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研究成果の概要（和文）：転写調節因子Bach1はヘムを感知し、ヘム分解の律速酵素であるheme 

oxygenase-1 (HO-1)の発現を制御している。四塩化炭素CCl4投与によるヘム依存性酸化ストレス

肝傷害ラットモデルの肝にBach1の強誘導が見られ、Bach1がヘム依存性酸化ストレスの指標と

なりうる可能性が考えられた。また、肝不全発症後早期に誘導されるBach1は肝不全の重症度の

早期診断に役立つ可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Bach1 is a heme-responsive transcription factor that represses 

ho-1 gene expression. In the present study, a transient and dramatic induction of Bach1 

was caused by heme-mediated oxidative stress in carbon tetrachloride (CCl4)-induced acute 

liver failure in rats. These findings suggest that Bach1 mRNA is increased by 

heme-mediated oxidative stress and that it may be a marker of heme-mediated oxidative 

stress. 
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１．研究開始当初の背景 

 急性肝不全は未だ致命的な疾患の一つであ

るが全身管理技術の向上に加え、肝移植の導

入により救命率が劇的に上昇してきた。しか

し、未だ治療法の選択に難渋することが多く、

肝不全の重症度をより詳細に早期判断可能と

機関番号：１５３０１ 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2009～2011 

課題番号：21592307 

研究課題名（和文） 急性肝不全に対する新しい治療ターゲット：Ｂａｃｈ１ 

 

研究課題名（英文） Bach1 mRNA expression is a novel marker of heme-mediated oxidative 

liver injury.  

研究代表者 

清水 裕子（SHIMIZU  HIROKO） 

岡山大学・医学部・客員研究員 

 研究者番号：80423284 



 

 

なれば、適切な時期に適正な治療法の選択が

可能となる。 

 一般に急性臓器不全の細胞障害には、酸化

ストレスが大きな役割を果たしている。酸化

ストレスが加わると細胞中のヘム蛋白からヘ

ムが遊離する。ヘムは、チトクロームP450な

ど細胞の生存に必須のヘム蛋白の構成要素と

して重要な役割を果たしているが、ヘム蛋白

から遊離したヘムは鉄-プロトポルフィリン

体という脂溶性の鉄として活性酸素を生成し、

細胞障害をさらに増悪させると考えられる。

申請者らはこれまでラットの虚血性急性腎不

全、ハロタン肝炎、敗血症、四塩化炭素によ

る劇症肝炎モデル等における臓器障害にはヘ

ム由来酸化ストレスが重要な役割をはたして

いること明らかにし、キーポイントであるヘ

ム由来酸化ストレスを、遊離ヘムの指標とさ

れるmicrosomal heme contentを測定すること

で間接的にとらえてきた(Nakahira K, 2003)。

しかし、臓器障害にクリテイカルな役割を果

たすヘム由来酸化ストレスを迅速かつ正確に

測定する方法は未だない。近年、Bach1は、ヘ

ム分解の律速酵素であるHO-1の発現を制御す

る転写調節因子であることが報告された

（Igarashi K,2004）。通常はHO-1遺伝子のエ

ンハンサー配列MAREにBach1が結合してHO-1

遺伝子の発現を抑制している。酸化ストレス

下でヘム濃度が上昇するとBach1はヘムと結

合しMAREより離れ核外へ移動する。代わりに

Nrf2がMAREに結合して、HO-1遺伝子が活性化

されると考えられている。 

 

２．研究の目的 

 そこで本研究では、肝不全においてBach1が

ヘム由来酸化ストレスのマーカーとして使え

るかを検討するため、in vivo、さらにはヒト

急性肝不全症例でのBach1の発現動態を明ら

かにする目的で立案した。 

 

