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はじめに 

－生命の仕組みを酸素から読み解く－ 
 

森 泰生（京都大学大学院 工学研究科） 
 
私たちが酸素分子 O2 にこれほど親しみを感じるのは、とりまく大気に豊富にあって

私たちの生命を O2が維持してくれるからです。しかし、多くの生命体にとって O2は不

必要でありかつ毒でさえあります。また、O2 が存在しない環境に生命は起源すると思

われています。実は、多細胞生物の生体内には様々なレベルで低 O2 環境が形成されて

います。当然、生体は不足に陥らぬよう O2の供給を維持しますが、むしろ O2レベルの

適切な抑制にこそ積極的な意義があると考えることができます。今、O2が ATP 産生に

必要な燃素であるという単純な理解を超えて、新たな観点から O2の意義を探究する「酸

素生物学」のうねりが起きつつあります。私たちの領域研究（www.oxygenbiology.net/）
はこの新しい「酸素生物学」に正面から取り組むために、生体の構成細胞が最適な低

O2 領域を能動的に構築する「酸素リモデリング」という独自の概念を提案しました。

そして、それがどのような機序により成立し、細胞に感知され、生体機能に活用される

かを、エネルギー代謝、O2 等の担うシグナル伝達に着目し探究しました。また、O2 や

O2 を起源とする活性酸素種等のシグナル分子としての役割にも注目し、新たに見出さ

れた酸化反応や活性分子種がどのように、特定の生体内 O2 環境に置かれた組織・器官

において働くかの解明に挑みました。それらの研究成果をここにとりまとめさせていた

だています。 
O2 を通した新たな生命像を探究するのは、生物学の永遠の中心テーマです。ノーベ

ル賞生理学・医学賞は、1931 年に Otto Warburg の「呼吸酵素の特性および作用機構の

発見」（"for his discovery of the nature and mode of action of the respiratory enzyme"）、そし

て1938年に Corneille Heymansの「呼吸調節における静脈洞と大動脈機構の役割の発見」

（"for the discovery of the role played by the sinus and aortic mechanisms in the regulation of 
respiration"）に引き続いて、2019 年に William Kaelin、Peter Ratcliffe、Gregg Semenzano
の 3 名の酸素生物学者による「細胞による酸素量の感知とその適応機序の解明」（“for 
their discoveries of how cells sense and adapt to oxygen availability”）に対して授与されまし

た。本領域はここでの具体的な研究対象となった、O2 依存的なプロリンヒドロキシ化

酵素 PHDs とそれらの主要標的である低酸素誘導性転写因子 HIFs を原点として構想さ

れたものです。従って、本領域で展開した研究こそが「酸素生物学」の新たな潮流にな

るべきものです。今後もますます「酸素生物学」が発展し、私も含めた本領域メンバー

が独創的な研究成果により、その源となることを望んでやみません。 
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[1] どのような学術的な背景があるか 

分子状酸素（O2）は好気性生物の生存に必須の物質であり、その不足は生命維持を脅かす。

一方、充足した正常なレベルにあって酸素は、ミトコンドリアや酵素を介して活性酸素種

（reactive oxygen species: ROS）などに変換され、生命体にストレスを与える。近年、このような

旧来からの理解を超えた発見に基づいて、新たな観点から酸素の生物学的意義を探究する

学術分野「酸素生物学」が勃興しようとしていた。 
酸素生物学における第一の新たな観点が、生体内に形成される生理的な低酸素環境であ

る。個体レベルにおいては、酸素不足による障害に生存が脅かされぬよう、呼吸・代謝調節、

造血、血管新生等により酸素供給の増加が誘導されることが知られてきたが、低酸素環境が、

幹細胞の未分化・静止状態の維持、腫瘍を悪性化する Warburg 効果におけるエネルギー代

謝リモデリング等を能動的に導く点が注目されるようになった。そもそも、生物個体内の各組

織・器官は、呼吸器から離れるほど酸素分圧がより減じた環境におかれているにもかかわらず、

構成細胞は正常な機能を発揮することができる。即ち、「低酸素環境自身が積極的な生物学

的意義を有している」という観点から、生体内低酸素環境の形成基盤と意義を解明することは、

生命現象の本質的な理解には極めて重要である。 
第二の新たな観点が、酸素のシグナル分子としての機能である。酸素はそれ自身が、また、

酸素を起源とする ROS や親電子分子種を介して、細胞内シグナル伝達を制御する。即ち、酸

素はエネルギー産生のための単なる燃素ではなく、また、ROS や親電子分子種は単に酸化ス

トレス原因物質として、生体に障害や病態を誘導するだけでなく、センサータンパク質を介して

細胞内シグナル経路を精密に調節するという考え方である。実際、ROS や親電子分子種は生

体リズム形成、神経分化、植物の根毛伸長等、様々な生理的応答を制御する知見が示されつ

つある。しかし、現象と分子機構の一端が解明されただけで、特定の酸素環境にある系全体

からの理解はなされていない。 
このように、酸素に対する生物学的理解は大きな転換を迎えようとしており、新たな学術分

野「酸素生物学」として非常に広範な生命現象の理解に影響を与えようとしていた。 
 
[2] 研究は具体的にどのような動向にあったか 

 [低酸素応答の分子基盤と意義]   
低酸素誘導性転写因子 Hypoxia-inducible factor（HIF）の発見（Semenza, Mol. Cell. Biol., 

1992）は、本新学術領域「酸素生物学」における第二の観点「酸素はシグナル制御分子として

機能する」の最も重要な基盤である。HIF の研究は急速に進展し、その活性調節には酸素、

Fe2+及びクエン酸回路代謝産物 2-oxoglutarate に依存するヒドロキシ化反応が重要であること

が示された。特に、プロリンヒドロキシ化酵素（PHD）による HIF ヒドロキシ化と、それに引き続く

ユビキチン・プロテアソーム系を介したタンパク質分解が、正常酸素分圧下での HIF の転写誘

導機能を抑制すると理解された（Ratcliffe, Science, 2001; Kaelin, Science, 2001）。しかし、3 種

類の PHDアイソフォーム（PHD1-3）の機能的分業やHIF以外の作用標的は未解明であった。

また、PHD 以外の酸素を基質とするヒドロキシ化酵素も非常に多様である。一方、低酸素環境

下では HIF が安定化し核内へ移行、エリスロポエチン、血管内皮細胞増殖因子などの低酸素

応答遺伝子を転写活性化し、造血や血管新生を介して酸素供給を亢進する。山本、鈴木らは

HIF が駆動するエリスロポエチン遺伝子のプロモーターに着目し、世界に先駆けて長い間謎

であった腎臓エリスロポエチン産生細胞（REP 細胞）を発見した（PLoS One, 2011）。このような

低酸素への適応に加え、低酸素環境自身が生理的意義を有し、幹細胞の未分化・静止状態

の維持、癌細胞悪性化などにおけるエネルギー代謝リモデリング等の細胞機能を PHD-HIF
経路を介して積極的に調節する役割が注目され、低酸素応答研究は新展開を見せていた。

つまり、低酸素応答性の PHD-HIF 経路の発見が、「生命体が低酸素状態を享受する能力を

有する」という考え方を可能にしたのである。 
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急性（acute）の酸素環境変化への適応における酸素センシングを担う酸素受容器に関して

は、Heymans 以来、頸動脈小体の圧倒的な優位性が信じられてきた。分子機構に関しては、

低酸素状態が複数の機構（一酸化炭素 CO や H2Sの産生酵素、AMPキナーゼ等）を介して、

頸動脈小体 glomus細胞のK+チャネル群を閉じることにより膜電位を脱分極させ、神経伝達物

質の放出を促して中枢へと情報が伝わることにより、呼吸・心機能・血流が増進すると考えられ

ていた。しかし、各機構の相対的な重要性や相関性を含め、統一的な理解はされてこなかっ

た。一方、延髄の呼吸中枢における急性の低酸素状態のセンシングは責任細胞、分子機構と

もに未解決であった。また、生体内に偏在するといわれてきた他の酸素受容器（大動脈小体、

神経上皮層等）は未同定であった。しかし、森らは迷走神経が酸素受容器として働きうる可能

性を示し（Takahashi, Nature Chem. Biol., 2011）、頸動脈小体を絶対無二の中心に据える酸素

受容のドグマへの挑戦が胎動しつつあった。 
 

[ROS・親電子分子種の産生・作用機構と意義]  
「ROS 毒性説」を乗り越えて、ROS や親電子分子種の生物学的意義が注目されるためには、

酸素添加酵素の発見（早石、JBC, 1957）と、酸素を基質にする NADPH オキシダーゼ（Nox）
等の内因性 ROS 産生機構の発見が決定的な役割を果たした。Nox 群の中でもユニークな恒

常的な活性を示す Nox4 は住本が発見した（JBC, 2001）。一方、酸素を基質に産生される一

酸化窒素（NO）も、血管収縮弛緩を始めとする生理応答に重要な役割を果たしている（Nature, 
1991）。低酸素環境においてもミトコンドリアの ROS 産生が提唱されていたが（Schumacker、
PNAS, 1998）、その正当性は確立されていなかった。 
シグナルメディエーターとしての多彩な親電子物質が同定されつつあった。赤池は一酸化

窒素 NO が誘導する cGMP のニトロ化体 8-nitro-cGMP を発見し、それが Cys 残基のグアニル

化により H-Ras を活性化し、心筋の早期老化を惹起することを報告した（Nature Chem. Biol., 
2007&2012）。内田は 30 種以上の親電子物質を同定し、作用アミノ酸残基の同定に成功して

いた。森は、H2O2が NAD+或いは代謝体 ADP ribose を介して活性化する Ca2+流入チャネル

TRPM2 が、炎症応答と自然免疫を強く誘導することを見出していた（Mol. Cell, 2002; Nature 
Med., 2008）。タンパク質のCys残基を介したROSセンサーと下流シグナル経路の解明には、

日本人研究者が先駆的貢献をなしてきた。特に、Cys残基を介してROSや親電子分子種を感

知したKeap1から遊離したNrf2が、抗酸化・解毒系タンパク質遺伝子転写の中心的制御因子

として働くことを、山本、伊東は示した（Genes Dev., 1999）。また、森は NO による Cys ニトロシ

ル化がTRP陽イオンチャネル群を活性化し、血管内皮細胞のCa2+シグナルとNO産生を促す

ことを見出した（Nature Chem. Biol., 2006）。さらに、Nucleoredoxin による Wnt シグナルの活性

化（三木、Nature Cell Biol., 2006）、
Peroxiredoxin の酸化還元による概

日リズムの調節（Nature, 2012）等、

Cys含有抗酸化タンパク質のROSセ
ンサー機能が示されていた。ROS や

NO は、植物において根の成長と分

化、形態形成、気孔の開閉、感染防

御、そして、微生物おいて病原性、

クオラムセンシング、抗生物質耐性、

ストレス耐性といった生理機能を有し

ており（Cell, 2010; Science, 2009）、
生物学の諸分野で必ず考察される

べき重要な因子になりつつある。 
図１. 生体内酸素リモデリングの基盤となる分子機構 
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[3] 何を目指し、どう構想したか 

「生体内の構成細胞が、必要とする最適

な酸素濃度領域を能動的に構築する」、

即 ち 、 生 体 の 酸 素 リ モ デ リ ン グ

（remodeling）という独自の概念を構想した

（図 1、図 2）。また、それがどのような機序

により成立するか、どのように細胞に感知

され、どのような経路を通して生体機能の

最適化に活用されるかを、エネルギ―代

謝、ROS シグナル等に着目し解明すること

を目指した。そして、その達成に向けて、

次の組織的で機動力のある三つの側面

からの研究を推進した。 
 
[A01班：生体内低酸素環境に対する感知と応答の制御機構と意義の解明] 

酸素受容を担う酸素センサータンパク質群、PHD を中心としたヒドロキシ化酵素により制御

される HIF や TRP など低酸素エフェクター群を探索し、それらが調節する酸素リモデリングの

分子基盤の解明を目指した。また、幹細胞性の維持、癌細胞悪性化、生活習慣病の発症、及

び低酸素環境適応モデル動物（ハダカデバネズミ）の代謝調節機構などに注目し、低酸素応

答の制御機構とその生物学的意義に迫った。 
 
[A02班：酸素を起源とする活性分子種が担うシグナル機構とその意義の解明] 

ROS や親電子分子種を介して、生体が酸素環境を能動的に活用し機能を最適化する機構

と、その意義を探究した。具体的には、ROS や親電子分子種が Cys 含有センサータンパク質

等を介して動員するシグナル経路、及び、シグナル経路をイオウ多量体 persulfide が仲介して

精密調節する仕組み、そして、それらが発生・分化、細胞増殖、細胞遊走・浸潤、イオン恒常

性等において果たす役割の解明を目指した。 
 

[A03 班：in vivo を指向した低酸素・活性酸素種・親電子分子種の可視化解析技術の

開発] 

低酸素環境、ROS、親電子分子種等の選択的かつ定量的な可視化イメージング法を、蛍

光・発光プローブを活用し開発した。これに、蛍光タンパク質型プローブとその発現動物、光

操作により活性分子種を自在に生成できるケージド化合物を補完させ、他班との連携のもと in 
vivo 時空間動態解析手法の確立を目指した。 
 
[4] 何を具体的に達成できたか 

本領域は、学術分野「酸素生物学」を確立すべく、「酸素リモデリング」（図 2）を基本概念

にして、生体内酸素環境の形成・調節と感知・応答の機構と意義の解明を目指した。 
 

[A01班] 

分子・細胞・組織（器官）・個体にわたる統合的なアプローチにより、酸素センサー・エフェク

タータンパク質群が調節する酸素リモデリングの分子基盤とその生物学的意義を解明した。 

まず、酸素濃度の変化を監視する酸素センシング機構の同定を目指し、哺乳動物の個体

中に遍在する急性（acute）の低酸素応答が、酸素センサーTRPA1 チャネルを介して神経性

呼吸調節システムにおいてどのように統合されるかを解明した。即ち、末梢組織においては、

迷走神経が高酸素と比較的穏やかな低酸素を、また、酸素受容器として知られてきた頸動脈

図 2 . 本領域研究の基本となる概念「酸素リモデリング」 
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脈小体が厳しい低酸素を感知し、呼吸回数を調節することを示した。一方、長年の論争となっ

ていた中枢神経系の酸素センシングを、アストロサイトが担うことを示した。さらに TRPA1 と

PHD が中心となった、その分子的基盤も明らかにした。 
次に、酸素センシングの下流で誘導されるシグナル経路・転写因子を介した緩徐（chronic）

な低酸素応答を追究した。造血系に関しては、腎産生細胞（REP 細胞）において PHD2 が酸

素センシングを担い、その下流で HIF-2αがエリスロポエチン遺伝子発現を転写活性化するこ

とを明らかにした。一方、肝臓においては、3 種の PHD による相補的なエリスロポエチン産生

の調節を明らかにした。また、HIF-2αが HIF-3αの発現を誘導し、エリスロポエチン遺伝子発現

を抑制するという、低酸素環境下での負の制御機構も示した。これはエリスロポエチン過剰産

生が引き起こす多血症を防ぎ低酸素環境を設定すると理解できる。さらに、REP 細胞と肝臓

等の鉄代謝系がエリスロポエチンと肝細胞由来ヘプシジンを介して、造血システムを統

合、調節することも示した。 
エネルギー代謝に関しては、酸素濃度の低下と共にグルコース酸化から解糖系へとグルコ

ース代謝をシフトする分子機構を明らかにした。即ち、マクロファージ等においては、ミトコンド

リアの酸化的リン酸化が完全に機能する程度の低酸素環境（4-9%O2）でも、HIF-1 を介してピ

ルビン酸デヒドロゲナーゼキナーゼ（PDK1）がピルビン酸のミトコンドリアへの流入を阻害し、

解糖系が亢進する現象「Active glycolysis」を発見した。本機構は、マクロファージが血管から

末梢へと遊走する際に必須であり、血管から遠位のより低酸素の環境に細胞が備える酸素リ

モデリングを担うと言える。さらに、哺乳類全般によく保存された低酸素応答による代謝制御機

構を示し、PHDが重症感染症等の致死的な乳酸アシドーシスの治療法の標的になり得る可能

性を報告した。 
本領域の採択とほぼ同時期に、低酸素で休止（dormancy：増殖が停止し、エネルギー代謝

が低下する）状態にならない癌細胞株とは対照的に、Cancer Tissue-Originated Spheroid
（CTOS）が低酸素で容易に dormancy 状態になり、有酸素条件に戻すことで速やかに活動状

態に戻ることを明らかにした（Endo, PLoS ONE, 2014）。また、低酸素下で成長因子により活動

状態を回復したCTOSは、dormancy 状態のCTOSよりさらに低酸素であり、dormancy状態に

は最適な低酸素レベルがあることも示された。 
低酸素環境に生育し老化・癌化耐性を示すデバネズミは、「生体内低酸素環境下で生理応

答がどのようにリモデリングされて正常性を保つのか」を知るのには絶好のモデル動物である。

ここでは、重要なエネルギー代謝上のマウスとの違いを追究し、ハダカデバネズミは、ミトコンド

リアの複数の酵素活性の低下を原因とする低酸素消費状態にあり、肝臓ではミトコンドリアクリ

ステの形態的発達度の低下もみられた。一方、グルコースのペントースリン酸経路への流入や

グルタミン代謝は亢進していた。また、ハダカデバネズミ由来の多能性幹細胞（iPS 細胞）が、

未分化な細胞が混入しても腫瘍（奇形腫）を形成しない点に着目し、癌抑制遺伝子 ARF が仲

介する初期化やがん化を防ぐ機構を明らかにした。マウスと全く対照的に、低酸素条件では

iPS 細胞誘導が完全抑制されることも示した。 
緑膿菌の低酸素環境での生存や、シアノバクテリアの光合成と窒素固定の両立のように、

独特の酸素環境における生物体の生存の分子基盤となる知見も得られた。 
HIF 以外の PHD 標的に関しても興味深い知見が得られ、低酸素応答の普遍性と多様性を

急速に拡大させる役割を担うことができた。ここでは、まず、PHD3 の新標的としてピルビン酸

デヒドロゲナーゼ-E1βを見出した。また、上述のように、通常酸素下で TRPA1チャネルが PHD
によりヒドロキシ化、内在化されるが、低酸素環境下ではそれが起こらず形質膜に維持され

TRPA1 を介した低酸素応答が惹起されることを見つけた。これは、「環境変化はセンサータン

パク質単体が受容する」という急性期のセンシングの旧来からの理解を覆す知見である。 
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[A02班] 

酸素シグナルの解明に向けて、酸素の ROS・親電子分子種への変換機構、その下流で組

織・細胞機能を最適化するシグナル経路、及びその意義を解明した。 
まず、酸素の ROS・親電子分子種シグナルへの変換機構に関して、動物細胞で酸素を

ROS シグナル（O2
−）へと変換する NADPH oxidase（Nox）、酵母で酸素を NO へと変換する

NO 産生酵素等の活性制御機構と意義を解明した。また、酸素及び ROS・親電子物質とその

センサータンパク質を LC-ESI-MS/MS により化学構造解析し、多様な新規の酸化生成物やタ

ンパク質の酸化的付加体を見出した。ポリフェノールなどの植物性抗酸化物質が酸素センサ

ーとして働き、酸化型中間体生成を介してタンパク質のカルボニル化や酸化的脱アミノ化反応

を惹起することも示した。 
ROS シグナルの細胞内機構に関しては、活発な国際共同研究を展開し、非常に多くのタン

パク質において、Cys 残基のスルフヒドリル基にイオウ多量体（polysulfide: Sn）が新生鎖合成

の際に付加し、維持されるという、ROS・親電子物質や抗酸化物質酸化体が仲介するシグナ

ルにおける最重要機構を明らかにした。本機構は、Cys 残基のスルフヒドリル基の酸化或いは

付加反応に可逆性を付与することから、「（構造維持上重要な生理的ジスルフィド形成を除き）

酸化されたタンパク質は分解される」という、生化学上の先入観を一新する発見である。その

生理的役割に関しては、タンパク質のジスルフィド形成を制御する小胞体のタンパク質ジスル

フィドイソメラーゼ PDI において、また、心臓の梗塞周辺領域細胞のミトコンドリア過剰分裂を

伴う心筋組織老化に、Cys 残基のイオウ多量体の形成や縮退が関与することを見出した。 
ROS シグナル経路の生物学的意義に関しては、植物における ROS とそれを産生する Nox

に着目し、花粉管の成長、自然免疫の制御における役割を解明した。特に、太陽光を浴びた

状態では葉緑体がむしろ生体防御上重要な ROS を生産する知見や、植物体の細胞増殖が

盛んな部位における ROS が細胞壁を強固にする作用を見出した。また、TRPV1 チャネルの

Cys 残基への炎症関連親電子物質 15-Deoxy-Δ-12,14-prostaglandin J2（15d-PGJ2)の付加が、

PC12 細胞の神経様突起伸長を促すことを示した。心筋細胞のプリン作動性受容体に親電子

物質イソチオシアネート付加すると、下流 G タンパク質シグナルが抑制され、高血圧のリスク要

因が軽減することも見出した。さらに、ROS センサーとして働く Cys 含有タンパク質による Mg2+

トランスポーターの機能制御が細胞内 Mg2+恒常性を制御することによりエネルギー代謝に影

響を与え、転移性の高い大腸がん細胞などの浸潤性を高めていることを示した。本機構は

Mg2+流入を担う TRPM6 チャネルと連関しており、腎臓遠位尿細管や大腸でのMg2+流入再吸

収を担うことも明らかにした。ROS シグナルの担う転写制御に関しては、Cys 含有 ROS センサ

ータンパク質Keap1と転写因子 Nrf2との複合体が酸化的ストレス応答の中心転写調節経路と

して働くことに着目し、プロテアソームを阻害するというストレス化において、抗酸化系の中心

的なタンパク質であるグルタチオンの合成に必須のシスチントランスポーターxCT が、Nrf2 とタ

ンパク質恒常性関連転写因子 ATF4 により協調的に転写調節されることを示した。H2O2 応答

性のキナーゼ ASK が概日時計を調節するという新しい機構も発見した。 
 

[A03班] 

酸素環境や ROS シグナルを生体内の「実体」として示すことを目指し、in vivo を指向した酸

素・ROS・親電子分子種の可視化解析技術を開発した。 
まず、体深部 in vivo での ROS・活性窒素種を検出する、全く新たな生物発光プローブの開

発に成功した。即ち、新規の消光原理（電子移動と細胞膜透過性の制御）に基づき、プローブ

自身は生物発光特性を示さないが、ROS や NO により構造が変化すると、強い生物発光を誘

導するプローブを創出した。蛍光観察手法の中では深部イメージングに適しているとされる近

赤外蛍光プローブと比較しても、本プローブは圧倒的に高い S/N 比でのリアルタイムイメージ

ングを可能にする。 
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in vivo 末梢組織における酸素濃度の定量を可能にする、イリジウム錯体 BTP 誘導体（補

