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研究成果の概要： 
酸素濃度感知性転写因子である hypoxia-inducible factor 1(HIF-1; 低酸素誘導性因子 1)
と低酸素センサーの活性を指標に酸素ホメオスターシスを分子生物学を援用しリアルタイ

ムでモニターする実験系を構築し、大きく分類して以下の実験結果を得た。 
培養細胞、実験動物を用いて HIF-1活性化をアッセイする実験系を確立した。in vitro実
験系で細胞酸素消費測定系を確立した。マウスを用いて HIF-1の活性化をリアルタイムで
検出する実験系を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 

酸素は酸化的リン酸化の基質であり、その不

足つまり低酸素、無酸素状態への生体の応答

の研究は歴史的に古く酸素の発見の直後から

行われてきた。このような低酸素研究上の近

代化は1995年に米国ジョンズホプキンス大学

のGregg. L. Semenza博士（本研究課題の研究

協力者）らによりなされた低酸素誘導性因子

１（hypoxia-inducible factor 1,HIF-1）の

遺伝子単離によりもたらされた。HIF-1は二量

体蛋白質で構成される転写因子であり各種解

糖系酵素、グルコース輸送蛋白、血管内皮増
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殖因子、造血因子エリスロポイエチンなど、

多くの遺伝子の発現を転写レベルで制御して

いる。HIF-1は環境の酸素分圧低下に反応し極

めて特異的にかつ迅速に活性化する転写因子

でありこの活性化を指標に細胞内低酸素感知

機構の分子生物学が急速に発達した。現在で

はほぼ全ての細胞における低酸素誘導性遺伝

子発現制御にHIF-1とその活性を制御する低

酸素感知システムが重要な枠組みを提供して

いることが明らかになっている。 

申請者らは、いままでHIF-1の活性化調節に関

して基礎的また臨床的な多面的な研究を展開

してきた。2001年には、細胞の低酸素感知機

構の一翼を担う低酸素センサー factor 

inhibiting HIF-1(FIH-1) の遺伝子単離に

Semenza博士と共同で成功した。さらに研究を

進めさまざまな周術期使用薬剤がHIF-1の活

性化に及ぼす影響を継続して報告してきた。

最近では、HIF-1がエネルギー代謝とくにブド

ウ糖代謝の変換を司りマクロファージの機能

の維持に重要な役割を果たしていることを報

告した。 

さらに近年生体の低酸素状態を受容する転写

因子と考えられてきたHIF-1が、ミトコンドリ

アの機能を調整することで細胞のエネルギー

産生のモードを酸化的リン酸化主体なものか

ら解糖主体なものへと変換させる役割を担っ

ていることが明らかになってきた。 

このような事実を背景として、申請者らは、

周術期の生体の酸素代謝の詳細を細胞・臓器

レベルであきらかにするという研究を着想

した。 

 

 

２．研究の目的 

細胞、組織が置かれた環境下でいかに酸素分圧

の変化を感知し遺伝子の発現を通じて酸素ホメ

オスターシスの維持が行われているかを理解す

ることは、手術室、集中治療室での患者管理の

確立にとって必須のことである。 

本申請ではこの分子過程を解糖系・エネルギ

ー代謝の律速酵素、NO,COの生成酵素な

どの発現を制御する酸素濃度感知性転

写 因 子 で あ る hypoxia-inducible factor 

1(HIF-1; 低酸素誘導性因子 1)と低酸素センサ

ーの活性を指標に明らかにすることを目指す。

つまり、培養細胞を用いた実験系とラットや遺

伝子改変マウスを用いた実験系を用い酸素供給

と需要のバランスで決定される酸素ホメオスタ

ーシスを分子生物学を援用しリアルタイムでモ

ニターする実験系をin vitroまたin vivoで構築

し、低酸素応答性の遺伝子発現またその結果と

しての細胞、組織の表現型と合わせて評価する

ことが本申請の目的であった。 

 

 
３．研究の方法 

助成申請期間の3年間に遂行する予定の実験計

画は大きく二つの柱から構成された。 

つまり 

(1)培養細胞を用いた検討 

(2)実験小動物を用いた検討 

である。 

 

(1) 培養細胞を用いた検討 

培養細胞として各種培養細胞株と初代培養細

胞を使用した。 

 

①細胞をめぐる環境が低酸素応答に与える影

響とその分子機序の探求 

細胞の培養条件を変化させHIF-1の活性化状態、

低酸素センサー分子の酵素活性を調べた。 

培養条件はpH、グルコース濃度、グルコース代

謝物（乳酸、ピルビン酸など）、血清の有無、

浸透圧など項目について変化させ検討した。 

 



 

 

