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ステロイドと低酸素は骨細胞死を誘導することが知られている。Hemin により誘導される HO-1 (heme 

oxygenase-1)は、細胞保護効果を有する。本研究では、培養マウス骨細胞にheminを添加しHO-1の遺伝子と蛋白

の発現を確認した。さらに、メチルプレドニゾロン（1µM）と低酸素（1%）により誘導される細胞死が、hemin 投与によっ

て有意に減少することを確認した。ステロイドと低酸素による骨細胞死に対するheminの抑制効果は、HO-1を介す

ることが示唆された。 

 

 

1. 研究目的  

 過去の研究では、ステロイドと低酸素によって骨細

胞の apoptosis と necrosis が促進されることが報告さ

れている 1)。これらの細胞死がステロイド関連大腿骨

頭壊死症の発生に関与している可能性がある。

Hemin によって誘導される HO-1(heme oxygenase-1)

は低酸素下で誘導されるストレス応答蛋白の一つで

あり、抗酸化抗炎症作用をもち細胞保護効果を有す

る 2, 3, 4)。本研究では、ステロイド投与と低酸素による

骨細胞死に対する HO-1 の抑制効果を評価した。 

 

2. 研究方法 

 細胞は培養マウス骨細胞(MLO-Y4)を用いた。HO-

１誘導剤として hemin を、HO-１阻害剤として亜鉛プロ

トポルフィリン IV を用いた。 

 

① MLO-Y4 を、1)20%酸素環境下、2)20%酸素環境

下で hemin10μM 添加、の 2 群に分けた。2 群を各

条件で 18 時間培養した後、HO-1 の遺伝子発現を

real time ＲＴ-PCR で、蛋白発現をＷestern blotting

法を用いて2群間で比較した。統計学的にはStudent 

T 検定を用い危険率 5 ％未満を有意差ありとした。 

   

② MLO-Y4 を、1)control 群: 20%酸素環境下、2)DH

群: 1%酸素環境下でデキサメサゾン 1μM 添加、

3)DH-h 群: hemin 10μＭ添加後、1%酸素環境下で

デキサメサゾン 1μM 添加、4)DH-h-PP 群: hemin

および HO-1阻害剤添加後、1%酸素環境下でデキサ

メサゾン 1μM 添加、の4群に分けた。4 群を各条件

で 24 時間培養した後、Annexin V-FITC Apoptosis 

Detection Kit を用いてフローサイトメトリーを行い、

1well あたりの総細胞数に対する apoptosis と necrosis

の割合を測定し４群間で比較した。統計学的には

Tukey-Kramer 多重比較検定を用い危険率 5 ％未

満を有意差ありとした。  

 

3. 研究結果 

① hemin 投与群では、非投与群よりもＭＬＯ-Y4 細

胞の HO-1 の遺伝子発現が有意に増加した(図１a)。

さらに、hemin 投与群では、非投与群よりもＭＬＯ-Y4

細胞の HO-１の蛋白発現量が増加した(図１b)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 hemin 添加による HO-1 の遺伝子・蛋白発現 
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② control 群 (control 群; apoptosis: 4.63%, necrosis: 

4.28%)と比べ、ステロイドと低酸素による骨細胞死(DH

群; apoptosis: 14.94%, necrosis: 7.56%)は有意に増加

した。hemin 投与によって細胞死が DH 群と比べて有

意に減少した(DH-h 群; apoptosis: 11.93%, necrosis: 

3.02%)。ＨＯ-１阻害剤によって、細胞死抑制効果が

減弱し DH 群と有意差が無くなった(DH-h-PP 群; 

apoptosis: 15.08%, necrosis: 5.90%)。(図 2) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 考察 

 本研究では、hemin によって MLO-Y4 で HO-1 が

誘導されることを確認した。ステロイドと低酸素による

細胞死が hemin 投与によって有意に減少し、HO-1

阻害剤によって、その効果が減弱した。このことから、

hemin による細胞死抑制効果は HO-1 を介しているこ

とが示唆された。 

 ステロイドは、ROS (Reactive Oxygen Species) 産生

を促進し、caspase を活性化して細胞死を誘導するこ

とが報告されている 5)。低酸素環境では、細胞内の

ATP 産生の低下、ROS 産生の増加、DNA・RNA の損

傷、caspase の活性化によって細胞死が生じることが

知られている 6)。HO-1 は、鉄イオン 2)、ビリルビン 3)と

CO4)の産生を促進することで、抗酸化・抗炎症作用を

発揮し細胞保護効果をもたらす。Hemin 投与によって

虚血性心疾患などの組織障害が軽減することが知ら

れており 7)、hemin が骨の阻血病変であるステロイド関

連大腿骨頭壊死症の組織障害も軽減する可能性が

ある。 

 

5. 結論 

 本研究では、ステロイド投与と低酸素により誘導さ

れる骨細胞死に対し、hemin によって誘導されるＨＯ-

１の細胞死抑制効果を評価した。Hemin の細胞死抑

制効果はＨＯ-１の誘導を介することが示唆された。Ｈ

Ｏ-１の誘導が阻血性疾患であるステロイド関連大腿

骨頭壊死症の予防に応用できる可能性があると考え

た。 
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