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ラット心臓在住細胞に対するフリーのヘムによる

炎症促進蛋白発現の誘導
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組織傷害によって放出される内因性物質は,いわゆる"デンジャ-シグナル"として炎症を

引き起こすことが知られるようになり,近年,その種類や炎症発症機序が少 しずつ明らかにな

ってきた. ∵方,最近我々は,DNAmicroarrayの網羅的解析から,心筋炎組織中に,鉄の運搬や

代謝に関連する蛋白発現が急激に L昇することを兄いだした.これらのことから,我々は,何ら

かの鉄含有物質が,内因性 リガンドとして}心臓の炎症を増強させるのではないかとの仮説を

立てた.そこで今軌 生体に広範囲に分布 し,特に心臓中にも多く存在する鉄含有物質であるヘ

ムが,心臓才封主細胞に対 して,どのような影響を及ぼすかを検討 した,

正常ラ､ソト心臓からコラゲナーゼ処理後分離 した細胞を2-3週間培善 し,プリ-のヘム (ヘ

ミン)を添加 し,細胞内活性酸素穫 (ROB)および炎症促進蛋白の発現を測定 した.また,その

培養細胞の特徴を免疫組織およびフローサイ トメ 巨)-にて検討 した後,どの細胞が主に反応

するかを調べるため,さらに分離精製した培養細胞,各種初代培養細胞およびマクロファ-ジ

の細胞株で,同様に検討 した,さらに,細胞内でのヘミンの作用部位を調べるため,ROS阻害

秦,プロテアーゼ阻害薬による影響を検討 した.

プリ-のヘムによって,心臓在住培養細胞内にはROSが増加 し,様々な炎症促進蛋Fl摘ミ強力
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に誘導された.これらの発現誘導は,主として在住マクロファ-ジがブリ-のヘムに反応する

ことによって起こり,線維芽細胞や平滑筋細胞とクロストークすることによって増強されるど

考えられた.また炎症促進蛋白発現増強は,ROSの阻害剤ではなく,多くがプロテア-ゼ阻害

薬によって抑制された.プリ-のヘムは,心臓の炎症を引き起こす強力な内因性リガンドにな

りうることが示唆され,心筋傷害や心リモデリングに多大な影響を及ぼす可能性が考えられた.

キ-ワード:心筋傷害,サイトカイン,ヘム,デンジャーシグナル,自然炎症

言

正常の心臓には,心筋細胞,内皮細胞,線維芽

細胞,平滑筋細胞,周皮細胞,在住マクロプア-

ジ,肥満細胞など,様々な細胞が存在する.心臓
に在住するこれらの細胞は,心筋炎や心筋梗塞な

ど激しい心筋傷害が生じた時に,急激な環境の変

化に反応 し,様々なメディエータ-を介して 密接

なクロス トークをしていると考えられる1)2).こ

のような心筋傷害において,心筋細胞内から局所
に放出される様々な内容物は,これらの在住細胞

に多大な影響を与えていると考えられる.最近,

このような内因性の物質が,自然免疫を活性化し,

強力な炎症反応を生 じさせることが明らかにな

り,その物質の種類や機序がいくつか報告される

ようになってきた.熱ショ､ソク蛋白 3),ヒアルロ

ン酸 4),ファイブロネクチン断片 5)や尿酸 6)は,

炎症のカスケードの引き金となるいわゆる "デン

ジャ-シグナル"として働くことが報告されてい

る.これらは,病原微生物がない時でさえも,負

然免疫を活性化し,炎症を引き起こすことがわか

ってきた 6ト 9).しかしながら,心筋傷害におい

て,どのような内因性のデンジャーシグナルが存

在し,どの細胞がそれらに反応して炎症促進蛋白

を産生するのかという研究は,あまりされてこな

かった,

ところで,最近我々は,ラットの心筋炎と正常

の心臓から分離精製 した心筋細胞の遺伝子発現

を,DNAm豆croarTayで網羅的に検索 した結 果,

Lipocalin-2/NGAL,へブシジン,ヘムオキ シ ゲ ナ ー

ど-1(HO-i)など,鉄の運搬や代謝に関 連 す る 蛋

白が急激に増加していることを兄いだした10)I 12)