助配位子にジメチルアミノ基を導入、カチオン化した）BTPDM1 を新たに合成し、細胞内取り

込み能を約 20 倍に向上させた。また、腎組織の低酸素環境を定量的に測定することにも成功

した。BTPDM1 は生体・細胞内の酸素環境の定量的可視化における最も強力かつ枢要なツ

ールになりつつある。 
生体内の活性イオウ種の役割を確認するために、光制御型放出化合物の設計・合成・活性

評価も行った。UVA 領域の紫外線で制御出来る化合物を設計合成し、培養細胞に適用した

ところ、任意の位置・時間で狙った細胞に H2S を投与可能であることが明らかとなった。次に、

可視光制御可能なNO放出化合物を開発し、in vitro、in cellulo、およびex vivo系で青色光制

御により高効率に NO 放出させることに成功した。また、色素部分をローダミン型に変更した新

規 NO 放出化合物も設計合成し、ラット大動脈血管切片を用いたマグヌス試験により、光強度、

光照射時間依存的な血管弛緩を任意に誘導することができた。 
他班との連携は領域による新しい可視化解析技術の開発に高い波及効果を示した。例え

ば、BTPDM1 を領域共通機器である多光子顕微鏡と組み合わせ、マウス骨髄内及び培養癌

細胞塊内における、酸素濃度分布の測定に成功した。また、マウス個体内に形成させた担癌

組織における H2O2 環境をイメージングし、その組織内の不均一分布とその意義を明らかにし

た。さらに、細胞内コンパートメント毎に空間特異的に ROS を高感度で検出するための方法と

して、H2O2 を特異的に高感度で検出可能な蛍光試薬を開発、好中球の食作用時の Nox2 に

よる H2O2 生成を共焦点レーザー顕微鏡により検出することに成功した。エネルギー代謝にお

ける好気的なミトコンドリアから嫌気的な解糖系へのスイッチングを定量的に観察できる、蛍光

性の温度（熱産生）センサーtsGFP の有効性の理論的基盤の確立にも成功した。 
 
[国際活動支援班] 

研究成果の国際的認知の強化と、個別的な共同研究の波及的な発展の基盤となりうる国際

ネットワークの構築、及び個別的な国際共同研究の支援を、国際活動支援班が担った。前者

の枠組みを実際に担うのが、国際ネットワーク構築委員会であり、後者の枠組みを担うの

が国際共同研究推進委員会及び研究派遣企画・実行委員会である。 
国際ネットワーク構築は、あくまでも新学術領域研究「酸素生物学」が中心役割（付随的な

役割でなく）を担えるネットワークづくりを、二つのルートから目指した。第一のルートが、ヨーロ

ッパを代表する生理学分野の国際誌、Pflügers Archiv.-European Journal of Physiology であり、

第二のルートが、体内低酸素環境と心臓・腎臓機能との連関の解明を目指したヨーロッパ、日

本、オセアニアの有力大学の研究コンソーシアム、Cardio Renal Paradigms Elucidated through 
an International Exchange Scheme (CARPEDIEM)である。第一のルートにおいては、本新学

術領域研究の基本概念である「酸素リモデリング」の国際的な認識と普及ため、酸素生物分野

をリードする研究者による総説特集号「Oxygen Physiology: sensors and ion channels」を、

Pflügers Archiv. - European Journal of Physiology において編集した（平成 28 年 1 月号）。本

特集号においては、Editorial に加えて、個別的にも、酸素センシング機構の普遍性、及び腎

臓により産生されるエリスロポエチンが担うシステミックな酸素恒常性の制御についての総説を

執筆した。第二のCARPEDIEMのルートにおいては、平成 26年の設立時から引き続き、研究

派遣・受け入れによる共同実験、及び情報交換をヨーロッパ、オセアニアの諸大学との間で活

発に継続した。 
個別的な国際共同研究の支援により、酸素生物学の国際的共同研究のネットワークは大

きく拡大した。その中で特筆すべきものとして、酸素センサー機構と呼吸調節（急性の酸素適

応）、REP 細胞が産生を司るエリスロポエチンを介した造血系の調節（緩徐な酸素適応）、タン

パク質の Cys 残基へのイオウ多量体の付加等に関する研究の国際的ネットワークが、本領域

を拠点として大きく発展した。 
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[5] 当該・関連分野へのインパクト 

日本人研究者の貢献が顕著であった当該研究分野は、国際的に著しく競争的な状況の下

大きく変化し拡大しつつあるため、研究者間連携が取りにくい分散的状況にあった。特に、低

酸素応答と ROS の研究分野は、酸素を共通の基盤としつつも独立に成立したことから、連携

がなかった。今回、本研究領域を共通の研究プラットフォームとして研究者が集結し、当該研

究分野の学術レベルの向上・強化と統合・再構築が可能になった。 
当該分野におけるインパクトを与えた成果の一つが、生体内 in vivo に多様な低酸素環境

が成立し、それらに感知・応答して低酸素環境を積極的に利用する多彩な細胞群を示したこ

とである。具体的には、遊走過程で酸素環境の変化がエネルギー代謝の変化を介して、

機能に影響を受けるマクロファージ、異なった低酸素レベルを感知・モニターする酸素

受容性アストロサイト、腎臓内の低酸素環境を利用し造血因子エリスロポエチンを産生

する REP 細胞等を挙げることができる。また、組織内の酸素環境を定性的にでなく明

確な数値として示すために、インタクトな組織構築における酸素濃度の絶対定量法を開

発した点も、本領域成果の重要なインパクトである。また、遺伝子転写が関与する緩徐

期(chronic phase)の低酸素応答に比較すると、酸素受容器・細胞が担う急性期(acute phase)
の低酸素応答における分子機構の理解は圧倒的に混乱状態にあったが、明確なセンシン

グ責任分子群という確固とした分子基盤の上に、細胞・器官に特有の急性期の酸素受容機

構を解明した点も重要な成果である。特に、緩徐期の低酸素応答を制御する転写因子

HIFs 以外にも、PHD が酸素を基質としてヒドロキシ化する分子群が存在し、急性期低

酸素応答を調節することを示した。つまり、本領域は、多彩な PHD 作用分子の同定を

通して、酸素受容細胞の遍在性の確立にも大きく貢献したといえる。 
ROS、親電子物質、抗酸化タンパク質等が、作用選択性の低い環境因子としてでなく、

酸素の下流で特定のシグナル伝達経路の調節因子として働くという、当該領域における

新たな理解の確立にも、本領域研究は大きく貢献した。最も重要なのが、Cys 残基のスル

フヒドリル基に結合するイオウ多量体の発見である。驚くべきことに、このイオウ多量体は非常

に多くのタンパク質に既に新生鎖の段階から連結している。また、タンパク質スルフヒドリ

ル基への ROS・活性窒素種や親電子物質の付加がイオウ多量体を介して起きると、その「脱」

反応は直接的な付加に比べると圧倒的に容易になる。つまり、イオウ多量体は、活性種に

よる Cys 残基の修飾反応に「可逆性」を与え、シグナル伝達の属性であるオン-オフスイ

ッチ機構をイオウ多量体は酸素シグナル経路に付与する。また、本領域の重要概念である

酸素リモデリングにおける、正と負の制御経路を示唆する。 
関連分野に与える影響は非常に大きい。そもそも酸素は生体外環境を設定する最も重

要な因子の一つであり、生物個体が環境の変動にどう備え、対応するかを明らかにする

生体恒常性研究の諸課題と酸素生物学とは密接に関連する。実際に、例えば、鉄代謝系

は赤血球分化・増殖を介して、また、腸や癌組織のマグネシウム吸収は Cys 含有抗酸化

タンパク質様分子を介して酸素環境と密接に連関するというように、低酸素応答は金属

イオン代謝と統合された恒常性システムとして維持されることを本領域は明確に示し

た。また、酸化・還元活性種はタンパク質品質の恒常性維持機構に必須である。一方、生

体内組織中に形成される微小環境は、近年、ますますその生物学重要性が認識されてい

るが、本領域成果はまさに酸素レベルによって規定される微小環境の存在を強く示唆する。

具体的には、癌細胞の休眠状態、マクロファージの遊走、アストロサイトからのグリオ

トランスミッター放出等が酸素微小環境やその下流の ROS シグナルによって大きな影

響を受けることを示した新知見は、免疫学、腫瘍生物学、神経生物学にインパクトを与

える。また、本領域による低酸素環境に適応したハダカデバネズミを用いた低酸素環境

適応モデル動物の確立は、非常に広範な分野にインパクトを与える。つまり、ハダカデ

バネズミを用いれば、哺乳動物でみられる様々な生体応答の解明に低酸素環境から迫る
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ことができる。実際に、ハダカデバネズミからの iPS 細胞の作製の研究から、腫瘍化耐

性を担う重要な分子機構が明らかになってきている。 
植物は圧倒的に多様な ROS・活性窒素種、親電子物質を産生するが、本領域はそれ

らが植物における免疫、花粉管形成にはたす生理的役割を示した。植物由来の活性種や

環境汚染親電子物質が動物に与える影響を調べる生態学や環境学へのインパクトも大き

い。また、in vivo でのイメージングは一般に難しく、未だ限定的であるが、本領域の酸

素や活性種のイメージングはこのような光学、ケミカルバイオロジー分野にインパクトを

与える。さらに、酸素やそれに由来する ROS の作用の解明なしには、その制御異常がもた

らす、メタボリックシンドローム、感染・炎症、老化、発癌、神経変性疾患、心不全等の病態解

明と抗酸化的な予防対策、治療戦略の確立は不可能である。以上のように、本領域は、基礎

生物学、医科学、薬学、農学を含めた幅広い分野に関係し、臨床医学、医工学、食品・発酵

化学等の応用生物学的分野、環境科学やケミカルバイオロジーといった学際分野にも結び付

き、幅広い学術展開に資する。 
 

[6] 組織内でどう連携したか 

本領域においては、研

究対象のユニークさを十分

に考慮すると同時に、普遍

性の高い酸素生物学の新

概念確立をめざす戦略が

必須となった。そのために、

多彩な専門知識・技術と、

異なる研究背景を有するト

ップランナー参画者が、領

域の基本概念である酸素リ

モデリングに基づいた各研

究項目の役割を十分に理

解し、有機的連携に積極

的に取り組んだ。即ち、生体内低酸素環境の果たす能動的役割を明らかにする A01 班は、ま

さに本領域の独創性に直結する位置づけである。また、機構の精密な考証に基づいて、ユニ

ークな反応性を示す ROS・親電子分子種が果たすシグナル伝達における生理的役割を解明

する A02 班には、酸素リモデリングの基盤を構築する役割がある。さらに生体内酸素環境を実

証するために必須の技術的基盤

の開発を担当する A03 班は、生

体内 in vivoにおける高感度・選択

的な酸素、ROS・親電子分子種の

観察手法は限られている現状を

打破するという認識の下、開発に

取り組んだ。各計画代表はこのよ

うな研究項目独自の貢献をするだ

けでなく、項目間の連携（図 3）を
担うことにより、領域が全体として

機能するよう常に配慮していた。 
本領域では、積極的に領域内

での研究の有機的な連携がなさ

れ、合計 51 件の共同研究が行わ

図 3. 研究計画の概要 

 

図 4. 本領域の連携状況 
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れている（図 4）。計画班同士の共同研究は 30 件あり、その内の約半数である 13 件が項目間

の共同研究になっており、領域内の連携は順調に行われた。また、公募研究班と計画研究班

の共同研究が 19 件行われた。特に、ヒドロキシ化プロテオーム解析などのプロテオーム技術、

脳幹脊髄からの呼吸出力の ex vivo 測定技術、タンパク質型蛍光プローブ技術は、計画班に

はなかった技術であり、計画班と公募班の共同研究により領域研究の強化ができた。さらに、

公募班同士の共同研究も 2 件あり、本領域を通じて新たな研究ネットワークが構築された。 
 

連携研究の具体的成果例 

・ in vivo 末梢組織における酸素濃度の定量。 
・イオウ多量体の発見、イメージングと生物学的意義の解明。 
・低酸素環境で起きるエネルギー代謝のシフトの分子基盤と生物学的意義の解明。 
・哺乳動物の個体中に遍在する急性（acute）の低酸素応答の解明。 
・低酸素環境と炎症シグナルとの連関の解明。 
・細胞内コンパートメント毎に空間特異的に ROS を高感度で検出するためのプローブ開発 
・マウス個体内に形成させた担癌組織における H2O2環境のイメージング。 
・エネルギー代謝の好気的なミトコンドリアから嫌気的な解糖系へのスイッチングを定量するイ

メージングの理論的基盤の確立。 
 
[7] 若手研究者の領域活動 

[若手会議の開催] 

若手研究者自身の発案で、若手が企画・運営の全てを行う合同若手会議を、新学術領域

「ダイイングコード」（領域代表：田中正人）と 2 回共催した（千葉：平成 28 年 1 月 26～28 日、

宮城：平成 30 年 1 月 30～2 月 1 日）。第 1 回は学生も含む若手研究者に可能な限り多くの発

表の機会が設けられ、両領域から総勢 97 名の多くの若手研究者や学生が参加し、口頭 40演
題、ポスター42演題の発表があった。生体恒常性の分野で問題意識を共有できる 2つの領域

が合同することで、緻密な議論の展開により、共同研究にもつながる有意義な機会を得た。こ

の会議を契機として両領域の若手研究者間の交流が活発化し、第 2 回は両領域から 89 名の

参加者があった。より議論が深められるよう、口頭発表を 28 件に厳選する一方、38 件のポスタ

ー発表が行われた。また、生体恒常性の分野の大局的な発展に関する熱い議論も取り交わさ

れた。この他に、領域内の若手研究者交流会（東京：平成 27年 3月 14日）が開催されており、

お互いの研究内容を報告するだけでなく、若手の会の運営方法などが話し合われた。 
 

[シンポジウム・研究会における若手オーガナイザーの積極的起用] 

（代表例のみ示す：全 35 件:下線は領域内シニア研究者）] 

1. 鈴木（山本班）、南嶋（三浦班）「低酸素応答システムの分子機構と多様な役割」第 87 回日

本生化学会 
2. 西田（内田班）「心血管カチオンチャネル研究の最前線」第 88 回日本薬理学会年会 
3. 武田（南学班）、井上「低酸素バイオロジーの最前線：細胞機能を制御する低酸素シグ

ナル」第 38 回日本分子生物学会年会第 88 回日本生化学会大会合同大会 
4. 三浦「オモロイ生き物の分子生物学」第38回日本分子生物学会年会第88回日本生化学

会大会合同 
5. 西田（内田班）、今泉（公募）「ミトコンドリア品質管理の生物学的理解とその医療応用」第

89 回日本薬理学会年会 
6. 西田（内田班）、森「蛋白質の機能修飾から読み解く酸素生物学」第 16回日本蛋白質科学

会 
7. 鈴木（山本班）「低酸素応答とチャネル制御」第 69 回日本酸化ストレス学会 
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8. 西田（内田班）「ミトコンドリア・オルガネラ機能のレドックス制御」第 69回日本酸化ストレス学

会 
9. 中山「低酸素バイオロジーの最前線-その分子機構から疾患まで-」第 39 回日本分子生物

学会年会 
10. 鈴木（山本班）、南学「Hypoxia and disease」第 89 回日本生化学会大会シンポジウム 
11. 西田（内田班）、熊谷（公募）「オルガネラ環境を制御するレドックスシグナル」第89回日本

生化学会大会 
12. 武田（南学班）「酸素シグナルを介する心血管リモデリング」第 47 回日本心脈管作動物質

学会 
13. 武田（南学班）「低酸素応答シグナルを治療標的とする -PHD 阻害薬の治療応用」第 92

回日本薬理学会年会 
14. 鈴木（山本班）、伊東「酸素センシングの蛋白質科学」第 69 回 日本蛋白質科学会 
 
[8] 領域に関する情報の発信 

[マスメディアによる情報発信] 

（代表例のみ示す：全 166 件） 
1) 山本雅之, 新聞掲載「妊娠高血圧症候群における酸化ストレスの意外な役割」東京新聞, 

河北新報, 仙台経済界, The Scientist, BIOWORLD Today ほか 2017.5.16 
2) 山本雅之, 新聞掲載「酸化ストレスが腎臓病の原因」ミヤテレニュース, 日刊工業新聞ほか 

2016.10.26 
3) 近藤輝幸, 新聞掲載「医療機器 痛くない 患者の負担軽く、受診促す」日本経済新聞 

2016.5.23 
4) 西田基弘, 新聞掲載「加齢で血圧が高まるしくみ、マウスで解明」朝日新聞等 2016.1.21 
5) 森泰生, テレビ出演「日本テレビ世界で一番受けたい授業」放映 2015.9.26 
6) 山本雅之, 新聞掲載「鎌状赤血球症疾患に光 治療薬候補を発見」日刊工業新聞ほか 

2015.9.15 
7) 森泰生, 新聞掲載「細胞内温度の不均一性めぐる論争がホットに」科学新聞 2015.9.12 
8) 朽津和幸, 新聞掲載「イネ葉緑体の再利用過程を解明」日経産業新聞など 2015.4.16 
9) 三浦恭子, 雑誌掲載「日本を突破する 100 人」, AERA, 2014.12.22 発売 
10) 三浦恭子, 新聞掲載「ハダカデバネズミの老化耐性・癌化耐性研究」中日新聞・東京新聞 

2014.9.14 
 

[アウトリーチ活動] 

（代表例のみ示す：全 172 件） 
1) 鈴木教郎, 山本雅之, NHKスペシャル「人体」 制作協力（2018年 国際版、国内版）および

関連書籍（2018 年 東京書籍） 
2) 鈴木教郎,  E テレ バビブベボディ「血液」制作協力（2018 年） 
3) 朽津和幸, 公開実験講座(東京理科大学サイエンス夢工房)：12 回 18 日 (2014.8.7-8; 

2014.11.22-23; 2015.8.8; 2015.10.25; 2015.11.21-22; 2016.8.8; 2016.11.19-20; 2017.8.10; 
2017.11.18-19; 2018.4.22; 2018.8.11; 2018.11.24-25) 

4) 朽津和幸, JST グローバルサイエンスキャンパス (高校生向講義･実験): 3 回 (2015.11.8; 
2016.11.13; 2017.11.5) 

5) 三浦恭子, 飼育員カフェ（円山動物園）「ハダカデバネズミ」2016.2.11 
6) 森泰生, 24 回「地球環境フォーラム市民公開講演「動物にとっての酸素が持つ存外に微妙

な意味」2016.2.6 
7) 森泰生, 京都大学 ELCA S 基盤コース模擬講義「生命体と酸素の存外に微妙な関係」

2015.10.17 
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8) 三木裕明, 大阪府立高津高等学校進路講演会「がんの悪性化：集団の中での細胞の振る

舞い」2015.10.8 
9) 朽津和幸, 東京理科大学親子科学教室 (市民向実験･観察講座): 2015.7.24-26 
10) 朽津和幸, 埼玉県立春日部高校スーパーサイエンスハイスクールプログラム: 2014.6.10 
 

[本領域が主催・共催した研究会・シンポジウム等] 

（代表例のみ示す：全 22 件） 
1) 第 59 回日本植物生理学会年会シンポジウム「Multiple roles of ROS-generating enzymes, 

MpRbohA and MpRbohB, in growth, development and stress responses in Marchantia 
polymorpha. International Symposium on Stories of Oxygen and Active Molecular Species in 
Photosynthetic Organisms」2019.3.13-15 

2) 第 41 回日本分子生物学会年会ワークショップ「酸素生物学のテクニカルシンギュラリティー 
〜in vivo で酸素を見て、働きを知る新たなアプローチ〜」2018.11.28 

3) 第 91 回日本生化学会大会シンポジウム「活性酸素シグナルの破綻と老化・疾患」
2018.9.24-26 

4) 第 18 回国際薬理学・臨床薬理学会議（WCP2018）サテライトシンポジウム「Regulating cell 
homeostasis: from small molecules (drugs, O2, ROS, and NO) to ion channels, receptors, and 
systems」2018.7.7-8  

5) 第 59 回日本植物生理学会年会シンポジウム 「Stories of Oxygen and Active Molecular 
Species in Photosynthetic Organisms」2018.3.29 

6) 第 39 回日本分子生物学会年会 「低酸素バイオロジーの最前線 －その分子機構から疾

患まで－」2016.11.30 
7) 第 89 回日本生化学会大会（仙台国際センター）2016.9.25-27 
8) 日本薬学会フォーラ 2016 衛生薬学・環境トキシコロジーシンポジウム「生体防御・ストレス応

答研究の新展開」2016.9.10-11  
9) 2016 年度日本農芸化学会大会「酸素微生物学 ～微生物に学ぶ「酸素リモデリング」とその

応用～」2016.3.28 
10) 日本農芸化学会 2016 年度大会「酸素微生物学 ～微生物に学ぶ「酸素リモデリング」とそ

の応用～」2016.3.29 
11) シンポジウム「活性イオウ分子種の化学と生体機能の解明に向けて」2016.1.23 
12) BMB2015「NADPH oxidase による活性酸素種の積極的生成と動物・植物・菌類の高次生

命機能」2015.12.2 
13) 国際シンポジウム「An International Symposium on Oxygen Biology」2015.7.26 
14) 国際研究会「The 3rd Conference of the Japanese Association for Hypoxia Biology」

2015.7.25 
15) 第 15 回日本蛋白質科学年会「酸素リモデリング・レドックスシグナルとタンパク質修飾の新

たな潮流」2015.6.25 
16) 研究会「第 13 回がんとハイポキシア研究会」2015.6.5-6 
17) 技術支援セミナー「第二回新学術領域技術セミナー」2015.4.30 
18) 第 88 回日本薬理学会年会シンポジウム「心血管カチオンチャネル研究の最前線」

2015.3.19 
19) 第 88 回日本薬理学会年会サテライトシンポジウム「イオンチャネルの分子多様性とその高

次機能制御」2015.3.18 
20) 国際シンポジウム「Ion channels, transporters, and small molecules as key regulators of 

homeostatic systems」2015.3.17 
21) シンポジウム「レドックスシンポジウム：酸素生物学の誕生」2014.10.11 
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研究課題名： 低酸素ストレスに対するシステミックな生体応答機構の解明 
   Systemic mechanisms of response to hypoxic stresses 
研 究 期 間： 平成 26 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 26111002 
研究代表者名： 山本 雅之（東北大学 大学院医学系研究科 教授） 

研究分担者名： 鈴木 教郎（東北大学 大学院医学系研究科 准教授）（28-30 年度） 

（東北大学 大学院医学系研究科 講師）（26-27 年度） 
 
＜研究の目的＞ 

本研究では、赤血球造血制御系を酸素恒常性維持における主要な生体応答系として捉

え、その分子機構を多臓器連関の見地から解明し、腎臓病、がん、炎症や貧血など、分

子病態の解明されていない様々な疾患との関わりについて理解することを試みた。また、

酸素の必要性に加え、酸素が内包する細胞傷害性（酸化ストレス）についても理解する

必要があると考え、酸化ストレスに対する個体レベルの影響についても研究を進めた。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 赤血球造血制御系による個体レベルの低酸素応答機構の解明（論文 1, 4, 5, 12–14） 

全身への酸素供給は赤血球が担っており、個体が低酸素に曝されると赤血球造血が活

性化する。赤血球造血はエリスロポエチン（EPO）によって調節されていることから、

EPO 産生制御機構は個体レベルの低酸素応答機構の根幹をなす。本研究では、腎臓に存

在する EPO 産生細胞（REP 細胞）における EPO 遺伝子の組織特異的・低酸素誘導的遺

伝子発現制御機構を解析し、REP 細胞の EPO 遺伝子発現は低酸素センサー分子 PHD2
と低酸素誘導性転写因子 HIF2αで構成される経路によって制御されることを明らかに

