄の 排除と 再利川の 障害が 重要 な役割 を 果た し て い る と 報

告し て い る . 一
一 方

, 本研究 に お い て 解 析 した ヒ トⅢ0 - 1 欠損症

にお い て も
,

生 検組織を用い た検討で は 腎尿細管 や肝実 質細胞

にお け る鉄沈着が 確認 さ れ ,
こ れ ら の 所 見は ヘ ム 代 謝酵素で あ

る H O -1 欠損 に よ る鉄 再利用障害 に 特徴 的と 考え られ る . し か

し
,

ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス にお い て証明 さ れ た 実質臓 器に お ける

鉄沈 着は 50 週 齢 マ ウ ス で の 観察 の た め 長期間 に わ た る 鉄代謝

異常 を反映 し て い る と 考え ら れ
, 本症 例に お ける 鉄沈着が そ れ

ほ ど顕著で な い こ とか ら少 なく と も幼 児期 にお い て は 鉄再利 用

障害 と実質臓器 にお ける鉄沈着 が 主た る 病態と なる と は 考え難

い
. 最 も重要 な所見 は む しろ血 管 内血 球破壊

,
凝固 ･ 線溶系の

克嵐 腎組織 に お ける 毛細血管 内皮剥 離 な どで あり
,

そ の 背景

には 全身性の 血管内皮傷害が ある と 考え られ た
.

H O -1 は 酸化ス ト レ ス
, 特 に ヘ ム 蛋白 に曝 露され た細胞 を 防

御 し
, 細胞死 を 阻止す る こ と が 知 られ てい る . 何 らか の 転機 で

血管 内溶血 が起 こ っ た際 に は血 管内皮 は持続的 に ヘ ム 蛋白に 曝

露 され て 細胞傷 害を受け ると 考 えら れ るが
,

H O - 1 が 欠損す る

こ と によ り ヘ ム 蛋白の ク リ ア ラ ン ス の 遅延 と血 管内皮保護作用

を有する どリ ベ ル ジ ン な い し
一

酸化炭素 の 合成障害が 相乗的に

作用 し
,

血 管内皮傷 害が増幅 さ れ る もの と 考えら れ る
46)

. この

よ うな血 管内皮傷 害は新 た な血 球破壊を惹起 し
,

ヘ ム 蛋白は さ

ら に増加する もの と予想さ れ る . 著明な 白血球と 血小板 の 増加
,

破砕赤血 球の 存在や 凝固 ･ 線溶系 の 克進 な ど
, 本症例 にお い て

観察 され た 所見は い ずれ も血管内皮細胞 の 酸化 ス ト レ ス に対す

る 胞弱性 に 起因 した 持続的 な内皮 傷害に よ る もの と 考えら れ ,

腎 糸球体毛細血 管内皮で 観察 され た形態学 的変化 は こ の ような

病 態を特徴的 に反映 し て い る . - 一 方 , H O - 1 ノ ッ ク ア ウ トマ ウ

ス で は肝脾腫が 特徴的に 観察 さ れ て い るが , 本症例で は肺臓が

欠失 して お り無牌症と 考えら れ た . しか し
, 心奇形を 合併 し な

い 先天性 則 卑症 は極め て 稀で あり
,

こ れ まで に検索 した限 りで

は その ような症例の 報告は 確認で きな い
. 開腹生検 時に左季肋

下 に は峻痕病変が 認 め られ て お り
, 胎生期脾 に何 らか の 細胞傷

害転機が 働き
,

H O - 1 に よ る代償 が な い た め に 退行 し た の か も

しれ ない . 逆 に無脾症で あ る こ とで 傷害血 球 の クリ ア ラ ン ス も

遷延 し
,
血 中 ヘ ム 蛋白 の 増加や 貧血 の 進行が ある程 度抑制 され

,

患者の 長期生 存が 可 能 にな っ た もの と推定 され る .