傷害を受けた心臓で,これらの蛋白がどのような

役割を演じているのかはまだ明らかではない.し

かし,この結果は,鉄に関連する何らかの物質に

対 して,在住細胞が,激しく反応 していることを

考えさせる.つまり言い換えれば,何らかの鉄含

有物質が,心臓在住細胞の遺伝子発現に多大な影

響を与えているのではないか,さらに考えを発展

させれば,その鉄含有物質が "デンジャ-シグナ

ル"となっている可能性を想定させる.心筋細胞

は,収縮弛緩に必要な多大なエネルギ-を産生す

るため 13),細胞内に高いレベルの酸素を維持す
る必要がある.そのために,心筋細胞は,ミオグ

ロビンやチ トタロ-ムなどへム鉄を豊富に番えて

バイオマ-カーとして有用であることが知られて

いる17),この事実は,大量のヘム蛋白が心筋傷害

によって細胞外に放出されることを意味し,局所

でヘム蛋白が分解されれば,プリ-のヘムがそこ

で大義に生 じることを考えさせる 18日9),プリ-

のヘムは,脂溶性であるので,隣接する細 胞の細

胞膜にすばやく介入すると考えられる20).ブリ

-のヘムに関しては,最近,活性酸素種 (ROB)

の産生を促進 させると言われており21)22),また

ROSは,インフラマソ-ムを介して,IL-且βの

分泌に関与するとの報告もある23)2隼 さらにプ

リ-のヘムは,内皮細胞や血液細胞の炎症促進接

着園子の発現を誘導 し25)26),近位尿細管細胞株

に対 し,MCP-1の発現を誘導するとの報告もあ

る27).っまりプリ-のヘムは,このように,遮伝子

発現a)主要な誘導因子である可能性がある28)

このような背景から,今回我々は,フリーのヘ

ムが心臓在住細胞に対して炎症を促進する内因性

因子になるのではないかとの仮説を立て,正常心

臓から分離した培養細胞を用いて,プリ-のヘム



羽尾 :ラット心臓在住細胞に対するプリ←のヘムによる炎症促進蛋白発現の誘導 537

がどのような影響を与えるか,樽に炎症促進蛋白

の発現に与える影響について検討 した.さらに,

正常心臓に常在する細胞が,どのような細胞であ

るかを同定し,フリーのヘムが,主にどの細胞に

対して影響を与えるのか,またその想定される機

序についても検討した.

材料と方法

1.心腹在住培養細胞と培養法

8週齢の雄 LewiSラットの雨心室を無菌的に取

り出し,血液を生理食塩水で十分洗い落として細

かく刻んだ後,0.0075%タイプⅢコラゲナーゼ

(Invitrogen,Tokyo,Japan)入り0.250/Oトリプシ

ンEDTA溶液 (Invitrogen)中で,37℃,20分間

インキュべ- 卜し,茶こしを用いてすりつぶして

細胞を分離した.その後,0.83%NH4Cl入り0.17

MTrisbufEerで溶血 した後,125/1mの金属繭い

を適 して壊死組織片を取 り除いた後,直径35-

mm穴のdishに 2mlの RPMI1640溶液 (100/0

非働化済みFBS,100unit/mlpen豆cillinおよび 100

がg/mlstreptomycin入り)中で2-3週間培養し

た.CDllbc陰性心臓在住培養細胞は,さらに

PE-conjugatedCDllbc(0Ⅹ-42)(Pharmingen,

SanDiego,CA)および抗-pEマイクロビ-ズ抗体
(MiitenyiBiotee,BergischGladbach,Germany),

MACSマグネッ ト細胞 ソーテ ィングシステム

(MiltenyiB豆oteeh)を用いて,CDllbc陽性細胞

を除 ま して精製 した後に,同様に2-3週間培養

した.RPMⅠ溶液の交換は,いずれの場合も培養

開始翌日に交換 し,細胞が80-90%コンプルエ

ントになるまで,その後2-3回/週交換 した.

2.初代培養細胞,細胞株および培養法

初 代 正 常 ラ ッ ト大 動 脈平 滑 筋 培養 細 胞

(RASMCs)(VECTechnologieslnc,RensselaeF,

NY)と初代正常ラッ ト心臓毛細血管内皮細胞

(VEGTechnologiesIn°)(RHMVEC)はCS-C培

地キットR(DSPharmaBiomedicalCo.)管,初
代正常 ラッ ト心臓線維芽細胞 (CELLapp呈oca-

tionslnc,SanDiego,CA)はラット線維芽細胞威

長培地 (CELLapplocationslnc)管,NR8383ラ

ッ トマ クロフ ァージ細胞株 (AmeyicanType

C最tureConection,Manassas,VA)はHam'sF12K

medium (PromoCen,Heidelberg,GermanyH 2

mML-グルタミンおよび 150/o非働化済みウシ胎

児血清,100unit/mlpenicin呈nおよび 100jl蛋/m昔

streptomycin)でそれぞれ培養 した.培養液は,

細胞が80-90%コンプルエントになるまで2-3

回/遇交換した.

