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研究成果の概要（和文）：生体から臓器を取り出して、初代培養細胞の調整・培養過程において、低酸素下で開
腹して、初代肝細胞を調整、培養すると、細胞生存率が著明に上昇し、薬剤感受性が高く保持できた。一方で、
常酸素下で調整した初代肝細胞においては、ストレス感受性転写因子Nrf1やNrf2の発現低下が起こり、外来刺激
物質の解毒作用ばかりではなく、感受性なども変えてしまうことが明らかとなった。特にNrf1のタンパク質低下
について解析を進めたところ、糖鎖修飾PNGaseの発現が上昇することを見出した。

研究成果の概要（英文）：When we develop a primary hepatocyte in low oxygen condition from the 
beginning, the cellular motility of final hepatocyte is lower than when we conduct those strategy in
 normoxic condition. This method provided us to higher sensitivity for exogenous stimulus including 
oxidative stress and ER stress. In addition, the hepatocyte that was prepared in normoxic condition 
has lower levels of stress transcriptional factor, Nrf1 and Nrf2. This condition leads the 
hepatocyte to lower response fate for exogenous stimulus and lower detoxification activity. We have 
found that the glycomodifier enzyme, PNGase was contributed to controlling Nrf1 protein level during
 primary hepatocyte preparation in lower oxygen condition.

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
10%程度の低酸素下での肝細胞を調整すると、酸化ストレス、小胞体ストレスなどの刺激に対する感受性が鋭敏
になることが確認できた。今後、iPSから樹立されたヒト肝細胞を用いて、低酸素下で薬効試験等を行うこと
で、in vivoとin vitroとの感受性の乖離を減少させることが可能となり、早期に化合物の生体内での代謝評価
を実施できると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

革新的な新薬を創出するためには、チェンジメーカーとなる標的分子の探索研究が最も重要

である。それと同時に、すでに見つかっているシーズから低分子化合物が数多く創出されている

が、上市までの成功比率の低下や、それに要する時間が長くなる傾向がある。それは、私たち消

費者の安全性意識の高まりであり、世界的にも、規制当局による安全性試験の厳格化につながっ

ている。これらの相反するニーズを満たすために、ごく微量の検査薬物を健常人に投与して薬効

を評価する microdose試験等によって、早期にヒトにおける導入試験などが実施されており、開

発期間や、開発研究費の削減に向けた現在のトレンドであると言える。加えて、in vivoでの実験

を担保する信頼性の高い安全性試験がヒト由来の細胞で実施することができれば臨床治験前の

安全性を検証できるが、現状は個体と細胞から得られる値が乖離することが多い。本研究では、

生体に近い薬剤感受性を保持するための、細胞の新規培養法を確立し、迅速な安全性試験へ応用

可能な基礎データの提供に挑むこととした。将来的には iPS技術などによって樹立した肝細胞な

どを活用し、テーラーメードでの安全性試験につなげ、薬害リスク低減に貢献したい。 
 
２．研究の目的 
生体から臓器を取り出して、細胞を個々に分けたのち、培養容器に移して単相培養するのが初

代培養の手順である。これらの細胞の調整・培養過程では、細胞が晒される酸素分圧が変化する

ことに着目し、可能な限り、生体内と同程度の酸素状態を保ち、培養を進めるとどのような効果

が出るのかを検証することとした。本研究は、生体から取り出した肝臓を摘出する際に、常酸素

下に放置した時間によって、酸化ストレス応答関連転写因子、Nrf1および Nrf2タンパク質の変

動が著明に観察されたところにある。摘出して間を置かない臓器に関しては転写因子 Nrf1 およ

び Nrf2の遺伝子発現量は十分にある。Nrf2は通常 Keap1によって分解されているので、タンパ

ク質は検出されないが、Nrf1 のタンパク質量が、常酸素暴露の時間が長くなると著明に低下し

てしまうことを見出していた。これまでの研究から、Nrf1が発現低下すると、細胞内チオール量

が上昇し、外来化合物を無毒化してしまうため、外来刺激の応答度が生体とは異なることが明ら

かとなっていたが、なぜ臓器から細胞にする過程での変化するのかについての知見は皆無であ

った。Nrf1 レベルを高く保つことができれば、生体における薬剤感受性を再現することができ

るのではないかと着想して、その分子メカニズムを解明し、薬理学的に Nrf1を調整することで、

生体に近い薬剤感受性をもつ細胞システムの樹立が可能となるのか検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 肝臓は生体内において外来薬物の解毒代謝を司るため、肝実質細胞（肝細胞）が安全性試