した。また、HIF2αは EPO 遺伝子の転写開始点上流 10 kb の領域に作用することを見出

した。 
 REP 細胞の細胞株樹立などを通して、慢性腎臓病で REP 細胞が EPO 産生能を喪失し、

腎性貧血が発症する分子機序についても解析した。その結果、腎障害により REP 細胞

の PHD2 が異常活性化して HIF2αを恒常的に不活性化する段階に引き続き、EPO および

HIF2αの遺伝子が DNA メチル化によって不活性化する段階の２段階で EPO 産生能が失

われることを発見した。また、REP 細胞の EPO 産生能喪失には鉄過剰状態や TGFβな
どの炎症シグナルが関与することを明らかにした。 
 
(2) 酸化ストレス応答機構と病態との関連の解明（論文 6–11, 15） 

酸化ストレス防御にはたらく転写因子 Nrf2 が、酸素環境を適正にコントロールする

ために様々な局面で機能していることを明らかにした。Nrf2 の活性化は生体防御に必要

であることが改めて理解された一方で、妊娠高血圧症候群では胎盤血管新生を抑制し、

病態を増悪させるという Nrf2 活性化の負の側面を発見した。また、炎症の鎮静化にお

いてNrf2が機能することを発見し、これまで転写活性化因子として考えられていたNrf2
が炎症関連遺伝子に対しては転写抑制因子として機能することを見出した。 
(3) 低酸素・酸化ストレス応答系の分子機構解明（論文 2, 3） 

酸素恒常性維持に関わる分子の機能解析を行い、酸素代謝状態のセンシングから遺伝

子発現誘導に至る分子機構を明らかにした。低酸素応答系では、HIF による可逆的なヌ

クレオソーム構造変換機構が低酸素依存性の遺伝子発現において機能することを見出

した。一方、酸化ストレス応答系については、酸化ストレスセンサー分子である Keap1
の複合体結晶構造解析や分子解剖解析を行い、Keap1 に多数あるシステイン残基の特異

的な組み合わせが、多様な親電子性物質などの酸化ストレス源を感知する分子メカニズ
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ムを明らかにし、「システインコード」の概念を確立した。また、Nrf2 による迅速な転

写誘導においてメディエーターなどの転写共役因子が重要な役割を担うことを見出した。 
 
＜研究の意義・展望＞ 

赤血球造血制御の基盤となる低酸素誘導的 EPO 産生制御機構について、個体レベル

で明らかにしたことから、全身性の酸素リモデリングの分子基盤を理解した。また、

REP 細胞と肝実質細胞では異なる分子機構がはたらいていたことから、１つの遺伝子の

低酸素誘導的発現が組織によって異なるメカニズムで制御されていることを見出した。

PHD 阻害薬は、EPO 製剤に代わる腎性貧血治療薬として、2019 年から世界に先駆けて

わが国で使用開始された。本研究は、腎性貧血の分子病態解明を大きく前進させただけ

でなく、本薬剤の作用機序を解明したものであり、薬剤の改良や効果的な使用法の確立

に直結する成果となった。 
 Nrf2 の活性化が様々な疾患からの臓器保護に有効であることを示した結果、Nrf2 活

性化剤の開発が国内外で盛んに進められるようになった。わが国では、これまで特効薬

のなかった糖尿病性腎症に対する新薬として、Nrf2 活性化剤の臨床試験が国際的に先行

して進められている。また、Nrf2 が炎症関連遺伝子に対して転写抑制因子として機能す

ることを見出したことから、抗炎症薬開発のために Nrf2 阻害剤の創薬スクリーニング

を進めている。さらに、システインコードの解明により、生体の内外環境の変化を各細

胞が巧妙な分子機構で感知することが理解され、がんや生活習慣病などの酸化ストレス

が深く関与する難治疾患に対して革新的医療法の開発につながることが期待される。 
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＜研究の目的＞ 

本研究は生活習慣病に関連する臓器の組織酸素濃度を定量的に計測する技術を構築

し、その病態形成・進展において酸素環境、酸素応答機構が果たす役割を明らかにする

ことを目指した。腎臓、肝臓、心臓は生体内において特に酸素消費量が高い臓器であり、

エネルギーを大量に産生・消費することでその機能と恒常性を維持している。本課題で

は低酸素応答機構に着目することで生活習慣病の病態を新たに理解し、診断・治療応用

に向けた分子基盤を同定すべく下記研究を遂行した。 
 

＜研究の成果＞ 
(1) 組織酸素レベルの定量的計測法の開発（論文 5, 26） 

新規燐光プローブを用いて腎臓の細胞内酸素分圧を定量的に測定する方法を開発、病

態モデルでの検証を行った。 
 

(2) 低酸素環境でのエピジェネティック制御を介する慢性腎臓病進展機構を解明（論

文 6, 15, 16） 
糖尿病性腎症における細胞内代謝様式を解析し、糖尿病に伴ってクエン酸回路の代謝

物が腎臓に蓄積し、活性酸素産生が増加すること、またそれらが SGLT2 阻害薬投与に

より回復することを見出した。併せて低酸素環境における転写制御とエピジェネティッ

クな変化が慢性腎臓病の進展過程に及ぼす影響を明らかにし、更にその治療介入の可能

性を示した。更にミトコンドリアの以上とそのエネルギー産生に与える影響が腎疾患発

症の引き金になっていることを同定した。 
 

(3) HIF-1αを介するアセトアミノフェン肝障害、脂肪肝進展機構を解明（論文 9, 11） 
アセトアミノフェン肝障害において、自然免疫様 γδT 細胞における HIF-1αシグナル

が関わっていることを明らかにした。また非アルコール性脂肪肝において、肝細胞の

HIF-1α-Lipin1 経路がペルオキシゾームの脂肪酸酸化の増悪を抑制することで病態の進

展に抑制的に作用することを報告した。 
 

(4) 低酸素シグナルにより誘導される心線維化抑制因子 Oncostatin-M を同定（論文 1, 
24） 

HIF-1αを介する解糖系代謝シフトがマクロファージ遊走能に必須であること、また

心臓マクロファージにおける低酸素シグナルが Oncostatin-M 分泌を介して組織線維化

を抑制していることを同定した。 
 

＜研究の意義・展望＞ 
本研究で得られた成果は今後の酸素生物学の進展における重要な技術的基盤になる

と共に、生活習慣病における新たな診断ツールや治療標的としての応用が期待される。 
  



23 
 

＜主な研究発表＞ 
1) Abe H, Takeda N, Isagawa T, Semba H, Nishimura S, Morioka MS, Nakagama Y, Sato T, Soma 

K, Koyama K, Wake M, Katoh M, Asagiri M, Neugent ML, Kim JW, Stockmann C, Yonezawa T, 
Inuzuka R, Hirota Y, Maemura K, Yamashita T, Otsu K, Manabe I, Nagai R and Komuro I. 
Macrophage hypoxia signaling regulates cardiac fibrosis via Oncostatin M. Nature Commun. 10, 
2824, 2019. 

2) Wake M, Takeda N, Isagawa T, Sato T, Nakagama Y, Morioka MS, Hirota Y, Asagiri M, 
Maemura K, Manabe I, Tanabe K and Issei Komuro I. Cell cycle perturbation induces collagen 
production in fibroblasts. Int Heart J. 60, 958-963, 2019. 

3) Minatsuki S, Takeda N, Soma K, Katoh M, Maki H, Hatano M, Takimoto E, Manabe I, Komuro 
I. Murine model of pulmonary artery overflow vasculopathy revealed macrophage accumulation 
in the lung. Int Heart J. 60, 451-456, 2019. 

4) Osada-Oka M, Goda N, Saiga H, Yamamoto M, Takeda K, Ozeki Y, Yamaguchi T, Soga T, 
Tateishi Y, Miura K, Okuzaki D, Kobayashi K, Matsumoto S. Metabolic adaptation to 
glycolysis  is  a  basic  defense mechanism of macrophages  for  Mycobacterium 
tuberculosis infection. Int Immunol. 31 (12): 781-793, 2019 

5) Hirakawa Y, Mizukami K, Yoshihara T, Takahashi I, Khulan P, Honda T, Mimura I, Tanaka T, 
Tobita S, Nangaku M. Intravital phosphorescence lifetime imaging of the renal cortex accurately 
measures renal hypoxia. Kidney Int. 93, 1483-1489, 2018.  

6) Tanaka S, Sugiura Y, Saito H, Sugahara M, Higashijima Y, Yamaguchi J, Inagi R, Suematsu M, 
Nangaku M, Tanaka T. Sodium-glucose cotransporter 2 inhibition normalizes glucose 
metabolism and suppresses oxidative stress in the kidneys of diabetic mice. Kidney Int. 94, 
912-925, 2018. 

7) Saito H, Tanaka T, Tanaka S, Higashijima Y, Yamaguchi J, Sugahara M, Ito M, Uchida L, 
Hasegawa S, Wakashima T, Fukui K, Nangaku M. Persistent expression of neutrophil 
gelatinase-associated lipocalin and M2 macrophage markers and chronic fibrosis after acute 
kidney injury. Physiol Rep. 6, e13707, 2018. 

8) Mimura I, Hirakawa Y, Kanki Y, Nakaki R, Suzuki Y, Tanaka T, Aburatani H, Nangaku M. 
Genome-wide analysis revealed that DZNep reduces tubulointerstitial fibrosis via 
down-regulation of pro-fibrotic genes. Sci Rep. 8, 3779, 2018. 

9) Arai T, Tanaka M, Goda N. HIF-1-dependent lipin1 induction prevents excessive lipid 
accumulation in choline-deficient diet-induced fatty liver. Sci Rep. 8, 14230, 2018. 

10) Miura Y, Mstsui S, Miyata N, Harada K, Kikkawa Y, Ohmuraya M, Araki K, Tsurusaki S, 
Okochi H, Goda N, Miyajima A, Tanaka M. Differential expression of Lutheran/BCAM 
regulates biliary tissue remodeling in ductular reaction during liver regeneration. eLife. 7, 
e36572, 2018. 

11) Suzuki T, Minagawa S, Yamazaki T, Arai T, Kanai M, Shinjo S, Goda N. Loss of hypoxia 
inducible factor-1α aggravates γδT cell-mediated inflammation during acetaminophen-induced 
liver injury. Hepatol Commun. 2, 571-581, 2018. 

12) Matsumoto L, Hirota Y, Saito-Fujita T, Takeda N, Tanaka T, Hiraoka T, Akaeda S, Fujita H,  
Shimizu-Hirota R, Igaue S, Matsuo M, Haraguchi H, Saito-Kanatani M, Fujii T, Osuga Y 
Hypoxia Inducible Factor 2α in the uterine stroma permits embryo invasion and luminal 
epithelial detachment. J Clin Invest. 128, 3186-3197, 2018. 

13) Yonashiro R, Eguchi K, Wake M, Takeda N, and Nakayama N. Pyruvate dehydrogenase 
PDH-E1beta is downregulated under prolonged hypoxic condition, and controls the progression 
of tumor growth by altering the metabolic status in cancer cells. Cancer Res. 78, 1592-1603, 
2018. 

14) Goodwin J, Choi H, Hsieh MH, Nuegent ML, Ahn JM, Hayenga HN, Singh PK, Shackelford 
DB, Lee IK, Shulaev V, Dhar S, Takeda N, Kim JW. Targeting HIF-1α/PDK1 Axis by 
Dichloroacetate (DCA) Suppresses Bleomycin-induced Pulmonary Fibrosis. Am J Respir Cell 
Mol Biol. 58, 216-231, 2018. 



24 
 

15) Ishimoto Y, Inagi R, Yoshihara D, Kugita M, Nagao S, Shimizu A, Takeda N, Wake M, Honda 
K, Zhou J and Nangaku M. Mitochondrial Abnormality Facilitates Cyst Formation in Autosomal 
Dominant Polycystic Kidney Disease. Mol Cell Biol. 37, e00337-17, 2017. 

16) Mimura I, Hirakawa Y, Kanki Y, Kushida N, Nakaki R, Suzuki Y, Tanaka T, Aburatani H, 
Nangaku M. Novel lnc RNA regulated by HIF-1 inhibits apoptotic cell death in the renal tubular 
epithelial cells under hypoxia. Physiol Rep. 5, e13203, 2017. 

17) Yamaguchi J, Tanaka T, Saito H, Nomura S, Aburatani H, Waki H, Kadowaki T, Nangaku M. 
Echinomycin inhibits adipogenesis in 3T3-L1 cells in a HIF-independent manner. Sci Rep. 7, 
6516, 2017. 

18) Krzywinska E, Kantari-Mimoun C, Kerdiles Y, Sobecki M, Isagawa T, Gotthardt D, Castells M, 
Haubold J, Millien C, Viel T, Tavitian B, Takeda N, Fandrey J, Vivier E, Sexl V and Stockmann 
C. Loss of HIF-1α in Natural Killer cells inhibits tumour growth by stimulating non-productive 
angiogenesis. Nature Commun. 8, 1597, 2017. 

19) Goodwin J, Neugent ML, Lee SY, Choe JH, Choi H, Jenkins DMR, Ruthenborg RJ, Robinson 
MW, Jeong JY, Wake M, Abe H, Takeda N, Endo H, Inoue M, Xuan Z, Yoo H, Chen M, Ahn JM, 
Minna JD, Helke KL, Singh PK, Shackelford DB, Kim JW. Distinct Metabolic Phenotypes 
within Non-small Cell 1 Lung Cancer Define Selective Vulnerability to Glycolytic Inhibition of 
Lung Squamous Cell Carcinoma. Nature Commun. 8, 15503, 2017. 

20) Shinjo S, Jiang S, Nameta M, Suzuki T, Kanai M, Nomura Y, Goda N. Disruption of the 
Mitochondria-Associated ER Membrane (MAM) Plays a Central Role in Palmitic Acid–Induced 
Insulin Resistance. Exp Cell Res. 359, 86-93, 2017.  

21) Arai T, Ono Y, Arimura Y, Sayama K, Suzuki T, Shinjo S, Kanai M, Abe S, Semba K, Goda N. 
Type I neuregulin1α is a novel local mediator to suppress hepatic gluconeogenesis in mice. Sci 
Rep. 7, 42959, 2017. 

22) Takikawa A, Mahmood A , Nawaz A, Kado T, Okabe K, Yamamoto S, Arif A, Senda S, 
Tsuneyama K, Ikutani M, Watanabe Y, Igarashi Y, Nagai Y, Takatsu K, Koizumi K, Imura J, 
Goda N, Sasahara M, Matsumoto M, Saeki K, Nakagawa T, Fujisaka S, Usui I, Tobe K. HIF-1α 
in myeloid cells promotes adipose tissue remodeling toward insulin resistance. Diabetes. 65, 
3649-3659, 2016. 

23) Karigane D, Kobayashi H, Morikawa T, Ootomo Y, Sakai M, Nagamatsu G, Kubota Y, Goda N, 
Matsumoto M, Nishimura EK, Soga T, Otsu K, Suematsu M, Okamoto S, Suda T, Takubo K. 
p38α Activates Purine Metabolism to Initiate Hematopoietic Stem/Progenitor Cell Cycling in 
Response to Stress. Cell Stem Cell. 19, 192-204, 2016. 

24) Semba H, Takeda N, Isagawa T, Sugiura Y, Honda K, Wake M, Miyazawa H, Yamaguchi Y, 
Miura M, Jenkins DM, Choi H, Kim JW, Asagiri M, Cowburn AS, Abe H, Soma K, Koyama K, 
Katoh M, Sayama K, Goda N, Johnson RS, Manabe I, Nagai R and Komuro I. HIF-1α-PDK1 
axis induced active glycolysis plays an essential role in macrophage migratory capacity. Nature 
Commun. 7, 11635, 2016. 

25) Fujimoto Y, Urashima T, Shimura D, Ito R, Kawachi S, Kajimura I, Akaike T, Kusakari Y, 
Fujiwara M, Ogawa K, Goda N, Ida H, Minamisawa S. Low Cardiac Output Leads Hepatic 
Fibrosis in Right Heart Failure Model Rats. PLoS One. 11, e0148666, 2016. 

26) Hirakawa Y, Yoshihara T, Kamiya M, Mimura I, Fujikura D, Masuda T, Kikuchi R, Takahashi I, 
Urano Y, Tobita S, Nangaku M. Quantitating intracellular oxygen tension in vivo by 
phosphorescence lifetime measurement. Sci Rep. 5, 17838, 2015.  

27) Suzuki T, Shinjo S, Arai T, Kanai M, Goda N. Hypoxia and Fatty liver.  
World J Gastroenrol. 20, 15087-15097, 2014. 
  



25 
 

研究課題名： 生体内低酸素ニッチの形成とその感知・適応に関する分子生理学的探究 
Molecular physiological studies of in vivo hypoxia niche: formation, sensing 
and adaptation 

研 究 期 間： 平成 26 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 26111004 
研究代表者名： 森 泰生（京都大学 工学研究科 教授） 
研究分担者名： 長嶋 一昭（京都大学 医学研究科 講師）（26-28 年度） 
   矢部 大介（京都大学 医学研究科 特定准教授）（28-30 年度） 
研究協力者名： 永松 剛（九州大学 医学研究科 准教授）（26-30 年度） 
   田久保 圭誉（国立国際医療研究センター研究所  

生体恒常性プロジェクト プロジェクト長）（26-30 年度） 
森 誠之（京都大学 工学研究科 准教授）（26-30 年度） 
黒川 竜紀（京都大学 工学研究科 助教）（26-28 年度） 
坂口 怜子（京都大学 高等研究院 特定助教）（26-30 年度） 

 
＜研究の目的＞ 
 分子状酸素（O2）の生物学的研究においては、好気性生物に備わる酸素の供給の不足

を回復する仕組みの研究が主流であったが、本領域は生体内の低酸素環境が積極的な意

義を有する点に注目した。 
 生体の低酸素環境への適応過程で最初に重要なのが、酸素濃度の変化の見張り役とな

るセンシング機構である。急性の（acute）適応における酸素センシングを担う酸素受容

器に関しては、頸動脈小体の血中酸素濃度感知における圧倒的な優位性が信じられてき

た。分子機構に関しても精力的に研究がすすめられ、複数の機構（CO や H2S の産生

酵素、AMP キナーゼ等）を介して、低酸素環境が K+チャネル群を閉じることにより膜

電位を脱分極させ、頸動脈小体 glomus 細胞からの神経伝達物質の放出を促して中枢へ

と情報が伝わることにより、呼吸・心機能・血流が増進すると考えられてきた。しかし、

延髄等中枢神経等によるセンシング機構は未解明であり、また、生体内に偏在するとい

われてきた他の酸素センサー大動脈小体、神経上皮層等）も未同定である。森は迷走神

経が呼吸器による酸素取り込みを調節することを示し、頸動脈小体のドグマへの挑戦が

胎動しつつあった。一方、緩徐な（chronic）適応における酸素センシングに関しては、

プロリン（Pro）ヒドロキシ化酵素（PHD）による低酸素誘導性転写因子 Hypoxia-inducible 
factor（HIF）の調節が、分子基盤として鍵となることが認識されていた。しかし、PHD 
の作用標的や他の酸素を基質とする多様なヒドロキシ化酵素や、体内に広汎に発現する

HIF が大多数の生体構成細胞において果たす役割は未解明である。さらに急性相と緩徐

相の酸素センシングの間の関係は全く未解明であり、酸素生物学の重要課題である。 
TRP（Transient Receptor Potential は、各々がユニークな活性化の物理的・化学的感受

性を示すセンサーチャネル群である。森は世界に先駆け、TRPM2 が活性酸素種（ROS）
高感受性を示す Ca2+透過型陽イオンチャネルであることを示した。また、Cys 酸化を介

して、ROS、一酸化窒素（NO）、親電子物質等を感知する TRP 群を見出した。特に、

TRPA1 が迷走神経における酸素センサーとして、体外の低酸素或は高酸素環境に対す

る呼吸機能の適応を担うことを示し、組織・器官への酸素到達の調節にレドックスセン

サーTRP が深く関与する最初の例となった。TRPM7 は、無酸素環境により強く活性が

増強され神経細胞死を惹起するが、酸素存在下では Mg2+流入により PI-3 キナーゼ-Akt
経路を介して、細胞増殖を増進することが報告されていた。 

このような背景の元、本研究では生体内における低酸素環境の形成・感知・適応の基

盤となる機構とその意義の解明を目指した。まず、主として「急性」の酸素適応応答に
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関連する酸素センシング機構の全体像を解明すべく、酸素受容器（頸動脈小体、延髄等

中枢神経等）の酸素センシングに果たす、TRPA1 チャネルを中心としたレドックスセ

ンサーTRP 群の役割を探究した。次に、酸素或いは ROS プローブに 2 光子顕微鏡イ

メージング等を組み合わせた生体内酸素環境の可視化手法を、領域内連携により開発し

た。さらに、より生理的な生命現象へと研究を展開し、酸素環境がいかにシグナル経路・

転写活性化に影響を与え、生命現象を惹起するかの探究を目的として研究を推進した。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) アストロサイトの酸素センシング機構の解明 
 中枢神経系において、アストロサイトが担う酸素センシングの基盤となる分子機構を

解明し、その脳内部位間の不均一性を示した（未発表）。 
 
(2) 細胞増殖における ROS 感受性チャネル TRPA1 の役割の解明（論文 7） 
 酸素の下流で働く ROS を介したシグナル経路に関連し、ヒト乳がん細胞において

ROS 存在下で Keap1-Nrf2 により転写誘導を受けた TRPA1 チャネルが Ca2+を流入させ

ることにより、AKT キナーゼ等を介した増殖シグナルを活性化することを解明した。 
 
(3) 4 量体 TRPV1 チャネル中のサブユニット間での ROS 感受性不均一性（論文 22） 
 ROS や熱のセンサーとして働く TRPV1 チャネルにおいて、ホモ 4 量体中の 4 組の

同一 Cys 残基（ヒトでは Cys258 と Cys742）が異なる酸化還元状態にあり、異なった

役割を果たすことを示した。即ち、Cys258 には、隣接 TRPV1 タンパク質の Cys742 と
ジスルフィドを形成する酸化型、及びフリーな還元型が存在し、各々が TRPV1 複合体

の安定化、及び ROS 感受性を担う。同一 Cys が 4 次構造形成の際に不均化し、タン

パク質複合体に ROS 感受性を生じさせることを示した最初の例である。 
 
(4)ミトコンドリアにおけるエネルギー産生定量化の理論的基盤（論文 27） 

エネルギーの代謝は、酸素環境に依存してミトコンドリアにおける好気的な酸化的リ

ン酸化から、嫌気的な解糖系へ切り替える。それを定量的に観察できる蛍光性の温度（熱

産生）センサーtsGFP の有効性について、熱力学的な視点から理論的基盤を確立した。 
 

(5)ROS 感受性チャネル TRPV4 の制御因子としての PIP2の評価（論文 28） 
 ROS、NO、熱、浸透圧等に対する multimodal なセンサーとして知られる TRPV4 に
おいて、チャネル活性制御に phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate（PIP2）が重要である

ことを示した。即ち、PIP2 は TRPV4 に対して抑制的に作用し、inositol 1,4,5-trisphosphate
（IP3）等はそれを中和することによりチャネル活性を亢進することを示した。Ankyrin 
repeat domain（ARD）の Cys が酸化感受性を担う点が複数の TRP に共通しており、酸

素、ROS、NO 等に対する感受性の分子機構を理解する上で非常に重要な知見である。

また、ARD に PIP2 が結合することを初めて示した成果でもある。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究によって、酸素センサー細胞・分子の同定を中心に、生体内低酸素環境の形成・

感知・適応の基盤となる機構、及びその意義の理解を前進させることができた。また、

成果は基礎生物学、医科学、薬学等の幅広い分野に関係し、臨床医学、医工学、食品、

環境科学やケミカルバイオロジーといった学際・応用分野の発展にも結び付いた。 
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＜研究の目的＞ 
 癌組織の内部環境は低酸素であり、低酸素は癌の転移などの悪性化や治療抵抗性と密