② 細胞の由来する組織による低酸素応答の違

いとその分子機序の探求 

この研究には主に初代培養細胞を用いる。血管

内皮細胞、血管平滑筋細胞の組み合わせを初期

段階として検討しさらに肝臓細胞、尿細管上皮

細胞（腎臓）、神経細胞を検討した。 

③ ミトコンドリアにおける酸素消費が低酸素

応答に与える影響とその分子機序の探求 

細胞に供給された酸素の細胞内濃度は細胞で

の酸素消費つまりミトコンドリアの電子伝達

系での酸素利用の程度によって決定されるは

ずである。様々なミトコンドリアの電子伝達系

の阻害剤(Rotenone, antimycin,シアン化合物

など）を用いHIF-1の活性化を検討する。細胞

内レドックス制御状態(GSH/GSSGの測定、レド

ックス蛋白質の発現状況)の検討を同時に行っ

た。 

④ 培養細胞において5xHRE-ODD-Luciferaseレ

ポーターを用いたアッセイを行い細胞レベル

で酸素負荷をリアルタイムでモニターするシ

ステムの構築を目指した。 

 

(2) 実験小動物を用いた検討 

ラットを用いる検討と遺伝改変マウスを用い

る検討に分けて実施した。。 

マ ウ ス を も ち い た 検 討 に は 、

5xHRE-ODD-Luciferaseレポーターを組み込ん

だトランスジェニックマウスを用いて局所の

酸素分圧によってルシフェラーゼ蛋白質の発

現がリアルタイムにモニターできる実験系を

用いた。 

① ラット・マウスを用いて検討する項目 (担

当:広田、高淵） 

検討の方法は＃1での項目を適応するが、組織

を切片して免疫染色やin situ hybridazation

も加える。血中のエリスロポイエチンやVEGFの

ELISA法による検出も行う。 

② 人工呼吸を施し吸入酸素分圧を変化させ動

脈血酸素分圧をコントロールし各臓器での

HIF-1の活性化と支配遺伝子の発現状態を検討

した。 

③ 開腹し手術操作を加え肝臓、腸管、腎臓へ

の血流をコントールしHIF-1の活性化と支配遺

伝子の発現状態を検討する。 

酸素電極を用いた酸素分圧の測定を同時に加

えて、低酸素センサー-HIF-1系との相関を検討

した。 

 
 
４．研究成果 

酸 素 濃 度 感 知 性 転 写 因 子 で あ る

hypoxia-inducible factor 1(HIF-1; 低酸素誘

導性因子 1)と低酸素センサーの活性を指標

にして培養細胞を用いた実験系とラットや

遺伝子改変マウスを用いた実験系を用い、ま

た酸素供給と需要のバランスで決定される

酸素ホメオスターシスをリアルタイムでモ

ニターする実験系を in vitroまた in vivoで

構築し、低酸素応答性の遺伝子発現またその

結果としての細胞、組織の表現型と合わせて

評価するための実験系を確立し大きく分類

して以下の実験結果を得た。 

研究成果は、学会、研究会、公刊などにより

公表した。 

一部の研究成果は現在公刊の準備中である 

 

（１） 培養細胞を用いた実験系の確立 

細胞をめぐる環境が低酸素応答に与える影響

とその分子機序の探求（培養条件はpH、グル

コース濃度、乳酸、ピルビン酸などのグルコ

ース代謝物、血清の有無、浸透圧など項目に

ついて変化させ検討した）、細胞の由来する組

織による低酸素応答の違いとその分子機序の

探求（血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、肝臓

細胞、尿細管上皮細胞、神経細胞を検討の対

象とした）、ミトコンドリアにおける酸素消費



 

 

が低酸素応答に与える影響とその分子機序の

探 求 、 培 養 細 胞 に お い て

5xHRE-ODD-Luciferaseレポーターを用いたア

ッセイを行い細胞レベルで酸素負荷をリアル

タイムでモニターするシステムの構築を遂行

した。 

（２） in vitro細胞酸素消費測定系の確立 

クラーク電極を用いた酸素分圧測定を使い、培

養細胞の酸素消費量を測定する実験系を確立

した。 

各種のミトコンドリア電子伝達系の阻害薬を

用いた検討により細胞の種類により酸素消費

量のミトコンドリアへの依存率に差がある事

が判明した。 

同時に、細胞内ATP濃度、細胞培養上清中の乳

酸・ピルビン酸の濃度の測定系を確立した。 

（３） 5xHRE-ODD-Luciferaseレポーターを組み

込んだ遺伝子改変マウスを用いて、内腸骨動脈

の結紮モデルを構築しレポーターを用いたリア

ルタイムのHIF-1の活性化が、実際の遺伝子発現

と良く相関する事を見いだした。 

（４） 内毒素LPSがHIF-1の活性化を引き起こす事、

細胞のブドウ糖代謝経路を解糖主体のものに変換

させる活性を持つ事を見いだした。 

（５） 低体温が生体の低酸素誘導性の遺伝子発

現に及ぼす影響を検討するため培養細胞とマウ

スを用いた実験系を構築して以下の様な結果を

得た。 

摂氏32度程度の低温は4時間以内では培養細胞、

脳における低酸素誘導性のHIF-1活性化やその

下流遺伝子発現に大きな影響を及ぼさない。一

方24時間にわたる低温への暴露によりHIF-1の

活性化が阻害された。 

（６） マウス個体を低酸素環境下で飼育し

薬剤を処理を施し脳、肝臓、心臓、肺、筋肉

など各種臓器の HIF-1 活性化をアッセイする

実験系を確立した。 
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