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要　　　旨

　ヘム誘導体がマクロファージの細胞死を誘導する機構についてはまだ不明な点が多い。本研究の目的は、ヘ

ム誘導体へミンが単球 /マクロファージの ROS産生と細胞死を誘導する機構の解明である。ヒト単球系培養

細胞 THP-1を用いて、へミンによる ROS産生と細胞死をフローサイトメトリー（FCM）等で測定した。へ

ミンは濃度依存的に細胞死と ROS産生を誘導した。抗酸化剤 NACは ROS産生と細胞死を抑制し、ミトコ

ンドリア選択的抗酸化剤MitoTEMPOは細胞死のみを抑制した。NADPH oxidase（Nox）阻害剤では、DPI

は ROS産生と細胞死を抑制したが、アポサイニンと Nox特異的阻害剤 VAS2870は ROS産生も細胞死も抑

制しなかった。以上の結果から、１）へミンによる ROS産生には、複数経路が関与していること、２）へミ

ンによる細胞死誘導にはミトコンドリアでの ROS作用が重要であること、を示している。

キーワード：へミン、単球／マクロファージ、THP-1, 細胞死、ROS

SUMMARY

	 Hemin, heme-derived molecule, can induce reactive oxygen species (ROS) production and cell death.  

However, effects of hemin on monocyte/macrophage remain unclear.  The purpose of this study was to 

understand the mechanisms of ROS production and cell death induced by hemin in monocyte/

macrophage.  Human monocytic THP-1 cells were treated with hemin and cell death and ROS production 

were measured by flow cytometry.  Hemin dose-dependently induced cell death and ROS production.  The 

anti-oxidant N-acetyl cysteine (NAC) suppressed both hemin-induced ROS production and cell death.  

The mitochondria-selective anti-oxidant MitoTEMPO suppressed hemin-induced cell but not ROS 

production.  Among the NADPH oxidase inhibitors, diphenyleneiodonium chloride (DPI), apocynin, and 

VAS2870, only DPI suppressed hemin-induced ROS production and cell death.  These results indicate 
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緒言

　溶血や筋融解等によって細胞外へ放出されたヘム

蛋白からは、ヘム誘導体のヘムおよびへミンが遊離

してくる。ヘム／へミンは血管内皮細胞等を傷害し

炎症を惹起して溶血性疾患、出血・梗塞、敗血症の

重篤化に関与している1) 2)。

　単球・マクロファージは、炎症反応では自然免疫

反応と獲得免疫反応を橋渡しする重要な役割を担っ

ているだけでなく、老化赤血球の貪食、ヘモグロビ

ンやヘムの取り込み、細胞内貯蔵の放出など、ヘム

代謝、鉄代謝においても中心的役割を担っている1) 3) 4)。

したがって、単球・マクロファージに対するヘム／

へミンの役割を解明することは、ヘム／へミンの関

与する様々な疾患・病態の治療方法を開発する上で

も重要と思われる。我々は、へミンが単球・マクロ

ファージの ROS産生と細胞死をどのように誘導す

るのかを、ヒト単球系培養細胞株 THP-1を用いて

検討した。

材料及び方法

試薬：

　ヘミン（Sigma-Aldrich）

　ROS指示薬；CM-H2DCFDA（Invitrogen）

　細胞死測定用試薬；Annexin V-FITC キット

（Beckman Coulter）

　酸化剤；N-acetyl cysteine（NAC; Sigma-

Aldrich）、Mito-TEMPO（Sigma-Aldrich）

　NADPH oxidase 阻害剤；diphenyleneiodonium 

c h l o r i d e ( D P I ; C a y m a n )、アポサイニン

（Calbiochem）、VAS2870（Sigma-Aldrich）

細胞培養：

　ヒト単球系培養細胞株 THP-1（DS ファーマバイ

オメディカル社）を、10％牛胎児血清（FBS; 

