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研究成果の概要（和文）：腎尿細管上皮と糸球体の初代培養細胞を用いた検討により以下の知見を得た。小分子化合物
n-propyl gallate (nPG)は腎尿細管上皮と糸球体細胞において転写因子HIF-1を低酸素(1%酸素環境）暴露と同等に活性
化する。おそらくその結果代謝リプログラミングが起こりこれら細胞の酸素消費量が減少した。またnPG処理は腎尿細
管上皮と糸球体細胞に低酸素体制を付与した。これらは周術期の腎保護戦略の策定に一定の示唆を与えるものである。

研究成果の概要（英文）：In order to established a novel method to protect kidney from ischemic injury, we 
explored an intervention by manipulate the transcription factor HIF-1 activity with the small molecular co
mpound n-propyl gallate (nPG). We demonstrated that forced activation of hypoxia-inducible factor 1(HIF-1)
 by the exogenous small molecule n-propyl gallate (nPG) induced metabolic reprograming from cellular energ
y generation dependent on OXPHOS in mitochondria to glycolysis-dominant one in the primary cultured tubula
r and glomerular cells. Moreover, we indicated that nPG pretreatment induced HIF-1 activation and expressi
on of glycolytic enzymes and conferred tolerance against hypoxia-induced cell death of cells derived from 
kidney.
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１．研究開始当初の背景	 

腎は生体の恒常性を保つために大量の糸球

体濾過を行い，そのうちの 99%を再吸収し

ている。この再吸収はおもにエネルギーを

使ったトランスポーターによって行われる

ため腎臓は酸素消費，エネルギー需要の高

い臓器である。	 

腎臓内の酸素分圧は皮質表層で 40-60	 mmHg，

髄質においては 15	 mmHg と生理的な状態で

も低酸素である。急性腎不全動物モデルで

は利尿薬を投与して Na 再吸収を抑制する

と腎での酸素消費が減るために酸素分圧が

少々して腎障害が軽減される現象が観察さ

れている。造影剤腎症もその発症の機序と

して溶質の再吸収量の増加と髄質の血流低

下のために起こる低酸素状態が重要である。

さらに細胞内低酸素状態はパラドキシカル

にミトコンドリアでの活性酸素種の発生を

伴い細胞障害の原因となっている。	 

このような腎臓の低酸素応答において低酸

素誘導性因子 1(hypoxia-inducible	 factor	 

1,	 HIF-1)[1-3]の役割が追及されてきた。

申請者は、HIF-1 の活性化により細胞のエ

ネルギー経路が酸化的リン酸主体の経路か

ら解糖系によるものにシフトする可能性

(代謝リプログラミング)現象を見いだして

きた。これにより電子伝達系を動く電子の

量が減り最終的な電子受容体である酸素の

量が減った条件下でも活性酸素(ROS)の産

生が低く抑えられ細胞は低酸素状況を生き

延びるという仮説を着想した。	 

申請者らはすでに強力な還元剤 n-propyl	 

gallate	 (nPG)が細胞内低酸素センサー分

子である HIF-α 水酸化酵素[2]の阻害によ

り酸素分圧非依存的に HIF の活性化をもた

らすことを見いだしていた[3]。	 

	 

nPG のような細胞膜透過性をもった小分子

化合物により低酸素センシング機構を人為

的に操作できれば酸素分圧が正常な腎臓に

低酸素を模倣した状態を作り出すことがで

き酸素ホメースターシスの維持のための遺

伝子変化をあらかじめ引き起こすことがで

きると考えられる。さらに HIF-1 の生物学

的な特徴を臓器保護に利用しようとするも

のでプレコンディショニングと”冷却”を

同時に HIF-1 を標的に行うユニークなもの

と考えられた。	 
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２．研究の目的	 

マウス AKI モデルを用いて nPG による

HIF-1 の人為的な活性化により腎臓の酸素

分圧の維持効果が得られるのかまた腎機能

の維持効果が得られるのかを助成申請期間

中にあきらかにする事，つまり，nPG によ

り腎臓由来の培養細胞で酸素消費をめぐる

代謝リプログラミングが起こるかどうか，

また腎臓保護効果が観察できるかどうかを

検討する事が本研究の目的であった。	 

その目的の為に腎由来培養細胞を用いた検

討も同時に遂行する計画も含んでいた。	 

	 