3.ヘム刺激および ROS.プロテアーゼ阻害薬

による抑制

心臓在住培養細胞,各様初代培養細胞および細
胞株 (n-4)に,20pMのヘ ミン (ironproto-

porphyrinchloride)(Sigma-Aldrich,St.Louis,

MO)を加え,経略的に細胞を採集 した.また

ROS産生の阻害作用をもつス-パ-オキシドス

カベンジャ-である10111M4.5-dihydroxy-1､31

berlZenedisuはonicacid(tiron)(Sigma一期drich)

をhemin付加の3時間前から培養液に加え,プロ

テアーゼ阻害薬は,hemin付加の 1時間前から25

ll M Tosylphenylaianylchloromethylketone

(TPCKHSigma-Aldrich)あるいは300/lM

Tosy漫-Lys-ehloromethylketone(TLCK)

(Sigma-Aldrieh)を培養液に加えた.

4.フローサイトメトリー

心臓から分離 した細胞および MACSマグネッ

ト細胞ソーティングシステムでCDllbc陽性細胞

を除 ま した CDllbe陰性 心臓 在住 細胞 を,

Phycoerythrin (PE)標識 マ ウス抗 ラ ッ ト

CDllbc抗体 (0Ⅹ-42日BDPham量ngen)で染色

L.プ ロ-サ イ トメ ト))- (FACScan:Br)

Pharmingen)にて解析 した.また,2週間培養 し

た心臓在住培嚢細胞をPhycoerythrin(PE)標識

マウス抗ラットCDllbc抗体とFITC標識マウス

抗 ラ､ソトRTIB (MHCclass‡antigen∴Ⅰ-A)

(0Ⅹ-6)(BDPharmingen)で染色し,同様にプロ

-サイ トメ トリーにて解析 した.細胞内の ROS

の測定は,心臓在住培養細胞の培養液をCM-

H2DCFDA色素液 Hnvitrogen,Tokyo,Japan)で
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表l 定毅的RT-PCRに用いたプライマ-のリスト

センスプライマ ー アンチセンスプライマ-

JiH (ーl＼卜l う'･こlLlh.iL.し~lLPL.11し11し.tluト_ミr Sp-し-し=1LLさ:し.こltL'日日:.二L=∴lt＼らLtてしトこ■
)ニー!('L'い く ■-1;_?..lil:_L_.JtL･lLL､･.tLl二門LLLtl_I.しこiトミ' 5'-JLtLLlt:_rこl.LLL.しこIL,llLL.llJLllL-ミ､
" ･J i-i ヽ l li l-Ll tL"i--11し･LLtll･主,Ltl-1し･L"yliLL､ミニ1-ミ■ う▲-JtLLLJIL二:L_二l:-!∴･唱LLtl川ハ∴=::-･∴1
rJ i L l＼ l L Ln 5 --til:._.日吉叫 !LLJh.lJ.I:I:∴i主lL.ll.-:1､ 5㌧ .目し=∴しこtJlL.Ll∴.tH与二:_･11-,:.二l-ミ■
1J ミ = l ト 1 く ∴ l

交換 し,heminは0Jf澗 )を添加後60分間インキ

ュペ- 卜し,0.25% トリプシンEDTA溶液で細胞

を剥離,遠心後,0.0020/oトリパ ンブルLJI.*加

FACS溶液に細胞を浮遊 させ,プロ-サイ トメ ト

リーにて解析 した.またROS産生の阻害作用を

Aるために.4J)-(lihl･r(ll･oxy-1ニトbH1Zt､11ぐrlisul-

fonicacid(tironH S短ma-Aldrich) は ,CM-

H2DCFDA色素液交換 3時間前および交換後に

10mM と終濃度がなるように加えた.

5.培養細胞染色

心臓荏住培養細胞の特徴を同定するため,卜記の

ように:J津酢Lた細胞をI.llb-TPlくIILllliltllbt､rslidぐS

(NalgeNuncInternational,Roskilde,Denmark)で

2週間同様に培養 し,メイギムザ染色を行い,戟

りを免疫染色用に-20℃に凍結 した.免疫染色は,

アセ トン ･メタj-井で6銅Tlj固定 し,マウス抗

α-Smoothmus壷 aetim抗体 (Sigma-Aldrich),

ウ サ ギ 抗 factor潤 -relatedAg抗 体 (zymed

bboratories,SouthSamFrancisco,CA),ウサギ

抗 ratcol蓬agentypeⅢ抗体 (Monosan,Uden,

Ne血eFlands),あるいはマウス抗ラ､ソトCDlまbe抗

体 (0Ⅹ-42日B扮Pham呈ngen,SamDiego,CA)管

インキュベ- 卜した筏,0.05MTBSで3回洗浄し,

ビオチン化絢ウサギ ･マウス航体ant巨rabbitand

ant巨 mouse短S持,SAB2kit;DakoCytomation,

Vienna,Austria),ス トレプ トアビジン結合アルカ

uフォスファタ-ど,プァストレッド色素を用い

て染色 し,マイヤーのヘマ トキシリンで桟を染色

した.

