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研究成果の概要（和文）：ヘムオキシゲナーゼ-1（HO-1）が、単球あるいは血管内皮細胞におけ

る血液凝固・線溶系因子の産生を調節し抗血栓作用を有するかどうかについて検討した。その

結果、HO-1 代謝産物である一酸化炭素ならびに HO-1 の発現を誘導するクルクミンをあらかじ

め投与しておくと、炎症刺激による組織因子やプラスミノゲンアクチベーター・インヒビター

の発現増加を抑制し、血栓傾向を阻止することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study was to examine the antithrombotic 

role of heme oxygenase-1(HO-1) in detail, and to examine whether endothelial HO-1 induced 

by curcumin or carbon monoxide(CO) endogenously produced by HO-1 contributes to this 

antithrombotic effect. As a result, CO or endothelial HO-1 induced by curcumin would be 

effective for the prevention and treatment of hypercoagulable state by inflammation or 

oxidative stress.  
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１．研究開始当初の背景 
 

ヘムオキシゲナーゼ（heme oxygenase;HO)
は、ヘモグロビンの構成成分であるヘムの分

解に関わる酵素であると同時に、細胞を酸化
ストレスによる傷害から守る細胞保護蛋白
としても注目されている。HO の異なる 3つの
アイソザイムのうち HO-1 は、細胞毒である
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ヘムをビリベルジン、一酸化炭素（CO）なら
びに遊離鉄に直接分解することにより、細胞
傷害を防いでいると考えられている。 

Poss、利根川らのグループは HO-1 ノック
アウトマウスを作成し、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報告した。しかし、われ
われが以前経験した世界第一例の「HO-1 欠損
症」患児に認められた所見は、広範な生体防
御機構の機能異常と遷延性炎症、著明な血栓
形成による多臓器不全であった（Yachie A, 
et al;J Clin Invest,1999）。患児に見られ
た細胞傷害は全ての臓器や細胞に見られた
わけではなく、血管内皮、単球および腎尿細
管上皮など、特定の細胞や臓器に集中して観
察された。患児単球は形態異常とともに表面
抗原の発現低下による貪食能の低下も示し、
HO-1 欠損は単球の機能異常をきたすことも
発見した（Yachie A, et al;Exp Biol Med, 
2003）。また、剖検所見からは小血管レベル
の血栓形成が数多く認められた(Kawashima, 
et al; Hum Pathol,2002)。このように、HO-1
ノックアウトマウスと欠損症患者を比較し
て注目すべき点は、ノックアウトマウスでは
単球の機能異常、凝固・線溶系の異常や血管
内皮傷害についての明確な記載がない点で
ある。 

さらに、HO-1 は末梢血白血球の中で単球に
のみ選択的に産生が誘導されることを見出
した（Yachie A, et al; Exp Biol Med,2003）。
一方、単球はサイトカイン、エンドトキシン
などのストレス刺激により組織因子（TF）、
プラスミノゲンアクチベータ・インヒビター
-1（PAI-1）などの凝固・線溶系関連因子が
発現し、血中や動脈硬化病変における血栓形
成に重要な役割を果たすことが報告されて
いる。 

以上のことより、HO-1 欠損患者に特徴的な
症状および検査所見と、さらには HO-1 と単
球機能との密接な関連性を考え合わせると、
HO-1 は単球あるいは血管内皮細胞上の血液
凝固・線溶系因子の産生を調節し血栓形成を
阻害する機能を有することが予想される。特
に、最近 HO-1 が CO 産生を介して、MAP キナ
ーゼ系による炎症性サイトカインの産生制
御に直接関っていることを示す報告がなさ
れており、HO-1/CO が凝固・線溶系因子の発
現調節も行っている可能性が考えられるが、
その機序については今までのところ国内外
において検討されていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
今回の研究の目的は、(1) HO-1 欠損患者末

梢血単球より作成した Epstein-Barr ウイル
ス形質変換 B細胞(lymphoblastoid cell line, 

LCL)、あるいは健常者末梢血単球および血管
内皮細胞に様々なストレス刺激（ヘム、TNF-
α）を加え、HO-1 が凝固・線溶系因子の発現
調節に及ぼす影響を in vitro で明らかにす
るとともに、(2) エンドトキシン刺激を加え
たラットに HO-1 代謝産物である CO放出剤を
投与し、血中の凝固線溶系マーカーや肝・腎
におけるフィブリン形成や凝固・線溶系因子
の発現を評価することにより、HO-1 の血栓形
成制御機構を in vivo においても検証するこ
とを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) EB ウイルス形質転換 B細胞株(LCL)にお
ける検討 
①  LCL の樹立 
正常対照ならびに HO-1 欠損患者の末梢血か
ら単球分画を分離回収し、B95-8 細胞株培養
上清を添加して LCL を樹立した。さらに、限
界希釈法によりクローニングした。 
② へミン添加が HO-1、TF、PAI-1 発現に及
ぼす影響 
健常者由来 LCL ならびに HO-1 欠損症患者由
来 LCL に、酸化ストレスであるヘミンを添加
し、6時間培養後、HO-1 および凝固・線溶系
因子の発現を以下の方法にて測定し、比較検
討した。 
(a)HO-1：mRNA 発現量は RT-PCR、LCL 細胞内
蛋白量はウエスタンブロッティング（WB）に
て測定した。 
(b)凝固・線溶系因子： TF・PAI-1 mRNA 発
現量は RT-PCR、蛋白発現量は WB にて測定し
た。 
③ HO-1 遺伝子導入による TF、PAI-1 発現 
つぎに、HO-1 欠損症患者由来 LCL にヒト HO-1
遺伝子を導入後、ヘミン添加を行い、HO-1 発
現が TF、PAI-1 の発現調節に関与するかどう
か検討した。 
 