３．研究の方法	 

本申請の目的は nPG による腎臓酸素分圧の

上昇効果と急性腎不全(AKI)に対する保護

効果の確認であった。	 

この目的のため、細胞レベル、臓器レベル

での検討を行った。	 



 

 

助成申請期間の 2 年間に遂行する予定の実

験計画は大きく三つの柱から構成された。	 

すなわち	 

(1)培養細胞を用いた検討	 

(2)マウス・ラットの腎臓を用いた AKI に対

する保護効果の検討	 

(3)	 マウス・ラットの腎臓を用いた酸素メ

タボリズムの検討または酸素分圧のイメー

ジングの三つであった。	 

	 

(1)	 培養細胞を用いた検討	 

培養細胞として腎尿細管上皮と糸球体の初

代培養細胞を使用する。細胞は市販のもの

を購入する。	 

測定項目は以下の通りであった。	 

①	 ATP 産生量の測定	 

②	 HIF-1,下流産物の遺伝子発現	 

hemeoxygenase-1,	 cytoglobin,	 

erythropoietin,	 nitric	 oxide	 synthase,	 

VEGF	 

解糖系酵素ー TCA 回路系遺伝子産物

glucose	 transporter1-3,	 Pdk1-4,	 

hexokinase4,	 lactase	 dehydrogenase	 A,	 

phosohofructokinase-M,Phosphoglycerate	 

kinase,	 Pyruvate	 kinase の 発 現 を

quantitative	 RT-PCR で行う。対照として

β-actin,	 18S	 ribosomal	 RNA の RT-PCR も

行う。	 

③	 酸素消費量のアッセイ	 

培養細胞を用いた検討はクラーク電極を用

いた実験手技を採用する。	 

(2)	 マウス・ラットの腎臓を用いた AKI に

対する保護効果の検討	 

マウスを・ラットを用いた AKI モデルの作

成を行う。	 

現在の計画では，片側尿管結さつ（UUO）に

よる腎尿細管.	 間質障害モデルと片側腎動

脈の遮断による虚血再灌流による傷害モデ

ルの定法に従い作成する。	 

HIF 活性化剤 n-propyl	 gallate を投与して

AKI を作成して障害の程度を定法を用いて

腎障害の検索を行う。すなわち組織学的に

腎 細 胞 障 害 の 程 度 を 検 討 す る 。

8-OHdG(dehydroguanosine	 oxidation のマ

ーカー)を用いた酸化的ストレスの検討,ア

ポトーシス関連の分子の活性化の検討を加

える。	 

	 

(3)	 マウス・ラットの腎臓を用いた酸素メ

タボリズムの検討または酸素分圧のイメー

ジング	 

腎臓内の酸素分圧を測定することで酸素の

需給バランスのレベルを知ることができる。	 

蛍光クエンチング法を測定原理とした

OxyLabpO2™(Oxford	 Optronix 社製)を用い

てリアルタイムに臓器の酸素分圧を測定す

る実験系を構築する。	 

ピモニダゾール(pimonidazole)を用いて臓

器内の低酸素領域の解析も行う。	 

さらに低酸素誘導性遺伝子を luciferase

による化学発光で検出できるマウス-申請

者で作出済み-を対照に共焦点レーザー顕

微鏡(研究機関に配備済み)を用いた検討も

行う。	 

	 