多種の ス ト レ ス 刺激 に よ り H O - 1 の m R N A 発硯が 促進す る こ

と や どリ ベ ル ジ ン
,

フ ェ リ ナ ン
, 【

一

酸化炭素 な どの ヘ ム 代謝産

物が 抗酸化 ■ 抗 炎症作用を持 つ 点 か ら H O -1 は 生体 の 抗酸化機

構 の 主幹を な して い る もの と 考 え ら れ て い る . しか し な が ら

H O - 1 m R N A の 発現 と酸 化傷 害の 制御 と は朴=謁 し な い と する 報

告も ある . N u tt e r
L1 7)

ら は ヒ ト乳腺癌細胞株 であ る M CF 17 を用い

て
,

キ ノ ン 化合物 で ある メ ナ ジオ ン を酸化 ス ト レ ス と し て負荷

す る こ と で H O - 1 活恍と新=泡内外 の どリ ル ビ ン 濃度変化,
D N A

損傷 度と の 関連 を調 べ
,

メ ナ ジ オ ン 曝露 に よ り E O - 1 発現が 誘

導さ れ て も細 胞 外の どリ ル ビ ン 濃 度 の 卜昇 は 認 め ら れ なく ,

H O -1 括杭 物質で ある 錫プ ロ トポ ル フ ィ リ ン に よ る H O- 1 清件 の

減少 によ りむ し ろ D N A 損 傷は 減少 し
, 細 胞増 嫡 抑別も軽減 し

て い た と 報H し て い る .

一

方 , 低漉度 ヘ ム に よ i■ノ H O -1 撞′
[ を

誘埠し た 後に 恨化 ス ト レ ス を加 え る こ と によ り
,

細胞傷害が抑

制さ れ る と す る 報;
l

√もあ り
く18)

,
こ れ ま で 論 じ ら れ て い る H O -1

の 抗 酸化作H = 二は 基質と な る ヘ ム ポl
′

l の 有二在 も不 可欠で ある と

ナ 想さ れ た . そ こ で 本研究で はL C L を川い て P o s s
:うこり

ら に 唯 じて

ヘ ミ ン と 非 ヘ ム で ある塩 化カ ドミ ウ ム に曝露 させ
, 酸化 ス ト レ

ス 種別の 細胞 性 存* を比 較検討 した
. 細胞/ヒ仔率を比 較す る と

,

正常対照L C L はl~酬酎ヒス ト レ ス 下で も H O -1 を痙性す る にもか

か わ らず 非 ヘ ム 刺激時で は患者と 差異なく用 量依存的 に細胞傷

害が 認め ら れ た .

一

方 ,
ヘ ミ ン 刺激時 には 正 常対照L C L で は 著

明 な Ⅲ0 - 1 産生 が 誘導さ れ る の み で なく
,

細 胞傷害が 全く観察

さ れ な か っ た . E O -1 欠損症L C L で は 著明な 細胞傷 害が 誘導さ

れ た こ と か ら
,

ヘ ミ ン に よ り誘導さ れ る H O - 1 が L C L の 細胞傷

害抑制 に重要 な役割 を果た して い る と 推定さ れ た . 生 体 内で は

ヘ ム を持 っ た大量 の 赤血 球が 循環 し, 感染や 出血な どで 局所で

の 赤血球破壊 が お こ っ て い る の は H O -1 の 作用発現 の 上 で も合

目 的と も言え る
. 非 ヘ ム 蛋白 の 酸化 ス ト レ ス に対 して もH O -1

が 産生 され る 意義 に つ い て は これまで 言及さ れ て い ない が
,

ヘ

ム の 存在が必 須な の か
,

も しく は未知 の 機序 によ る生体防御が



1 0 0

存在 して い る の か に つ い て は 今後の 検 討が必 要で ある .