(2) ヒト血管内皮細胞(HUVEC)あるいはヒト
単球を用いた研究 
① クルクミン添加による HO-1 や凝固・線
溶系因子への影響の検討 
クルクミン 15μg/ml を HUVEC あるいは単球
に添加し培養後、HO-1、血液凝固活性化因子
である TF、PAI-1 の mRNA と蛋白発現量を定
量した。次に、炎症性サイトカインである
TNF-α 10 ng/ml を HUVEC あるいは単球に投
与すると、TF や PAI-1 は著増し血栓傾向に
なるが、クルクミンの前投与がその血栓傾向
を軽減するかについて、TF、PAI-1などの mRNA
蛋白発現量を測定し検討した。さらに、HO-1
活性阻害剤である Tin proto-porphyrin Ⅸ
(SnPP)を同時に投与し、TF、PAI-1 発現への
影響を検討した。 



 

 

図 2.クルクミンが HUVEC における TF、PAI-1 発現におよ

ぼす影響 

図 1.HO-1 遺伝子導入 LCL における TF、PAI-1 発現

② HO-1 代謝産物 CO による凝固・線溶系因
子への影響の検討 
 CO 供与体である Dichlorotricarbonyl- 
ruthenium(Ⅱ) dimer (CORM-2)を HUVEC に添
加し、TF、 PAI-1  mRNA および蛋白発現を定
量した。さらに、CORM-2 をあらかじめ添加し
た後 TNF-α10 ng/ml を添加し、TF、API-1 の
Ⅷ現抑制効果について検討した。 
③ HUVEC におけるクルクミン、CO 添加によ
る細胞内シグナル伝達系の解析 
(a)クルクミンあるいは CORM をあらかじめ
添加しておき、TNF-α刺激 10 分、30 分、1
時間後の細胞内シグナル伝達系 p38MAPK、
ERK1/2、JNK について、WB にて検討した。 
 (b)次に、各種 MAPKインヒビター（SB203580: 
p38MAPK inhibitor, U-0126: ERK1/2 
inhibitor,SP60012: JNK inhibitor）10 ng/ml
をそれぞれ添加し、TNF-αで刺激後 TF,PAI-1
蛋白の発現を WB にて検討した。 
(c)クルクミンをあらかじめ添加しておき
TNF-αで刺激後、細胞質と核を分離し細胞質
内の IκB-αの活性化ならびに核内への NFκ
-B の移行を WB にて検討した。 
 
(3) リポポリサッカライド（LPS）誘発ラッ
ト敗血症 DIC モデルを用いた検討 
① クルクミン投与による各種臓器での
HO-1 誘導 
Wister ラットにクルクミンを経静脈的に投
与し、肝臓、腎臓、肺における HO-1 mRNA の
発現量を検討した。 
② LPS 誘発敗血症 DIC モデルラットに対す
るクルクミンあるいは CO 投与の影響 
ラットにあらかじめ、クルクミンあるいは CO
を前投与しておき、LPS を投与後血液と肝臓、
腎臓、肺を採取し、血液では血算、凝固線溶
系マーカー、肝腎機能、各種臓器では TF、
PAI-1 などの mRNA 発現量を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) EB ウイルス形質転換 B 細胞株(LCL)にお
ける検討 
① 健常者由来 LCL ならびに HO-1 欠損症患
者由来 LCL(HO-1 欠損 LCL)にヘミンを添加す
ると、HO-1 欠損 LCL では全く HO-1mRNA は検
出されなかった。 
一方、HO-1 欠損 LCL は健常者由来 LCL に比

較して、TF、PAI-1 mRNA発現が有意に増加し、
蛋白発現も同様の結果であった。 
② HO-1 欠損 LCL にヒト HO-1 遺伝子を導入
すると、ヘミン添加による TF、PAI-1 の mRNA・
蛋白の増加が有意に抑制された（それぞれ
P<0.05）（図 1）。以上の結果より、HO-1 が TF
および PAI-1の発現調節に関与していること
が示唆された。 

 
 