接に関連している。癌細胞は、供給の不足下で酸素消費をすることで低酸素になると、

酸素消費を落として危機的な酸素欠乏を回避すると同時に、幹細胞性の獲得や分化誘導

など質的な変化が惹起される。このような酸素リモデリングによって確立する動的平衡

の実態を明らかにすることを目的とした。低酸素状態の癌細胞の特徴を、我々の開発し

た癌細胞初代培養法 Cancer Tissue-Originated Spheroid 法（CTOS 法）を用いて生化学的、

分子生物学的に明らかにするとともに、遺伝子発現プロファイルを網羅的に解析し、

dormancy マーカーの探索およびそれを利用して dormancy マーカー遺伝子のプロモー

ターで細胞標識し dormancy 細胞の運命を追跡することを計画した。また、マウスモデ

ルを用いて、腸管腫瘍の形成における低酸素関連因子の役割を明らかとすることを目的

とした。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 低酸素でがん遺伝子活性を抑制して休眠状態を誘導するメカニズムの解明（論文 1, 

2, 6） 
癌の増殖はドライバー変異によって維持されているが、環境変化による微調整がある

のかどうか明らかでなかった。まず、我々は EGFR 活性型変異を有する肺癌由来 CTOS
は、大腸癌と同様に、低酸素下で可逆的な休眠状態に陥ること、この休眠状態下の CTOS
は、EGFR TKI 耐性であることを明らかにした。低酸素下で dormancy 状態にある肺癌

CTOS は、EGFR がドライバー変異を持っているにも関わらず、EGFR と HER3 の会合

が低下し、HER2、HER3 のリン酸化が低下した。EGFR の内因性阻害物質 MIG6（ERRFI1）
の発現は低酸素で上昇し、MIG6 の発現を抑制すると dormancy 状態にならない。EGFR
活性型変異を有する肺癌細胞は、MIG6 の誘導により積極的に EGFR シグナルを抑制す

ることで dormancy に陥ることを示した。つまり、がん細胞は環境によって積極的にド

ライバーシグナルを抑制することで dormancy 状態になることが実証された。これは典

型的な「酸素リモデリング」の一例である。 
活動状態と dormancy 状態の遺伝子発現を網羅的に比較解析し dormancy マーカーの

探索を試みたが、遺伝子発現と蛋白レベルとの不一致が顕著であった。これは dormancy
状態におけるタンパク合成の低下や分解の亢進によるものと考えられる。MIG6 のよう

に低酸素状態下でもmRNAがpolysome 分画に存在する蛋白を網羅的に解析することが、

dormancy マーカーの探索に有用である可能性が示唆された。CTOS を用いたハイスルー

プット化合物スクリーニング系を開発し、dormancy CTOS を対象として dormancy 細胞

を障害する薬剤のスクリーニングを行い、共通の標的をもつ複数の分子標的薬を同定し

た（論文投稿準備中）。 
 
(2) 子宮頚部小細胞癌・腺癌混合腫瘍における低酸素による分化方向性の決定機構（論

文査読中）CTOS 法の利点の一つは、患者がんの分化形質を培養条件下でも保持するこ
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とである。子宮頚部小細胞神経内分泌癌は臨床的にしばしば腺癌との混合癌を形成する

が、一つの CTOS ラインは患者腫瘍と同様に混合腫瘍の表現型を示した。患者腫瘍やマ

ウス移植腫瘍、CTOS を、小細胞癌、腺癌それぞれのマーカーで染色すると、明確に一

方のマーカーが検出される部位と両者が発現する部位、全く発現していない部位が混在

することが分かった。そこで、まず CTOS に EGFP を導入して単細胞追跡し、両成分が

クローナルな起源をもつことを証明した。単細胞遺伝子発現解析の結果、明確に二つの

組織型の特徴を示すクラスターに加え、小細胞癌の傾向は示すが特徴的でないクラスタ

ーの存在が示された(論文査読中)。また、HIF 下流の遺伝子が鮮明に活性化しているク

ラスターが存在したことから、低酸素が分化方向を規定する因子であるとの仮説を立て

た。実際に低酸素培養すると小細胞がんマーカーの発現が減弱し（図２）、それは HIF-1α
と Notch シグナル依存的であった。他の小細胞癌 CTOS ラインでも、低酸素下で、小細

胞がんマーカーが減弱した(論文査読中)。このような分化方向の制御も、酸素リモデリ

ングの一例と言える。肺癌では腺癌が治療中に小細胞がんに転換することは臨床的に報

告されており、本研究は今後の治療法の開発に重要な知見となる。 
 
(3) 腸管腫瘍形成における低酸素関連因子の役割の解明 

大腸がんマウスモデルである ApcΔ716 マウスの腸管腫瘍では、HIF-1α、HIF-2α およ

びそれらの標的遺伝子の発現は細胞増殖が盛んな部分で亢進しており、高度な低酸素領

域とは合致しなかった。腸管上皮細胞特異的に HIF-1α、HIF-2α をそれぞれ欠失させた

ところ、いずれも腫瘍サイズ、数ともに顕著に減少した。腸管腫瘍内では低酸素非依存

的に HIF-1α、HIF-2α が発現誘導され、それらが腫瘍細胞の増殖に寄与することを示し

た。正常大腸上皮では、腸内細菌叢により作り出された生理的低酸素環境により HIF
が発現誘導されることから、腸管における低酸素および低酸素疑似環境の重要性が明ら

かになった。（論文投稿準備中）。 
ApcΔ716 マウスの腸管上皮細胞特異的に MyD88 を欠失させたところ、HIF-1α のタン

パク量の減少および標的遺伝子の発現低下を伴って腫瘍数が顕著に減少した。腸管腫瘍

細胞由来オルガノイドで MyD88 を欠失させるとアポトーシスが引き起こされ、ヒト大

腸がん細胞株 HCT116 においても MyD88 のノックダウンは同様の作用を示したことか

ら、Wnt 経路活性化と MyD88 の欠失が合成致死に働くことを明らかにした。また、腸

管腫瘍上皮細胞での MyD88 欠失により mTORC1 経路が強く抑制されること、HIF-1α
は MyD88 の下流で mTORC1 により発現調節されることが分かり、大腸がんにおいて

MyD88/mTOR/HIF-1α 経路が治療標的となる可能性が示された（論文投稿準備中）。 
 
＜研究の意義・展望＞ 

癌は増殖疾患であるため、増殖を標的とした治療法が開発されてきた。分子標的治療

法もその一翼を担うが、一定の効果はあるものの、癌を根治することができない。本研

究は、本領域研究が提唱した酸素リモデリングの概念、つまり、「生体内の構成細胞が、

必要とする最適な酸素濃度領域を能動的に構築する」ことを、dormancy を軸に実証し

た。本研究で得られた成果は、がんにおける治療抵抗性を理解し、新たな治療戦略を開

発する基盤となると考えられる。 
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   杉浦 悠毅（慶應義塾大学 医学部 講師）（26-30 年度） 
 
＜研究の目的＞ 

本研究では、ハダカデバネズミと通常酸素下に生息するマウスとの線維芽細胞・iPS
細胞・肝臓等の臓器の種間比較解析により、ハダカデバネズミ種特異的な低酸素適応を

制御する分子代謝機構の解析を進め、ハダカデバネズミのがん化・老化耐性の表現型を

制御する代謝メカニズムの解明を目指した。 
 
＜研究の成果＞ 
(1)ハダカデバネズミにおける特徴的な中心代謝プロファイルの解明 

ハダカデバネズミとマウスのメタボローム・トランスクリプトームの種間比較を実施

し、低酸素適応動物であるハダカデバネズミにおける低代謝プロファイルを、細胞及び

臓器レベルで明らかにした。メタボロミクスの解析結果から着想したある条件において、

個体への負荷実験を実施したところ、この条件でマウスにおいて生じる異常が、ハダカ

デバネズミではまったく生じないという結果が得られた。この耐性メカニズムは、ハダ

カデバネズミの加齢性疾患への抵抗性の一因となっていると考えられた。また、ハダカ

デバネズミで酸化ストレス低減、老化耐性に寄与していると考えられる代謝経路の亢進

部位についても明らかにすることができた。本内容については、現在論文投稿準備中で

ある。 
 
(2)ハダカデバネズミ iPS 細胞における、種特有の腫瘍化抑制機構の解明（論文 5, 8） 

ハダカデバネズミ iPS細胞を樹立したところ、興味深いことに他の動物種とは異なり、

低酸素下では初期化が抑制されることが明らかになった。また、培養下では多分化能を

持つにも関わらず、他の動物種由来 iPS 細胞とは異なり、生体への移植後に腫瘍（奇形

腫）を形成しなかった。その特有の腫瘍化耐性の分子機構として、ヒトやマウスの iPS
細胞で発現抑制されるがん抑制遺伝子 ARF (Alternative Reading Frame) のハダカデバネ

ズミ特異的な発現亢進およびマウス ES 細胞の造腫瘍性に重要ながん遺伝子 ERAS の機

能欠失が寄与することが明らかとなった。ARF は様々なストレスに応じて発現が亢進

し、p53 依存的および非依存的な経路により細胞の増殖を抑制する。ヒトやマウス細胞

のリプログラミング過程では、初期化のストレスにより ARF が一旦発現し、その後 ARF
が抑制された細胞が iPS 細胞になると考えられている。なぜハダカデバネズミ iPS 細胞

では ARF が活性化したまま初期化されているのかを明らかにするため、我々は、ハダ

カデバネズミ線維芽細胞において初期化を誘導中に、ARF の発現を人為的に抑制した。

その結果、ARF を抑制したハダカデバネズミ線維芽細胞では、種特異的に細胞老化が

誘導された。つまりハダカデバネズミ線維芽細胞は、初期化時に ARF が抑制されると

細胞増殖が停止するため、対照的に ARF の発現が維持された増殖能をもつ細胞が、コ

ロニーを形成して ARF 活性化型の腫瘍化耐性 iPS 細胞として選択されたと考えられた。

我々はさらに、ARF ががん遺伝子の活性化などによる異常な細胞増殖シグナルによっ

ても発現亢進するということと、初期化とがん化には類似性があるという、近年明らか
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になってきた知見に着目し解析を進めた。その結果、この ARF 抑制時の細胞老化は初

期化時のみならず、Myc 強制発現によるがん化ストレスや培養ストレスの存在下でも生

じることが明らかになり、iPS 細胞だけではなくハダカデバネズミ個体のがん化耐性に

も寄与すると考えられた。以上の結果から我々はこの現象を「ASIS : ARF 
suppression-induced senescence（ARF 抑制時細胞老化）」として報告した。ハダカデバネ

ズミでは、ARF の抑制というヒトやマウスではがん化につながるような事象が生じた

場合、ASIS という種特有の細胞老化を起こし、がん化の危機を回避していると考えら

れる。 
 
(3)変温性・低代謝齧歯類ハダカデバネズミにおける褐色脂肪組織の役割（論文 1） 

ハダカデバネズミ特有の低代謝には、個体の変温性も密接に関わると考えられる。恒

温性哺乳類の体温・代謝の制御に関わる褐色脂肪組織について解析を進めたところ、変

温性哺乳類であるハダカデバネズミにおいては、非寒冷環境において社会的地位・行動

依存的に、褐色脂肪組織の活性化が生じることを明らかにした。社会状況変化を感知し

た代謝制御は、低酸素環境における通常時の酸素消費節約と必要に応じた速やかな活発

化を両立する仕組みと考えられ、低酸素適応哺乳類における体温維持メカニズムとして

非常に興味深い。本内容については論文投稿中である。また、麻布大学との共同研究に

より閉鎖環境での低代謝にも関連する集団社会性の制御機構について新たな知見が得

られ、論文化した。 
 
(4)ユニークな分析法の確立（論文 2, 3, 4, 6） 

分担研究者の杉浦らは、上記項目(1-3)にも使用した、高感度な質量分析メタボローム

法を開発した。従来は水溶性代謝物のメタボローム解析はキャピラリー電気泳動・質量

分析法が用いられて来たが、感度が低い事が問題であった。本研究において、Thermo 
Fisher Scientific 社 と 共 同 研 究 を 行 い 、 新 し い ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 (ion 
chromatography(IC))と質量分析を組み合わせた高感度メタボローム解析法(IC/MS)を確

立した。さらに、組織(臓器)のメタボローム解析では、臓器を構成する多くの細胞種の

うち、どのポピュレーションに代謝変動が見られるかは分からない。イメージング質量

分析を高感度化させ、生体内で酸素添加酵素により産生されるステロイドホルモンや、

モノアミンをイメージング可能とした。ステロイドホルモンは、コレステロールを原料

とし、多様な酸素添加酵素により産生される。中でも高度に酸素添加されたアルドステ

ロンは、原発性アルドステロン症患者血中で上昇するが、この様な高度な酸素添加反応

を、患者副腎のどの細胞が産生しているかは不明であった。高感度イメージング質量分

析法を用いる事で、従来考えられていた巨大な副腎腫瘍が生じるよりも以前に、

Aldosterone producing cell cluster (APCC)と呼ばれる細胞群が存在し、これらが機能的に

アルドステロンを産生する様子を初めて可視化した。 
 
(5)低酸素応答による新規代謝制御機構の解明（論文 7, 9, 10） 

低酸素環境下で生息するハダカデバネズミの特殊な代謝システムを理解する上で、種

を越えて共通な「低酸素応答による代謝制御機構」そのものの全貌を把握することは必

須である。低酸素環境下においては、細胞のエネルギー代謝は、ミトコンドリアにおけ

る酸化的リン酸化（酸素を必要とする）から、解糖の活性化（酸素を必要としない）へ

と劇的にシフトし、その結果大量の乳酸が細胞外へと放出されるのだが、しかし個体が

乳酸アシドーシスに陥ることはない。すなわち、低酸素環境において、全身の細胞で低

酸素応答が活性化して大量の乳酸が細胞外（血中）に放出される状況においてもなお、

我々の身体には乳酸を処理するメカニズムが備わっているということになる。分担研究

者の南嶋らは、低酸素応答は①血中乳酸の肝臓（あるいは腎臓）への取り込みと、②肝



34 
 

（・腎）における乳酸からの糖新生を活性化することを、マウスを用いて明らかにした。

この結果は、低酸素環境下での個体レベルでのエネルギー代謝制御機構についての新し

い知見をもたらしただけではなく、致死率が非常に高い乳酸アシドーシスに対する新規

治療法の開発へのヒントをもたらし、臨床現場へのインパクトの大きな研究成果が得ら

れた（WO2017-175859: 乳酸アシドーシスの予防又は治療のための医薬）。 
 
＜研究の意義・展望＞ 

本研究で得られた成果は、非モデル動物を用いた酸素環境応答・疾患研究の基盤とし

て非常に重要である。さらに、高感度かつ位置情報を保持可能な分析法の確立、また新

規の低酸素応答的な代謝制御機構の解明を通じ、ハダカデバネズミだけでなく、今後、

より広範な生物学・医学研究に応用されることが期待できる。 
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sensing prolyl hydroxylase (PHD) for metformin-associated lactic acidosis treatment. Mol Cell 
Biol. 37, e00248-17, 2017. 

8) Miyawaki S, Kawamura Y, Oiwa Y, Shimizu A, Hachiya T, Bono H, Koya I, Okada Y, Kimura 
T, Tsuchiya Y, Suzuki S, Onishi N, Kuzumaki N, Matsuzaki Y, Narita M, Ikeda E, Okanoya K, 
Seino K, Saya H, Okano H, Miura K. Tumour resistance in induced pluripotent stem cells 
derived from naked mole-rats. Nature Commun. 7, 11471, 2016. 

9) Futatsugi K, Tokuyama H, Shibata S, Naitoh M, Kanda T, Minakuchi H, Yamaguchi S, 
Hayashi K, Minamishima YA, Yanagita M, Wakino S, Itoh H. Obesity-induced kidney injury is 
attenuated by amelioration of aberrant PHD2 activation in proximal tubules. Sci Rep. 6, 36533, 
2016. 

10) Suhara T, Hishiki T, Kasahara M, Hayakawa N, Oyaizu T, Nakanishi T, Kubo A, Morisaki H, 
Kaelin WG Jr, Suematsu M, Minamishima YA. Inhibition of the oxygen sensor PHD2 in the 
liver improves survival in lactic acidosis by activating the Cori cycle. Proc Natl Acad Sci U S A. 
112, 11642-47, 2015. 
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研究課題名： 緑膿菌の低酸素適応に関わる酸素高親和性呼吸酵素の機能解析 
Studies on the high affinity terminal oxidases for microaerobic respiration in 
Pseudomonas aeruginosa 

研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 28 年度 
研究課題番号： 15H01393 
研究代表者名： 新井 博之（東京大学大学院 農学生命科学研究科 准教授） 
 
＜研究の目的＞ 
 緑膿菌は抗生物質や各種ストレスに対する耐性が高いことから感染症治療の面で問

題となっている日和見細菌である。本菌は高度に分岐した呼吸鎖電子伝達系を持ち、低

酸素もしくは嫌気的環境である感染病巣での生存能力が高い。本菌の好気呼吸において

は、酸素濃度に依らず cbb3 型の酸素高親和性シトクロムｃ酸化酵素が主要に働くこと

で、病原性発現に有利な低酸素もしくは還元的環境を自ら作り出していると考えられる。

緑膿菌のゲノムには cbb3 型酵素を構成するサブユニットの遺伝子が複数存在し、それ

らにコードされるイソサブユニットの組み合わせを換えることで性質の異なる 16 種類

の活性型酵素アイソフォームを生産する。本研究では、各アイソフォームが緑膿菌のス

トレス耐性や病原性に果たす役割を明らかにすることを目的とした。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) cbb3型酵素アイソフォームの機能解析（論文４） 
 緑膿菌はゲノム上に cbb3 酵素複合体(CcoNOP)のサブユニットをコードする２個の完

全遺伝子群(ccoN1O1Q1P1, ccoN2O2Q2P2)と２個の不完全遺伝子群(ccoN3Q3, ccoN4Q4)
を持ち、これらの遺伝子産物であるイソサブユニットの組み合わせにより16種類のcbb3

酵素アイソフォームを生産することができる。これらは主要サブユニット(CcoN)の種類

により 4 タイプ(N1～N4 型)に分類できる。各タイプのアイソフォームについて、プロ

トン排出効率、および、酸素に対する親和性を調べた結果、いずれのアイソフォームも

プロトン排出効率に大差は無く、また、いずれのアイソフォームも酸素に対する Km値

が低く、高親和性酵素であることが示された。しかし、N3 型と N4 型酵素は、それぞ

れ亜硝酸とシアンに対する耐性が高く、低酸素環境における活性窒素や呼吸阻害剤耐性

に寄与していることが明らかとなった。 
 
(2) N3 型および N4 型酵素の発現制御解析 

N3 型酵素と N4 型酵素は、それぞれ亜硝酸イオンおよびシアン化物イオンにより誘

導発現する。ccoN3Q3 と ccoN4Q4 の転写を制御する調節因子を探索した結果、ccoN3
プロモーターは亜硝酸に応答する LysR タイプの調節因子、ccoN4 プロモーターはシア

ン化物イオンに応答する GntR タイプの調節因子によって制御されることを明らかにし、

それぞれの転写調節因子を NirY、CicR と名付けた。大腸菌で異種発現、精製した CicR
を用いた機能解析の結果、CicR はピリドキサルリン酸(PLP)を補因子として持ち、PLP
とシアン化物イオンがシアノヒドリンを形成することで、シアン化物イオンを感知する

ことが示唆された。また、ゲルシフト解析により、CicR は ccoN4 遺伝子のプロモータ

ー領域に特異的に結合するのに対し、高酸素条件でのシアン耐性呼吸に関わる Cyanide 
insensitive oxidase の発現制御には直接関与しないことが明らかになった。 
 
(3) cbb3酵素複合体形成機構の解析 

CcoQ は cbb3酵素複合体のアセンブリーに関与すると推定されているが、その具体的

な役割は不明である。緑膿菌の４個の cco 遺伝子群にはそれぞれ ccoQ 遺伝子が存在す
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るため、cbb3酵素アイソフォームの形成にそれぞれの ccoQ 遺伝子産物が関与している

と考えられた。CcoN1O1P1 または CcoN2O2P2 のみを発現し、ccoQ1 または ccoQ2 を欠

失した発現プラスミドを用いた場合には、シトクロム c 酸化活性を示さなかったため、

CcoQ1 と CcoQ2 は活性型酵素の形成に必要であることが示された。しかし、ccoQ1 を

別の発現プラスミドで相補した場合に活性が回復しなかったため、遺伝子クラスターの

構造や発現順序が酵素複合体の形成に必要と予想された。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 緑膿菌は低酸素～嫌気条件での生存力が高く、この性質が本菌の感染力や病原性に寄

与していると考えられている。本研究の成果により、酸素高親和性の性質の異なる複数

の cbb3型シトクロム c 酸化酵素を生産し、それらを主要な呼吸酵素として利用すること

が、低酸素環境である感染病巣での緑膿菌のストレス耐性に寄与することが示された。

cbb3型酵素は細菌特有であり、コレラ菌やピロリ菌などの病原菌も、感染病巣での生存

にこのタイプの酵素を利用することから、cbb3 型酵素を標的とする薬剤の探索により、

新たな感染症治療への道が開ける可能性が示された。 
 
＜主な研究発表＞ 

1) Yamagiwa R, Kurahashi T, Takeda M, Adachi M, Nakamura H, Arai H, Shiro Y, Sawai H, 
Tosha T. Pseudomonas aeruginosa overexpression system of nitric oxide reductase for in vivo 
and in vitro mutational analyses. Biochim. Biophys. Acta 1859, 333–341, 2018. 

2) Osamura T, Kawakami T, Kido R, Ishii M, Arai H. Specific expression and function of the 
A-type cytochrome c oxidase under starvation conditions in Pseudomonas aeruginosa. PLoS 
ONE 112, e0177957. 2017. 

3) Terasaka E, Yamada K, Wang PH, Hosokawa K, Yamagiwa R, Matsumoto K, Ishii S, Mori T, 
Yagi K, Sawai H, Arai H, Sugimoto H, Sugita Y, Shiro Y, Tosha T. Dynamics of nitric oxide 
controlled by protein complex in bacterial system. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 114, 9888-9893, 
2017. 

