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研究成果の概要：炎症性腸疾患は再発を繰り返す原因不明の疾患で、その治療法は確立されて

いない。一方、ヘムオキシゲナーゼという酵素が抗炎症作用を有する事が知られてきたが、そ

の詳細も分かっていなかった。本研究ではヘムオキシゲナーゼをマクロファージで発現させる

ことにより、マウス実験腸炎の発症を抑制できた。また培養細胞を用いた実験から、抗炎症作

用が STAT1 シグナルの抑制を介した IL-12 の分泌減少によることが分かった。 
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３．研究の方法 １．研究開始当初の背景 
（１）マウスのデキストラン硫酸(DSS)大腸
炎モデルで HO-1 の抗炎症効果を検討する。 

ヘミンや各種ストレスで誘導されるヘム
オキシゲナーゼ１(HO-1)の抗炎症作用が報
告されるようになっていたが、その分子機構
は不明であった。また我々の研究では、炎症
性腸疾患の大腸組織で HO-1 が高発現してい
る事が分かった。 
 ①ヘミン(25 μg/g)をマウスの腹腔内に隔

日で 3回注射し HO-1 を大腸で発現誘導する。
このマウスに４％の DSSを含有する飲料水を
7 日間自由飲水させて腸炎を誘発する。腸炎
誘発前後で体重変化、便性状、便潜血を総合
して活動性スコアとして算出し、病理学的ス

２．研究の目的 
 炎症性腸疾患における HO-1 の抗炎症作用
を確認し、その分子機構を解明することによ
って新たな治療戦略を提案する。 
 



②大腸組織でインターフェロン(IFN)とイン
ターロイキン(IL)のｍRNA を定量したところ、
ヘミンで HO-1 を誘導した大腸では Th1 型の
IFN-γが減少しており、Th2 型の IL-4 は変化
が認められなかった。 

コアと併せて検討する。 
②大腸組織からｍRNA を回収し、サイトカイ
ンの量を検討する。 
③大腸組織の免疫染色で HO-1 を高発現して
いる細胞を同定する。 
 
（２）マウスの培養細胞を用いて抗炎症作用
の分子機構を検討する 
①マウス由来培養細胞の培養液にヘミン(75
μM)を添加して HO-1 を誘導する。細胞から
ｍRNAを回収しマイクロアレイでHO-1誘導に
より変化したｍRNA を網羅的に同定する。有
意に減少したｍRNA をバイオインフォマティ
クスで解析し関与するパスウェイを推定す
る。 

③大腸組織の免疫染色では HO-1（赤）を高発
現している細胞は F4/80（緑）にも染色され
た。F4/80 はマクロファージ系細胞のマーカ
ーであることより HO-1 は主にマクロファー
ジで誘導されている事が分かった。 

②ヘミンで HO-1 を誘導した培養細胞におい
て ELISA法でサイトカインの分泌量を測定す
る。この際に前述①のパスウェイに刺激を加
えて関与を確認する。 

 
（２）マクロファージ系培養細胞(RAW264.7)
を用いた抗炎症機構の検討。 ③抗炎症作用に対するヘミンの影響を除く

ため HO-1 発現細胞株を樹立し、さらに検証
を行う。 
 
（３）遺伝子改変マウスを用いて個体レベル
で分子機構を検証する。 
①前述の培養細胞で得られた候補遺伝子の
改変マウスから炎症細胞を回収し、サイトカ
イン分泌能を ELISA にて検討する。 
②さらに遺伝子改変マウスに DSSで腸炎を誘
発し、体重減少、病理像、サイトカイン転写
量を検討する。 ①RAW264.7 細胞にヘミンもしくは溶媒を添

加して培養し mRNA を回収した。これを
Agilent 社のマイクロアレイで網羅的に定量
し確実に減少した 105 個のプローブを得た。
さらに Ingenuity社のバイオインフォマティ
クスによるパスウェイ解析（IPA）にて上表
の如く、IFN とその下流である JAK/STAT の関
与が強く示唆された。 

 
４．研究成果 
（１）マウス DSS 腸炎に対するヘミンを用い
た HO-1 誘導による抗炎症作用の検討。 

①ヘミンで HO-1 を誘導したマウスでは活動
性スコアは有意に半減し、病理学的スコアも
有意に改善した。 

②（１）の結果よりヘミンの抗炎症効果は Th1
型炎症の抑制と考えられること、HO-1 はマク
ロファージで誘導されることがわかった。そ
こで、RAW264.7 細胞に菌体毒素（LPS）や IFN-
γで刺激を加えて、T細胞を Th1 型へ分化誘
導する IL-12 の分泌量を ELISA で測定した。
結果として IL-12p40 は LPS あるいは IFN-γ
単独の刺激では十分に分泌されず、共刺激に
よって有効に分泌される事が分かった。また、
この分泌機構はヘミンの前処置により有意
に抑制された。 



（４）成果のまとめ 

③抗炎症作用の HO-1 依存性を確認するため 
HO-1 を過剰発現する RAW264.7 細胞株
（Stable）を樹立した。この細胞株において
も IL-12p40の分泌は有意に抑制されており、
この時の STAT1ｍRNA(IL-12b)の転写とリン
酸化 STAT1（pSTAT1）蛋白の発現は減少して
いた。また、IL-12p40 のｍRNA である IL-12b
の転写量に変化が無く、むしろ増加傾向であ
った。 

①マウスDSS腸炎モデルでヘミンによるHO-1
の発現誘導が抗炎症作用を示した。 
②ヘミンはマクロファージで HO-1 発現を誘
導し、STAT1 シグナルを抑制した。 
③STAT1の欠損でIL-12分泌は著しく減少し、
DSS 腸炎も軽症化した。 
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