HyClone）加RPMI1640（Gibco; 以下RPMIと略）

を培養液として、37℃ 5% CO2インキュベーターで

培養を継続した。

THP-1に対するへミン処理：

　血清蛋白の効果を見る実験を除いて、無血清条件

で実験を行った。FBS を除去するため0%FBS 

RPMIで2回洗浄後、細胞濃度1×10^6/mlに調整し、

24ウェルプレートに1mlずつ分注した。

　へミンは、ストック液（5mmol/L in DMSO　冷凍

庫保存）を、所定濃度となるよう各ウェルに添加し、

所定時間を37℃ 5% CO2 インキュベーターで処理した。

　血清蛋白濃度の影響検討では、0%FBS RPMI で

2倍濃度の細胞浮遊液を作成し、2倍濃度の血清蛋白

を含む RPMIと等量等量混合することで、目的と

する蛋白濃度の細胞浮遊液を作成した。

各種阻害剤処理

　抗酸化剤（NAC, MitoTEMPO）、NADPH 阻害

剤（DPI、アポサイニン、VAS2870）は、いずれ

も DMSOでストック液を作成し冷凍庫保存し、用

事解凍した。いずれもへミン添加前に前処理として

投与した。ストック液を所定濃度となるよう各ウェ

ルに添加し、所定時間を37℃ 5% CO2 インキュベー

ターで処理し、所定時間後にへミンを添加した。

FCM による細胞死の測定： 

　へミン処理終了後、細胞浮遊液を PBS または

0%FBS RPMI で1回洗浄。Annexin-V-FITC と PI

を使用説明書通りの手順で添加後、F C M

（FACSCalibur, BD社）で測定した。

that the NADPH oxidase pathway is not the main pathway for hemin-induced ROS production, and that 

ROS-producing reactions in mitochondria are important for hemin induced cell death.  

Key words : hemin, monocyte/macrophage, THP-1, cell death, ROS
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普通染色標本の作製：

　へミン処理後に洗浄した細胞浮遊液の一部を遠心

操作にて10倍に濃縮し、スライドグラスに塗抹・風

乾後、May-Giemsa 染色し、細胞の形態変化を観

察した。

FCM による ROS の測定：

　へミン処理終了後、細胞浮遊液を0%FBS RPMI 

で1回洗浄して24ウェルプレートに戻した。ROS指

示薬（CM-H2DCFDA）を添加し、37℃・5%CO2で

30分間反応させた後、PBS または O%FBS RPMI 

で1回洗浄し、FCMで測定した。

位相差・蛍光顕微鏡による観察：

　ROSを FCMで測定する検体の一部を、スライ

ドグラスに滴下し、カバーグラスをかぶせて位相差・

蛍光顕微鏡で観察した。

統計学的解析

　実験データの比較における有意差検定は、Excell 

の Student's t-test を用いて実施し、p<0.05 を有意

差有りと判定した。

結果

へミンによる細胞死の誘導

　普通染色標本観察では、へミン処理により細胞形

態を維持した細胞数の減少と細胞残影の増加が認め

られた（Fig. 1 a)-c)）。細胞残影の比率はへミン10

μM よりもへミン30μMの方が多い傾向が認めら

れた。

　FCMによる測定では、へミン処理後に THP-1は

PI陽性 Annexin-V陰性のネクローシスパターンを

示した（Fig. 1 d)）。ネクローシス細胞の比率はへ

ミン濃度が高いほど、また処理時間が長いほど増加

を示した（Fig. 1 e)）。
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Figure 1. hemin-induced cell death
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Figure 1. hemin-induced cell death へミンによる細胞死の
誘導

a)～c) へミン2時間処理後の THP-1細胞を May-Giemza
染色し顕微鏡で観察した（倍率400倍）。へミン処理によ
る細胞残影像の増加が認められる。
d) へミン2時間処理後、THP-1細胞を Annexin V-FITC 
と PI と反応させ、FCMで測定。
　へミンによる細胞死は Annexin V - PI+ （分画④）の
ネクローシスパターンを示した。
e) へミン濃度／処理時間と細胞死との関連
　細胞死比率（ネクローシス％）は、へミン濃度および
処理時間依存性に増加した。
　棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バー
は標準偏差を示す。
＊は p<0.05 を示す。n.s. は有意差無し（p>0.05）を示す。
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へミンによる ROS 産生の誘導