4) Hirai T, Osamura T, Ishii M, Arai H. Expression of multiple cbb3 cytochrome c oxidase 
isoforms by combinations of multiple isosubunits in Pseudomonas aeruginosa. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 113, 12815-12819, 2016.  
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研究課題名： 低酸素応答における転写因子の核輸送制御機構の解明 
－水酸化酵素 PHD の新しい機能－ 

   Localization of transcription factors under hypoxic condition 
               - new role of prolyl-hydroxylase PHD - 

水酸化酵素 Phd の新規基質の同定を基盤とした 
低酸素応答システムの解明   
Analysis of hypoxic response system based on characterizing Phd substrates 

研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 10451923 
研究代表者名： 中山 恒（東京医科歯科大学 難治疾患研究所 准教授） 
連携研究者名： 片岡 直行（東京大学 農学研究科 准教授）（27-30 年度） 
   與那城 亮（東京医科歯科大学 難治疾患研究所 助教）（29-30年度） 
 
＜研究の目的＞ 

本研究は、Phd と相互作用するタンパク質の機能解析から、低酸素応答の新たな制御

機構の解明を目指した。Phd ファミリー(Phd 1, 2, 3)は、低酸素応答の中心因子である

HIF-α のプロリン残基を水酸化する酵素であり、低酸素応答制御で主要な役割をする。

Phd はその酵素活性に酸素を必要とすることから生体内の低酸素センサーと位置づけ

られ、タンパク質の「プロリン水酸化修飾」という形で酸素状態の変化を細胞内で伝達

する。しかし、Phd が水酸化する HIF-α 以外の標的タンパク質の全容や、三種類の Phd
の使い分けなど、未解明な点も多く残されている。研究代表者はこれまで継続して Phd3
の研究を行ってきた。これまでに、Phd3 が、グルコース代謝経路の主要分子であるピ

ルビン酸脱水素酵素 PDH と結合して、その活性を正に保持する分子であることを明ら

かにしてきた。Phd3 と PDH は相互作用することから、PDH が Phd3 の新たな基質とな

り、PDH の活性調節には水酸化修飾が関与する可能性が考えられた。そこで、PDH の

通常酸素・低酸素間での活性制御機構の詳細と、PDH の水酸化と活性状態との関連を

明らかにするために研究を実施した。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 低酸素環境下での代謝の切り換わりに働くピルビン酸脱水素酵素 PDH の新たな制

御機構の発見（論文 3） 
細胞は、低酸素環境では、エネルギー代謝を解糖系に依存した状態へと変化させる。

この代謝の変化にはピルビン酸脱水素酵素PDHが関与しており、PDHが低酸素下でリン

酸化されて、その活性が抑制されることが重要であることがこれまでに報告されていた。

低酸素下でのPDHの活性制御機構をより詳しく解析したところ、リン酸化に加えて、

PDHの発現が長期的な低酸素培養で減少することを明らかにした。そこで、この発現低

下の意義を追究するために、PDHをshRNAで構成的にノックダウンした乳がん細胞株を

樹立したところ、この細胞ではTCA回路の働きが顕著に低下しており、高度に解糖系に

依存した典型的な低酸素性の代謝を示すことが明らかになった。次に、この低酸素性の

代謝状態ががん細胞の腫瘍形成能にどのような影響を与えるのかを検証するために、

PDHノックダウン細胞株を免疫不全マウスに移植したところ、その腫瘍形成能が有意に

低下していることが明らかになった。したがって、PDHの発現低下によって形成される、

高度に解糖系に依存した代謝状態に恒常的に陥ることは、がん細胞の腫瘍形成に抑制的

に働くことが示された。 
 

(2) 長期的な低酸素応答で ER ストレスが引き起こされることを同定（論文 4） 
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 低酸素応答には、Hypoxia-Inducible Factor (HIF)をはじめ、さまざまな転写因子が関与

している。長期的な低酸素応答時には、CREB が活性化されることをこれまでに見出し

ていた。本研究では、新たに CREB が ER ストレス応答時にも活性化されることを明ら

かにした。この時に、活性化された CREBは ER ストレスシグナルとクロストークして、

ER ストレスの増強にはたらくことが示された。一方、長期的な低酸素応答においても

ER ストレスシグナルは活性化されており、CREB は低酸素シグナルと ER ストレスシ

グナルの両者を制御する役割を担うことが明らかになった。この時の CREB 活性は、が

ん転移を促進する働きをし、CREB をノックダウンすることにより、マウスモデルにお

けるがん転移の有意な減少が認められた。 
 
＜研究の意義・展望＞ 

がんは低酸素状態をはじめとした、さまざまな体内微小環境に巧みに適応して、増悪

化していく。この過程で、多様な細胞内シグナル伝達系の活性化や、代謝機構の変化が

起きていることが、次々と明らかにされている。本研究では、代謝酵素 PDH の発現が

がん性代謝を規定するのに重要な働きをすることと、CREB を介したシグナル伝達系が

がんの悪性化に関わることを明らかにすることができた。本研究で得られた成果は、こ

れらの分子を標的とした新しいがん治療戦略の基盤となると考えられる。 
 
＜主な研究発表＞ 

1) Eguchi K., Nakayama K. Prolonged hypoxia decreases nuclear pyruvate dehydrogenase 
complex and regulates the gene expression. Biochem Biophys Res Commun. 520, 128-135, 
2019. 

2) Nakayama K., Kataoka N. Regulation of Gene Expression under Hypoxic Conditions.  Int. J. 
Mol. Sci. 20, E3278(1-15), 2019. 

3) Yonashiro R, Eguchi K, Wake M, Takeda N, Nakayama K. Pyruvate dehydrogenase PDH-E1β 
controls tumor progression by altering the metabolic status of cancer cells. Cancer Res., 78, 
1592-1603, 2018.   

4) Kikuchi D., Tanimoto K., and Nakayama K. CREB is activated by ER stress and modulates the 
unfolded protein response by regulating the expression of IRE1α and PERK. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 469, 243-250, 2016. 

 
 
 
 
 
 

 

PDH ノックダウンによる解糖性代謝の確立 
細胞は通常酸素環境（norm）では好気的な代謝をし、低酸素環境（hypo）では解糖系

に依存した代謝を示すようになる（●）。一方、PDH をノックダウンした細胞では、通

常酸素環境においても解糖性の代謝を示す（■、■）ことが明らかになった（論文 3）。 
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研究課題名： 光合成の酸素パラドクスを統御する低酸素センサー転写制御 
タンパク質の作動原理 
Regulatory mechanisms of low-oxygen sensor transcriptional regulators for 
the oxygen paradox between photosynthesis and nitrogen fixation 

研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 28 年度 
研究課題番号： 15H01397 
研究代表者名： 藤田祐一（名古屋大学 大学院生命農学研究科 教授） 
 
＜研究の目的＞ 

酸素発生型光合成は、太陽光のエネルギーをもちいた水分子の酸化によって分子状酸

素（O2）を地球環境に持続的に供給する。光合成の光反応において中心的な役割を担う

クロロフィルは、多数の酵素反応を経て生合成されるが、この生合成系には酸素によっ

て不活性化される酵素が含まれる。これらの酵素は光合成のためにクロロフィル供給に

寄与しながら、光合成によって生じる酸素によって不活性化されるという“酸素パラド

クス”を抱えている。同様のパラドクスはシアノバクテリアの窒素固定系でも認められ

る。窒素固定反応を担う酵素ニトロゲナーゼは酸素に脆弱な酵素である。その駆動に必

要な ATP と還元力は光合成によって供給されるが、光合成で作られる酸素によってニ

トロゲナーゼが不活性化されてしまう。低酸素を感知して転写を活性化するタンパク質

は、酸素パラドクスの統御に重要な役割を担っていると推察される。本研究では、低酸

素センサー転写制御タンパク質の作動原理を明らかにし、酸素感知機構の意義をエネル

ギー代謝の観点から考察する。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) シアノバクテリアの窒素固定のマスターレギュレーターCnfR が認識する上流 cis
配列の同定（論文１） 
 CnfR は、窒素固定遺伝子クラスターの主要プロモーターである nifB および nifP の遺

伝子間領域から両方向への転写を活性化する、窒素固定のマスターレギュレーターであ

る。Leptolyngbya boryana の CnfR は 534 個のアミノ酸残基からなり、C 末端ドメイン（約

80 アミノ酸残基）に DNA 結合ドメイン、N 末端ドメイン（約 60 アミノ酸残基）には

フェレドキシン（2 つの[4Fe-4S]クラスターを介して酸化還元を担う）と同様の 8 つの

システイン残基の特徴的な配置が認められる。この特徴から、CnfR は[4Fe-4S]クラスタ

ーを介して低酸素を感知していると推察される。本論文では、窒素固定能を有しないモ

デルシアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803 において CnfR 発現と nifB および nifP
の上流配列をレポーター遺伝子に連結したレポーター株を構築し、上流配列に CnfR に

よって認識される共通エレメントを同定した。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 シアノバクテリア窒素固定のマスターレギュレーターCnfR の DNA 認識 cis エレメン

トの解明により、CnfR による転写活性化が非窒素固定生物においても作動することが

明らかになった。今後は、CnfR 発現系を活用し非窒素固定シアノバクテリアでの nif
遺伝子群の転写活性化により、窒素固定能の付与の実現に向けて具体的な遺伝子構築を

進める。また、CnfR の生化学的解析により配列から予想されるように鉄硫黄クラスタ

ーを有することが示唆された。これらの成果は、今後、CnfR による低酸素感知機構お

よび窒素欠乏感知機構の解明に向けて研究をさらに深化させる研究基盤となる。さらに、

進化的観点に立てば、低酸素感知機構は地球環境の酸素レベルが上昇してきたことに応

答して成立した環境応答機構の一つと捉えることができる。シアノバクテリアの低酸素
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感知機構の分子機構の解明は、生物が酸素レベル上昇に応答してどのように既存の酸素

に脆弱な分子システムを適応させてきたのかの具体的な足跡に迫る。 
 
＜主な研究発表＞ 

1) Tsujimoto, R., Kamiya, N., and Fujita, Y. Identification of a cis-element in nitrogen fixation 
genes recognized by CnfR in the nonheterocystous nitrogen-fixing cyanobacterium 
Leptolyngbya boryana. Mol. Microbiol. 101, 411–424, 2016.  
 

 

  

CnfR による nif 遺伝子群の発現制御系と nifB および nifP 上流で保存された CnfR
認識 cis 配列 
cnfR 遺伝子の発現はグローバル窒素制御タンパク質 NtcA によって制御される。

CnfR は、低酸素および窒素枯渇に応答して活性化型となり、nifB と nifP 上流から

両方向への転写を活性化する。その際、認識する cis 配列は転写開始点から上流約

110 bp にある 88 bp 程度の配列である。配列の特徴に基づきモチーフ I〜IX と便宜

的に分割して捉えている。この配列の特徴は窒素固定性シアノバクテリアに広く

保存されている。 
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研究課題名： 光合成と窒素固定の酸素パラドクスを統御する分子機構 
Molecular mechanisms to solve the oxygen paradox between photosynthesis 
and nitrogen fixation 

研 究 期 間： 平成 29 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 17H05525 
研究代表者名： 藤田祐一（名古屋大学 大学院生命農学研究科 教授） 
 
＜研究の目的＞ 
 本研究は、酸素に脆弱な酸素ニトロゲナーゼが酸素をつくる光合成が両立するという

“酸素パラドクス”を統御する分子機構の解明を目指す。具体的には、酸素センサー型

転写制御タンパク質 CnfR, ChlR の生化学的解析、ニトロゲナーゼの修飾による酸素防

御機構および酸素防御に関わる遺伝子の探索を行う。光合成と窒素固定という地球上の

生命を支える二大生化学過程の両立に酸素防御と酸素感知が重要な役割を果たしてい

る。この分子機構を解明することを通して広く酸素を基軸とする生命の統合的理解に貢

献する。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) シアノバクテリアの低酸素センサー型転写制御タンパク質 ChlR の活性化に関わる

アミノ酸残基の同定（論文 1） 
 ChlR は、シアノバクテリアにおいて低酸素に応答して低酸素型クロロフィル・ヘム

生合成系オペロン chlAII-ho2-hemNの転写を誘導するMarR型転写制御タンパク質である。

好気条件では生育できない chlAI 欠損株に対し、エラープローン PCR により増幅した

chlR 遺伝子断片によって形質転換することで、好気条件でも生育できる偽復帰変異を単

離した。これら偽復帰変異株の chlR の塩基配列から、ChlR が好気条件でも同オペロン

の転写を活性化することができるスーパーアクティベーター型変異を 8 種類同定した。

アミノ酸置換のほとんどは ChlR の N 末端領域に局在しており、この領域の構造変化が

活性型への構造変化に重要な役割を担っていることを明らかにした。MarR 型転写制御

タンパク質で鉄硫黄クラスターを有するアクティベーターという特徴は ChlR 固有であ

ることから、新規な分子機構の解明につながることが期待される。 
 
(2) シアノバクテリアの窒素固定生育におけるニトロゲナーゼのアクセサリータンパ

ク質の必要性（論文 2） 
 これまでに従属栄養性の窒素固定細菌においてニトロゲナーゼのアセンブリに関与

するアクセサリータンパク質の機能が提唱されているが、これらのタンパク質について

シアノバクテリアの窒素固定における役割は不明であった。本論文では、Leptolyngbya 
boryana の窒素固定遺伝子クラスターの機能解析を進め、ニトロゲナーゼの成熟過程に

関わるアクセサリータンパク質 NifW, NifX/NafY, NifZ が、従属栄養窒素固定細菌におい

て考えられていたよりも窒素固定性シアノバクテリアにおいてはより重要なはたらき

を担っていることが分かった。これらのアクセサリータンパク質が酸素パラドクスの統

御に関与している可能性が示唆される。 
 
(3) 窒素固定性シアノバクテリア Leptolyngbya boryana におけるトランスポゾンを用い

たランダム変異導入系の確立（論文 3） 
 ヘテロシストを形成しないシアノバクテリア Leptolyngbya boryana においてトランス

ポゾンによる変異導入系を確立し、光合成と窒素固定の両立に関わる遺伝子のスクリー

ニングを行った。窒素固定生育が低下する変異株の一つのゲノムリシーケンスから、こ
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の変異株では Cu 輸送性 P 型 ATPase 遺伝子 ctaA にトランスポゾンが挿入されているこ

とがわかった。このことは、Cu 輸送による呼吸活性促進が窒素固定生育に重要である

ことが分かった。呼吸活性促進が酸素パラドクスの統御に関与している可能性が示唆さ

れる。  
 
 (4) 非窒素固定性シアノバクテリアへの窒素固定遺伝子群の導入と発現制御（論文 4） 
 CnfR は、窒素固定性シアノバクテリアに分布し、低酸素と窒素枯渇を感知し、窒素

固定（nif）遺伝子群の転写を活性化するマスターレギュレーターである。CnfR による

低酸素・窒素欠乏に応答した誘導を利用しニトロゲナーゼ遺伝子群を発現する非窒素固

定性シアノバクテリア形質転換体を単離し、ニトロゲナーゼ活性を検出することに成功

した。これらの形質転換体は、酸素パラドクス統御機構解明に向け、格好のモデルとな

る。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 CnfR と ChlR という２つの酸素感知型転写制御タンパク質の作用機作の解明を通し

て、光合成と窒素固定の両立機構の一端を明らかにした。具体的には、CnfR の DNA 認

識 cis エレメントの解明、CnfR を利用したニトロゲナーゼ活性の異種発現系の確立およ

び ChlR の活性化に関わるアミノ酸残基の同定を行った。また、さらに新たな遺伝子同

定を目指して、窒素固定性シアノバクテリア Leptolyngbya boryana においてトランスポ

ゾン変異導入系を確立した。また、nif 遺伝子クラスターの詳細な解析を通してこれま

で重要視されていなかったニトロゲナーゼアクセサリタンパク質がシアノバクテリア

の窒素固定生育には非常に必要であることを示した。以上のように、CnfR と ChlR の主

に機能的側面についてこの研究期間内に明らかにすることができた。本研究で得られた

成果は、光合成と窒素固定の両立を支える分子機構の全貌解明に向けた基盤となると考

えられる。 
 
＜主な研究発表＞ 

1) Hiraide, Y., Yamamoto, H., Kawajiri, Y., Yamakawa, H., Wada, K., and Fujita, Y. 
Super-activator variants of the cyanobacterial transcriptional regulator ChlR essential for 
tetrapyrrole biosynthesis under low oxygen conditions. Biosci. Biotech. Biochem. 84, 481-490, 
2020. 

2) Nonaka, A., Yamamoto, H., Kamiya, N., Kotani, H., Yamakawa, H., Tsujimoto, R., and Fujita, 
Y. Accessory proteins of the nitrogenase assembley, NifW, NifX/NafY, and NifZ, are essential 
for diastrophic growth in the nonheterocystous cyanobacterium Leptolyngbya boryana. Front. 
Microbiol. 10, 495, 2019. 

3) Tomatsu, C., Uesaka, K., Yamakawa, H., Tsuchiya, T., Ihara, K., and Fujita, Y. In-vivo 
transposon tagging in the nonheterocystous nitrogen-fixing cyanobacterium Leptolyngbya 
boryana. FEBS Lett. 592, 1632-1642, 2018. 

4) Tsujimoto, R., Kotani, H., Yokomizo, K., Yamakawa, H., Nonaka, A. and Fujita, Y. Functional 
expression of an oxygen labile nitrogenase in an oxygenic photosynthetic organism. Sci. Rep. 8, 
7380, 2018. 
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酸素センサー型転写制御タンパク質 ChlR のスーパーアクティベー

ターバリアント 
野生型 ChlR は低酸素条件でのみ活性化型となり chlAII オペロンの転

写を活性化する。本研究では、好気条件でも転写を活性化するスー

パーアクティベーター型バリアントとなる 8 個のアミノ酸置換を特

定した。 
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研究課題名： TASK チャネルを標的とする低酸素応答機構に関する研究 
   Hypoxia-induced regulation of TASK channel function 
研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 28 年度 
研究課題番号： 15H01404 
研究代表者名： 古谷 和春（大阪大学 医学系研究科 助教） 
 
＜研究の目的＞ 
 本研究は、頚動脈小体タイプ I グロムス細胞の酸素感受性カリウムチャネルとして考

えられる、TASK チャネルを標的とした低酸素応答の本態を理解することを目指した。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 低酸素応答シグナル伝達系による TASK チャネル機能制御の評価 
 TASK チャネルの分子制御機構は依然よく理解されていない。そこで、各種低酸素関

連物質の TASK チャネルへの直接作用を解析するため、単離したアフリカツメガエル卵

母細胞にヒトもしくはマウスの TASK1 および TASK3 cRNA を注入し、発現した TASK
チャネルの活性を電気生理学的に測定した。薬物の各サブユニットのホモ二量体への効

果の評価には TASK1 もしくは TASK3 cRNA を単独で注入した卵母細胞を用い、

TASK1/3 ヘテロ二量体へ効果の評価には TASK1 および TASK3 を cRNA 濃度レベルで

等量注入した卵母細胞も解析に用いた。対照には cRNA の代わりに vehicle として水を

注入した卵母細胞を用いて評価した。細胞外酸素濃度は、酸素電極を用いて電気化学的

に計測した。 
 アフリカツメガエル卵母細胞を再構成系として用いた時、上述した TASK1 および

TASK3 からなる TASK チャネルのいずれの群においても、低酸素応答性を示さなかっ

た。このことから TASK チャネル自体には低酸素応答性機構はなく、その他の分子との

相互作用によって低酸素応答性が発揮されていると考えられた。低酸素応答を仲介する

分子として、過去のグロムス細胞を用いた研究から、NADPH oxidase（NOX）によって

産生される過酸化水素（H2O2）が TASK チャネルを抑制する可能性が考えられた。そこ

で、H2O2の TASK チャネルに対する効果を調べた。結果として、10 mM H2O2は抑制作

用を示さなかった。また、一酸化窒素（NO）の関与も示唆されているが、NO 供与体

100 µM Nitroprusside Na も有意な効果を示さなかった。これらの結果から、H2O2や NO
は酸素応答機構に関わっていたとしても TASK チャネルに対する直接作用ではなく、別

の分子を介した作用であると考えられた。 
 次に、TASK チャネルに低酸素応答性を与える細胞内シグナル伝達蛋白質の候補とし

て、過去の知見から AMP 活性化蛋白質キナーゼ（AMPK）、NADPH オキシダーゼ 4
（NOX4）、Heme オキシゲナーゼ 2 （HO2）に着目した。アフリカツメガエル卵母細胞

に TASK チャネルとこれらのシグナル蛋白質をコードする cRNA を同時に注入し、発現

を待って、TASK チャネルを流れる電流を電気生理学的に測定して低酸素応答性を評価

した。結果として、いずれの組み合わせでも、低酸素に応じる TASK 電流の現象は観察

されなかった。また、それらの活性化薬や阻害薬の効果を試したが、それでも有意な

TASK 電流の増減は認められなかった。従って、酸素感受性カリウムチャネルの分子機

構における有力な仮説となっている AMPK、NOX4、HO2 は、TASK チャネルと機能共

役していないか、あるいは、アフリカツメガエル卵母細胞おいて機能共役するためには

その他の因子がさらに必要である可能性がある。 
 一方、グアニル酸シクラーゼ（GC）-protein kinase G（PKG）が低酸素応答に関わる

という報告がある。そこで GC-PKG 系による TASK チャネル制御の解析をおこなった。

結果として、TASK3 を含む TASK チャネル活性は GC-PKG シグナル伝達系の亢進で抑
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制されることが明らかとなった。TASK チャネルは細胞外 pH の低下によって制御され

ることが知られているが、GC-PKG シグナル伝達系による TASK3 チャネルの制御は、

その細胞外 pH 感受性とは独立した制御であることを見出した。 
 
(2)一酸化窒素による TASK チャネル制御の神経興奮性制御における役割（論文 2） 
 （1）の研究において、GC-PKG 系による TASK チャネル制御を評価した。GC-PKG
系の活性化により、TASK1 チャネル機能は亢進し、一方 TASK3 チャネル機能は抑制さ

れる。咀嚼運動を制御する三叉神経運動神経は、投射先の咀嚼筋のタイプ毎に、発現す

る TASK チャネルの種類が異なり、電気生理学的な特性が異なることが示唆されていた。

我々は TASK チャネルと細胞興奮性、シグナル伝達による制御を評価し、大きな細胞体

（>35 µm）を持つ三叉神経運動神経は、TASK1 と TASK3 を共に多く発現しており、細

胞体のサイズが小さくなると共に、TASK3 に対する TASK1 の比率が増加することを示

した。NO 供与体 100 µM Nitroprusside Na を投与すると、TASK チャネルの機能抑制も

しくは亢進により、細胞体の大きな運動神経の興奮性は高まり、一方小さな細胞体の興

奮性は低下する。つまり、三叉神経節の運動神経の電気生理学的特性が細胞体のサイズ

の大小に関連して、差がつけられる。このような運動神経の TASK チャネルに依存した

電気生理学的特性の違いは、咀嚼筋のタイプ依存的な制御に関わっていると考えられた。 
 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究で得られた成果は、低酸素応答機構を理解する上で、新たな分子制御機構の基

盤となると考えられる。TASK チャネルの制御に関する新しい知見は、TASK チャネル

の未解明な生理機能の理解にも繋がる。 
 
 
＜主な研究発表＞ 

1) Funato Y, Furutani K, Kurachi Y, Miki H. CrossTalk proposal: CNNM proteins are Na+/Mg2+ 
exchangers playing a central role in transepithelial Mg2+ (re)absorption. J Physiol 596, 743-746, 
2018.  