(2) HUVEC および単球を用いた研究 
① HUVEC にクルクミンを添加すると、HO-1

発現が著明に増加した。一方、TNF-α単独刺 
では TF mRNA は著増、PAI-1 mRNA も 2.5 倍有
意に増加したが、あらかじめクルクミンを添
加しておくと TF mRNA は 1/10 程度に、PAI-1 
mRNA は 1/3 程度に有意に増加が抑制された 
（それぞれ P<0.05）（図 2）。さらに、HO-1 活
性阻害剤SnPPを同時に添加すると、再びTF、
PAI-1 の増加が確認された（図 2）。 

 
② 次に、HUVEC に CORM-2 のみを添加したと
ころ、TF、PAI-1 発現はほとんど変化を示さ

なかった。一方、TNF-αを添加すると、TF、
PAI-1 は有意に増加するが、CORM-2 をあらか
じめ添加しておくと、TNF-α単独添加に比べ
て TF mRNA は約 60%、PAI-1 mRNA は約 70％増
加が抑制され(p<0.05)、タンパクも同様の結
果を示した。 
HUVEC で認められた同様の結果が、単球を用
いた実験においても示された。 
以上の①②の結果より、クルクミンおよび

CO は、炎症で惹起される血管内皮細胞上ある
いは単球における血栓傾向を改善する可能
性が示された。 



 

 

図 3.HUVEC におけるクルクミン、CO 添加による細胞

内シグナル伝達系の解析 
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図 4.TNF-α刺激 HUVEC における MAPK インヒビターの

TF,PAI-1 発現への影響 

図 6. LPS 誘発ラット敗血症 DIC モデル

におけるクルクミンの効果 

③ HUVEC を TNF-αで刺激すると、10 分後に
p-38MAPK と JNK が、30 分後に ERK1/2 が活性
化されるが、あらかじめ CORM あるいはクル
クミンを投与しておくと、p-38MAPK, ERK, 
JNK の活性化が抑制された。（図 3） 

 
 
 

次に、各種 MAPK インヒビターを添加し、 
TNF-α刺激後の TF 蛋白発現を検討したとこ
ろ、p38 MAPK インヒビターあるいは JNK イン
ヒビター添加にて TF 発現が抑制された。一
方、PAI-1 発現は、p38 MAPK, ERK1/2, JNK
のそれぞれのインヒビターにより抑制され
た（図 4）。したがって、TF の発現調節には
p38 MAPK,JNK が、PAI-1 の発現調節には p38 
MAPK, ERK1/2, JNK が関与していることが示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HUVEC を TNF-αで刺激すると、細胞質内で
Iκ-B-αが活性化され核内に NF-κB が移行
し NF-κB レスポンス蛋白の DNA 合成が開始
される。一方、クルクミンンをあらかじめ添
加しておくと Iκ-B-αの活性化が阻止され、
NF-κB の核内移行が阻害された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

上記の結果より、クルクミンおよび CO は
p38MAPK、ERK1/2、JNK の抑制および NF-κB
の核内移行阻害により TF、PAI-1 発現を抑制

していることが示された。 
 

(3) LPS 誘発ラット敗血症 DIC モデルを用い
た検討 
① ラットに
対してクルク
ミンを投与す
ると、肝臓、
腎臓において
HO-1 mRNA の
有意な増加が
認 め ら れ た
（p<0.05）が、肺では有意な変化は認められ
なかった（図 4A）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 血清クレア
チニンは、ク
ルクミン投与
群は、LPS 投与
群と比較して
有意な改善を
認めなかった
が、血清 ALT

に関しては、
LPS 投与群
と比較して
クルクミンを前投与した場合に有意な低下
が認められた（p<0.05）（図 4C）。 
以上の結果より、クルクミンの前投与は、

炎症惹起後の肝機能の改善に有効であるこ
とが示された。 
 
(4) 今後の展開 
クルクミンおよび代謝産物の CO には、抗

血栓作用があることが今回の検討で示され
たが、今後の展開としては、①クルクミンの
動脈硬化性血栓性疾患の予防効果の検討、②
クルクミン、CO の体内への有効な摂取方法の
検討、が必要である。クルクミンは、吸収効
率が悪いため、吸収効率の良好な剤型の開発
が必要であり、その点に関しては薬学系の分
野との共同研究が必要である。一方 CO は気
体であり、吸入以外に経静脈的あるいは経口
的に投与可能かどうか、毒性との関連の検討
が必要となってくる。将来的には、サプリメ
ント的に、抗血栓予防薬としてクルクミンあ
るいは CO を利用できることを目指したい。 
 さらに、我々は骨髄幹細胞移植においてド

図 5.クルクミン添加が NF-κB の核内移行におよぼす

影響 
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ナーの HO-1 濃度に影響するポリモルフィズ
ムの違いによって、移植後合併症発現率が異
なることを明らかにしている。今後、移植前
に HO-1 濃度を増加させておくことが、移植
合併症の軽減に寄与するかどうかについて
も検討したい。 
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