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研究成果の概要（和文）：気道上皮細胞に創傷刺激を与えると、創傷部位近傍の細胞において低
酸素誘導因子(HIF)-1αの核内への集積が認められた。そこで、気道上皮細胞の HIF-1αの発現
を抑制すると、創傷治癒の速度は明らかに早くなった。一方、気道上皮細胞を HIF-1α発現誘
導剤で刺激すると、創傷治癒の速度は明らかに遅くなり、この影響は HIF-1αの発現を抑制す
ることで減弱した。以上より、気道上皮細胞において創傷刺激により誘導される HIF-1αは創
傷治癒に対して負の調節因子として働くことが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：When airway epithelial cells were stimulated by scratch wound, 
hypoxia-inducible factor (HIF)-1α is accumulated into the nucleus of the cells located 
at the wound margin. HIF-1α deprivation promoted wound healing of airway epithelial 
cells. By contrast, HIF-1α inducer suppressed wound healing of the cells, and this effect 
was attenuated by HIF-1α deprivation. These results suggest that scratch wound-induced 
HIF-1α is a negative regulator for wound healing of airway epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 

肺は常に外気に曝されている特殊な臓器
であり、緻密な生体防御機構が確立されてい

る。気道系の多くの疾患は、病原性微生物、
粉塵、喫煙などの外的侵襲に対する生体防御
機構の破綻によって惹き起こされる。このう
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ち気管支喘息は慢性の炎症性気道疾患であ
る。WHOによると、2005 年の世界の喘息患者
数はおよそ 3億人に上り、25 万人が死亡して
いる。我が国では、近年、喘息による死亡率
は減少傾向に転じているが、その罹患率・死
亡率は依然として高い水準を維持している。
喘息は患者本人の QOLを著しく低下させるだ
けでなく、労働人口の損失や医療費負担の増
大などの観点からも社会問題となっており、
その予防策・治療法の開発は不可欠である。 

気管支喘息の特徴の一つは、肺胞マクロフ
ァージや気道上皮細胞における Inducible 
nitric oxide (NO) synthase（iNOS）の発現
の慢性化と、それに伴って生理的レベルを超
えて過剰に産生される NO である。実際に、
喘息患者の呼気中の NO 量は、健常人と比べ
顕著に高いことが知られており、気道炎症の
バイオマーカーともなっている。 

NO は、転写因子である Hypoxia-inducible 
factor (HIF)-1αタンパク質の構造を安定化
し、その発現を促進することが報告されてい
る。HIF-1αは、当初は細胞の低酸素応答の
マスター調節因子として発見されたが、近年、
低酸素のみならず、各種のサイトカイン、細
菌由来因子、活性酸素などの刺激によっても
誘導されることが報告されており、炎症増悪
への寄与が示唆されている。特に、骨髄系
HIF-1αノックアウトマウスは、野生型マウ
スに比べマクロファージ殺菌能が顕著に抑
制されることから、HIF-1αはマクロファー
ジの炎症応答のキーファクターであること
が明らかにされている。 

一方、気道上皮細胞は、生理レベルを超え
る量の NOに曝されると、HIF-1α依存的に創
傷治癒が抑制されることが報告されている。
しかし、その分子機構は十分に明らかにされ
ていない。創傷治癒は気道のホメオスタシス
の維持に不可欠であることから、この不明な
点を明確にすることは、慢性炎症性気道疾患
の病態を理解する上でも極めて重要と考え
られる。 

近年、皮膚上皮細胞に創傷刺激を与えると、
HIF-1αの発現が誘導され、創傷治癒の促進
において不可欠な役割を担っていることが
明らかにされている。しかし、気道上皮細胞
で創傷刺激により HIF-1αが誘導されるか否
か、及びその創傷治癒における機能的役割に
ついては不明である。 
 
２．研究の目的 

本研究では、気道上皮細胞の HIF-1αの発
現に及ぼす創傷刺激の影響を明確にすると
共に、その創傷治癒における機能的役割を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)創傷治癒の解析 

ヒト気道上皮細胞株 NCI-H292 を単層コン
フルエントに至るまで培養し、イエローチッ
プを用いて直線状に擦過した。創傷部位を経
時的に顕微鏡下で撮影し、創傷治癒の速度を
解析した。 
 

(2)HIF-1αの発現量及び細胞内局在の解析 
HIF-1αの発現量に及ぼす創傷刺激の影響

を明確にするため、 Cross scratch wound 
assay を用いた（図１）。HIF-1αの mRNA 発
現量は RT-PCR 法で解析し、タンパク質発現
量は Western blot 法で解析した。創縁近傍
及び非創縁部位の細胞内の HIF-1αの局在変
化は細胞免疫染色法で解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3)HIF-1αノックダウン細胞株を用いた創
傷治癒の解析 
気道上皮細胞の創傷治癒における HIF-1α

の役割を明確にするため、RNA 干渉法により
HIF-1αの発現を低下させた上で創傷治癒を
解析した。さらに、HIF-1α発現誘導剤であ
る塩化コバルトで刺激したときの創傷治癒
に及ぼす HIF-1αノックダウンの影響につい
ても検討した。 
 
４．研究成果 
(1)気道上皮細胞の HIF-1αの発現量と細胞
内局在性に及ぼす創傷刺激の影響 
 NCI-H292 細胞の単層コンフルエントに創
傷刺激を与えると、HIF-1αタンパク質発現
量は未刺激に比べて 24 時間後に明らかに増
加した（図２A）。一方、HIF-1α mRNA発現量
は創傷刺激後に変化が見られなかった（図２
B）。さらに、HIF-1αの核内への集積は創縁
付近の細胞内で認められた（図３）。 
 
(2)気道上皮細胞の創傷治癒に及ぼす HIF-1
αノックダウンの影響 
NCI-H292 細胞に低分子干渉 RNA（siRNA）

を導入し HIF-1αの発現量を抑制した上で擦
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過すると、対照 siRNA を導入した細胞に比べ
創傷治癒の速度は 36 時間後で明らかに促進
された（図４）。 

 
(3)HIF-1α誘導剤の創傷治癒抑制作用に及
ぼす HIF-1αノックダウンの影響 

NCI-H292 細胞を塩化コバルトで刺激する
と、創傷治癒の速度は 36 時間後で明らかに
抑制され、この影響は HIF-1αノックダウン
により減弱した（図５）。 
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