ヒ ト H O -1 遺伝子 は ヒ ト第22 番 染色体長腕12 領域 に存在す る

単
一

コ ピ ー 遺伝子 で あり ,
5 つ の エ ク ソ ン 配列 と4 つ の イ ン ト

ロ ン配列で 構成 さ れ て い る . これ まで 知ら れ て い る ヒ ト疾患で

は染色体遺伝子座 に 起 こ る 病的変異が 非 コ
ー

ド配列 に存在す る

の は 約15
～ 2 0 % 程度

4 9)
で 大部分 は コ

ー

ド配列 で あ る 点か ら
,

最 初 に症例 家系で の H O - 1 m R N A 発現 をR T - P C R 法 に て 検討 し

た . 正 常対照 と 同
一

条件 の 10 0 m M 亜 批酸刺激で は反応5 N / 3

N で 症例 家族 の 全て に増幅産物の 出現を認め た が
,

患者 と 母親

で は共 に2 つ の 長 さ の 異 な る増 幅産物が 検 出され
,

2 つ の うち

正常長相当の m R N A レ ベ ル は 母親に 比べ て 患 者は 明ら か に低下

して い た . ダイ レ ク トシ
ー

ク エ ン ス に より短 い 増幅 産物 で は 母

親由来の エ ク ソ ン2 ス キ ッ ビ ン グを , 患者の 正 常長相 当の 増幅

産物 で は 父親由来 の エ ク ソ ン 3 領域 の 2 塩基欠失 を有す る こ と

で
,

い ずれ も フ レ ー ム シ フ トに より 早期終止 コ ド ン と な っ て い

た ,
こ の こ とか ら患者 で は 両変異の 複合 ヘ テ ロ 接 合体 と し て発

病 し た もの と 考 え ら れ た . 患 者 の 2 塩 基 欠失 変 異 を 有 す る

m R N A レ ベ ル が低下 して い た 原因は 定か で は ない が
, 転写調節

領域 の 異常 に よ る転写量 の 減少 より も
,

む しろ 同変異 m R N A の

安定性 に起 因 して い る もの で あ ろう と解 され た . デ
ー

タ に は 示

さ なか っ た が 母親 由来 の エ ク ソ ン 2 ス キ ッ ビ ン グ の 機序 に つ い

て はイ ン ト ロ ン 1
,

イ ン ト ロ ン 2 に存在す る ス プ ラ イ シ ン グ倶

与お よ び 受容部位付近 の 塩基配列 の 異常 は認め ら れず , 現在は

別の 機序 に つ い て 検索 して い る . 症例家族で は父親 型変異特異

的 なP C R も併用 す る こ と で 表現 型を調 べ た結 果 , 父親 と 姉 は

エ ク ソ ン 3 領域 2 塩 基欠失 の
,

母は エ ク ソ ン 2 ス キ ッ ビ ン グ の

それ ぞ れ ヘ テ ロ 接 合体で ある こと が 判明 した . また 非血縁健常

人1 00 名20 0 村 立 遺伝子 の ス ク
ー

ニ ン グ で は 両変異 と も検 出さ

れ な か っ た事実 よ り
,

本症例で 認め られ た 遺伝子異常 は非病 的

な多型 で は なく
, 病的な突然変異で あ ると考え ら れ た . 以 上 の

遺伝 子解析 の 結 果か ら
,

H O -1 欠損 は常 染色体劣性 遺伝 の 形式

を取る もの と推察 さ れ た .

