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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）機能不全による術後性肺静脈狭窄誘導を検証するため培養平
滑筋細胞を用いて実験を行った。ヘム添加後の平滑筋細胞は酸化ストレス誘導、ERK、NF-κB、STAT3活性化、細胞増殖
/遊走、HO-1誘導を示した。術後性肺静脈狭窄病変は酸化ストレス陽性だがHO-1陽性細胞は認められなかった。ヘム暴
露に対するHO-1機能不全が内膜肥厚をもたらすことを検証するためHO-1阻害実験を行ったが平滑筋増殖能に変化はなか
った。仮説が検証できなかったため粥状動脈硬化におけるHO-1発現の意義を検討した。粥腫内泡沫化マクロファージの
HO-1誘導能は障害され粥腫を不安定化していると思われた。

研究成果の概要（英文）：We examined neointimal proliferation under situation of hemeoxygenase-1 (HO-1) 
insufficiency. Smooth muscle cell with hemin treatment showed oxidative stress, temporal overexpression 
of ERK, NF-κB, STAT3, HO-1 and smooth muscle cell proliferation/migration. Immunohistochemistry revealed 
strong immunoreactivity of oxidative stress marker, 8OHDG, to the proliferated neointima of the 
post-operative stenosed pulmonary vein. However, no HO-1 was detected in pulmonary vein. These data 
suggest that HO-1 expression in pulmonary vein prevented hemin-induced oxidative stress and smooth muscle 
proliferation. To address this hypothesis, effect of HO-1 inhibitor ZnPP on hemin-induced smooth muscle 
proliferation was examined but ZnPP exerted no effect on smooth muscle cells proliferation. Because our 
hypothesis did not confirmed, we next examined role of HO-1 on atherosclerosis. We found foamy 
transformed macrophages in atheromatous plaque failed to express HO-1 and may promote plaque rupture.

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 
 総肺静脈還流異常症（TAPVR）は肺静脈血
が右心系に還流する先天性心疾患であり、根
治療法として開胸血行動態修復術が行われ
る。しかし、この根治術後に外科的に吻合し
た肺静脈が狭窄して致死的肺高血圧症をも
たらす合併症（術後性肺静脈狭窄症）が発生
することがある。この合併症は TAPVR根治
術を受けた患児の１０％に出現するがその
原因は不明であり治療法も存在しない。われ
われは TAPVR根治術後に肺高血圧症を来し
て死亡した患児の病理解剖を通して本疾患
に出現する異常な増殖内膜内の平滑筋細胞
は酸化ストレスマーカー陽性であることを
見いだした。さらに術後性肺静脈狭窄症類似
病変を呈した椎骨動脈解離性動脈瘤患者（く
も膜下出血の既往あり）の病理解剖解析によ
りこれらの内膜肥厚性病変には以下の特徴
が存在することを見いだした。 ①血行修復
術やくも膜下出血などの既往病変（外膜出
血）が存在する。 ②肥厚内膜には中膜平滑
筋の遊走と弾性板破壊を伴う血管リモデリ
ングが認められる。③病変内膜のみならず中
膜平滑筋も酸化ストレスマーカー陽性を示
す。以上の所見より外膜出血を契機として活
性酸素傷害と中膜平滑筋の活性化/内膜遊走
が生じ、術後性肺静脈狭窄症が発生する可能
性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は手術操作等によって生じ
た血管外膜出血が活性酸素傷害と炎症反応
を介して内膜肥厚性病変をもたらすことを
証明することである。外膜出血と活性酸素傷
害/炎症反応を結びつける分子はヘムである。
赤血球内に存在するヘモグロビンは血腫内
に浸潤するマクロファージによって処理さ
れる。この際、ポルフィリン骨格を有するヘ
ムはヘムオキシゲナーゼ１（HO-1）によっ
て抗酸化物質であるビリベルジンと一酸化
炭素に分解される。上述の内膜肥厚を示す肺
静脈/椎骨動脈の組織学的検討よりこの様な
内膜肥厚性病変では病変内にマクロファー
ジが浸潤しているがHO-1の発現はほとんど
認められないことが明らかとなった。これら
の観察結果に基づいてHO-1誘導不全による
酸化ストレス誘導と炎症反応亢進が術後性
肺静脈狭窄症の原因であることを病理学的
に証明する。また、酸化ストレスの抑制によ
る内膜肥厚性病変の抑制が可能かどうかを
実験的に検証する。 
 
３．研究の方法 
 培養平滑筋細胞にヘムを添加して酸化ス
トレスに反応して活性化するシグナル伝達
因子 ERK と転写因子 NF-κBの活性化を検討
する。また、ヘム消去酵素 HO-1 の発現も併
せて検討する。ヘム処理後の平滑筋細胞増殖
能と遊走能を in vitro において検討すると
同時に HO-1 阻害剤を添加して細胞増殖能と

遊走能の変化を検討する。外膜出血誘発性内
膜肥厚性病変について組織学的検討（細胞外
マトリックスの解析）を行う。また、HO-1 欠
損マウスを用いて外膜出血誘発性内膜肥厚
モデルを作成し、マウスモデルをヒト内膜肥
厚性病変と比較検討する。さらにラジカルス
カベンジャーなどの薬剤を用いて内膜肥厚
の抑制効果を検討する。 
 なお、本研究では予定通りの研究成果が得
られなかったため脂質代謝異常を背景に内
膜増殖性病変を形成する粥状動脈硬化症に
ついての検討を行った。 
 