6.RNA抽出と定量的 RT-PCR

上述 した検体から総 RNAをTrizolを用いて抽

親し,2-5鯛 の RNAからランダムプライマ-とマ

ウスMoloneyleukemiavirus逆転写酵素を用いて

cDNAを倉成した.Interleukin-1(IL-1玖 Tumor

NecrosisFactor(TNFト α,IL-6,Monocyte

ChemoattractantProtein(MCPト1,Maerophage

王nflammatoryProtein(M削 -1だ,MIP12,

(Cytokine-In血cedNe血ophilChemoattra鵡ant)

(lNC-1,ClNL'-コ,LllHllOlくine(仁一ClllOt､it-)

Ligand5(CCIJ5),Granulocyiecolony-stimulating

factor(G-CSF),Granu亀ocyie-macrophagecolony-

stimul舶ingfactor(GM-CSF),Cye豆ooxygenase-

2(Co東-2),ProstaglandinEsynthase(PGES),

IndueibleNitr呈coxidesynthase(iNOS),HO-1,

L豆pocalin-2/NGALについては,以前報言lHJたプ

ライマ- 12)29)-3i)および表 lに示すプライマ

ーを用いた.定量的 RT-PCRのコピ-数を求め

るスタンダー ドとして用いるプラスミドは,上述

のプライマ-とラ､ソト心筋炎心臓の cDNAを用

いてPCRを行い,PGEM-Teasyベクタ-に挿入

した稜,JMIO9コンビテント大腸菌に トランスフ

ォ-メ-ションし,MagExtractorプラスミドキッ

ド (Toyobo,Osaka,Japan)を用いて作成 した.

それらの mRNAの絶対コピー数は,同 じプライ

マ-,SYBRPremiⅩExTaq(Takara,Otsu,Japan)

とライ トサイタラ-にて測定 し (10分間 95℃,

次に95℃10秒,62oC且0秒,72oC13秒を45サ

イクル),ライ トサイタラ-ソフ トウェアーを用

いてスタンダ- ドカ-ブから求めた.

7.Ⅰミnl..Vme-Ⅰ一inkcd lmmunosorbent:lssily

はusA)

培養上清を採集 し,遠 心 した後,その 日馴 化り

ll L 二l＼:･ ･i'いJLく:LiH I.･r･Ⅰ卜･＼Ⅰ＼≡1
および R離TNF-αEuSAKit(R&DSystems,

MinneapOhs,MN)を用いて測定 した.

8.統計解析

統計解析は,経略的変化はone-wayANOVA

とBonfe汀On童の多重比較 test,阻害薬を用いた抑

制実験は,non-pairedttestを用いた.p<0.05

を有意とし,定量的 RT-PCRおよびROSをプロ
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-サイトメトリ-で求めた憶は,平均 ±標準偏

塞,EIJISAで求めた値は平均 ± 標準誤差で示し

た.

結 果

I.心腹在住培養細胞の特徴

心臓在住培養細胞 (図 1)は,免疫組織染色で

は,大部分の細胞がα-smoothmuscleactin陽性

(図1C),co首lagentypem陽性 (図 1D)で,線維

芽細胞あるいは平滑筋細胞と思われる細胞と考え

られ -部がCDllbc陽性細胞 (図IE-i,lE-2)

の単核球,ごく少数の細胞がfactorⅦ巨related

an鹿en陽性 (図1F)の内皮細胞と考えられた.

プロ-サイトメトリーでは,培養直前の細胞は,

約10%がCDnbe陽性細胞のマクロファージあ

るいは好中球で 個 2A,C),2-3遇培養した後

の細胞は,約 loe/Oがマクロファージ細胞 (図3C,

図 IE-1,lE-2),約 1%未満がMHCclassⅢ陽

性細胞と考えられた (図3C).培養前にCD及lbc

陽性細胞を除去して精製した細胞群は,CDllbc

陽性細胞は0.32%のみで (図2B),ほとんどが

CDllbc陰性細胞に分離精製されていると考えら

れた.