2) Okamoto K, Emura N, Sato H, Fukatsu Y, Saito M, Tanaka C, Morita Y, Nishimura K, 
Kuramoto E, Xu Yin D, Furutani K, Okazawa M, Kurachi Y, Kaneko T, Maeda Y, Yamashiro T, 
Takada K, Toyoda H, Kang Y. The Possible Role of TASK Channels in Rank-Ordered 
Recruitment of Motoneurons in the Dorsolateral Part of the Trigeminal Motor Nucleus. eNeuro 
3(3). ENEURO.0138-16.2016, 2016. 
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研究課題名： 骨髄内酸素環境が及ぼす破骨細胞動態の in vivo 解析 
   Investigation of hypoxic effect on osteoclast dynamics 
研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 15H01405, 17H05530 
研究代表者名： 西川恵三（大阪大学 免疫学フロンティア研究センター 特任准教授） 
 
＜研究の目的＞ 
 エリスロポエチン(Epo)は赤血球以外に様々な生理作用をもつことが知られており、

その一つに骨代謝を制御する役割がある。Epo による骨代謝制御は、破骨細胞による骨

破壊の促進を伴う。しかしながら、破骨細胞自身は、Epo の受容体を発現しておらず、

その作用は間接的と不明な点が多い。本研究では、Epo による破骨細胞制御の実体を、

個体及び細胞レベルで明らかにすることに公募研究の前半で取り組んだ。 
 公募研究の後半では、生体組織内局所の酸素分圧と細胞内のエネルギー代謝を定量的

に観察することが可能な二光子励起顕微鏡による生体イメージング法を開発すること

で、生きたマウスの骨組織内で破骨細胞がどのような酸素環境に晒され、その酸素環境

が破骨細胞内のエネルギー代謝にどのような影響を及ぼすかを明らかにすることに取

り組んだ。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 破骨細胞形成に対する Epo の役割の解明  

Epo による破骨細胞形成への影響を生体レベルで明らかにするために、Epo 投与マウ

スを用いた gain of function 並びに遺伝性超貧血マウス(ISAM)を用いた loss of function 解

析を試みた。その結果、Epo 投与マウスは破骨細胞数の増加とともに骨量減少を、一方

ISAM は破骨細胞数の減少並びに骨量増加を呈することを見出した。以上の結果は、Epo
が破骨細胞形成を促進する作用があることを示唆する。次に、Epo が骨髄内の酸素環境

に及ぼす影響を解析した。即ち、ピモニダゾールを投与したマウスから骨を単離し、

whole mount 免疫染色と組織の透明化を併用することで、骨髄内酸素の 3 次元分布を評

価した。その結果、Epo 投与マウスでは、骨髄内の低酸素領域が減少することが判明し

た。以上の結果から、Epo が骨髄内酸素環境を変える効果をもつことが示唆された。近

年の我々の研究成果によると、破骨細胞制御に好気的代謝が関与することが明らかにさ

れていることから、Epo による破骨細胞形成促進には、Epo の骨髄内の酸素リモデリン

グが関係することが考えられる。 
 

(2) 二光子励起顕微鏡法を用いた骨髄内酸素イメージングの研究 1  
Epo 投与によって破骨細胞内の酸素濃度がどのように変化するかを解析するために、

二光子励起顕微鏡を用いた酸素イメージングに取り組んだ。酸素の可視化プローブであ

るイリジウム錯体(BTPDM1)を投与したマウスを麻酔下で生かしたまま頭蓋骨内を観察

し、リン光を 12 時間以上連続観察する実験系を新規に立ち上げた。実際に、マウスが

吸入する酸素濃度を 20％から 95％へ変動させた場合、骨髄内の赤血球系列細胞からの

リン光強度が顕著に低下することを観察した。 
 

(3) 二光子励起顕微鏡法を用いた骨髄内酸素イメージングの研究 2  
破骨細胞が晒されている酸素環境を明らかにするために、破骨細胞を蛍光蛋白質

EGFP で標識したマウスに BTPDM1 を投与することで、生きたマウスの骨組織内の破骨

細胞からのリン光観察を行った。さらに、時間相関単一光子計数法によって破骨細胞の

リン光寿命を測定した。そして、破骨細胞の初代培養を活用することで酸素分圧とリン
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光寿命との関係を示す検量線を作成することで、生きたマウスの骨組織内で破骨細胞が

晒されている酸素分圧を絶対定量することに成功した。さらに、マウスに低酸素暴露を

行うことで、破骨細胞が晒されている酸素分圧の生体内での変化を定量的に明らかにし

た。 
 

(4) 破骨細胞のエネルギー代謝の生体イメージング法の確立と酸素環境と代謝の関係

性の解析  
ATP に対する FRET 型バイオセンサーGOATeam を破骨細胞系列で発現するマウスの

系統を作出し、時間相関単一光子計数法による二光子蛍光寿命イメージングを活用する

ことで、生きたマウスの骨組織内の破骨細胞で生じる代謝変化を定量解析する実験系を

確立した。本法を用いることで、低酸素暴露を行ったマウスにおいて、生体内の破骨細

胞のエネルギー代謝がどのような影響を受けるかの検討を行った。その結果、生体内で

破骨細胞が晒されている酸素環境が変化するにもかかわらず、破骨細胞内の ATP 量は

影響を受けないことが明らかとなった。次に、NAD(P)H を対象にした自家蛍光寿命イ

メージングを活用することで、生きたマウスの骨組織内の破骨細胞で生じる解糖系の変

化を定量解析する実験系を確立した。GOATeam の研究結果同様、低酸素暴露したマウ

スにおいては、破骨細胞が晒されている酸素環境が変化するにもかかわらず、破骨細胞

内の解糖系は影響を受けないことが明らかとなった。 
 

(5) 破骨細胞の酸素環境と細胞動態との関係性の解析  
破骨細胞を蛍光標識したマウスを用いて、破骨細胞の動きの長時間観察を行った。こ

の際、マウスに様々な酸素濃度を吸気させることで、破骨細胞の動きに及ぼす影響を解

析した。マウスに高酸素暴露を行った場合、破骨細胞の動きには変化が見られないこと

が明らかとなった。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 生体組織内で細胞が晒されている酸素分圧がどの程度変動するのかを 1 細胞レベル

で解析することに成功した本成果は、従来研究で曖昧とされていた酸素環境の実体を明

らかにすることで、定量的に低酸素応答を理解する研究の基盤となることが考えられる。 
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研究課題名： 水酸化プロテオーム解析を基軸とした酸素応答システムの統合的理解 
Hydroxy proteome-based study on oxygen response system 
トランスオミクス解析による低酸素応答のシステム的理解 
Trans-omics analysis to study hypoxia response system  

研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 15H01407, 17H05534 
研究代表者名： 松本 雅記 （九州大学 生体防御医学研究所 准教授） 
 
＜研究の目的＞ 

本研究は先端的なプロテオーム解析を用いて酸素応答システムの全貌解明を目指し

たものである。酸素応答は生命システムにおいて最も重要な環境適応機構の一つである。

これまで、脊椎動物における低酸素応答の分子機構はそのマスター転写因子である

Hypoxia inducible factor (HIF-) を中心に研究が展開されてきた。その一方で、酸素応答

がすべて HIF-の制御のみで説明できないことや、酸素分子が関わる生命現象の多様性

から、酸素応答に関わる生命システムには未知の領域が多く残されていることが明らか

になっており、より包括的な酸素応答機構の探索とその理解が重要な課題となっている。 
本研究課題では、申請者ら独自に考案した次世代型プロテオミクスのプラットフォーム

である iMPAQT 法を構築し、これを利用してプロテオームレベルで低酸素応答の包括

的解析を行う。さらに、タンパク質水酸化のシステマティクな同定法を構築し、酸素応

答に重要な役割を担っているタンパク質水酸化の同定を試みる。これに加えて、酸素応

答が代謝システムに与える影響をプロテオーム・メタボロームの並列計測とその統合解

析であるトランスオミクスの手法を確立し、低酸素応答に応用することで、酸素応答の

全体像を浮き彫りにする。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 次世代定量プロテオミクス技術基盤の確立（論文 1, 8, 13, 18） 

ヒト組換えタンパク質ライブラリーを用いてターゲットプロテオミクスに重要な事

前情報をゲノムワイドに取得したデータベースを作成し、これを用いて大規模にタンパ

ク質の絶対定量を実施できる iMPAQT 法を構築した。iMPAQT 法を用いて、がん細胞に

おける代謝状態をタンパク質レベルで精密かつ迅速に計測することに成功した。この手

法を用いて低酸素や低栄養状態に置かれた複数の細胞株の代謝プロテオームの網羅的

計測に成功した。 
 
(2) 水酸化プロテオミクスの技術基盤の開発（論文 16） 

モチーフ解析より予測された水酸化タンパク質の cDNA を網羅的に取得し、細胞に発

現させた後、自動的かつ高精度に免疫沈降を実施する手法を確立した。本方法で精製し

たタンパク質の水酸化を質量分析計で同定を試みたが、タンパク質の水酸化は質量分析

では酸素付加と同様の質量シフトを示すため、試料調製プロセスで生じる人工的な酸化

反応にその同定が著しく阻まれることが明らかとなった。そのため、酸化反応の抑制法

や質量分析インフォマティクスによる同定結果の精査法の開発などを行った。 
 
(3) トランスオミクス計測基盤の確立（論文 1, 10, 15） 

発現プロテオーム、翻訳後修飾プロテオーム、トランスクリプトーム、メタボローム

などの分子計測データを高精度で取得し、これらを統合するトランスオミクスの手法の

確立に成功した。 
 
(4) タンパク質間相互作用解析によるプロリン水酸化酵素の標的分子探索法の確立 
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PHD2 などのプロリン水酸化酵素の基質（標的）分子の探索のため、いくつかのタン

パク質間相互作用解析法の確立を試みた。通常の FLAG プルダウン法で既知の基質であ

る HIF１の結合を検出することができなかったが、ホルマリンクロスリンクの導入や

BioID (水酸化酵素に特異性を欠失したビオチン化酵素変異体を融合させ、近傍に存在す

るタンパク質をビオチン化させる方法) によって HIF1 を同定することに成功した。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究で得られた成果は、プロテオームレベルでの酸素応答の計測を可能にし、生命

システムの酸素濃度順応機構の全貌解明のツールを提供できると考えられる。 
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研究課題名： 酸素センシングと酸素リモデリングにおける TRPA1 の役割解明 
   Role of TRPA1 in oxygen sensing and remodeling 
研 究 期 間： 平成 29 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 17H05536 
研究代表者名： 桑木 共之（鹿児島大学 医歯学総合研究科 教授） 
連携研究者名： 柏谷 英樹（鹿児島大学 医歯学総合研究科 講師）（29-30 年度） 
 
＜研究の目的＞ 
 酸素の不足も過剰も共に好気性生物の生存を脅かすので、酸素の需要と供給のバラン

スは個体、組織、細胞のあらゆるレベルで何重にも制御されている。このような制御を

実行可能にするには、生体に酸素センサーが存在しなければならい。末梢神経（特に鼻

腔から肺までの気道に分布する神経）に存在する TRPA1 が酸素センサーとしての役割

を果たしている可能性を検証し、また、長期間の低酸素・高酸素曝露による酸素リモデ

リングとその破綻・逸脱における TRPA1 の役割を解明することが本研究の目的とした。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 環境低酸素を検出して呼吸を増強させる反射に TRPA1 が重要であることの発見

（論文執筆中） 
 自由行動下のマウスの呼吸を測定し、酸素濃度-呼吸出力関係を調べた。TRPA1欠損

マウスは軽度低酸素による呼吸増強反応が減弱していた。重度低酸素と二酸化炭素吸入

による呼吸増強は正常であった。TRPA1は仮説通り個体レベルの酸素センサーとして働

いているが、低酸素が重度になると血中酸素濃度の減少にトリガーされた頸動脈小体の

活性化による呼吸増強反応に隠れてその役割が見え難くなるものと推測された。 
 
(2) 環境低酸素を検出して覚醒・忌避行動を誘発するのに TRPA1 が必要であることの

発見（論文執筆中） 
 TRPA1 欠損マウスでは軽度低酸素環境への忌避行動が減弱していた。また、低酸素

による睡眠からの覚醒時間も延長していた。重度低酸素環境への忌避行動・覚醒は正常

であり、上述の呼吸増強反応と良く一致した結果であった。 
 
(3) 環境酸素濃度変化を検出して生体リモデリングを引き起こすのに TRPA1 が重要で

あることの発見（論文執筆中） 
 マウスを低または高酸素環境で長期間飼育した。これらによる肺の血管、心臓、血液

（赤血球数）などのリモデリングを観察したところ、TRPA1 欠損マウスでは低酸素に

よる肺高血圧と高酸素による炎症性肺障害が共に増悪していた。すなわち、酸素リモデ

リングにも必須の分子であることが明らかになった。 
 
(4) 生体内局所低酸素を検出して炎症・治癒等の生体反応を誘発するのに TRPA1 が重

要であることの発見（論文 1） 
 TRPA1 欠損マウスでは外科的侵襲による局所低酸素をトリガーとした炎症反応の進

展が遅延していることが明らかになった。すなわち、局所レベルでも TRPA1 は酸素濃

度検出に重要であった。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究では酸素センシングと酸素リモデリングにおける TRPA1 の意義が明らかにな

った。この成果は、酸素センシングと酸素リモデリングを担う生体分子の更なる研究の

基盤となると考えられる。 
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研究課題名： 中枢性低酸素換気応答機構の全容解明 
   Elucidation of central hypoxia sensing mechanism for respiratory responses  
研 究 期 間： 平成 29 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 17H05540 
研究代表者名： 岡田 泰昌（独立行政法人国立病院機構村山医療センター  

臨床研究部電気生理学研究室 室長） 
連携研究者名： 横田 茂文（島根大学 医学部神経解剖学 准教授）（29-30 年度） 
 
＜研究の目的＞ 
 本研究は、中枢性低酸素換気応答機構の全容を解明することを目的とした。 
体内酸素レベルの恒常性を維持することは、ヒトを含めた哺乳類の生命維持に不可欠で

ある。この体内の酸素レベルの恒常性維持には、呼吸による調節、特に生体が低酸素状

態になった時の呼吸増強応答（低酸素換気応答）が、最も重要な役割を果たしている。

低酸素換気応答の機序について、従来、末梢化学受容体が唯一の低酸素受容体であると

考えられていた。すなわち、生体が低酸素に曝露すると、頸動脈小体などの末梢化学受

容体がその情報を感知し、そこからの求心性インパルスが増加し、延髄孤束核を介し下

部脳幹部の呼吸神経回路網の活動を増強させて呼吸神経出力が増大し、換気量が増加す

ると考えられていた。しかし、末梢化学受容体を持たない in vitro の摘出脳幹脊髄標本

においても、また、末梢化学受容体からの求心性神経を切断した動物においても覚醒時

には、比較的弱い低酸素負荷は呼吸増強性応答を惹起することが知られている。そこで、

研究代表者は、脳内低酸素受容体の存在を想定し、以下の仮説を提唱した。 
(1)末梢化学受容体とは別に、脳内にも換気増強応答を惹起する低酸素受容体が存在し

ている。(2)その低酸素センサー細胞は、ニューロン and/or アストロサイトである。(3)
低酸素センサー細胞における低酸素感受は、各種のイオンチャネルの開閉による。 
本研究では、これらの仮説の妥当性を実験的に検証することにより、中枢性低酸素換気

応答機構の全容を解明することを目的とした。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 低酸素誘発性痙攣の発症機構の解明（論文 1） 

生体は、強い低酸素に曝露すると痙攣発作を起こし、さらに痙攣後に起こる呼吸抑制

により死に至ることがある。本研究では、低酸素による痙攣と呼吸抑制の発症機構を解

析した。その結果、強い酸素は、一時的に呼吸を増強させるが、その後に痙攣発作を起

こさせ呼吸を減弱・停止させることを観察するとともに、低酸素呼吸増強および低酸素

誘発性痙攣発作の惹起の両方にアストロサイトが能動的な働きをしていることを解明

した。さらに、アストロサイトの活性化阻害は低酸素誘発性痙攣の治療に応用できる可

能性を提唱した。 
 
(2) 間歇的低酸素負荷が生体のエネルギー消費におよぼす影響の解明（論文 2） 

睡眠時無呼吸は肥満患者に多い。その原因として、睡眠時無呼吸に伴う生体への間歇

的低酸素負荷は、生体のエネルギー消費量を減少させるという仮説が提唱されているが、

その妥当性は十分には検討されていない。本研究では、マウスに間歇的低酸素負荷を行

い、そのエネルギー消費量への影響を解析した。その結果、間歇的低酸素負荷は必ずし

もエネルギー消費量を減少させないことが明らかとなった。すなわち、睡眠時無呼吸症

患者における体重増加には間歇的低酸素負荷以外の要因が大きく関与していることが

明らかとなった。 
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(3) 低酸素呼吸増強応答における低酸素感受および低酸素に伴う呼吸困難感知覚にお

ける視床下部の重要性（論文 3,4） 
生体が低酸素に曝露すると呼吸増強応答が起こるが、その際の低酸素感受の一部は視

床下部においてなされていること、および低酸素に伴う呼吸困難感の知覚およびそれに

よって惹起される呼吸増強応答においては視床下部が重要な役割を演じていることを

文献的に考察し報告した。 
 
(4) 呼吸神経出力をつかさどる横隔神経運動ニューロン群の形態と機能の解析（論文 5） 

生体は低酸素に対し換気量を増加させる。これは、生体が低酸素を感知し、脳幹部呼

吸神経回路網が活性化し、最終的に脊髄の横隔神経運動ニューロンからの呼吸神経出力

が増大することによる。しかしこの横隔神経運動ニューロン群の形態と機能は十分には

解明されていない。本研究では、解剖学的手法および動的イメージング法により横隔神

経運動ニューロン群の形態と機能の詳細を解明し報告した。 
 
(5) 低酸素で開口するカリウムチャネル Kir6.2 の新しい生理学的役割の探索（論文 6） 

研究代表者はこれまで、低酸素に対して感受性を有する ATP 感受性カリウムチャネ

ル Kir6.2 は低酸素状態で開口し低酸素呼吸抑制を惹起することに関与していることを

報告してきたが、Kir6.2 が有するその他の機能については、まだ十分には解明されてい

ない。本研究では、Kir6.2 遺伝子欠損マウス（Kir6.2-/-）の行動を観察し、Kir6.2 の欠損

は、歩行などの運動能力の低下、不安感増強などの情動の異常を呈することを明らかに

した。すなわち低酸素感受性カリウムチャネルである Kir6.2 は、低酸素換気応答以外に

も、正常な運動機能や情動の維持に重要な働きをしていることを明らかにした。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究で得られた成果は、慢性閉塞性肺疾患（COPD）などの呼吸器疾患やその他の

病態に伴う低酸素状態に対する生体の応答機構を理解し、それら低酸素状態を改善する

ための新しい治療法を開発するにあたっての新たな基盤となると考えられる。 
 
＜主な研究発表＞ 

1) Fukushi I, Takeda K, Uchiyama M, Kurita Y, Pokorski M, Yokota S, Okazaki S, Horiuchi J, 
Mori Y, Okada Y. Blockade of astrocytic activation delays the occurrence of severe 
hypoxia-induced seizure and respiratory arrest in mice. Journal of Comparative Neurology (in 
press) 

2) Akira Umeda, Kazuya Miyagawa, Atsumi Mochida, Hiroshi Takeda, Kotaro Takeda, Yasumasa 
Okada, David Gozal. Intermittent hypoxia, energy expenditure, and visceral adipocyte recovery. 
Respiratory Physiology & Neurobiology (in press)  

3) Fukushi I, Okada Y. Mechanism of dyspnea sensation. Journal of Rehabilitation Neurosciences 
(in press) 

4) Fukushi I, Yokota S, Okada Y. The role of the hypothalamus in modulation of respiration. 
Respiratory Physiology & Neurobiology 265, 172-179, 2019.  

5) Shinozaki Y, Yokota S, Miwakeichi F, Pokorski M, Aoyama R, Fukuda K, Yoshida H, Toyama Y, 
Nakamura M, Okada Y. Structural and functional identification of two distinct inspiratory 
neuronal populations at the level of the phrenic nucleus in the rat cervical spinal cord. Brain 
Structure & Function 224, 57-72, 2019.  

6) Saito A, Miyagawa K, Miyagishi H, Kurokawa K, Umeda A, Okada Y, Tsuji M, Takeda H. 
Possible involvement of monoamine neurons in the emotional abnormality in Kir6.2-deficient 
mice. Physiology & Behavior 188, 251-261, 2018.  
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研究課題名： 活性酸素センサー分子とそのシグナル伝達 
   Molecules sensing reactive oxygen species and their signal transduction 
研 究 期 間： 平成 26 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 26111007 
研究代表者名： 三木 裕明（大阪大学 微生物病研究所 教授） 
研究分担者名： 関根 史織（東京大学 薬学研究科 助教）（26-27 年度） 
   服部 一輝（東京大学 薬学研究科 助教）（28-29 年度） 
   藤澤 貴央（東京大学 薬学研究科 助教）（30 年度） 
連携研究者名： 山崎 大輔（大阪大学 微生物病研究所 准教授）（26-30 年度） 
   船戸 洋佑（大阪大学 微生物病研究所 助教）（26-30 年度） 
 
＜研究の目的＞ 
 活性酸素は長らく生体を障害する毒物として認識されてきた。その一方で、

NOX/DUOX など活性酸素産生酵素の機能解析が進むにつれて、生理的な細胞応答を調

節するシグナル因子としての役割が明らかにされつつある。細胞内には活性酸素を敏感

にセンスして、シグナル応答を惹起する「レドックセンサー分子」が存在している。本

研究ではこのようなレドックスセンサー分子に着目して、それが活性酸素に応答する仕

組みや、どのようにして下流にシグナルが伝達されるのかについて追究した。研究代表

者のグループではこれまでレドックスセンサー分子 PRL の機能解析を進め、Mg2+トラ

ンスポーターCNNM にレドックス状態応答性に結合・解離することを見つけた。PRL
は大腸がんの転移巣で高発現しており、がんの悪性化を起こす働きがあることが知られ

ている。また、研究分担者のグループではストレス応答性の細胞死に重要な役割を果た

すことが知られるキナーゼASK1がKLHDC10を介してレドックス応答することを見つ

けている。本研究ではこれら PRL/CNNM や KLHDC10/ASK1 などのレドックスセンサ

ー分子のシグナル伝達複合体の機能解析を行い、活性酸素によってどのような化学修飾

が各レドックスセンサー分子に起こってタンパク質機能が調節されるのか詳細に検討

すると共に、これらの遺伝子をノックアウトしたマウスの作成やその表現型解析を通し

て、レドックスセンサー分子のマクロなレベルでの医学生物学的重要性の解明にも取り

組む。特にこれらの分子との関連が強く示唆されている、血圧調節や発がん、炎症性疾

患等の病態との関連について調べる。 
 
＜研究の成果＞ 
(1)PRL の活性酸素センサー、発がん因子としての役割の解明（論文 1、論文 8） 
 PRL の結合タンパク質分子として Mg2+トランスポーターCNNM を同定した。この

CNNM が細胞外に Mg2+を排出する機能を持つことや、PRL がそれに結合して機能阻害

することを明らかにした。さらにこの CNNM の遺伝子改変マウスでの解析から、

PRL/CNNM ががん浸潤などの悪性化に関わっていることも明らかにした。PRL 自身に

はチロシンホスファターゼドメイン内に活性中心 Cys があり、それが過酸化水素等の活

性酸素に応答して酸化され分子内ジスルフィドを作ることが知られていたが、この酸化

型 PRL は CNNM から解離しており、両者の結合による機能制御がレドックス応答性で

あることも見つけた。PRL の活性酸素センサーとして細胞内 Mg2+量の調節に関わるこ

とや、その医学生物学的重要性を明確に位置付けることができた。 
 
(2)PRL のシステインリン酸化の発見（論文 5） 
 PRL のチロシンホスファターゼの活性中心 Cys 残基は反応性が高く、活性酸素によっ

て容易に酸化され分子内ジスルフィドを作ることを見つけていたが（論文 8）、この Cys
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チオール基（−SH）がリン酸化されていることを見つけた。また、リン酸化型 PRL は

CNNM と結合できなくなっており、CNNM の活性調節に関わっていることも明らかと

なった。実際に培養系の細胞を用いて、内在性 PRL タンパク質のリン酸化状態を調べ

たところ、さまざまな細胞でかなりの割合の PRL がリン酸化された状態で存在してお

り、さらにそのリン酸化量が培養液中の Mg2+量を変えることで大きく変化した。PRL
が Mg2+トランスポーターの CNNM の機能調節をしていることを考えると、Mg2+の必要

性に応じて Cys リン酸化レベルがダイナミックに調節されていることを示している。タ

ンパク質の Cys リン酸化はこれまでバクテリアで一つの事例の報告があるのみで、哺乳

動物系でのレドックス応答性 Cys リン酸化は非常にユニークな化学修飾であり、Cys 残
基の特殊な化学反応性を基盤とした機能調節機構として興味深い。 
 
(3)過酸化脂質による細胞死における ASK1 経路の重要性の発見（論文 4） 
 細胞はさまざまなプログラム細胞死メカニズムを持つことが最近の研究から明らか

になってきた。特に脂質の過酸化によって引き起こされる鉄イオン依存性の細胞死とし

てフェロトーシスが強く注目されている。細胞を低温環境下に置くと細胞死が起こるこ

とが見つかり、さらにその細胞死が典型的なフェロトーシスであることが明らかになっ

た。さらにこのプロセスに細胞死制御に重要なキナーゼ ASK1 が必須の役割を果たして

いることも明らかとなった。フェロトーシスは神経変性疾患などのさまざまなヒト疾患

の発症に関わることがよく知られており、ASK1 経路がそのシグナル伝達を担う中核的

な役割を果たしていることの解明は医学生物学的に非常に重要な意義を持つ発見と言

える。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究では活性酸素に応答するレドックセンサー分子として PRL/CNNM と

KLHDC10/ASK1 にフォーカスしてその機能解析をさまざまなレベルで進めた。特に

PRL に関しては、分子内ジスルフィド結合を作って直接かつ可逆的に活性酸素に応答す

ることを明確に示すことができただけでなく、反応性の高い Cys が細胞内でリン酸化を

受けており、それがダイナミックに調節されているという意外な事実も明らかにできた。

Cys がその側鎖チオール基の特殊な化学反応性に基づいてポリサルファを形成するこ

ともこの新学術領域研究の中で明らかにされており、Cys を標的としたタンパク質翻訳

後修飾の多様性やその生物学的重要性に関する新たな研究分野の開拓にもつながる成

果と考えられる。また、これらレドックスセンサー分子やその関連遺伝子のノックアウ

トマウスを用いた解析から、がんや炎症、血圧調節など生物個体のマクロなレベルでの

さまざまな生命現象における重要性が明確に示された。活性酸素シグナルの医学生物学

的重要性を明確に立証し、広くその理解や対処への分子的基盤を与える成果としても評

価できる。 
 
＜主な研究発表＞ 
1) Yamazaki D, Hasegawa A, Funato Y, Tran HN, Mori MX, Mori Y, Sato T, Miki H. Cnnm4 

deficiency suppresses Ca2+ signaling and promotes cell proliferation in the colon epithelia. 
Oncogene 38, 3962-3969, 2019. 