４．研究成果 
 培養マウス平滑筋細胞（P53LMACO1）を用
いた実験では１０μMのヘム添加５分後をピ
ークとして ERK 活性化が認められた。また、
１５分後をピークとして NF-κBが活性化し
ていた。細胞増殖/遊走能の検討ではヘム処
理４８時間後に有意な細胞増殖と遊走が生
じることが明らかとなった。一方、ヘムに暴
露された平滑筋細胞はSTAT3活性化を介して
HO-1 を誘導することが明らかとなった。遊離
ヘムは細胞に対してNADPHオキシダーゼ活性
化を通じて強力な酸化ストレスを誘導する。
このためヘム暴露を受けた平滑筋細胞は
ERK/NF-κB の活性化を通じて増殖と遊走を
示す一方で STAT3 の活性化を通して HO-1 を
誘導し、ヘムの細胞毒性から自らを保護して
いると考えられた。 
 「研究開始当初の背景」に記した TAPVR 術
後肺静脈狭窄症ならびに椎骨動脈解離性動
脈瘤患者に見られた内膜肥厚性病変には多
数の平滑筋が遊走するとともに膠原線維と
弾性線維の沈着が認められた。内膜内の平滑
筋細胞は酸化ストレスマーカー（8-OHDG）陽
性像を示していたが HO-1 陽性細胞は認めら
れなかった。従って術後性肺静脈狭窄症をは
じめとする外膜出血誘発性内膜肥厚性病変
には平滑筋細胞の HO-1 誘導不全が存在する
と考えられた。この考えを検証するために
HO-1阻害剤ZnPPならびにSnPPを用いて細胞
増殖能/遊走能の検討を行ったがコントロー
ル群との差を認めなかった。また、siRNA を
用いて平滑筋細胞の HO-1 ノックダウンを試
みたが不成功に終わった。HO-1 機能抑制実験
が予想に反した結果に終わったことから当
初の予定通りに実験を遂行することは難し
いと判断した。そこで、高脂血症病態を背景
として内膜増殖性病変を形成する粥状動脈
硬化症に着目して HO-1 の機能不全について
検討を行った。 
 まず、粥状動脈硬化症病変における HO-1
陽性細胞の分布を免疫組織化学染色によっ
て確認すると HO-1 陽性細胞のほとんどは粥
腫内に浸潤したマクロファージであった。
HO-1 の基質であるヘムはヘモグロビンに由
来することから粥腫内の HO-1 陽性マクロフ
ァージの分布をヘモグロビン受容体（CD163）
陽性マクロファージの分布と比較した。免疫



二重染色を用いた検討の結果、粥腫周囲のマ
クロファージは HO-1/CD163 二重陽性を示し
ていたが粥腫内の泡沫化マクロファージに
は HO-1 陰性 CD163 陽性マクロファージや
HO-1発現低下を示すCD163陽性マクロファー
ジが認められた。これらのデータより泡沫化
に伴って HO-1 の誘導不全がもたらされる可
能性が示された。 
 泡沫化に伴う HO-1 誘導不全の可能性を検
証するために培養ヒトマクロファージを用
いた in vitro 実験を行った。ヒト末梢血単
球を GM-CSF と M-CSF 存在下に培養し、IL-10
で刺激してCD163陽性マクロファージを得た。
さらに CD163 陽性マクロファージを metyl-
β-cyclodextrin コレステロール複合体で処
理してCD163陽性泡沫化マクロファージを得
た。CD163 陽性マクロファージをヘモグロビ
ン-ハプトグロビン複合体（Hg-Hp 複合体：
CD163 のリガンド）で処理すると強い HO-1 の
誘導が認められたがCD163陽性泡沫化マクロ
ファージではヘモグロビンを取り込んだ後
も充分な HO-1 の誘導は認められなかった。
これらのデータより泡沫化マクロファージ
ではCD163を介してヘモグロビンを取り込ん
でも HO-1 を充分に誘導できず、酸化ストレ
ス誘導と炎症性サイトカインの過剰発現が
生じる可能性が示唆された。 
 HO-1 誘導不全を示す泡沫化マクロファー
ジにおける炎症性サイトカイン過剰発現の
可能性を検討するためリアルタイムPCRを用
いた検討を行った。Hg-Hp 複合体で処理した
CD163 マクロファージに炎症性サイトカイン
（TNFα、IL-1β、IL6）メッセンジャーRNA
に大きな変動は見られなかった。一方、CD163
陽性泡沫化マクロファージではこれらのサ
イトカインの発現上昇が認められた。 
 以上のデータから粥状動脈硬化病変に出
現する泡沫化マクロファージはCD163を介し
て取り込まれたヘモグロビン由来のヘムを
効率的に消去できず、酸化ストレスと炎症性
サイトカイン過剰産生をもたらして粥腫の
破綻を促進している可能性が示唆された。 
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デリングの分子病理学的解析：内膜肥厚
形成における Heme Oxygenase 1 の意義。
第 103 回日本病理学会総会 平成 26年 4
月 24−26 日（広島国際会議場、広島市、
広島県） 
14. 大本卓司、吉谷信幸、堀口英久、坂下直
実．ラブドイド分化を示す膵未分化癌の
症例解析：悪性形質獲得の分子病態とコ
レステロール代謝制御療法の可能性。第
103 回日本病理学会総会 平成 26 年 4月
24−26 日（広島国際会議場、広島市、広島
県） 
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