　へミン処理しなかった細胞は蛍光へミン処理後に

ROS指示薬を添加した細胞は、蛍光顕微鏡で明瞭

に蛍光を観察できたが、へミン処理無しの細胞は同

一条件下では蛍光を観察できなかった（Fig. 2 a)-f)）。

　FCMでは、へミン処理後の蛍光ピークは、無処

理の蛍光ピークに比べ5～10倍増加し、へミン濃度

が高いほど増強した（Fig. 2 g), h)）。ROS 産生を

示す蛍光強度の増加は、へミン処理2時間が最大と

なり、へミン処理3時間では2時間処理に比べ減弱し

た（Fig. 2 h)）。

へミンによる細胞死・ROS 産生誘導に対する血清

蛋白の影響

　上述の通り、無血清条件ではへミンによる細胞死

誘導および ROS 産生誘導を観察できた。次に、

FBSあるいは牛血清アルブミン（BSA）存在下で

はどうなるかを検討した。

　FBS 5% 存在下では、へミンによる ROS産生と細

胞死誘導は、いずれもほぼ完全に抑制された（Fig. 3）。

　FBS 中のアルブミン濃度を生化学検査機器

（FURUNO CA-90）でブロモクレゾールパープル

（BCP）法にて測定したところ、アルブミン濃度は

2.32g/dl であった。5% FBS中のアルブミン濃度に

相当する0.1% BSA　存在下では、FBS 5% 存在下

と同様、へミンによる ROS産生も細胞死誘導もほ

ぼ完全に抑制された（Fig. 3）。

へミンによる細胞死・ROS 産生誘導に対する抗酸

化剤の影響

　へミンによる ROS産生と細胞死誘導に、抗酸化

剤がどのような影響を及ぼすかを検討した。

　抗酸化剤 NAC は、へミンによる細胞死も ROS

産生も抑制したが、ROS 産生抑制の程度に比べ、

細胞死抑制の程度は弱かった（Fig. 4 a), b)）。

　ミ ト コ ン ド リ ア 選 択 的 抗 酸 化 剤 で あ る

MitoTEMPO は、へミンによる細胞死を抑制し、

その作用は濃度依存的であった（Fig.4 c)）。しかし、

ROS産生に対する抑制効果は、MitoTEMPOの濃

度を高めても認められなかった（Fig.4 d)）。

へ ミ ン に よ る 細 胞 死・ROS 産 生 誘 導 に 対 す る

NADPH oxidase の影響

　細胞質における ROS 産生の主要経路である

NADPH oxidase （Nox）を阻害することによって、

へミンによる ROS産生誘導が抑制されるかどうか、

また細胞死誘導にどのような影響を与えるかを、3

種類の N o x 阻害剤、D P I、アポサイニン、

VAS2870、を用いて検討した。

　DPIは、へミンによる ROS産生を抑制するとと

もに、細胞死誘導に対する強力な抑制作用を示した

Figure 2. hemin-induced ROS production へミンによる ROS
産生の誘導　
へミン処理後の THP-1細胞に ROS 指示薬（CM-
H2DCFDA）を添加し、蛍光・位相差顕微鏡および FCM
で ROS産生を測定した。

a)～c) へミンなし（陰性コントロール）。a)は蛍光顕微鏡、
b)は位相差顕微鏡、c)は a) b)の重ね合わせ像。
d)～f) へミン20μmol/l 2時間処理。d)は蛍光顕微鏡、e)
は位相差顕微鏡、f)は d) e)の重ね合わせ像。
g) ROS産生を蛍光強度を指標に FCMで測定した。hemin
濃度の増加により蛍光ピークが増強（右にシフト）した。
h) へミン濃度／処理時間と ROS産生との関連
　ROS産生（蛍光強度）は、へミン濃度依存性に増加を
示したが、処理時間では2時間をピークに以後は減弱した。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
＊は p<0.05 を示す。
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（Fig.5 a), b)）

　アポサイニンは、へミンによる ROS産生誘導を

抑制せず、細胞死抑制効果も示さなかった（Fig. 5 

c), d)）。

　Nox特異的阻害剤である VAS2870は、濃度を高

めても、へミンによる ROS産生誘導にも細胞死誘

導にも抑制作用を示さなかった（Fig. 5 e), f)）。

Figure 3. Effects of serum protein on hemin-induced cell 
death and ROS production　血清蛋白がへミンによる ROS
産生・細胞死誘導に及ぼす影響

a) THP-1細胞を、FBS 0%、FBS 5%、または牛アルブミ
ン0.1％存在下にてへミン0 または20μ mol/lで2時間処
理し、細胞死（ネクローシス％）を測定した。FBS 0%
ではへミンにより細胞死が誘導されたが、FBS 0%ある
いはアルブミン0.1％存在下では、へミンによる細胞死誘
導は完全に抑制された。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
＊は p<0.05 を示す。
b) 上記と同様の条件で、へミンによる ROS産生誘導を
測定した。FBS 0%ではへミンにより ROS産生が誘導さ
れたが、FBS 0% あるいはアルブミン0.1％存在下では、
へミンによる ROS産生誘導は完全に抑制された。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
＊は p<0.05 を示す。

