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研究成果の概要（和文）：我々は以前に、低酸素下でのHypoxia inducible factor-1 α (HIF-1α)とヒストン脱アセ
チル化酵素７(HDAC7)の核内移行が、COPD患者で低下している事を発見した。同所見と肺気腫の進行の関連を検討した
。
HDAC7ノックダウン細胞では、低酸素下でのHIF-1αの核内移行が低下し、VEGF産生増加が抑制されていた。低酸素暴露
によるサイトカインや蛋白分解酵素の産生増加は、HIF-1α 非依存性、NF-kB p65依存性で、HDAC7ノックダウン細胞で
も保たれていた。COPD患者で見られている低酸素応答の異常は、肺気腫の進行の要因のひとつとなっている可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that HIF-1α and HDAC7 levels in nuclei under hypoxia 
condition were lower in COPD compared to control subjects. In this project, we investigated the 
association between this findings and the progression of emphysema in COPD patients.
In HDAC7 knockdown cells, HIF-1α nuclear translocation and subsequent VEGF expression were suppressed 
compares to control cells. Hypoxia induced- cytokine and protease expressions were HIF-1α independent 
and NF-kB p65 dependent. Hypoxia induced- cytokine and protease expressions were not suppressed in HDAC7 
knockdown cells. The abnormal response to hypoxia in COPD patients seems to be a one of the factors for 
the progression of emphysema due to the depression of VEGF and the increase of inflammatory cytokines and 
proteases.
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１．研究開始当初の背景 
慢性閉塞性肺疾患(COPD)は、罹患率と死亡
率が漸増している疾患である。本疾患ではし
ばしば急性増悪がみられ、急性増悪後には、
肺の破壊が進行し肺気腫の程度が進行して
いることが多い。急性増悪による肺の破壊を
抑制することができれば、患者の予後を大き
く改善することができる。 
Hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) は、
低酸素に対する細胞レベルでの適応のため
に重要な蛋白質である。HIF-1αは、恒常的
に産生されているが、通常の酸素レベルでは、
常にユビキチン化を受けプロテオソームで
分解されている。HIF-1αのユビキチン化は、
酸素感受性の酵素である Prolyl hydroxylase 
(PHD)によるプロリン残基の水酸化を介して
行われている。低酸素下では、PHD が不活
性化され、HIF-1αが分解を受けなくなり核
内へ移行する。核内では、HIF-1αは VEGF
などの低酸素応答性遺伝子のプロモーター
に結合し、これらの遺伝子の転写を活性化す
る。一方で、低酸素による PHD の不活性化
は、上記の経路とは別経路で、NF-kBの活性
化を引き起こすことも報告されている。一般
に NF-kB の活性化は CXCL8 などの炎症性
サイトカインやmatrix metalloproteinase-9 
(MMP-9)などの蛋白分解酵素の産生を促進
する。 
COPD患者は、日常生活で安静時および労作
時に低酸素血症を来している。しかし興味深
いことに、COPD の患者の喀痰中の VEGF
は COPD の重症度が上がるにつれて低下す
ることが報告されており、VFGFの低下と肺
気腫との関連性が報告されている。我々は、
COPD患者のperipheral blood mononuclear 
cell において、低酸素に対する Histone 
deacetylase7 (HDAC7)と HIF-1αの核内移
行をおよび VEGF産生が、対照群と比較して
低下していることを発見した。加えて、低酸
素下での CXCL8の誘導は、COPDと対照群
との間で差がないことを確認している。この
ことから我々は、COPDでは低酸素への適応
および肺微小血管系の増殖を図る経路
（hypoxia- HIF-1α経路）は抑制されている
が、低酸素による炎症蛋白分解促進の経路
（hypoxia-NF-kB経路）は保たれており、こ
のバランスの崩れが、肺気腫の進行に関与し
ているのではないかと考えた。この仮説を証
明するために、本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
肺気腫の病態成立には、肺内の VEGFの低下
とMMP-9の上昇が関与しているといわれて
いる。このVEGFの低下とMMP-9の上昇は、
我々が研究を進めてきた COPD 患者の低酸
素応答の異常で説明できると考えた。本研究
では、COPD患者の低酸素応答の異常につい
てさらに詳細に解明していき、ひいては肺気
腫の病態解明につなげていく方針である。 
 

３．研究の方法 
(1)細胞培養 
A549 細胞（肺胞上皮様細胞）を 10% Fetal 
bovine serum 、 2 mM L-glutamine、10％FCS
を含むダルベッコ変法イーグル培地で継代
培養した。 
 
(2)低酸素暴露実験 
培養細胞を培養用のプレートに接着させ必
要な処置をした後に、密閉チャンバーの中に
静置した。低酸素ガス(1% 酸素, 5% 二酸化
炭素, 94% 窒素)を、付属の管を通して、20 L/
分の速度で 5 分間、密閉チャンバーの中にフ
ラッシュした（この条件で、チャンバー内の
空気は 1% 酸素に置換されること確認済）。そ
の後、チャンバーを 37 度のインキュベータ
内に静置し、培養を継続した。 
 