以上
,

本症例 は 蛋白 レ ベ ル で の H O - 1 産生 が 欠損 し た世 界第

1 例 日 の ヒ ト E O - 1 欠 損症 で あ る こ と が 確 認 さ れ た . ま た
,

H O -1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス と 同様 に種 々 の 酸化 ス ト レ ス に 対 し

て 明 ら か な脆 弱性 が認 め られ た こ と で H O - 1 は生 体防御 の 上 で

重要な役割を果 た して い る こ とが 明ら か に さ れ た . 本 症例 の 経

過中 に認め られ た多く の 症状 や 臨床所 見は血管 内皮傷 害 に よ り

説明可 能 であ る と考えら れ
,

死亡 原因も酸 化ス ト レス ヘ の 脆弱

性 が 関わ っ て い る もの と 想像 され る が
,
高脂 血症 や 異常な血 管

内溶血
,

無脾症 が H O -1 欠損 の み で 発症 し得 る か 否 か に関 して

は さ ら に多く の 症例 に よる 検討が 必 要で ある . また 不全型 の 症

例で は 種々 の 臨床 症状を呈 してく る こ と が 予想 され
, 若年性 関

節リ ウ マ チ な ど小 児期発症の 慢性炎症性疾患群, 鉄代謝異常 を

示す疾患群 ,
血 管内皮傷 害症候群 な ど に お い て H O - 1 欠損症 が

関与して い る 可能性が あ る と考え ら れ
, 今後も追加症例 の 発 見

に努め た い
.

結 論

ヒ トH O -1 欠損症 1 家系 に対 して 細胞傷 害機構の 解析 な らび

に H O -1 遺伝子異常 の 解析を行い
,

以 下の 結 果を得 た .

1 . 今 臥 重度 の 発育 遅延 と 共に 原因不明の 慢性 炎症の 持続

を認め た 症例か ら 世界第 1 例日 の ヒ ト H O -1 欠損 家系 を発見 し

た .

2 , 症例 家系 の E p s t e i n
- B a r r ウ イ ル ス 形 質変 換 B 細 胞株

(L C IJ を伺 い た 種 々 の 酸化 ス ト レ ス に対 する H O - 1 産生 の 検討

で は
,

症例 の み で B O -1 蛋 白産生 が 欠損 して い る こ と を 明ら か

に し た .

3 .

へ ミ ン 刺激 に よ り患者 L C L は濃 度依存性 に細胞傷 害が 誘

導さ れ
,

正 常対照 で は高 濃度 へ ミ ン 存在下 で も細胞傷 害は 全く

観察さ れ なか っ た .

4 . 遺伝子解 析 に より患 者は 父親 由来の エ ク ソ ン 3 領域 2 塩

基欠失と 母親 由来 の エ ク ソ ン 2 ス キ ッ ビ ン グ を共 に有す る複合

ヘ テ ロ 接合体 と確定 され た .

5 . 保 因者で あ る 父母及 び姉 の 表 現型か ら本疾患 は 常染色体

劣性遺伝 の 形式を取 る もの と推察 さ れ た . ま た非 血縁 者100 検

体 の 検討で は両 変異と も検 出さ れ ず
,

非病的な多型で は なく病

的な突然変異で ある と考えら れ た .

6 . 以 上 の 結果 よ り, H O - 1 が 生 体内で 酸化 ス ト レ ス に よ る細

胞傷害を抑 制す る上 で 極 め て 重要な役割を果 た し て い る こ と が

明らか と な っ た .
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h u m a n h e m e o x y g e n a s e
-1 g e n e . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 9 1 :

59 8 7 -5 9 9 1
,
1 9 9 4

28) j u a m J ,
S hib a h a r a S

,
S m ith A . T r a n s c ri pti o n al a cti v at o r of

th e h e m e o x y g e n a s e g e n e b y h e m e a n d c a d m i u m i n m o u s e

h e p a t o m a c ell s .J B i oI C h e m 2 6 4 : 6 3 7 1 -6 3 7 5 ,
19 8 9

29) N ath I( A
,
B all a G

,
V e r c ell o tti G M

,
B all a J , J a c o b H S ,

L e vitt

M I)
,
R o s e n b e r g M E . I n d u cti o n o f h e m e o x y g e n a s e i s a r a pi d ,

p r o t e cti v e r e s p o n s e i n r h a b d o m y oly si s i n th e r a t . J C li n I n v e s ti