３．研究の方法 

(1) in vivo における酸化ストレスと Bach1

の誘導について検討。 

Heme Arginate(HA)ラットモデル:ヘムの合成

異常により発症するポルフィリン症の治療

薬として用いられている（米国等）HA を静注

することで(Tenhunen R,1987)、ヘムは関与

するが酸化ストレスは起こさず HO-1 が誘導

されるモデル。 

四塩化炭素 CCl4ラットモデル:CCl4由来フリ

ーラジカルにより肝細胞の P450 が崩壊し遊

離ヘムの増加からさらなる細胞障害を助長

するヘム由来酸化ストレスにより HO-1 が誘

導されるモデル(Nakahira K,2003)。 

cis-Stilbene oxide(CSO)ラットモデル:グル

タチオン(フリーラジカルスカベンジャーの

一つ)枯渇剤である CSO を投与し、ヘムが関

与しない酸化ストレスによる HO-1 誘導モデ

ル(Oguro T,1997)。 以上モデルの三つのモ

デルを用い、 

① 肝臓でのHO-1発現量を、薬物(CCl4, CSO, 

HA)の投与量と経時的変化から検討する。

HO-1 mRNA発現量が同程度の時間、投与量

でBach1 mRNA、ヘムによって発現が抑制

されるヘム合成の律速酵素：非特異型デ

ルタアノレブリン酸合成酵素(ALAS-N) 

mRNAの誘導をNorthern blot法により調べ

ることで、各モデルがヘム依存性にHO-1

が発現されるモデルかどうか、HO-1と

Bach1の発現に相関関係があるかどうか

明らかにする。 

② 各モデルの酸化ストレスの程度を還元型

グルタチオン(GSH値)と 脂質加算化の指

標であるマロンジアルデヒド: MDA活性に

より評価する。 

③ 各モデルの肝障害の程度を血清ALT値に

より検討し、Bach1の発現量と肝傷害の関



 

 

係を明らかにする。 

 次に、動物実験での結果を踏まえ、 

(2) 臨床レベルでBach1がヘムの関与する酸

化ストレスが関与すると考えられるヒト急性

肝不全症例(Fujii H. 2004)にて検討する。症

例は対照群(転移性肝がん切除組織の正常肝

部分)と肝不全群（劇症肝障害症例）の肝サン

プルとする。両群のBach1 mRNAの発現を、

Northern blot法にて定量。以前報告したHO-1、

ALAS1 mRNAの発現(Fujii H. 2004)とあわせて 

Bach1発現の臨床的意義を検討する。 

 

４．研究成果 

(1) in vivoにおける酸化ストレスとBach1の

誘導について検討 

雄性Sprague-Dawleyラットに HA、CCl4、CSO

を投与し、経時的に血液と肝臓を採取した。 

① HA 15mg/kg 静注、CCl4 1.0 ml/kg 腹腔内

投与、CSO 2µmol/kg 腹腔内投与したラッ

トモデルにおけるHO-1, ALAS1, Bach1 

mRNAの誘導：各ラットモデルの肝のHO-1, 

ALAS1, Bach1 mRNAをNorthern blot法に

より検出した。各薬剤投与後、いずれも6

時間をピークとしてHO-1 mRNAの同レベル

の強い誘導が確認された（図１）。 

 

 さらにALAS1 mRNAはCCl4、HAモデルでコ

ントロールに比べて有意な低下が見られ、

CCl4, HAモデルでは肝臓内のヘム濃度が

上昇したためへム合成系の律速酵素であ

るALSA1が抑制され、分解系の律速酵素で

あるHO-1が強誘導されたと考えられる。

CSO投与群ではALAS1はむしろ上昇したこ

とから、CSOモデルは細胞内へム濃度の上

昇を伴わないHO-1誘導モデルであると考

えられた。 

 一方は、ヘムを感知してHO-1の誘導を

制御しているBach1 mRNAはCCl4モデルで

のみ投与後6時間をピークとして強い誘

導が認められた。HO-1は強誘導されてい

るにも関わらずHA、CSOモデルでは Bach1 

mRNAの有意な上昇は見られなかった(図

２)。 

 