Figure 4.  Effects of antioxidants on hemin-induced cell 
death and ROS production　抗酸化剤がへミンによる ROS
産生・細胞死誘導に及ぼす影響

a) THP-1細胞を、抗酸化剤 NAC 0 または10mmol/lで1
時間処理後に へミン0 または20μ mol/lで2時間処理し、
細胞死（ネクローシス％）を測定した。へミンによる細
胞死は NAC前処理によって有意に抑制された。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
＊は p<0.05 を示す。
b) 上記（a)）と同様の条件で、ROS産生誘導を測定した。
へミンによる ROS産生誘導は NAC前処理によって有意
に抑制された。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
＊は p<0.05 を示す。
c) THP-1細胞を、ミトコンドリア選択的抗酸化剤
MitoTEMPO 0～300μ mol/lで1時間処理後に へミン20
μ mol/l で2時間処理し、細胞死（ネクローシス％）を
測定した。へミンによる細胞死は MitoTEMPO 濃度依
存性に抑制された。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
＊は p<0.05 を示す。
d) 上記（c)）と同様の条件で、ROS産生誘導を測定した。
高濃度の MitoTEMPO（300μ mol/l）でもへミンによ
る ROS産生誘導は抑制されなかった。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
n.s. は有意差無し（not significant; p>0.05）を示す。
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Figure 3. Effects of serum protein on hemin-induced cell death and ROS production
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考察

　へミンによる ROS産生、細胞死（ネクローシス）

誘導作用は報告論文によって異なり、一定の見解が

得られていない。Bozzaらのグループは、マウスの

腹腔内マクロファージを用いて in vitroでヘムによ

る細胞死、ROS産生を誘導しているが3)、Kwon ら

の報告ではへミンは単独では細胞死、ROS産生も

誘導しない5)。本研究では、へミンによるROS産生、

細胞死（ネクローシス）は無血清条件下では容易に

誘導できたが、FBS 5%存在下ではへミンの誘導作

用が完全に抑制されることがわかった。Bozzaのグ

ループは無血清で、Kwonらは10％FBS条件で測

定している。へミンの作用が報告論文によって異な

る原因の一つは、in vitro で用いる血清濃度の違い

による可能性が考えられる。組織液における蛋白濃

度は血漿より低濃度（例えば脳脊髄液の蛋白濃度（15

～45mg/dl）は血漿の1/200以下）である。我々は

無血清条件で実験することによりヘミンの作用を短

時間で解析できたが、得られた結果は血管外でのヘ

ミンの作用を反映していると考えている。

　へミンは THP-1の細胞死を濃度および処理時間

依存性に誘導したが、細胞死のパターンは

Annexin V 陰性 PI陽性のネクローシスパターンを

示した（Fig. 1d））。ネクローシスパターンを示す

原因として、へミンは細胞膜脂質に結合できるため

1)～3)、細胞膜の透過性を変化させる可能性を推定し

ている。

Figure 5.  Effects of NADPH oxidase inhibitors on hemin-
induced cell death and ROS production　NADPH oxidase 阻
害剤がへミンによる ROS 産生・細胞死誘導に及ぼす影響

a) THP-1細胞を、NADPH oxidase（Nox）阻害剤 DPI  
0 または20μmol/lで1時間処理後に へミン0 または20μ
mol/lで2時間処理し、細胞死（ネクローシス％）を測定
した。へミンによる細胞死は DPI前処理によって有意に
抑制された。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
＊は p<0.05 を示す。
b) 上記（a)）と同様の条件で、ROS産生誘導を測定した。
へミンによる ROS産生誘導は DPI前処理によって有意
に抑制された。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
＊は p<0.05 を示す。
c) THP-1細胞を、Nox阻害剤アポサイニン0 または100μ
mol/lで1時間処理後に へミン20μmol/lで2時間処理し、
細胞死（ネクローシス％）を測定した。へミンによる細
胞死誘導は、アポサイニン前処理では抑制されなかった。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
n.s. は有意差無し（not significant;　p>0.05）を示す。
d) 上記（c)）と同様の条件で、ROS産生誘導を測定した。
へミンによる ROS産生誘導は、アポサイニン前処理で
は抑制されなかった。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
n.s. は有意差無し（not significant; p>0.05）を示す。
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Figure 5. Effects of NADPH oxidase inhibitors on hemin-induced cell death and ROS production