2) Imamura K, Yoshitane H, Hattori K, Yamaguchi M, Yoshida K, Okubo T, Naguro I, Ichijo 
H, Fukada Y. ASK family kinases mediate cellular stress and redox signaling to circadian 
clock. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 115, 3646-3651, 2018. 

3) Funato Y, Yamazaki D, Miki H. Renal function of cyclin M2 Mg2+ transporter maintains 
blood pressure. J. Hypertens. 35, 585-592, 2017. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30670776
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30670776
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29555767
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29555767
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28033128
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28033128
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4) Hattori K, Ishikawa H, Sakauchi C, Takayanagi S, Naguro I, Ichijo H. Cold stress-induced 
ferroptosis involves the ASK1-p38 pathway. EMBO Rep. 18, 2067-2078, 2017. 

5) Gulerez I, Funato Y (co-first author), Wu H, Yang M, Kozlov G, Miki H, Gehring K. 
Phosphocysteine in the PRL-CNNM pathway mediates magnesium homeostasis. EMBO 
Rep. 17, 1890-1900, 2016. 

6) Ishii T, Funato Y, Hashizume O, Yamazaki D, Hirata Y, Nishiwaki K, Kono N, Arai H, 
Miki H. Mg2+ Extrusion from Intestinal Epithelia by CNNM Proteins Is Essential for 
Gonadogenesis via AMPK-TORC1 Signaling in Caenorhabditis elegans. PLoS Genet. 12, 
e1006276, 2016. 

7) Hattori K, Naguro I, Okabe K, Funatsu T, Furutani S, Takeda K, Ichijo H. ASK1 signaling 
regulates brown and beige adipocyte function. Nat. Commun. 7, 11158, 2016. 

8) Funato Y, Yamazaki D, Mizukami S, Du L, Kikuchi K, Miki H. Membrane protein 
CNNM4-dependent Mg2+ efflux suppresses tumor progression. J. Clin. Invest. 124, 
5398-5410, 2014. 

 
  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25347473
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25347473
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研究課題名： ポリサルファ代謝系を介する新しい抗酸化ストレス制御機構の解明 
   Polysulfur metabolome and regulation of anti-oxidative stress responses 
研 究 期 間： 平成 26 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 26111008 
研究代表者名： 赤池孝章（東北大学 医学系研究科 教授） 
研究分担者名： 渡邊泰男（昭和薬科大学 薬学部 教授）（26-30 年度） 
   澤 智裕（熊本大学 大学院生命科学研究部(医) 教授）（26-30 年度） 
   朽津和幸（東京理科大学 理工学部応用生物科学科 教授）（26-30 年度） 
 
＜研究の目的＞ 
 酸化ストレスが活性酸素（reactive oxygen species, ROS）によるシグナル制御異常とし
て理解されるようになってきた。最近我々は、ROS シグナルのセカンドメッセンジャ
ーである 8-ニトロ-cGMP の代謝制御に、システインパースルフィドなどの活性硫黄代
謝物分子種（ポリサルファ代謝物）が関わることを、統合硫黄メタボローム解析手法を駆
使して明らかにした。本研究では、次世代型チオールバイオロジーの新しい原理と方法
論を駆使し、ポリサルファ代謝系の生理機能を抗酸化ストレス応答とその制御という視
点から解析し、ROS・活性硫黄分子種を基盤とした酸素リモデリングの制御機構の全貌
の解明を目指した。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 活性硫黄分子種の生体内生成の同定と抗酸化活性の解明（論文 23） 
 高感度 LC-MS/MS を用いた統合硫黄メタボローム解析システムを確立し、培養細胞
や各種組織、血液（ヒトおよびマウス）中に各種活性硫黄分子種が高濃度（100 μM 以上）
かつ様々なレベルで存在することが分かった。活性硫黄分子種と過酸化水素の反応を解
析した結果、強力な抗酸化活性を有することが示された。また、活性硫黄分子種は細胞
内において 8-ニトロ-cGMP を 8-SH-cGMP へと代謝分解することにより、活性酸素シグ
ナルの制御因子であることが明らかになった。 
(2) 活性硫黄分子種の蛍光イメージング法の開発（論文 21,23） 
 特異的蛍光プローブ（SSP2およびSSP4）を用いた細胞内活性硫黄分子イメージング解
析により、ヒト肺がん A549 細胞をはじめとする各種細胞において、上記 LC-MS/MS 解
析で測定された細胞内ポリスルフィドレベルとの相関が確認され、ポリサルファ代謝系
解析における本イメージング解析法の有用性が示された。 
(3) リン酸化シグナルと活性酸素・活性硫黄シグナルの生物学的接点の発見（論文 10,11,19,20） 
 NO 合成酵素のリン酸化修飾を介した新規レドックス応答性の発見とその意義解明な
らびに、活性酸素種と活性硫黄の標的分子（カルシウムカルモジュリン依存性タンパク
質キナーゼ I, II, IV：CaMKI, II, IV）の同定に成功し、その生物学的意義について解明した。 
(4) 植物の活性酸素種生成酵素 NADPH oxidase の植物の受精への関与の発見（論文 22） 
 シロイヌナズナに 10 種ある活性酸素種生成酵素 NADPH oxidase のうち AtRBohH, 
AtRbohJ が花粉管の先端部において活性酸素種を積極的に生成しており、そのことが花
粉管の先端成長と受精に必要であることを発見した。 
(5) 哺乳類・ヒトにおける硫黄呼吸の発見（論文 15） 
 活性硫黄分子種の主要な生体内産生系として、システイン-tRNA 合成酵素（CARS）を同
定し、moonlight 機能としてシステインパースルフィド合成酵素（CPERS）活性を有するこ
とを明らかにした。CARS/CPERS は、システインを基質としてタンパク質翻訳と共役し
て新生タンパク質をポリスルフィド化していることを見出した。さらに、CARS/CPERS
由来の活性硫黄分子種がミトコンドリア電子伝達系に関わることを発見した。 
(6) 安定同位体標識システインの合成法の開発（論文 18） 
 ポリサルファ代謝系のメタボローム解析の鍵となる技術として、システインのチオー
ル基への安定同位体標識法を確立した。この方法を質量分析と組み合わせることで、細
胞内でシステインのチオール基がパースルフィドへと代謝されること、さらにグルタチ
オンパースルフィドへと変換されることを、定量的に追跡することに成功した。 
(7) チロシンおよびヒドロキシフェニル基含有化合物による活性硫黄種の安定化機構とイオウ
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メタボロームへの応用についての研究（論文 8） 
 活性硫黄は各種イオウ化合物と平衡状態にあり、アルカリ条件下において加水分解を
受け、親電子性物質によって分解促進されることに加えて、チロシンおよびヒドロキシ
フェニル基含有化合物による活性硫黄の保護効果を世界に先駆けて明らかにした。これ
により、検出性能が世界トップレベルまで飛躍的に向上した、高感度かつ高精度の活性
硫黄分子種の統合イオウメタボローム系の確立に成功した。 
(8) 活性硫黄の新規ドナーの開発と抗炎症作用の解明（論文 7） 
 新規な活性硫黄ドナーとして、N-アセチルシステインで安定化させた NAC ポリスル
フィドを合成・開発した。Toll 様受容体を介する炎症応答誘導において、特にグラム陰
性細菌の外膜成分であるリポ多糖刺激では NF-κB 経路および IRF3-STAT1 経路が NAC
ポリスルフィドによって強く抑制されることを見出した。さらに、致死性のエンドトキ
シンショックに対して NAC ポリスルフィドが優れた治療効果を示すことがわかった。 
(9) 肺 PKGIαの酸化を介した肺高血圧症への内因性順応の研究（論文 6） 
 低酸素暴露により惹起される肺高血圧症におけるPKGIαの酸化還元状態の役割を解
析・解明した。慢性的な酸素欠乏による肺高血圧症に対して、活性酸素種（ROS）による
PKGIα の酸化および、肺血管の拡張反応を介して内因性に適応すること、さらに、ポ
リスルフィド投与治療による肺高血圧症病態の軽減効果を見出し、活性硫黄分子種の新
規生理機能とその分子機構を示した。 
(10) 喘息-慢性閉塞性肺疾患（COPD）オーバーラップ症候群（ACO）におけるニトロソ
化ストレスの研究（論文 5） 
 重症度が比較的高い呼吸器疾患である、喘息-COPD オーバーラップ症候群（ACO）に
ついて、ニトロソ化ストレスによる病因論を提唱した。喘息患者と比較して ACO 患者
において、炎症病態の増悪に伴い、3-ニトロチロシンの産生を指標としたニトロソ化ス
トレスが亢進する一方、活性硫黄分子種生成の減少を見出し、レドックス状態の不均衡
が ACO 病態形成に関与する分子機構を示した。 
(11) 硫化水素（H2S）特異的な除去剤（スカベンジャー）の開発（論文 4） 
 その生理機能についての議論が深まっている硫化水素（H2S）について、特異的な除去
剤を開発し、その有用性を評価した。本除去剤は、スルフォニルアジド化合物（R-SO2-N3）
を基本構造として合成され、水溶液中の硫化水素イオン（HS-）を選択的に除去し、硫化
水素による細胞毒性やマウス生存率の低下に対して顕著な軽減作用を認めた。 
(12) 活性硫黄によるタンパク質中チオール基の可逆性を担保する分子機構の解明（論文 1） 
 通常は不可逆的な酸化修飾であるシステインスルフィン酸（Cys-SO2H）やスルホン酸
（Cys-SO3H）に対して、活性硫黄によってタンパク質チオール基がパースルフィド化し
たシステインパーチオスルフィン酸（Cys-SSO2H）やパーチオスルホン酸（Cys-SSO3H）は、
可逆的な還元解離によって修復され、過度な酸化ストレスを免れていることを見出した。 
(13) Sulfide:quinone oxidoreductase を介した硫黄依存型エネルギー代謝機構の解明 
 CARS/CPRES による硫黄代謝プロファイルを詳細に解析した結果、CARS/CPERS 由
来の活性硫黄分子種が、硫化水素代謝酵素として知られる SQR（ sulfide:quinone 
oxidoreductase）によって代謝されることを見出した。ミトコンドリア機能と寿命解析に
より、活性硫黄分子種による SQR 依存的な膜電位形成や、酵母における寿命延長作用
も認められた。従って、ミトコンドリアの電子伝達系およびエネルギー産生における活
性硫黄分子種の新規機能が示唆された（論文投稿中）。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 以上より、生体内で産生される活性硫黄分子種は、主要な細胞内抗酸化因子として機
能するとともに細胞機能変化および機能維持に重要な役割を果たしていることが示さ
れた。また、ヒト疾患におけるポリスルフィドレベルの変化も分かってきており（論文
5,17,18 他）、本研究の成果は、酸化ストレスに関連した各種疾患の予防・治療法開発の
基盤となることが期待される。 
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＜研究の目的＞ 
 哺乳類から微生物に至るまで、酸素分子に由来する活性酸素は細胞内外のシグナル分

子として機能するが、活性酸素の生成制御や活性酸素センサー分子とのカップリング機

構には不明な点が多い。活性酸素の生成制御には、刺激応答性に酸素から活性酸素を生

成する酵素 Nox が重要であるが、Nox の細胞内局所での制御機構や、哺乳類細胞の機

能調節と Nox のカップル等についても多くが不明である。微生物においても活性酸素

はストレス耐性等に関与するが、その生成制御機構は明らかでない。本研究は、活性酸

素が仲介する酸素によるシグナル制御の観点から、住本(研究代表者)は、刺激応答型活

性酸素生成酵素 Nox の時空間的制御機構、および Nox 活性化とカップルした哺乳類細

胞の機能調節を、また高木(研究分担者)は、微生物の活性酸素に焦点をあて酵母の NO
合成制御や大腸菌のイオウ同化制御の分子機構を解析し、酸素リモデリングにおける活

性酸素生成制御と生体機能調節の全体像の解明を目指した。 

 
＜研究の成果＞ 
(1) 刺激応答型活性酸素生成酵素 Nox の時空間的制御機構 
 活性酸素生成の細胞内部位特異的検出を行うために、新規な蛍光プローブ NBzF-BG
を用いた過酸化水素（活性酸素の１つ）の測定法を開発した（論文 15）。 
 アラキドン酸は最も強力な Nox2 活性化作用を持つことが知られていたが、その作用

機構は不明であった。今回、アラキドン酸が、強い低分子量 G タンパク質 Rac の活性

化作用を持つことを示すとともに、活性化型 Rac が結合した p67phox（Nox2 活性化タン

パク質）と Nox2 の直接相互作用し ROS 生成を誘導することを明らかにした（論文 1, 14）。 
 Nox2 および Nox3 は膜タンパク質 p22phox と 2 量体を形成して安定化され細胞膜に輸

送されるが、一方 Nox5 は p22phox とは相互作用しない。p22phox との 2 量体形成に必要な

Nox2 の領域を決定し、その領域のアミノ酸変異により引き起こされる慢性肉芽腫症

（Nox2 の欠損により起こる遺伝性疾患）のメカニズムを明らかにした。さらに、Nox5
の安定化に重要な Nox5 内の領域を同定している（論文投稿中）。 
 Nox1、Nox2、および Nox5 は細胞膜に移行してそこで ROS 生成を行うが、それぞれ

の輸送経路については殆ど知られていなかった。Nox2 は小胞体で合成された後で従来

型の経路によりゴルジ体を経て細胞膜に、一方 Nox5 は小胞体からゴルジ体を経ない新

規な経路で細胞膜に輸送されることを示し、Nox1 の細胞膜への輸送は両者の経路を用

いることを明らかにした（論文 2）。 
 上皮細胞においては、Nox1、Nox2、Duox1、Duox2 は apical 側の細胞膜に局在する。

このそれぞれのapical膜局在に必要な領域とそれに必要な相互作用するタンパク質を同

定し、その分子機構を明らかにした（論文投稿中）。 
 
(2) Nox 活性化とカップルした哺乳類細胞の機能調節 
 細胞内において Nox4 は主として小胞体に局在するが、この小胞体局在のメカニズム
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を明らかにするとともに、Nox4 が小胞体におけるタンパク質の酸化的フォールディン

グにおいて重要なことを示した（論文投稿中）。 
 
(3) 酵母の NO 合成制御 
 Dre2 が Tah18 依存的な NO 合成酵素活性を阻害すること、酸化ストレス（過酸化水

素、高温など）に応答し、Tah18-Dre2 複合体が解離することから、新規な NO 合成制御

機構を提唱した（論文 12）。 
 NO 合成に必要な NADPH の生成酵素を同定し、Tah18-Dre2 複合体による NO 合成制

御機構への関与について解析を進め、さらに哺乳類オルソログ（Ndor1, Ciapin1）の機

能解析を行い、酵母の NO 合成制御機構が哺乳類にも保存されている可能性を見出した

（論文投稿中）。 
 NO の生理的役割として、高温・酸化ストレスから酵母を保護すること、高濃度の過

酸化水素処理条件で合成される過剰量の NO は細胞死を誘導することを示し、酵母にお

ける NO の正負二面性を明らかにした（論文 12）。過酸化水素処理条件においては、酵

母メタカスパーゼMca1がDre2を分解し、細胞死を誘導する可能性を示した（論文 5, 11）。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究で得られた成果は、酸素リモデリングにおける活性酸素生成制御と生体機能調

節の全体像を理解のための新たな基盤となると考えられる。 
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＜研究の目的＞ 
 本研究では、Keap1-Nrf2経路を中心とした核内転写調節機構がミトコンドリアやプロ

テオソームとクロストークする様子を解析し、酸素ストレスに応答した細胞内環境リモ

デリング機構を解明することを目指した。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) Nrf2 経路と ATF4 経路のクロストーク機構の解明（論文 3、論文 11） 

酵母ツーハイブリッドスクリーニングにより Nrf2 が ATF4 と相互作用することを見

出しその役割を解析したところ、プロテアソーム阻害により活性化された Nrf2 と ATF4
がシスチントランスポーターである xCT 遺伝子の発現調節に協調的に関わること、こ

の協調機構はプロテアソーム阻害剤に対してがん細胞が耐性を獲得するメカニズムの

１つであることを明らかにした（論文 3）。また、ローズマリーに含まれるカルノシン

酸が、神経グリア細胞株において ATF4 と Nrf2 を同時に活性化し神経栄養因子（NGF）、
グルタチオン合成酵素、xCT などの遺伝子発現を協調的に制御することを見出した（論

文 11）。 
 
(2) Nrf2 結合因子 GCN1L1 の個体レベルでの機能解明（論文 1） 

Nrf2 のプルダウン解析から、ATF4 の上流活性化因子である GCN1L1 を Nrf2 結合因

子として見出した。そこで２つの GCN1 変異マウス（GCN1Null（完全欠失）と

GCN1L1RWDBDマウス（RWD ドメイン結合ドメイン（RWDBD）欠失変異体マウス）を

作成し機能を解析した。その結果、GCN1Null は胎生早期に致死であること、

GCN1L1RWDBDマウスは胎児期成長遅延を呈して出生直後に死亡することを明らかにし

た。GCN2 と同様に RWD を有する DRG2/DFRP2 複合体の発現低下細胞は p21 の発現誘

導を伴う G2/M arrest を起こすことが報告されているが、GCN1L1RWDBDマウス由来の胎

児期繊維芽細胞（GCN1L1RWDBD MEF）は DRG2 の発現低下細胞とよく似た p21 の発現

増加を伴う G2/M arrest を起こすことを明らかにした。 

 
(3) Keap1-Nrf2 経路によるストレス感知機構の同定（論文 2、論文 6） 

Keap1-Nrf2 システムは様々な親電性物質や活性酸素種に応答して一群の生体防御遺

伝子群を活性化する。Keap1 の 3 つのシステイン残基 C151、C273、C288 は親電子性物

質に対する反応性が高く、ストレスセンサーとして働くと考えられていたが、その機能

的検証は十分に行われていなかった。そこで、これらの反応性システイン残基について

各種変異体を作成し、様々な Nrf2 誘導剤に対する応答性を検証した。その結果、Nrf2
誘導剤は標的システイン残基の違いから、少なくとも以下の 4 つのグループに分類でき

ることがわかった。すなわち、1）C151 依存型、2）C288 依存型、3）C151/C273/C288
相補型、4）C151/C273/C288 非依存型誘導剤に分類された。本研究により、Keap1 は複

数のストレス感知機構を備え持つことが機能的にはじめて実証された（論文 2）。また、
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これまで長く謎であった過酸化水素に対する Keap1 センサーシステイン残基を明らか

にした（論文 6）。 
 
(4) Nrf2 による新たな生体防御機構の解明（論文 4、論文 5） 

Nrf2 が IL-6 や IL-のプロモーターに存在する抗酸化剤応答配列に直接結合して、転

写を抑制し、抗炎症的に働く分子機構を発見した（論文 4）。また、Nrf2 慢性的な活性

化はマウス胎児期に作用して尿崩症を招くことを明らかにした（論文 5）。 
 
(5) プロテアソームとレドックス制御のクロストーク解明（論文 7、論文 8、論文 9） 

脱アセチル化酵素 Sirt1 が、タンパク質品質管理機構に関与していることを明らかに
した（論文 7）。一方で、26S プロテアソームの新規ユビキチン受容体サブユニット Rpn13
が実際にマウス生体内において既存のユビキチン受容体サブユニット Rpn10 と協調し
て働き、細胞恒常性維持に働くことを遺伝学的に示した。研究の進んでいる酵母では
Rpn10, Rpn13 両者が欠損してもマイルドな表現型を示すのに比べ、哺乳類では両者の働
きが必須であることを示した（論文 8）。また、プロテアソーム機能低下時のプロテア
ソーム遺伝子発現亢進を担う Nrf1 の活性化因子として DDI2 を同定した（論文 9）。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究により Nrf2 と ATF4 の相互作用を見出し、その役割の一端を明らかにした。

ATF4 と Nrf2 はストレス応答機構の鍵となる因子であり、その相互作用より得られる遺

伝子発現のアウトプットは、種々の病態理解に重要であると考えられる。特に ATF4 は

ミトコンドリア機能異常により活性化されるので、ミトコンドリア病などでの ATF4 と

Nrf2 の相互作用の意義を解明することは今後の重要な課題である。また、リボソーム結

合タンパク質GCN1L1が従来のGCN2-ATF4経路によるアミノ酸飢餓応答に必須である

ばかりではなく、細胞周期や細胞増殖を制御する重要な因子であることを解明した。

GCN1L1 は細胞の栄養状態と増殖を統合制御する鍵因子であると考えられ、多くの生命

現象の理解につながると考えられる。一方、Keap1 の詳細な酸化物センシング機構や

Nrf2 による新たな炎症抑制機構を解明し、酸化ストレス応答の新たな分子基盤を構築し

た。さらにタンパク質恒常性維持機構とレドックス制御のクロストークについての新知

見は細胞老化制御機構の新たな分子基盤になると考えられ、健康増進戦略への応用へつ

ながるものと考えられた。 
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研究課題名： 活性酸素シグナルのユビキチン化を介した新たな制御システムと 
ストレス応答機構の解明 
Elucidation of ubiquitination-mediated regulation of ROS signaling and 
stress response system 