2.ヘミンによる細胞内ROS産生

ヘ ミン刺激 1時間後,心臓在住培養細胞内の

ROSの産生は明らかに増加していた (図4B).ま

たこの増加は,ス-パ-オキシドスカベンジャ-

であるTironによってほぼ完全に抑えられた (図

-le上

3.ヘミンによる炎症促進蛋白発現

心臓在住培務細胞をヘ ミンで剣激し,24時間

まで経時的にみたところ,羨 望に示すように,

様々な炎症促進蛋白 HL-1右 TNF-α,IL-6,

MCP-1.MIP-1(ll,MIP-2.CINCll.CINCl

2,cc王瓦 G-CSF,GM-CSF,Cox-2,PGES),

iNOSおよび鉄関連蛋白のHO-1,Lipocalin-2/

NGALの急激で著明な遺伝子発現の上昇がみられ

た.またこの時,ヘミン刺激によって,培養上清

中にIL-1β,TNF-α蛋白の産生｣二昇 もみ られ

た 掴 5).しかし,CDllbc陰性の心臓在住培養

細胞 をヘ ミンで刺激 した場合では,MCP-1,

MTP-2.CINC-1.HO11で畔度 卜杵がみられた

ものの,表2に示すような心臓在住培養細胞のヘ

ミン刺激でみられた発現 L二昇は,ほぼ消失してい

た (表3).また,初代正常ラット大動脈平滑筋培

養細胞 (嚢 4),初代正常ラ､ソトむ臓線維芽培養細

脂 (泰郎,初代正常ラット心臓毛細血管内皮培養

細胞 (泰 6)でも,一部軽度発現上昇がみられる

ものの,衰 芝に示すような急激で著明な発現上昇

はみられなかった.そこで,CDl且bc陽性のマク

ロプア-ジが重要と考え,ラットマクロプア-ジ

の細胞株NR8383を用いてヘミンで刺激したとこ

ら,IL-113,TNF-αの顕著で著明な発現上昇が

みられた (表れ その結果からCDllbc陽性のマ

クロプア-ジの藤生するIL-i,TNF-αが特に重

要と考え,CDllbc陰性の心臓在住培養細胞に直

接IL-1α,TNF-αで刺激をしたところ,様々な

炎症促進蛋白の顕著な上昇が認められた (表 8,

表9).心臓在住細胞および細胞株で行ったそれぞ

れの遺伝子発現の結果は,3回行った実験の中で,

代表的な結果を表に示した.

･､1.ヘ ミンによる炎症促進蛋白発現に対する

ROS産生およびプロテアーゼ阻害による影響

心臓在住培養細胞に,ROSの産生を抑制する

Tironを加えてから,ヘ ミンで刺激 しても,様々

な炎症促進蛋白の顕著な 里二昇を抑制することはで

きなかった (表 10).しかし,プロテア-ゼ阻害

薬であるTPCK,TLCKを加えると,様々な炎症

促進蛋白の顕著な遺伝子発現上昇は抑制された

(衰 Il). ･方,HO-1の遺伝子発現に対しては,

TPCK,TLCKはヘ ミンによる発現上昇をさらに

増強させた (表 l頼 ヘミン刺激による発現誘導

に対するこのTPCK,TLCKの作用は,NR8383細

胞株でも同様な所見がみられた (嚢12).

考 察

以前にも,ヘミンと炎症との関わりについては
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図1 2-3週間培養した心臓在住培養細胞

AとB ;メイギムザ染色,C ;α-smoo血muscle

actin染色,D ;collagentypem染色 E;CDllbc染

色,F;factor欄-relatedAg染色,CとDはほとんど

の細胞が陽性.EとFでは,陽性細胞を矢印で示す.
線長は100ijmを示す.

いくつかの報告がある.ヘ ミンは 血管透過性と接

着因 子の発現を増加させたり 26),IL-8の発現を

増強 し多核白血球を活性化させ,白血球の病変部

位への浸潤を促す 32)と報i=tiがある.また,ヘ ミ

ンは近位尿細管上皮細胞のMCPH の発現を誘

導したり27),血管平滑筋に対して,組織因子やプ

ラスミノ-ゲン活性化因子インヒビタ-1の発現

を増強するとの報告もある225.このように,ヘミ

ンは,炎症を増強させる因子としていくつか報告

されている.-A方,ヘ ミンは,その分解酵素であ

るHO-1を誘導し27)28),HO-1は,炎症を軽減

することが報告されている26).HO弓 の炎症を

軽減する作用は,以前から広 く知 られており,

HO-1の欠損や異常のある動物 33)やヒト34)で



羽尾:ラット心膜在住細胞に対するプリ-のヘムによる炎症促進蛋白発現の誘導 5姐

A

Befbresortill組 む醸在住細胞)

1
-,)S
S

iZ
5
-mmeF!

ll.リ11､0

('1)1lhL陽性細胞

l ＼
二､ 一 ･･

工

B

A鮎rso血 s(CDHbc陰性心臓在住細胞)

CDHbc叫

図2 分離直後の心臓在住細胞のプロ-サイトメトリ-所見

A;MACSマグネット細胞ソ…ティングシステム処理前,B;疏

CD損bc抗体を用いたMACSマグネット細胞ソ-ティングシステム処

理後,C;CDllbc陽性細胞をサイトスピンで処理後のメイギムザ染

色 線長は10/umを示す.

は,主要臓器に炎症がおこることが報告されてい

る.