４．研究成果	 

(1)	 培養細胞を用いた検討	 

培養細胞として腎尿細管上皮と糸球体の初

代培養細胞を使用した。細胞は市販のもの

を購入した。	 

これらの細胞を 20%酸素分圧下また 1%酸素

分圧下で培養して、nPG に暴露した。	 

HIF-1 の各サブユニットの蛋白質・mRNA 発

現量を検討したところ 1%酸素分圧または

20%酸素分圧下においても nPG 暴露群では

HIF-1a 蛋白質・mRNA の発現の増強が観察さ

れた。転写因子 HIF-1 の支配遺伝子発現

(hemeoxygenase-1,	 cytoglobin,	 

erythropoietin,	 nitric	 oxide	 synthase,	 

VEGF,	 解糖系酵素-TCA 回路系遺伝子産物



 

 

glucose	 transporter1-3,	 Pdk1-4,	 

hexokinase4,	 lactase	 dehydrogenase	 A,	 

phosohofructokinase-M,Phosphoglycerate	 

kinase,	 Pyruvate	 kinase)の解析を行った

ところこれらの遺伝子発現は 1%酸素分圧

環境への暴露と同等に nPG 処理により亢進

することが判明した。	 

以上の事実により nPG は腎細胞において

HIF-1 の活性化を低酸素と同等にもたらす

事が示された。	 

次に腎尿細管上皮と糸球体の初代培養細胞

を用いて酸素消費量のアッセイをクラーク

電極を用いて行った。nPG 処理は腎尿細管

上皮と糸球体細胞の酸素消費量を減少させ

る事が判明したが腎尿細管上皮における作

用が強かった。	 

さらに腎尿細管上皮と糸球体細胞を 0.5%

酸素分圧環境に 24 時間暴露すると細胞死

(アポトーシス)の誘導が確認できるが nPG

による処理（24 時間）を先行させるとアポ

トーシスに陥る細胞数が有為に減少した。

この nPG による細胞保護効果は HIF-1α	 

inhibitorであるYC-1処理により減少した。	 

糖代謝リプログラミング成立の指標として

細胞培養液中の lactate,	 pyruvate 濃度を

測定して対象群との比較でその増加を確認

した。	 

	 

(2)	 マウス・ラットの腎臓を用いた AKI に

対する保護効果の検討-マウスを・ラットを

用いた AKI モデルの作成を試みた。片側尿

管結さつ	 (UUO)による腎尿細管.	 間質障害

モデルと片側腎動脈の遮断による虚血再灌

流による傷害モデルの定法に従い作成を試

みたが動物モデルの確立には至らなかった。

すなわち in	 vivo モデルにおける nPG によ

る腎保護効果を確認することはできなかっ

た。	 
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第 16 回日本医療ガス学会学術大会・総会	 

2012/11/17 東京都	 東京ステーションコ

ンファレンス	 

⑦	 特別講演 1	 「ハイポキシア生物学ー酸

素代謝	 

からみる生命現象の方程式」	 

広田喜一	 

第 47 回日本高気圧環境・潜水医学会学術集

会	 

2012/11/06	 札幌市	 北海道大学	 学術交

流会館	 

⑧	 33rd	 Naito	 Conference	 

Oxygen	 Biology	 Hypoxia,	 Odidative	 stress	 

and	 Diseases	 

Kiichi	 Hirota	 

2012/06/28	 Sapporo	 

⑨グリア細胞における LPS 刺激による

IL-1beta 遺伝子の発現は、全身麻酔薬によ

り抑制される。	 

田中	 具治,	 広田	 喜一,	 甲斐	 慎一,	 松山	 

智紀,	 福田	 和彦	 
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⑩マイクログリアの活性化と酸素環境が低

酸素誘導性遺伝子発現と神経因性疼痛関連

遺伝子発現に与える影響	 

松山	 智紀,	 廣田	 喜一,	 鈴木	 堅悟,	 甲斐	 

慎一,	 大条	 紘樹,	 福田	 和彦	 
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6/7	 札幌市	 

⑪	 イソフルランは、急性貧血により誘導さ

れる血中エリスロポエチンの上昇を抑制す

る	 

甲斐	 慎一,	 田中	 具治,	 松山	 智紀,	 大条	 

紘樹,	 広田	 喜一,	 福田	 和彦	 

日本麻酔科学会	 第 59 回学術集会	 2012/	 

6/7	 札幌市	 
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