9 0 : 2 6 7 -2 7 0
,
1 9 9 2

3 0) B all a J , J a c o b H S
,
B a11 a G

,
N a th K A

,
E at o n J W

,
V e r c ell o tti

G M . E n d o th eli al -

C ell h e m e u p ta k e h
･

O m h e m e p r o t ei n s : I n d u cti o n

Of s e n siti z a ti o n a n d d e s e n siti z a ti o n to o xid a n t d a m a g e . P r o c N a tl

A c ad S ci U S A 9 0: 92 85 -9 2 8 9
,
1 9 9 3

3 1) M o sl e y K
,
W e m b rid g e D E ,

C a tt ell V
,
C o o k H T . H e m e

O X y g e n a S e i s i n d u c e d i n n e p h r o t o x i c n e p h ri ti s a n d h e m i n
,

a

Sti m u l a t o r o f h e m e o x y g e n a s e s y n th e si s
,

a I n eli o r a t e s di s e a s e .

Ki d n e y I n t 5 3 : 6 7 2 - 6 7 8
,
1 9 9 8

3 2) P o s s K D
,
T o n e g a w a S . H e m e o x y g e n a s e l i s r e q ui r

･

e d f o r

m a m m m ali a n i r o n r e u tili z ati o n . P r o c N a tl A c a d S ci U S A 9 4 :

1 0 9 1 9 -1 0 9 2 4
,
1 9 97

3 3) P o s s K D
,
T o n e g a w a S . R e d u c e d s tr e s s d e f e n s e i n h e m e

O X y g e n a S e l -d e B ci e n t c ell s . P l
･

O C N a tl A c ad S ci U S A 9 4 : 1 0 9 2 5-

1 0 9 3 0
,
1 9 9 7

3 4) Y a ch i e A
,
N iid a Y

,
W a d a T

,
I g a r a sh i N

,
lね n e d a H

,
T o m a T

,

O h t a K
,
K a s a h a r a Y

,
K oi z u mi S . H u m a n h e m e o x y g e n a s e

- 1

d efi c i e n c y : E n h a n c e d v a s c u l a r e n d o th eli al c ell irlj u r y u p o n

O Xi d a ti v e st r e s s e s .J C li n I n v e s t
,
1 9 9 8 (i n p r e s s)

3 5) T h o rl e y
- L a w s o n D A

,
M a n n K P . E a rl y e v e n t s i n E p st ei n

-

B ar r Vi r u s i nf e c ti o n p r o vid e a m o d el f o r B c e11 a ctiv ati o n . J E x p

M e d 1 6 2 : 4 5 - 5 9
,
1 9 8 5

3 6) S a k a ki b a r a R
,
T o m i n a g a N

,
S a k a i A ,

I s h i g u r o M .

E l e c tr o p h o r e ti c s e p a r a ti o n o f p r o t e i n s o n a g a r o s e g e l -

A p pli c a ti o n f o r di r e ct i m m u n i z ati o n wi th a g el pi e c e c o n t ai ni n g an

an ti g e n . An al B i o c h e m 1 6 2: 1 5 0 -1 5 5
,
1 9 8 7

3 7) I w ai k
,
M iy a w a ki T

,
T al d z a w a T

,
K o n n o A

,
O h ta K

,
Y a c h i e



1 0 2

A
,
S e ki H

,
T a ni g u c hi N . D iff e r e n ti al e x p r e s si o n of b cl -2 a n d

s u s c e p tib ilitY t O a n ti -F a s
-

m ed i a te d c ell d e ath i n p e ri p h e r al b l o o d

l y m ph o c yt e s
,

rn O n O C yt e S
,

a n d n e u tr o p hil s . Bl o o d 8 4 : 1 2 0 1 -1 2 0 8
,

1 99 4

3 8) M a r ti n SJ , C P M R e u t eli n g s p e r g e r
,
M c G ah o n AJ ,

R a d e r J A
,

R C A A v o n S c h i e
,

W a c e D M
,
G r e e n D R E a rl y r e di st ri b u ti o n o f

pl a s m a m e m b r a n e p h o s p h a tid yl s e ri n e i s a g e n e r al f e a tu r e o f