今回の我々の検討で得られた新たな知見は,〟

つには,正常心臓の在住細胞の培養細胞でも,以

前から言われているようなヘミンによる遺伝子発

現が誘導 されることが明 らかになったことであ

る.さらに,王L-1右 TNF-α,IL-6,MCP-1,

MIP-1(i.MIP-2､CINCll.CINC-2.CCÎ5.

G-CSF,GMICSF,Co又-2,PGESなどのたくさ

んの炎症促進因子,iNOSや Lipocalin-2/NGAL

の発現が,ヘ ミンによって強く誘導されたことも

析たな軸比である.特にIl/1とTNF-(1の誘導

は,今回の我々の検討で,初めて明らかになった

ことである.王L一旦やTNF-αは,他の炎症促進

蛋白を誘導することが広 く知 られていることか

ら35)36),IL-1とTNF-αの発現誘導が,ヘ ミン
と炎症の関係において,非常に重要な意味がある

と我々は考えている.今回の我々の検討では,マ

クロプア-ジ細胞株であるNR8383も,ヘ ミンに

よって,IL…1やTNF-αの発現が急激に増加 し

ていた.以前の我々の検討でも,ラット心筋炎の

心臓で,IL-1とTNF-(tを最も強く発現する細

胞は,CDlibc陽性のマクロプア-ジであり2)29),

CDllbc陽性細胞がヘミン刺激によって,IL-1や

TNF-αを誘導することが,とても大きな意味が

あると思われる.さらに,CDllbc陰性心臓在住

培養細胞,初代線維芽細胞,平滑筋細胞,内皮細

胞では,急激なまL-1やTNF-αや炎症促進蛋白
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羨望 ヘミン刺激による心臓在住培賓細胞の遺伝子発現の変化
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図5 2-3週間培養した心臓在住培養細胞をヘミンで刺激したときの

培養上清中の蛋白濃度

Å;ⅠL-1β,B;TNF-α.平均±標準誤差を示す,one-way
ANOVAとBonferroniの多重比較もestにて解析し,ヘミン刺激なしと
の有意差を示す.

の強い誘導はヘ ミン刺激ではみられず,IL-1や
TNT-α刺激によって様々な炎症促進蛋白の急激
な誘導がみられている.これらの事実は,CDllbc
陽性細胞のIL弓やTNF-α産生の重要性を,さ
らに裏付けるものと思われる.心臓在住マクロフ

ァージは,古くからその存在について言われてき

たが 37),あまりその詳細な機能は論 じられてこ

なかった.今後,心疾患におけるこの細胞の役割

をさらに詳 しく検討すべきであろう.また,心臓

に在住する平滑筋細胞,線維芽細胞も,炎症を誘

導する細胞として,我々は,重要な役割を演 じて

いると考えている.以前の我々のラットの心筋炎

の実験 では,MCP-1,IL-6,Co東-2,PGES,

CINC-2を最も多く発現している細胞は,マクロ
ファ-ジよりもこれら平滑筋細胞や線維芽細胞で

あった2)30).平滑筋細胞,線維芽細胞は,炎症の
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表3 ヘミン刺激によるCDlibe陰性心臓在住培養細胞の遺伝子発現の変化
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表6 ヘミン刺激による初代正常ラット心臓毛細血管内皮培養細胞の

遺伝子発現の変化
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表7 ヘミン刺激によるラットマクロファージ細胞株NR8383の遺伝子発現の変化

mltNAのコヒ- 敬 (入108卜紀RNA(
ヘミンH へミン刺 激 30労後 ヘミン刺激1時間後 ヘミン刺激2時間後 ヘ ミン 刺 激 3時 間 後 ヘミン刺激 6時 間 後 ヘ ミン刺激 相時間後 ヘミン刺激24時 間 後

lLllll ニ ト Ilト い,1ヽ lJli ､J＼

ll_h ＼ll Hlltl＼二_'Ll-LIL-1ミミり~

MrL1-1 5鳩派 ヱ討究4 ユ131 ll)51)痩

hluP-1(ま 1榊 Il (†熊1 5()り詫 j 書()RL)

M T言)_ヱ 0(日三04A00()i)二F; 01()洪器寸(=7557

-1llいJr卜)-1｢1

1う.(?2そilSt)*

＼い

コ522ト102や☆*唾

も37()()i柚H4如=
i)44一日･()2:つ(?

