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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）は、炎症、酸化ストレスなどによって発現が誘導され
るタンパク質である。血清HO-1は非喫煙者より喫煙健常者で低い傾向にあり、COPD患者では喫煙健常者より有意
に低値であることが明らかになった。また、HO-1発現を誘導する転写因子であるNrf2 遺伝子のSNP (rs6721961)
が存在すると、健常人において血清HO-1が低い傾向にあった。さらに、COPD患者では、Nrf2のSNPが高頻度で認
められた。以上から、Nrf2のSNPの存在に喫煙習慣が加わることでHO-1発現の低下をきたし、肺の炎症に対する
防御機構が破綻してCOPDの発症や進行に可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Heme oxygenase-1 (HO-1) is a protein that plays a role in cytoprotection 
against inflammation and oxidative stress. Here we demonstrated that serum HO-1 tends to be lower in
 healthy smokers than non-smokers, and is significantly lower in COPD (chronic obstructive pulmonary
 disease) patients than healthy smokers. In addition, in healthy adults with the SNP (rs6721961) of 
Nrf2 (nuclear factor E2 related factor 2), a transcription factor of HO-1, there was a tendency for 
serum HO-1 to decrease. Moreover, COPD patients carried the Nrf2 SNP heterozygous or homozygous 
allele more frequently. These findings suggest that the combination of the Nrf2 SNP and long-term 
smoking habits may reduce HO-1 expression and increase the risk of COPD.

研究分野：慢性閉塞性肺疾患
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通じて、COPDの発症リスクやその予後予測のためのバイオマーカーとして血清ヘムオキシゲナーゼ-1
（HO-1）が有用である可能性が示唆された。今後のCOPD症例での更なる検討によって、血清HO-1は治療効果の判
定や増悪の予測、重症度分類などに応用できる可能性がある。また、Nrf2遺伝子の一塩基多型（rs6721961）の
検出も、喫煙によるCOPD発症のリスク診断において有用であり、特に、喫煙歴が浅く血清HO-1の低下を認めない
喫煙者に対する禁煙指導の際には、禁煙の重要性について説得力のある情報になると考えられた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）呼吸器疾患において、予後や重症度を評価するためのバイオマーカーとして理想的とさ
れる条件は、①簡便でかつ繰り返し測定できる、②発症の予測が可能となる、③COPD患者に
おいて、重症度・予後予測・治療の選択や効果の指標になりうる、④侵襲度が低い、ことと考
えられており、近年これらの条件をすべて満たすバイオマーカーが検討されているが、広く臨
床応用されているものはない。 
（２）ヘムオキシゲナーゼ-1（hemeoxygenase-1：HO-1）は 32kDaの heat shock proteinで、
細胞内の遊離ヘムを一酸化炭素（carbon monoxide：CO）、2価鉄、biliverdin IXαに分解する
酵素とされ、アポトーシス、炎症、酸化ストレスに対して細胞保護的に作用する 1), 2)。HO-1
は、インターロイキン-10、低濃度酸素、高濃度酸素、外因性一酸化窒素、ディーゼル排気粒子
などの各種ストレスにより、主に肺胞マクロファージ、気道上皮細胞、血管内皮細胞などで発
現が亢進し、Suzukiらは喫煙刺激 2時間後に肺胞マクロファージ内で HO-1 mRNAが高発現
したことを報告している 3), 4)。また、疾患領域でも、COPD を始めとして、特発性肺線維症
（idiopathic pulmonary fibrosis：IPF）における肺細胞での発現の減弱、急性呼吸窮迫症候群 
(acute respiratory distress syndrome：ARDS) における肺細胞での高発現が報告されている
4), 5), 6)。近年では、組織だけでなく、血清での HO-1のバイオマーカーとしての有用性も散見さ
れている。Kirino らは高フェリチン血症の診断や血球貪食症候群・成人発症型 Still 病での疾
患活動性評価に血清 HO-1が有用とし、また、私たちは珪肺患者の血清 HO-1は control群に
比較して高値を示し、血清HO-1の測定が珪肺患者における呼吸機能低下の予測に寄与するこ
とを報告している 7), 8), 9)。 
 
２．研究の目的 
血清 HO-1は各種呼吸器疾患におけるバイオマーカーになり得ると考えられるが、その高感度
な測定方法、基準値、各種呼吸器疾患における臨床的意義などは未だ検討されていない。本研
究では、既報で使用されている血清HO-1測定法よりも良好な検出力を有する新たな血清HO-1
測定法の検査妥当性を検証し、さらに、COPDにおける臨床的意義について検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）血清 HO-1の高感度測定法の妥当性の検証 
従来の測定法（Commercial ELISA）では、測定キットとして HO-1 (human), ELISA kit (Enzo, 
Farmingdale, NY) を、新規の測定法（Modified ELISA）では、ImmnonoSetTM HO-1 (human), 
ELISA development set (Enzo, Farmingdale, NY) を使用し（後者の測定法のシェーマを下記
に示す）、standard curveの作成、 intra- and inter- assay test、および spike and recovery test
を検討し、さらに、両測定法の検出感度の比較を行った。 