a p o p t o si s r e g a rd l e s s of th e i niti a ti n g s ti m u l u s : i n h ib iti o n b y

o v e r e x p r e s si o n o f b cl -2 an d ab l .J E x p M e d 1 82 : 1 54 5 - 1 5 5 6
,
1 9 9 5

3 9) C h o m e z y n s k i P
,
S a c c h i N . S i n gl e

-

S te P m e th o d o f R N A

i s ol a ti o n b y a cid g u a n id i n i u m thi o c y a n a t e
-

Ph e n ol -

C hl o r o f o r m

e x tr a cti o n . A n al Bi o c h e m 1 6 2 : 1 5 6 - 1 5 9 , 1 9 8 7

4 0) N e w t o n C R
,
G r a h a m A

,
H e p ti n s t all L E

,
P o w ell S J ,

S u m m e r s C
,
K al s h e k e r N

,
S m i th J C

,
M ar k h a m . An al y si s of an y

p oi n t m u t a ti o n i n D N A . T h e a m plifi c a ti o n r e f r a c t o r y m u t a ti o n

S y St e m (A M S ) . N u cl ei c A ci d s R e s 17 : 2 5 0 3 -2 5 1 6
,
1 9 8 9

4 1) K a w a s ak i E S
,
W a n g A M . D e t e c ti o n o f g e n e e x p r e s si o n . I n

E rli c h ft A ( e d) ,
P C R T e c h n ol o g y ,

1 st e d
, P8 9 -9 7

,
W . H . F r e e m a n

an d C o m p an y ,
N e w Y o rk

,
1 9 9 2

4 2) K a w a s a ki E S . Am plia c a也o n of R N A . I n I n ni s M A
,
G elf a n d

D H
,
S n i n s k y JJ ,

W h it e
r

IT ( e d s) ,
P C R P r o t o c oI s: A G ui d e t o

M eth o d s an d A p pli c ati o n s
,
1 s t e d

, P 2 1 -2 7
,
A c ad e m i c P r e s s

,
S a n

D i e g o
,
1 9 9 0

4 3) K ell e y J M . An t o m a te d D y e
⊥T e r m i n a t o r D N A S e q u e n ci n g .

I n A d a m s M D
,
Fi el d s C

,
V e n t e r C ( e d s) ,

A u t o m a t e d D N A

S e q u e n ci n g a n d An al y si s
,
1 s t e d

, p 1 7 5 - 1 8 1
,
A c a d e mi c P r e s s

,

b n d o n
,
1 9 9 4

4 4) T r a c y T E
,
M u l c a h y L S . A S i m pl e M e t h o d f o r D i r e c t

A u t o m a t e d S e q u e n ci n g of P C R F r a g m e n t s . I n E lli n gb o e J ,

G yll e n s te n U B (e d s) ,
T h e P C R T e c h n iq u e : D N A S e q u e n ci n g ,

1 st

e d
, p 14 5 -1 5 2

,
E a to n P u bli s hi n g C o

,
M a s s a c h u s e tt s

,
1 9 9 2

4 5) 布上 孝志 . 急性感 染症 に お ける リ ン パ 球活性 化の 新 た な

指標 : ア ネキ シ ン Ⅴ結合法 に よ る アポ ト
ー

シ ス 指 向性 リ ン パ 球

の 検 出. 十全 医学会雑誌 107 : 2 6 3 -2 7 5
,
1 9 9 8

4 6) B all a G
,
V e r c ell o tti G M

,
M ull e r

- E b e r h a rd U
,
E at o n J , J a c o b

H S . E x p o s u r e o f E n d o th eli al c ell s t o f r e e h e m e p o t e n ti a te s

d am a g e m e di a te d b y g r a n ul o c y te s a n d t o xi c o x y g e n s p e ci e s . l . a b