CINL-1 (日1)(州_O()7川 村223tH り盲(3u7 (目 指5日〔り害2O盲
ll:二｢二 (日い12h ulil･li･1L31日二

ll1く~Iい り.71りI ll≡-1L小 tll＼11日

11＼l∴ニ ー71り二i lllへ小J

LICL5 fH5ユ】 りuH

ti-iヽ - ＼】l

L.＼卜(＼l ＼】l

L､､＼Lニ ー】二F-llt･ILい

Pt'l＼ ＼11

上NOS IH1513こいt的(35

H(うー1 21)5…ごりTI

H賀川-3寸)7()*卵 (7?,71_12 (卓j*率 1耗詫L)う う2 3 *** ヰt)L35i27熊4車* 7i7日11742***

3363-7,(32中味中 三Nu約 ･5 tJ5 串*裁 朋 7解 すl三わき *如 量77二日 目 Itl的 ヰl)(52日)()三5

g日)(I()7号229()(1mヰt†湧き iNJ套672 か 01二郎) (blL綿ニー(?1()朋 的 * iH)RS(〕fH(日代426 1117i)R1fH)郎8*女帝_H弟ヰ_り鴇4率痕* 量り1544 9り 1葺斗与｡tIi? ほ.57-()2‡ 1112LE良()
ll'ヰii-1ヰj*☆韓 日榊 一三3詫ti** ヱ‡5熊寸JIll*噂中 川41L7St)練榊 12≡iや1湘収率寧
O7_梢うまO.こきL〉1 ()2む純 一0/柏511 日)51ナ0うり7 1(75三 七 3 42()蒋 11群7十021t-

Olt17器ー007E3ヱ り…耶ll▼(川O(13 りコ3O¢ヱり12t〉り 〔ul三】 i (u lllfi iu331ー()05糾

盲目鴇,捕 り0774 ()…7_77日)f)3()l くHHHi日日〕輯鵬 ()邑7二16日目 刺 5 弓u阜)ti4Eり り わ 17

(11559ヶ蔓り).Wか (Hj5417 tH)()コ(14 22邑二日 も46 三か5(1ト1切H 女 ヱ(〉7日 を)(-2i

llりヽ ＼-1-1】いJ-∩) 日日､川小 (lいいミ:2 11はミF tl_lいく1 日llL1-1日い】ヽ -1ミlぺ 】: -l l ■ i H､).いr..lく‥. ｣く＼卜 lバ11ー

＼い ＼い ＼い ＼ い llり･12日 .日日て｣:.<‥ .ト

tl.三231 ().()47() (11hlli)･iHコ粥 (】三(7号7日 H M 2 02577-()コが'ヰ i)lJニ7 ･日()1約

日川J＼ニトtJ-()日日lい､llltl=Llt･日付 .=川･t二L卜lt川1111lく り川lHL'ミIl川八日＼り =川 ､ヽ卜ヽ -i';11川l=:】二･日川lH.ド

ヰu呈-7り75 (ぅ指70 .2呈73 35呈O TL3Otq 琴的 】409廿4リ3 歳中 軸77 上ヱ(〉77

tl二IりH.llI=ミl- ilり'('い ･LI1日 り ヽ J p-1･二日→く ‥ ' itLl.い･1m ､= ー

＼ 日

日I:ヽ卜 IJい ｣ヽ

＼い

IlH二tL･LHIこ=)

3り2.(3ェ201:1

日2日＼二pH_1トtl:

＼い

I-ミLJ(､ミpL一日'十日

＼い

02815+()1H事

Al14S7ヰ35や

(日6Lはナ0王()(ll
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表S IL-1αの刺激 (0.5ng/ml)によるCDllbc陰性心臓在住培浄

細胞の遺伝子発現の変化
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表9 TNF一打の刺激 軋5rig/ml)によるCDllbe陰性心臓捌 主

培養細胞の遺伝子発現の変化
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表12 へ ミン刺激によるラッ トマクロプァ-ジ細胞

株NR8383の遺伝 子発現誘導に対するTPCK
およびTLCKの影響
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修復するときにその童要性が一般にはいわれてい

るが38),炎症細胞を局所に誘導する細胞として

も,これらの細胞は重要であると我々は考えてい

る.今回のデ-タからは,ヘ ミンに反応した心臓

在住マクロプア-ジが,平滑筋細胞,線推芽細胞

などとクロスト-クし,様々な炎症促進蛋白を産

生し,局所に白血球を浸潤させ,炎症を増強して

いることが示唆される.Wegenerらは,ヘミンを

マウスに大量に静脈注射すると,肝臓に白血球の

浸潤がみられると報告している26).彼らのデー

タと我々のデ-タを考え合わせると,invivoで

も,ヘミンによって,心臓に白血球が浸潤してく

る可能性があると思われる.心筋梗塞の場合,心

筋細胞が壊れ,大量のプリ-のヘムが心臓局所に

生じると考えられる.心筋梗塞巣に大量の白血球

が浸潤してくることは周知の事実であるが,ヘミ

ンによるこのような炎症促進蛋白の誘導が,大き

く関与-しているのかもしれない.いずれにしても,

フリーのヘムが,心臓に与える影響をさらに検討

する必要があると思われる.