図１ Modified ELISA法（sandwich ELISA） 
 
（２）健診受検者における血清 HO-1と Nrf2一塩基多型（SNP）の検証 
健診受検者における血清 HO-1、Nrf2 SNP の有無とその他の健診データとの関連性を検証し
た。 



※Nrf2（nuclear factor E2-related factor 2）：Nrf2は、HO-1等の酸化ストレス防御遺伝子群
を誘導する転写因子であり、酸化ストレスに対する恒常性維持機構として働いている。この
Nrf2-antioxidant pathwayは、COPD、ARDS、肺がん、IPF、喘息等の様々な呼吸器疾患に
おける肺細胞保護作用として重要な役割を果たすことが報告されており、Nrf2 遺伝子の SNP
の存在が、疾患予後に関連することも指摘されている 10), 11)。なお、SNPの解析には、Smart Amp
法を用いた。 
（３）通院中 COPD患者患者における血清 HO-1とその他の臨床パラメータとの関連性を統計
学的に解析した。 
※IRB許可番号：A181100007、B170900025、D1303019（横浜市立大学倫理委員会）、簡 913
（防衛医科大学校倫理委員会） 
 
４．研究成果 
（１）血清 HO-1の高感度測定法の妥当性の検証 
Modified ELISAにおける standard curve（図２）、intra- and inter - assay test（表１）、spike 
and recovery test（表２）を示す。Four-parameter logistic regression algorithmを用いたと
ころ、7回の standard curveの相関係数は 0.998 ± 0.002と良好な再現性を示し、検出限界値
は 0.038 ng/mLであった。Intra-assay testは 6サンプルを使用して、サンプル毎に同一プレ
ート内 10か所で測定し、inter-assay testは 6サンプルに対して、サンプル毎 6プレート、か
つ、同一プレート内 2か所で測定を、1日 2回行った。Intra-assay testと inter-assay test の
coefficient variationは 7%と 10%で、いずれも許容範囲内であった。Spike and recovery test
は、spikeとして 1 ng/mL、5 ng/mL、10 ng/mLの既知濃度 HO-1を用いて行い、% Recovery
はそれぞれ 98%、105%、104%、 coefficient variationは 10％以下であった。さらに、Modified 
ELISAとCommercial ELISAの比較15人の血清を用いて、血清HO-1の測定値をCommercial 
ELISAとModified ELISAで比較した（図３）。Modified ELISAでは、血清 HO-1値は 17.2 ± 
9.5 ng/mL で 15例全て測定可能であった。一方、Commercial ELISAでは、血清 HO-1値は
2.1 ± 0.7 ng/mLと 4例でHO-1は測定できなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図２ Standard curve 
 

 
 

表１ Intra- and Inter-assay test 

 
表２ Spike and recovery test 

 



図３ Modified ELISAと Commercial ELISAの比較 
 
（２）健診受検者における血清 HO-1と Nrf2 SNP (rs6721961)の検証 
・44人の健康診断受検者を対象に、血清 HO-1とNrf2 SNP (rs6721961)の有無について解析
した。44 人の血清 HO-1 は 9.5±3.3 ng/mL であり、WW：32 名（73%）、SS：2 名（4%）、
WS：10名（23%）だった。また、非喫煙者と喫煙経験歴を有する受検者では、前者が、なお、
血清 HO-1値は、55歳以上と以下、喫煙経験有りと無し、Nrf2 SNP有りと無しで、それぞれ
9.9±3.4 vs. 9.2±3.3（P=0.690）、9.3±3.3 vs. 9.6±3.4（P=0.888）、8.3±3.1 vs. 10.0±3.3（P=0.133）
だった。 
・一方で、異なる群での健診受検者（27名）を対象とした血清 HO-1と喫煙歴との関連性の検
討では、現喫煙者の血清 HO-1は非喫煙者の血清 HO-1より有意に低値を示した（38.8±13.4 vs. 
25.3±13.0（P=0.005））。 
 
（３）当院通院中 COPD患者における血清 HO-1とNrf2 (rs6721961)の検証 
当院通院中COPD患者 33例を対象に血清HO-1値を検討した。COPD患者における血清HO-1
は、非喫煙者あるいは現喫煙者に比較して低値だった（図４（左））。また、年齢を調整した現
喫煙者と COPD患者においても、同様の傾向だった（図４（右））。さらに、Nrf2 SNPを解析
し得た 23例において、WW：9名（39%）、SS：1名（4%）、WS：13名（57%）であり、（２）
における健診受検者での、非喫煙者（WW：25名（81%）、SS：1名（3%）、WS：5名（16%））
と喫煙経験者（WW：7名（54%）、SS：1名（8%）、WS：5名（38%））と比較して、COPD
におけるWS、SSを有する頻度は有意に高率だった（P=0.0311）。 
 

 
図４ 喫煙歴と COPD患者における血清 HO-1 
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