I n v e s t 6 4 : 6 4 8 -6 5 5
,
1 9 9 8

4 7) N u tt e r L M
,
Si e r r a E E

,
N G O E O . H e m e o x y g e n a s e d o e s n o t

p r o te ct h u m an C ell s a g ai n st o xi d a n t st r e s s . J I
. ab Cli n M e d 1 2 3:

5 06 -5 1 4
,
1 9 94

4 8) O tt e r b e i n L
,
S yl v e s t e r L O

,
C h o i A M K . H e m o gl o b i o n

p r o vid e s p r o te c ti o n a g ai n s t l e th al e n d o to x e m i a i n r a ts : T h e r ol e

Of h e m e o x y g e n a s e - 1 . Am J R e s pi r C ell M oI Bi ol 1 3 : 5 9 5 -6 0 1
,
1 9 9 5

4 9) C o o p e r D N
,
K r a w c z ak M

,
An t o n o r a ki s S E . I n S c ri v e r C R

,

B e a u d e t A L
,
S l y W S

,
V all e D (e d s) ,

n l e M e t ab oli c an d M ol e c ul a r

B a s e s of I n h e ri t e d D i s e a s e
,
7 th e d

, p 2 5 9
- 2 9 1

,
M c G r a w

- H ill
,
N e w

y o r k
,
1 9 9 5

A n al y sI S O f G e n e M u t a ti o n a n d M e c h a n i s m o f C ell I nj u r y l n a F a m il y wi t h H e m e O x y g e n a s e ･ 1 D e fi ci e n c y

H i s a s h i K a n e d a D e p ar t m e n t O f p e di at ri c s
, S c h o o l o f M e di ci n e

,
K a n a z a w a U n i v e r s l ty ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0 - J ･ J u z e n M e d

S o c .
,
1 0 8 , 9 1

-

1 0 2 ( 1 99 9)

K e y w o r d s h e m e o x y g e n a s e - 1
,
h e m i n

,
O Xi d a ti v e stl

.

e S S
,
a n n e Xi n V

, g
e n e m u t a ti o n

A b s t r a ct

H e m e o y g e n a s e - 1 ( H O - 1 ; E C l .1 4 .9 9 .3) i s o n e o f t w o i s of o r m s o f h e m e o x y g e n a s e a n d a c t s a s a r a te -1i m iti n g e n z y m e th a t

c at a b oli z e s c e11 u l a r h e m e t o b ili v e r di n
,
C a rb o n m o n o x id e

,
a n d 丘

･

e e i r o n . It i s r a p i d ly i n d u c e d b y v a ri o u s o x i d a ti v e s t r e s s e s
,

th e r e b y p l a y l n g a n i m p o rt a n t r o le i n th e s el f d ef 血 c e sy s t e m a n d h o m e o s ta si s o f i r o n m at a b o li s m ･ R e c e n tly ,
a n a ly s I S O f H O - 1

k n o c k o u t mi c e r e v e al e d th at d e f e c ts i n H O - 1 a c ti v lty l e d t o g r o w th r e t a rd ati o n
,

C e11 u l a r v u l n e r a b ility t o o xi d a ti v e l nJ u ry ,

a n e m i a
,
a n d i r o n d e p o si ti o n i n v a ri o u s o rg a n s ･

H o w e v e r
,

n O h u m a n d i s e a s e h a s s o f a r b e e n a ttrib u te d t o a p r l m a ry d e fi c i e n c y

o f H O - 1 . H e r e
,
th e fi r s t h u m a n c a s e o f H O - 1 d e fi ci e n c y w a s i d e n ti fi e d i n a 6 -