e) THP-1細胞を、Nox 特異的阻害剤 VAS2870 0～10μ
mol/lで1時間処理後に へミン20μmol/lで2時間処理し、
細胞死（ネクローシス％）を測定した。へミンによる細
胞死は、高濃度の VAS2870（10μmol/l）でも抑制され
なかった。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
n.s. は有意差無し（not significant; p>0.05）を示す。
f) 上記（e)）と同様の条件で、ROS産生誘導を測定した。
へミンによる ROS産生誘導は、高濃度の VAS2870（10
μmol/l）でも抑制されなかった。
棒グラフの数値は3回行った実験の平均値である。バーは
標準偏差を示す。
n.s. は有意差無し（not significant; p>0.05）を示す。
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　ROS産生と細胞死誘導との関連については、抗

酸化剤 NACによってヘムの ROS産生と細胞死誘

導が共に抑制されたことから、ROSによる酸化作

用が細胞死を誘導することが示唆された。しかし、

ミトコンドリア選択的抗酸化剤MitoTEMPOでは

ROS 産生は阻害せず細胞死を阻害したことから、

へミンによる細胞死誘導には、ROS産生の細胞内

総量ではなくミトコンドリアでの ROSの作用が重

要であると推定している。

　細胞内の ROS産生には多くの経路があるが、主

要なものは、NADPH オキシダーゼ（NADPH 

oxidases；Nox）、キサンチンオキシダーゼ

（xanthine oxidase）、非共役的 NO 合成酵素

（uncoupled NO synthase）、ミトコンドリア電子伝

達系（mitochondrial electron transport chain）

の４つである6)。このうち主要のものは Noxとミト

コンドリアであり、両者の相互作用（crosstalk）

の重要性が注目されている6)。本研究で Nox阻害剤

がへミンによる ROS産生と細胞死誘導に及ぼす影

響を検討した結果、DPIだけがへミンによる ROS

産生と細胞死誘導を抑制でき、アポサイニンおよび

Nox特異的阻害剤 VAS2870では ROS産生も細胞

死も抑制できなかった。DPI は Nox 以外の ROS

産生経路にも阻害作用を示す7)。したがって、へミ

ンによる ROS産生・細胞死を阻害するには複数の

ROS産生経路を阻害する必要があること、Nox単

独阻害では他の経路を償的に亢進する可能性がある

こと、を示唆している。

　以上より、へミンによる THP-1の細胞死誘導に

は複数の ROS産生経路が関与し、特にミトコンド

リアでの ROSあるいは酸化作用が重要な役割を果

たしていると考えられる。なお、ROS産生が3時間

処理では2時間処理に比べ減弱する理由としては、

死細胞比率の増加、ROS産生反応における基質の

枯渇などが考えられる。

　これまでに我々は、正常ヒト好中球を用いて、へ

ミンが好中球のクロマチン網を細胞外に放出し

（neutrophil extracellular traps: NETs）、細胞死

（NETosis）を誘導することを別論文で報告してい

る8) 9)。今回の研究はヒト単球・マクロファージに

対するへミンの作用を明らかにすることであるが、

THP-1という培養細胞株を用いたものであるため、

正常ヒト単球ではヘムがどのような作用を示すのか

検討を進める必要がある。

　また、へミンは細胞内でヘムオキシゲナーゼ -1

（HO-1）によって２価鉄イオンと一酸化炭素、ビリ

ベルジンに分解される（1,2,4）。へミンによる ROS

産生において HO-1の作用で細胞内に遊離する２価

鉄イオンがどの程度の重要性を持つのかは興味深い

課題である。また、へミンによる細胞死誘導が、鉄

依存性の新たな細胞死経路として”ferroptosis”

という概念が最近提唱されている10) 11)。しかし、

ferroptosisにおける鉄の実質的な作用については、

まだ不明である。ヘミンによる細胞死の解析を通じ

て、ferroptosisにおける鉄の役割について検討を

進めていきたいと考えている。
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