験に供される。生体肝における抗酸化応答タンパク質の発現レベルは、培養細胞と比較して高

いため、それぞれが厳密に協調し合い、種々の刺激物に対する応答を調節している。一方で、

培養細胞においては、由来する臓器や培養方法によって、外来刺激に対する転写因子の発現が

生体と異なるため、応答度合いが乖離すると考えられた。本研究では、生体中における臓器と

培養細胞において、各種外来刺激に対する応答能を確認することと、その応答度を決めている

Nrf1タンパク質の過不足による変化について検証する。 

（2）生体肝には豊富に存在していた Nrf1タンパク質が、生体から取り出し後、培養を進める

にしたがって著明に減少してしまう分子メカニズムを解明する。 

（3）Nrf1タンパク質が減少すると、細胞内へシスチンの取り込みが亢進し、GSH量が増加す

る。そのため、外来から加える試験化合物は GSHによって抱合されてしまい、反応性が低下

するばかりか、体外へ速やかに排出され、薬理活性の低下につながると考えられた。そこで、



細胞内チオールの取り込みを遺伝的に調節するために、シスチントランスポーターxCTの過剰

発現および欠失時の肝細胞の薬剤感受性を検証する。同時に Nrf1の活性調節薬や xCTの阻害

薬等で処理することで生体に近い感受性を維持することが可能か検証をする。 

（4）酸素濃度変化と、xCTの発現制御による細胞内チオールによる肝細胞感受性維持機構を

明らかにした上で、両機構を薬理学的に調整し、大気酸素濃度下で培養されている肝細胞の感

受性向上が可能かどうか検証する。 

 
４．研究成果 
（1）初代培養細胞の樹立に際して、動物を安楽死させたのち、速やかに低酸素チャンバー内

（10％に設定）で肝臓をコラゲナーゼで還流し初代肝細胞を調整した。通常通りに大気下で調

整した肝細胞と比較して、７日後に定着して生育する細胞の数（培養開始からの増殖％、低酸

素：220％、通常法：15％）が大幅に改善した。回収した細胞に、酸化ストレス（メナジオン、

DEM、H2O2）、ERストレス（Thapsigargin）誘導剤で刺激をしたところ、低酸素下で調整、培

養した細胞では通常方策で樹立したものと比較すると、EC50値として 1/10〜1/100倍程度感受

性が高いことが示された。同時に、細胞防御反応の指標として細胞内 GSH量、Nrf2の標的遺

伝子（xCT や Nqo1）の発現量を確認したところ、低酸素で処理した細胞は GSH 量が低く、

Nrf2 の転写活性が低く抑えられていることが明らかとなった。肝細胞の他にも、線維芽細胞

についても同様の調整法を試し、低酸素中での外来刺激に対して感受性を高く維持するが、常

酸素に戻すと、細胞生存率は下がり、生存した細胞の感受性は低くなることを見出した。 

（2）これまで Nrf1タンパク質の調整に関与する因子としては、プロテアーゼ DDI-2、糖鎖修飾

酵素 PNGaseおよび OGTが報告されている。低酸素法と従来法でこれらの因子の発現を確認し

たところ、DDI-2と OGTは変動しないものの、 PNGaseの発現が上昇傾向にあることが確認で

きた。すなわち、PNGaseの作用によって、Nrf1タンパク質が分解されると示唆された。PNGase

自体の発現誘導機構については現在解析中である。さらに、これら以外の因子の探索のために、

マイクロアレイ解析、メタボローム解析を実施し、研究終了時点で 3 つほどの遺伝子を取得し

た。現在も Nrf1タンパク質への作用を遺伝学的に証明するために解析を継続している。 

（3）xCTの発現を欠失および過剰発現させるためのウイルスベクターを作出し、常酸素下で

初代培養を開始する際に導入した。（1）と同様に各種刺激に対する感受性や細胞増殖能につい

て観察し、xCTの抑制によって刺激感受性が上昇し、xCTの過剰発現によって、各種外来刺激

に対して抵抗性を認めた。さらに、低酸素下で培養した xCT 抑制細胞においては、細胞生存

率、薬剤応答度においてさらに上昇する傾向が観察された。加えて、xCT阻害剤の効果につい

ても検証を進めたところ、遺伝学的な阻害に比べて弱いものの、低酸素処理下での細胞生存率

が上昇することが明らかとなった。 

(4)xCT の遺伝子欠失マウスは、通常通りに生育し、表面上は異常をきたさないことがすでに

報告されている（Sato H, et al.）。本マウスは GSHなど、細胞内チオール量が減少すると予想

されたが、測定の結果、野生型マウスと遜色ない GSH量を示した。すなわち、細胞内チオー

ル量を内因的な代謝経路から補充されていると考えられ、cysteine synthase、cystathionin γ lyase, 

cysteine transaminase 等ノックダウン細胞を樹立するなどして、システイン量の制御を進め、

現在、これらの細胞の性状解析を進行している。本研究で、樹立した細胞から iPS細胞の樹立

を進め、肝前駆細胞から肝細胞へ誘導するべく、実験系の構築を継続して進めている。 
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