y e a r
-

0 1 d b o y w i th s e v e r e g r o w th r e t a rd a ti o n a n d

p r o l o n g e d s y s te m i c i n fl a m m ati o n
･

T h e p a ti e n t a n d hi s f a m il y w e r e e v a l u a t e d f o r H O , l p r o t ei n e x p r e s si o n
,
H O - 1 g e n e

m ut a ti o n a n d c ell u l a r v ul n e r a bili ty t o o x i d a ti v e s t r e s s e s ･ I m m u n o h i s to c h e mi s tr y a n d i m m u n o b l o ttl n g Of E p
s te i n - B a r r v i r u s -

t r a n sfb r m e d l
y

m
p
h obl a st oi d c e11 1i n e ( L C L) r e v e al e d a c o m p l e te l l a c k o f H O - 1 p r o d u c ti o n i n th e p a ti e n t

'

s L C C c ell s w h e n

th e y w e r e e x p o s e d t o v a ri o u s sti m u li
,
i n cl u di n g h e m i n

,
C a d m i u rn C h l o ri d e a n d s o d i u m a r s e n it e ･ M o r e o v e r

･ L C L c ell s fr o m th e

P a ti e n t w e r e e x tr e m el y s e n siti v e t o c y to t o x l ty i n d u c e d b y h e m i n
,
W h e r e a s th o s e fr o m n o r m al c o nt r o l o r o th e r f a m ily m e m b e r s

w e r e c o m p l e te ly r e si s ta n t to h e m i n
-i n d u c e d c e ll d e a th ･ T h e s e fi n d i n g s i n di c a t e th a t H O - 1 p l a y s a n i rn P O rt a n t r O l e i n c e ll u l a r

p r o t e c ti o n fr o m o xi d a ti v e s tr es s e s ･ R T - P C R f o r H O - l m R N A w a s p e r f o r m e d u s l n g h e m i n
T

Sti m u l a te d L C L c ell s ･ T w o di s ti n c t

b a nd s of m R N A w e r e d e t e c te d i n th e p ati e n t a n d th e di r e c t s e q u e n cl n g O f th e P C R p r o d u c t r e v e a l e d th at th e l o n g e r b a n d

d e ri v e d f r o m a p at e rn al all el e a n d c a rri e d a t w o - n u Cl e o ti d e d el e ti o n w i th i n e x o n 3
,
a n d th at th e s h o rt e r b a n d d e ri v e d 丘o m a

m at e rn al all el e a n d h a d a c o m pl e te sk ip p i n g of e x o n 2 ･ B o th m u t a ti o n s c a u s e d f r a m e s h if ts r e s ul ti n g l n P r e m a tu r e t e r mi n a ti o n s

i n th e s y n th e si s of t h e H O - 1 p r o tei n ･ C a mi e r d e te c ti o n i n th i s f a m il y w a s pe rf o r m e d b y R T - P C R a n d b y m u ta ti o n
- SP e Ci fi c

P C R t o d e t e c t th e e x o n 2 s k i p p l n g a n d th e t w o -

n u Cl e oti d e d el e ti o n w i th i n e x o n 3
,

r e S P e C ti v el y ･ T h e p ati e n t
-

s si s te r w a s

d e te r mi n e d t o b e a c a r ri e r of th e a b n o r m al p a te rn al a11 el e ･ N o m u t an t a11 el e s w e r e d et e c t e d a m o n g l O O u n r el at e d h e alth y

c o nt r oI s ･ T h e s e fi n d i n g s c o nfi r m th at th e p a ti e nt i s a c o m p o u n d h e t e r o zy g o te o f th e t w o H O - 1 m u t a ti o n s a n d it i s s tr o n gl y

i n di c at e d th a t H O - 1 p l ay s s lg nifi c a n t p r o te cti v e r ol e s i n s tr e s s -i n d u c e d c ell i lt) u ry ,
b oth i n v i v o a n d i n vi tr o ･