(3) RNA 干渉 
A549 細胞に、HDAC7 の siRNA の導入を行い、
48 時間培養した後に実験に供した。この時点
で、HDAC７の蛋白量はコントロール細胞と比
較して 67％減少していることが確認されて
いる。 
 
(4)ウエスタンブロット法による HDAC7 およ
びHIF-1α蛋白の定量 
細胞内蛋白分画または、核内細胞分画を抽出
後、SDS/PAGE 電気泳動を行い、蛋白を PVDF
膜に転写した。この膜上の蛋白を抗ヒト
HDAC7 抗体および抗ヒト HIF-1α 抗体を用い
て化学発光法で検出、蛋白バンドの密度を計
測した。内因性コントロールとしては、β-
アクチン（細胞内蛋白分画）およびラミン A/C
（核内細胞分画）を用いた。 
 
(5) 定量的 RT-PCR 
総 RNA を抽出し、逆転写反応で cDNA を作成
した。リアルタイム PCR を行い、目的とする
遺伝子の発現量を定量した。内因性コントロ
ールとして guanine nucleotide binding 
protein, beta polypeptide 2-like 1 
(GNB2L1)を用い、絶対的定量法にて定量した。  
 
 
４．研究成果 
(1)低酸素暴露時の HIF-1α の核内移行に対
する HDAC7 ノックダウンの影響 
我々は、COPD 患者の細胞において、低酸素下
で、HDAC7 と HIF-1αの核内移行が対照群と
比較して低下していることを以前に発表し
た。これらの関連を調べるために、A549 細胞
で HDAC7 のノックダウンを行い、低酸素暴露
下の HIF-1α の核内移行について検討した。
その結果、HDAC7 をノックダウンした細胞に
おいては、核内の HIF-1α蛋白は有意な減少
がみられた（図１）。さらには、HIF-1α の
DNA 結合活性も HDAC7 をノックダウンした細
胞において有意な低下がみられた。なお、
HIF-1αのmRNAの発現量はHDAC7ノックダウ



ンの影響を受けなかった。 
 

(2)低酸素暴露時の HDAC7 の核内移行 
A549細胞を低酸素下で培養し、HDAC７の mRNA
および蛋白量の変化を調べた。HDAC７の mRNA
の発現量は、低酸素暴露の影響を受けなかっ
た。これに対し、核内の HDAC7 蛋白は低酸素
暴露で増加し、胞体内の HDAC7 蛋白は低酸素
暴露で減少した。 
 
(3)低酸素暴露時のサイトカイン産生に対す
る HDAC７ノックダウンの影響 
低酸素暴露によるサイトカイン等の誘導に
対するHDAC7ノックダウンの影響を検索する
目的で、A549 細胞で HDAC7 のノックダウンを
行い、細胞内のｍRNA を抽出し、定量的 PCR
で各遺伝子の発現を定量した。低酸素暴露に
より、VEGF,MMP-9, CXCL8 の発現は有意に増
加した。NF-ｋB p65 の DNA 結合活性も、低酸
素暴露後に有意に増加した。HDAC7 ノックダ
ウン細胞においては、低酸素による VEGF の
発現増加が有意に抑制されていた（図 2）。一

方、低酸素による NF-ｋB p65 活性増加およ
び MMP-9、CXCL8 の発現増加は HDAC7 ノック

ダウンの影響を受けなかった（図 3）。なお、
低酸素暴露による CXCL8 の発現増加は、
inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase 
subunit beta(IKK2)阻害剤で抑制された。 
 
 (4)考察とまとめ （図 4） 
以上の結果を総合し、以下のように考察した。
正常の状態においては、低酸素暴露により、
NF-ｋB p65の活性化を通した炎症性サイトカ
インや蛋白分解酵素の発現増加と、HIF-1α
を通した VEGF 等（低酸素に適応するための
蛋白）の発現が見られる。しかし、COPD 患者
のように HDAC7 が低下した状況では、低酸素
暴露により、NF-ｋB p65 の活性化を通して炎
症性サイトカインや蛋白分解酵素の発現誘
導は起こるものの、HIF-1αを通した VEGF 等
の低酸素に適応するための蛋白の発現増加
が抑制されてしまっていると考えられる。 
このバランスのくずれが、肺気腫の進行に関
与している可能性がある。 

 
(5)今後の展望 
現在上記の結果を臨床検体で確認するため
の COPD 患者と対象者の臨床検体の収集を行
っている。 



さらには、本研究の進行中に、HDAC7 に加え
て、ある老化関連蛋白が HIF-1αの核内移行
に重要な役割を果たしている可能性を発見
した。この蛋白がどのように HIF-1αの核内
移行に関与するのか、また HDAC7 との関連は
どうかなども調べ、COPD 患者の低酸素応答の
異常と肺気腫の進行の関連を総合的に探索
していく予定である。 
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