以前我々は,心筋炎や心筋梗塞の心臓で,鉄

関連蛋白の発現が急激に上昇することを兄いだ

し10ト 12),これが今回の研究動機のひとつとな

った.実際,今回の実験で,心臓森住培養細胞に

ヘ ミンを添加すると,鉄に関連する蛋白である

HO-1およびLipocalin-2/NGALの発現は有意

に上昇した.ヘミンによるHO-1の発現誘導は

古 くから知 られているが 27)28),Lipocalin-2/

NGALの発現の誘導は,我々の報告がはじめてで

ある.Lipocaiin-2/NGALは,IL-1によって誘導

されることが知 られているが 39)40㌦ 今回の

Lipocalin-2/NGALの発現の誘導も,心臓森住マ

クロプア-ジのIL-1産生によって,平滑筋細胞,

線維芽細胞が反応 し,Lipoeaまin-2/NGALの発現

が増加した機序が最も考えられる.実際にIL-1

を産生するCDllbc細胞を含まない心臓在住培養

細胞は,ヘミンではなく,IL-1の刺激によって

upocalin-2/NGALの発現が誘導されており,令

回 の結 果 は,それ を強 く示 唆 して い る.

Lipocalin-2/NGALは,鉄を細胞内外に移動させ

る蛋白である.ヘミンが局所で増加すると,今回

示されたようにHO11が誘導 され,局所ではヘ

ミンの分解により,フリーの鉄の濃度も上昇する

と考えられる.増加した細胞外のブリ-の鉄は,

発現が増強したLipoealin-2/NGALによって,捕

胞内に取り込まれる可能性がある.細胞外のプリ

-の鉄もROSを発生させることが指摘されてお

り41),Lipocalin-2/NGALは,フリーの鉄を細胞

内に移動させ,フェリチンの中に鉄を貯蔵させる

ことによって,ROSの発生を抑え,さらなる臓器

傷害を抑制しているのかもしれない42).Lipocal豆m

-2/NGALの心筋傷害に対する機能についても,

今後の課題と思われる.

また心臓在住培養細胞に対する,ヘミンによる

遺伝子発現誘導の機序であるが,我々は,当初,

ROSの産生と深く関わっているのではないかと

考え検討した.その理由は,ヘミンの遺伝子発現

誘導は,ROSの産生が関連するとの報告があり22),

また,最近,インフラマソ-ムの活性化が,IL-1

βのプロセッシングや分泌に関与 し43),その時

にROSの産生が重要であるとの報告がいくつか

あったからである24)棉 .しかし,今岡の我々の検

討では,予想に反 し,Tironによって細胞内の

ROSを抑制しても,遺伝子発現の変化はみられな

かった.一方,TPCK,TLCKなどのプロテア-ゼ

阻害薬によって,多くの遺伝子発現が明らかに抑

制された.これらのプロテア-ゼ阻害薬は,細胞

外で働くのではなく,細胞内で作用し,to及lJike

receptor4(TLR4)やIL-1受容体からのシグナ

ルを抑制するとの報告がある45).TLR4のリガン

ドであるLPSは,IL11やTNF-αなど多くのサ

イトカインを産生させる46).そして,LPS,IL-1

やTNF-aによるシグナルは,NF-だBの核移行

抑制分子であるIKBの分解を引き起こし,校内

NF-fCBは炎症反応の主要な転写因子の=---つとし

て働くことが広く知られている47).このような

ことを考えると,プロテアーゼ阻害薬が強力に抑

制したヘミンの炎症促進蛋白発現誘導は,NF-JC

Bを介 していることを示 しているのかもしれな

い.また,今回の実験で,ヘミンによるHO-1の

発現誘導については,TPCK,TLCKによって,抑

制ではなく逆に増強がみられた.ヘ ミンによる
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HO-1遺伝子は,Bachlの様な校内転写抑制因 子

によって制御されており,ヘムがこれと結合する

ことによってこの抑制がはずれ HO-1の発現が

誘導 される機序が想定 されている28).このよう

に,プリ-のヘムによる発現誘導は,いくつかの

異なるシグナルを介している可能性が考えられる.

結 語

心筋傷害によって,心臓局所に放戸畑 産生され

ると考えられるフリーのヘムは,心臓森住培養細

胞に対 して,強力に炎症促進蛋白の産生,細胞内

ROSの産生を誘導した.この蛋白の多くは,まず

在住マクロファージがプリ-のヘムに反応するこ

とによってIL-1や TNF-αを産生 し,これらに

線維芽細胞,平滑筋細胞などが反応 し,炎症促進

蛋白産生が増幅されるものと考えられた.このと

普,ROS産生は,プリ-のヘムによる発現誘導に

あまり関与-せず,細胞内のプロテア-ゼが深く関

与するものと考えられた.
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