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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(hemeoxygenase-1,HO-1)欠損症」の症例を発見したことによる．世界最

初の症例である(Yachie,etal:JClinlnvestlO3:129,1999).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,vWF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．

高血圧を認め，6歳で頭蓋内出血で死亡した．高脂血症も認めた．本症例では溶

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

れることが病態解明のきっかけとなり，検索の結果，本症の原因はへモグロビン

からビリベルディンヘの代謝をつかさどるへムオキシゲナーゼ1(HO-1)酵素蛋白

の遺伝的欠損症であることが，単クローン抗体を用いた生検肝組織の免疫組織染

色やウエスタンブロッティング法で証明された．遺伝子解析から，本例は母親の

エクソン2の欠損と，父親のエクソン3内の2塩基欠損からなる複合へテロ接合

体であることが解明された．

HOはHO-1とHO-2の2つのアイソザイムが存在する.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-1は感染，低酸素などのストレス暴露

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る．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．したがって本例にみられる多彩

な症状は,HO-1欠損による血管内皮細胞障害，血液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．また最近,HO-1はマクロファージ活性化の指標

として，特にがんの浸潤，転移における血管新生時のマクロファージの動態を研

究する分野で注目されている．さらに，心筋梗塞の治療として局所にHO-1遺伝子

を直接注入する，一種の遺伝子治療も試みられている．このようにHO-1は小児の
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みに止まらず，成人の血管炎，動脈硬化など血管病変や，がんの浸潤，転移にお

ける血管新生などの，多面的な生理学的意義と種々の疾病における病態の理解に

意義深い物質と注目されてきている．

以上を背景として本研究では,HO-lの持つ多面的な生理学的役割のうち血管内

皮傷害病態の解明と遺伝子治療の基礎的研究に焦点をあてた．このように本研究

は新しい疾患から出発した萌芽的研究であり，また，ヘム代謝,CO代謝，新しい

血管炎の概念の構築，がんの血管新生，マクロファージ機能，脂質代謝など，他

の広い研究領域の研究の発展に大きな波及効果をもたらす等，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

これまでに本症例の解析，および関連する研究で明らかになった主な点は次

のとおりである．

1)HO-1に対する単クローン抗体を用いた生検肝組織の免疫組織染色で患児肝

にはHO-1が染色されなかった.HO-2は対照と同等に染色された．

2）患児末梢血細胞およびEBV芽球化細胞株(LCL)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-1

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-1mRNA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,Alu-Alu関連遺伝子再構成に基づ<,エクソン2を含む大きな欠損が

証明された．

5）患児末梢血では単球の形態異常が著しく，貧食能の低下が示唆された．そこ

で正常ヒト末梢血単核細胞をフローサイトメーターで，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

リー法でみると，単球でHO-1発現が強<,T細胞株では逆に弱<,細胞系特

異的なHO-1発現調節機構の存在が示唆された．患児では単球におけるHO-1

欠損が単球の機能異常を惹起しているものと思われた

6）本症例における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

細管における傷害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
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と異常物質の沈着が認められた．対照として各種腎疾患でも検討中である．

7)血管内皮細胞とHO-1の関係をmvimで検討するため,血管内皮細胞株ECV304

にHO-l遺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トし'HO-

1蛋白発現の異なる種々の細胞株が樹立された．それらの細胞株のス限レスに

対する抵抗性を検討中である．

8）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HO-l発現は恒常的で，生理的にみられる

ようにストレスで誘導されるものではない．

9）がんの浸潤，転移における血管新生時のマクロファージの動態とHO-1の発

現を研究するため，小児の神経芽腫，悪性リンパ腫ほか種々の固形腫瘍材料

を収集し，免疫組織染色およびフローサイトメトリー法による解析を準備中

である．

10)疾患の多様性を理解するためには第2,第3の症例をみつけることが必須

である．慢性炎症や溶血をともなう症例のスクリーニングを開始しているが

未だ新しい症例の発見はない．

11）今後の実験的研究の展開としては次のような計画がある.HO-1欠損細胞

株(LCL)を用いて，酸化ストレス刺激に対する細胞内シグナル伝達系の遺伝子

発現の変化を解析する．

12)HO-1ノックアウトマウスを用いて，加令に伴う血管壁肥厚，細小血管障

害を反映する腎糸球体硬化，高血圧負荷に対する心筋肥大，線維化などに注

目して観察する．また,ApoEノックアウトマウス,LDL受容体ノックアウ

トマウスとの交配により動脈硬化病変形成におけるHO-1の関与を検討する．

13)HO-lノックアウトマウスを用いて糖尿病モデルを作製し，細小血管症，

粥状動脈硬化の発症を解析する．

以下に主な論文の別冊を添付する．
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