② HA, CCl4, CSO ラットモデルにおける酸化

ストレスの評価：各ラットモデルの肝臓

における酸化ストレスの程度を還元型グ

ルタチオン GSH 値で、脂質過酸化の指標

として MDA を測定した。GSH 値はコント

ロール群に比べ CCl4, CSO ラットモデル

で有意に低下し、MDA は CCl4、CSO モデル

で有意に上昇した。以上の結果より CCl4、

CSO ラットモデルでは肝に脂質過酸化に

よる肝傷害をうけていると考えられた。

また。各モデルの血清 ALT 値は CCl4モデ



 

 

ルでのみコントロール群と比較し有意に

上昇した。以上より HA モデル(15mg/kg

静注)は酸化ストレスを引き起こさず肝

傷害もみられないモデル、CSO モデル

(2µmol/kg、腹腔内投与)は肝傷害を引き

起こさない程度の酸化ストレスを受けた

モデル、CCl4 モデルは酸化ストレスによ

り強い肝傷害の見られる HO-1 誘導モデ

ルであることが確認された。 

③ CCl4 ラットモデルの肝障害の程度と

Bach1 の発現量との関係：CCl4を 0.1-2.0 

ml/kg 腹腔内投与し、肝における Bach1 

mRNA発現量と肝傷害の指標血清ALT値の

関係を調べた。 

 CCl4投与量の増加とともに Bach1 mRNA

レベルと血清 ALT は共に上昇した。両者

には強い相関が認められ、肝傷害が強い

ほど Bach1がより誘導されることが示さ

れた(図 3)。 

  また HO-1 と Bach1 mRNA も有意に相関

することも確認した。 

 

(2)ヒト急性肝不全症例における肝の Bach1 

mRNA の誘導 

ヒト急性肝不全症例肝において対照群（転移

性肝がん切除組織の正常肝部分）と比較して

HO-1 mRNA の有意な上昇と、ALAS1 mRNA の有

意な低下を報告している(Fujii H, 2004)。 

同症例で Bach1 mRNA の発現を検討したとこ

ろヒト急性肝不全症例において H0-1 同様 

Bach mRNA の強誘導を確認した(図 4)。 

 

 本研究で、ヘムを感知して HO-1 の誘導を

制御している Bach1は酸化ストレスにより引

き起こされた肝傷害ラットモデルでのみ誘

導されることが確認された(表１)。 

 

 これらの研究結果より、虚血再灌流や炎症

などの酸化ストレスにより遊離ヘムが増加

すると Bach1 タンパクが消費されるため、減

少した Bach1を補充するためポジティブフィ

ードバックがかかり Bach1 mRNA が増加した

ことが推測され、Bach1 はヘム依存性酸化ス

トレスのマーカーとして利用できると考え

られる。酸化ストレスには遊離ヘムが重要な

役割を担っていると考えられるが、遊離へム

を直接的に測定することは現段階では非常

に難しい。現在、遊離ヘムの測定は主に

pyridine hemochromogen 法 に よ る heme 

content の上昇と、HO-1 mRNA の誘導、ALAS1 

mRNA の抑制をとらえることにより、間接的に

測定している。遊離ヘムのより直接的測定は

様々な方法で試みられているがまだ開発途



 

 

上である。 

 

 本研究の特色は、肝傷害の重症度をヘム依

存性酸化ストレスという新たな視点からと

らえたことである。ヘム依存性酸化ストレス

肝傷害モデルの一つと考えられる CCl4 モデ

ルで傷害後早期に Bach1 mRNA の誘導が確認

されたこと、またヒト肝不全症例でも Bach1

の誘導が確認されたことは、Bach1 が、臨床

現場でも肝不全のより早期の的確な治療方

針の決定に役立ち、更なる救命率の上昇につ

ながると考える。 
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