   多様な翻訳後修飾による活性酸素シグナルの新規制御システムと 
ストレス応答機構の解明 
Elucidation of novel regulatory mechanisms of ROS signaling and stress 
response system by various post-translational modifications 

研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 15H01391，17H05518 
研究代表者名： 松沢 厚（東北大学 大学院薬学研究科 教授） 
 
＜研究の目的＞ 
 好気性生物は酸素利用によるエネルギー効率化と引き替えに、活性酸素（ROS）の毒

性に曝されることになり、ROS 感知機構を発達させると共に、シグナルメディエータ

ーとしての ROS によるシグナル伝達の仕組みを独自に進化させてきた。我々は以前、

ROS がストレス応答キナーゼ ASK1 を介して、細胞死のみでなく、免疫応答を活性化

することを見出した（Matsuzawa, Nature Immunology, 2005）。おそらく感染の程度に応じ

て、ASK1活性化が厳密に制御され、感染が過剰ならば細胞死により感染細胞を排除し、

感染が弱ければ免疫を賦活化して感染拡大を阻止する、といった異なる応答が誘導され

ると考えられるが、その仕組みは良く分かっていない。最近我々は、ASK1 活性化の持

続時間･強度が、ユビキチン化関連酵素群 Roquin-2 や USP9X、TRIM48 によって厳密に

制御されることを明らかにした（Nagai, Molecular Cell, 2009; Maruyama, Science Signaling, 
2014）。特に TRIM48 が ASK1 阻害分子である PRMT1 メチル化酵素のユビキチン化分

解を介して ASK1 の ROS 感受性を増強することや、新たな細胞死パータナトスがユビ

キチン化や酸化修飾を介して誘導されることなど、多様な翻訳後修飾による ROS シグ

ナルの新たな制御機構を見出した。本研究では、多様なキナーゼ制御分子やユビキチン

化等の翻訳後修飾が、ROS の強度に応じて ASK1 などのシグナル分子の活性化のバラ

ンス制御を介して、細胞死や免疫応答といった異なるストレス応答を適切に誘導できる

仕組みを分子レベルで解明し、それら制御分子を標的として、その異常が原因の免疫疾

患や癌の新たな治療戦略開発に繋げることを目的とした。 
 
＜研究の成果＞ 
(1-1) レドックスシグナルを介した適切な応答誘導において多様な翻訳後修飾関連酵素

群とレドックス関連分子を介した微調整の重要性を解明（論文 5） 
 ストレス応答キナーゼ ASK1 は、活性酸素刺激依存的な活性化に伴い、ユビキチン化

酵素 Roquin-2 によってユビキチン化分解され、不活性化されること、逆に脱ユビキチ

ン化酵素 USP9X で脱ユビキチン化され、分解が抑制されて持続的に活性化することを

我々は見出した。さらに、別のユビキチン化酵素 TRIM48 が、その結合分子として同定

した ASK1 阻害分子 PRMT1 をユビキチン化分解することを発見した。この PRMT1 は

アルギニンメチル化酵素であり、ASK1 のメチル化を介して、ASK1 阻害因子でレドッ

クス応答分子であるチオレドキシン（Trx）と ASK1 の結合を強固にして、間接的に ASK1
阻害分子として働き、酸化ストレス誘導性の ASK1 活性化や細胞死を抑制した。このよ

うにレドックスシグナルは、ユビキチン化やメチル化、リン酸化など多様な翻訳後修飾

の相互作用を介して厳密に制御・微調整されており、このクロストークの仕組みが、細

胞死・生存といった細胞応答のバランス制御や、酸化ストレス刺激の程度に応じた適切
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な生理応答の誘導に重要な役割を果たしており、これら翻訳後修飾に関わる分子群は、

癌や免疫疾患などの新たな創薬標的の重要な候補である。 
(1-2) 癌や免疫疾患に対する新たなレドックス関連の分子標的および治療戦略の発見

（論文 5） 
 TRIM48 を過剰発現させた癌細胞を用いて、in vivo での癌細胞のマウス皮下移植実験

を行ったところ、TRIM48 は ASK1 活性化を介した細胞死（アポトーシス）を促進する

ことによって、腫瘍形成を阻害することが分かった。従って、TRIM48 ならびに TRIM48
の過剰発現は、癌に対する新たな分子標的および治療戦略になり得ると考えられる。ま

た ASK1 は免疫応答にも不可欠なキナーゼであるため、TRIM48 およびその標的である

PRMT1 やレドックス応答分子 Trx、さらに USP9X や Roquin-2 などの ASK1 翻訳後修飾

に関わる分子群は、癌や免疫疾患などの新たな創薬標的の重要な候補であることを本研

究成果として示した。 
(2-1) 酸化ストレス誘導性細胞死（パータナトス）の実行メカニズムにおけるシグナル

制御分子 p62 の酸化修飾の必要性を解明（論文 3） 
 セファロスポリン系抗菌薬であるセフォタキシムによって薬剤性急性尿細管壊死な

どの副作用が惹起される原因を解明する過程で、セフォタキシムが酸化ストレスを介し

て、細胞死のバランス制御因子 PARP-1 に依存的な新たな形態の細胞死であるパータナ

トス（神経変性疾患や癌など様々な疾患の発症原因や増悪化の要素）を誘導することを

我々は見出した。実際、セフォタキシム誘導性のパータナトスは、低濃度の過酸化水素

刺激、即ち微弱で持続的な酸化ストレスで代償できた。さらに、その誘導には多様なシ

グナル制御を行う多機能分子 p62 依存的な ALIS（aggresome-like induced structures; ユビ

キチン化タンパク質の凝集体）の形成と核への蓄積が必須であることを明らかにした。 
 最近、p62の分子内システインに酸化修飾を受けて分子間ジスルフィド結合を形成し、

酸化ストレスセンサーとして働く可能性が指摘されている。実際に p62 分子内のシステ

インをアラニンに置換した、酸化修飾を受けない p62 変異体では、ALIS 形成および核

蓄積が顕著に抑制されたことから、p62 の酸化修飾が酸化ストレス誘導性細胞死（パー

タナトス）の実行メカニズムに必須であることが分かった。 
(2-2) 酸化ストレス誘導性パータナトスを制御する分子標的としての酸化修飾 p62 の同

定（論文 3） 
 我々は実際に、p62 欠損細胞が酸化ストレス誘導性パータナトスに対して顕著な抵抗

性を示すことも証明した。この p62 欠損細胞に、野生型 p62 を戻して再構築するとパー

タナトスは起こるが、前述の酸化修飾を受けない p62 変異体ではパータナトスは誘導さ

れず、酸化修飾 p62 がパータナトス誘導に必須であることが判明した。酸化ストレスが

生じると、酸化修飾 p62 を介して核内にユビキチン化タンパク質凝集体である ALIS が

形成され、この形成が酸化ストレス刺激によるパータナトス（PARP-1 依存的細胞死）

を誘導しているものと考えられる。従って、酸化修飾 p62 は神経変性疾患や癌など様々

な疾患の重要な治療標的候補である。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 活性酸素を含む酸化ストレスが、ストレス応答キナーゼ ASK1 やその活性制御因子な

ど様々なシグナル分子を介して、特殊な形態の細胞死や免疫応答など高次生命機能の調

節を担っていることを我々は実証してきた。例えば、病原体感染についてはその程度に

応じて、シグナル分子の活性化が厳密に制御され、細胞死や炎症誘導といった異なる応

答が誘導されるが、その仕組みは良く分かっていなかった。本研究では、ASK1 などの

キナーゼやシグナル分子の活性化の持続時間・強度が、酸化ストレスの強さや長さに応

じて、幾つかのユビキチン化やメチル化等の翻訳後修飾酵素群による修飾を介して厳密
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にストレス応答シグナルのバランスが制御され、癌や神経変性疾患の原因となるアポト

ーシスや非典型的なパータナトスなどの細胞死、あるいは免疫応答といった異なるスト

レス応答を適切に誘導できる仕組みを分子レベルで解明した。本研究成果は、それらの

シグナル分子やその翻訳後修飾酵素を標的とした免疫疾患や癌、神経変性疾患の新たな

治療戦略開発の基盤となると考えられる。 
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  電子伝達系におけるユビキノンと活性イオウ分子のレドックスカップル 
Redox couple of ubiquinone and reactive sulfur species in electron transfer 
system 

研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 15H01392、17H05519 
研究代表者名： 熊谷嘉人（筑波大学医学医療系 教授）（27-30 年度） 
連携研究者名： 安孫子ユミ（筑波大学医学医療系 助教）（27-30 年度） 
 
＜研究の目的＞ 

本研究では、過酸化水素ならびに良好な電子受容体である 9,10-フェナントラキノン

（9,10-PQ）の細胞内酸素および活性イオウ分子（RSS）濃度を低下させ、かつ活性酸素

種（ROS）を増加させる化学的特性を利用して、レドックスシグナル伝達の可逆性担保

における RSS の重要性を明らかにすることを目的とした。また、内因性電子供与体で

あり、RSS の一つであるパースルフィドが内因性電子受容体とレドックスカップルして、

電子伝達系担体となるか否かを、9,10-PQ と関連キノン系化合物を用いて検討すること

を目的とした。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) レドックスシグナル可逆性のための PTP1B SSOH の同定（論文 1） 

ヒトプロテインチロシンフォスファターゼ 1B（PTP1B）をパースルフィドに曝露す

ると、本脱リン酸化活性は顕著に低下したが、DTT により殆ど回復した。パースルフ

ィドおよび過酸化水素を処理すると本酵素活性は消失したが、DTT 添加によりパース

ルフィドを最初に処理すると酵素活性の回復が見られた。LC-MS 解析により、活性部

位である Cys215 がパースルフィドで SSH 基、過酸化水素を共存すると SSOH 基がそれ

ぞれ生成し、DTT 処理で SH 基へ還元されることが明らかとなった（なお、PTP1B の

SSOH 基の産生はジメドン添加による LC/MS/MS 解析より支持された）。さらに、DTT
の代わりにチオレドキシン（Trx）とその関連タンパク質を使用すると、Trx1 および

TRP14 に有意な酵素の活性回復効果が観察された。このことは、細胞内で生じた SSOH
基が Trx1 および TRP14 で還元される可能性を示唆している。一連の結果はレドックス

サイクルを介してスーパーオキシドや過酸化水素を産生する電子受容体9.10-PQでも同

様な現象が認められた。 
DCP-Biol1 をプローブとして用い、細胞内タンパク質の SOH 基および SSOH 基につ

いて検討した。興味深いことに、PTP1B を含む A431 細胞中タンパク質のいくつかは定

常レベルで SOH 基および SSOH 基の形で存在していた。このことは、タンパク質のシ

ステイン残基の一部がチオレートイオン（S-基）化しており、また一部は RSS により既

に SSH 基修飾を受けており、生理的 pH で SS-基として存在し、両者は細胞内で生じた

過酸化水素により容易に酸化されていることを示唆している。また、A431 細胞を過酸

化水素に曝露すると、タンパク質 SOH 基の生成は有意に増加した。さらに、レドック

スシグナル伝達のセンサータンパク質（分子内にチオレートイオン化したシステイン残

基を有し、酸化修飾を受けやすいタンパク質）として知られている PTEN、HSP90 およ

び Keap1 も分子内に定常時において、SOH 基および SSOH 基が存在し、過酸化水素の

曝露により細胞内 PTP1B、PTEN および HSP90 の SOH 基は有意に増加した。 
 

(2) パースルフィドとキノン系化合物のレドックスカップル 
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パースルフィドと電子受容体との 1 電子酸化還元反応を介したレドックス反応を調

べた。ESR での検討により、高い 1 電子還元ポテンシャル値を有する 9,10-PQ とパース

ルフィド（Na2S2）およびポリスルフィド(Na2S3および Na2S4) を反応すると、イオウの

数に応じて反応液中の溶存酸素は時間と共に減少したが、GSH や Na2S では消費は見ら

れなかった。ESR での検討により、9,10-PQ はそのセミキノンラジカル体および Na2S2

はパースルフィドラジカル体にそれぞれ変換されることが明らかとなった。驚くことに、

生じたパースルフィドラジカル体は好気的条件下でかなり安定であった。同様の知見は

キノン骨格を有するビタミン K3 やピロロキノリンだけでなく、ユビキノンのような内

因性キノン系化合物でも認められた。一方、Na2S2 の代わりに内因性パースルフィドで

あるシステインパースルフィドの前駆体として用いた MCPD と 9,10-PQ の反応におい

て、MCPD のパースルフィドラジカル体は迅速な二量体化のために検出できなかったが、

1電子還元反応で生じたセミキノンラジカル体は観察された。また、A431細胞を 9,10-PQ
に曝露すると、曝露 30 分後に用量依存的に細胞内システインパースルフィドおよび

GSH パースルフィド濃度は有意に減少したが、時間と共に定常レベルに回復する傾向

が見られた。一連の結果は、種々のキノン由来電子受容体とパースルフィドは 1 電子酸

化還元反応に起因するレドックスカップルを生じることを示唆している一方で、

9,10-PQ の高用量ではパースルフィドを基盤としたレドックスホメオスタシスが破綻す

る可能性も考えられた。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
第 1 期課題の研究において、ROS と RSS の協調的な働きにより、細胞内でタンパク

質 SSOH が反応中間体となり、酸化ストレスで生じたタンパク質 SSO2H や SSO3H は、

Trx1 および TRP14 の働きにより S-S 切断反応を介してタンパク質 SH に変換されるこ

とが示唆された。また、レドックスシグナルのセンサータンパク質として知られている

PTP1B、PTEN、HSP90 および Keap1 も細胞内でタンパク質 SSOH の形で存在している

可能センサータンパク質も示され、このことがレドックスシグナルの可逆性の担保とし

て重要であることが示唆された。同様なシステムは酸化ストレス（正確には ROS スト

レス）だけでなく、親電子ストレスにも適用される可能性が考えられるので、親電子物

質によるレドックスシグナル伝達の可逆性担保の研究にも発展されることが期待され

る。 
第 2 期課題の研究において、内因性 RSS であるパースルフィドが種々のキノン系化

合物とレドックスカップルすることが示された。生じた 1 電子酸化体であるパースルフ

ィドラジカルは比較的安定であり、生体内でのレドックスカップルの可能性も考えられ

た。特にユビキノンとパースルフィドとのレドックスカップルは、ミトコンドリアでの

電子伝達系に一部寄与しているかもしれない。一方、細胞を 9,10-PQ に曝露すると内因

性 RSS の濃度が有意に低下することが観察されたことから、9,10-PQ のような外因性電

子受容体の細胞毒性の一因に9,10-PQとRSSのレドックスサイクルを介したレドックス

ホメオスタシスの破綻が示唆された。 
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＜研究の目的＞ 
 約 24 時間周期の概日時計は転写フィードバック制御を基本骨格とするが、分子振動

や外来刺激への応答には、時計タンパク質の翻訳後修飾が極めて重要な役割を果す。こ

の時刻情報を伝えるシグナル因子として、活性酸素種（ROS）、親電子分子種、pH 変化、

浸透圧などが機能することを見出しており、酸素呼吸の副産物として生じる ROS を時

刻情報として利用し、これをリズミックに不活化することが細胞内レドックス環境の恒

常性維持に重要であったと推察される。このように現在、生物リズムと酸素生物学の研

究分野は互いに融合しつつある状況であり、本研究はこの両研究分野にまたがる重要な

位置を占める。本研究では、時計タンパク質の翻訳後修飾とその細胞内シグナルを切り

口に酸素生物学に新たな意義を書き加えると共に、生物リズムの振動原理や制御機構に

迫る事で生物リズムの破綻に伴う多くの疾病に対する根本的な治療コンセプトを与える。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 酸素シグナルを概日時計に伝達する鍵分子 ASK キナーゼの発見（論文 2） 
 概日時計の自律的な発振や外界シグナルへの時刻同調メカニズムにおいて、時計タン

パク質の翻訳後修飾は極めて重要な役割を果たす。我々は、時計タンパク質 CLOCK と

BMAL1 が時刻依存的なリン酸化制御を受け、DNA 結合能や安定性が巧妙に制御されて

いることを明らかにした。最近では、CLOCK-BMAL1 複合体をリン酸化するキナーゼ

として JNK と CaMKII を同定し、いずれも概日時計の環境適応に必須なシグナルセン

サーとして働く可能性を報告した。本研究では MAPK シグナルの上流因子 ASK ファミ

リーに着目した研究を展開した。ASK1-3 遺伝子の 3 重欠損マウス(TKO)の輪回し行動

測定を行い、夜間の光照射に対する行動リズムの位相や周期の制御に異常が見られるこ

とを報告した。さらに、ASK を介した細胞内シグナルは生物時計に強い影響を与える

可能性が考えられたため、ASK-TKO マウス由来のマウス線維芽細胞を樹立した。この

実験では、細胞リズムの可視化を目的として時計タンパク質 PER2 にルシフェラーゼが

融合した PER2::Luc マウスを利用し、このマウスと ASK-TKO マウスとを交配して細胞

を樹立した。ASK の活性変化が実際に培養細胞の時計振動に対して強い影響を与える

か否かを観察した。まず、レドックス状態の変化を模倣して培養培地の浸透圧を変化さ

せると、ASK 活性の上昇または下降に伴って、細胞時計のリズム位相が変化した。さ

らに、ASK 活性を恒常的に上昇または下降させると、細胞時計のリズム周期が短周期

化または長周期化することが判明した。実際に、細胞のレドックス状態を変化させた場

合にも同様な時計の周期と位相の変化が観察された。さらに重要なことに、これらの刺

激に伴う細胞時計への影響は、ASK-TKO 細胞では見られなくなることを示した。 
 
(2) 時計遺伝子 E4bp4 の時計入力と時計出力における役割を同定（論文 1） 
 概日時計の位相調節メカニズムは培養細胞にも存在し、例えば pH 7.0 から 7.4 への培

地の僅かなアルカリ化が TGFβを活性化し、ALK5-SMAD3/4-DEC1 経路を介して細胞時

計をリセットすることを当研究室で明らかにした。これに対し、pH 7.0 から 6.6 への僅

かな酸性化は、アルカリ化の場合とちょうど逆の位相に細胞時計をリセットするが、こ
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の分子基盤は不明であった。本研究では、培地の酸性化が時計遺伝子 E4bp4 を誘導する

ことを発見した。重要なことに酸素シグナルである ASK キナーゼの活性化でも E4bp4
の急速な誘導が見られることから、培地の酸性化と酸素シグナルは一部共通の経路を介

して時計へと入力している可能性が示唆された。さらに重要なことに、E4bp4 を欠損し

た繊維芽細胞において酸性化リセットが完全に阻害されることを見出した。つまり

E4bp4 遺伝子の存在が酸性化リセットの必要条件であることが分かった。さらに、E4BP4
抗体を作製して ChIP-Seq 解析を行い、E4BP4 が結合するゲノム領域とその DNA 結合配

列の嗜好性を同定した。また、E4bp4 欠損マウスにおいて、リズミックな時計出力が大

きく乱れることが明らかになった。 
 
(3) A-to-I RNA 編集リズムの発見（論文 3） 
 我々のゲノムに書き込まれた遺伝情報は、RNA にコピーされ、その情報を元に多様

なタンパク質が創り出されている。概日時計のリズムが、睡眠覚醒や代謝などの生理機

能リズムへと出力されるためには、RNA 分子のリズム制御が重要である。本研究では、

RNA のアデノシン（A）が時刻依存的にイノシン（I）へと RNA 編集されていることを

発見した。イノシンは遺伝情報としてはグアノシン（G）として振る舞うため、アミノ

酸配列などの遺伝情報が時刻依存的に使い分けられていることになる。分子メカニズム

としては、A-to-I RNA 編集酵素である ADAR2 がリズミックに転写制御されることが重

要で、ADAR2 欠損マウスにおいては、A-to-I RNA 編集リズムが停止していた。さらに

興味深いことに、RNA の量のリズムも一部消失しており、その結果として血中の脂肪

酸量や高脂肪食を食べた時の体重増加に異常が見られることを明らかにした。一方、

ADAR2 の欠損によって CRY2 の翻訳抑制が解除され、概日時計の周期が短くなること

を見出した。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究で得られた成果は、酸素生物学の研究領域において、研究する時刻の重要性を

示した。また、概日時計によって、細胞内の酸化還元状態にリズム性がもたらされ、そ

の酸素シグナルが時刻情報として逆に概日時計をコントロールするという画期的なコ

ンセプトを提案した。今後、時計と酸素の融合という新たな研究領域の基盤となる。 
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研究課題名： NADPH オキシダーゼ活性の時空間的定量法の確立 
   Spatiotemporal studies of plant NADPH oxidase activity 

葉緑体で発生する活性酸素シグナルの調節機構 
   Regulatory mechanisms of ROS signaling in chloroplasts  
研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 15H01398, 17H03772 
研究代表者名： 吉岡 博文（名古屋大学 生命農学研究科 准教授） 
 
＜研究の目的＞ 
・NADPH オキシダーゼ活性の時空間的定量法の確立 

植物は、病原菌の攻撃に応答して急激な活性酸素種 (ROS) の生成を引き起こす。こ

の応答反応は ROS バーストと呼ばれ、植物免疫において重要な役割を果たすことが知

られている。ROS バーストは、主に NADPH オキシダーゼである RBOH (respiratory burst 
oxidase homolog) によって引き起こされる。これまでに、RBOH の N 末端側が、カルシ

ウム依存性プロテインキナ－ゼ (CDPK) により直接リン酸化されて活性化されること

を見出した。本研究では、RBOH のリン酸化状態の動態を可視化するバイオセンサー 
(RBOH センサー) を作製し、病原菌が感染した細胞で RBOH 活性を時空間的に観察す

ることで、ROS の新たなシグナルネットワークの発掘を可能にする先駆的モデルを提

示することを目的とした。 
 
・葉緑体で発生する活性酸素シグナルの調節機構 

植物免疫には、病原菌の構成成分である分子パターンとパターン認識受容体との相互

作用で引き起こされる PTI (pattern-triggered immunity) と、病原菌のエフェクターを抵抗

性タンパク質が認識することで細胞死が誘導されるETI (effector-triggered immunity) とが

存在する。PTI、ETI のいずれにおいても、急激な ROS の生成が引き起こされる。激し

い ETI–ROS 生産が MAPK の介在によって葉緑体で誘導されることが見いだされた。さ

らに、この過程には CO2を還元してグルコースを生産するカルビン回路が MAPK によ

って抑制され、ドナーである NADPH が過剰となることが原因であることわかってきた。

本研究では、葉緑体における ROS センサーを探索することによって、植物が光エネル

ギーを利用して生体防御反応を駆動する機構を解明することを目的とする。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) WRKY8 による NADPH オキシダーゼ遺伝子の調節機構を解明（論文 16） 
(2) WRKY8 が病原菌に抵抗性を賦与することを発見（論文 8）  
(3) MAP キナーゼバイオセンサーの特許申請（論文 6） 
(4) MAP キナーゼバイオセンサーによる植物免疫賦与剤の開発（論文 3） 
 
＜研究の意義・展望＞ 
・NADPH オキシダーゼ活性の時空間的定量法の確立 

RBOH センサーは、CDPK による RBOH タンパク質のリン酸化に応答し、2 種の隣接

した蛍光タンパク質間で蛍光共鳴エネルギー移動 (FRET) が起こるように構成されて

いる。蛍光タンパク質である YFP と CFP による FRET の強度は、YFP と CFP 間の距離

と角度が重要であり、RBOH のリン酸化に依存して生体内で理想的な配置をとる構造を

模索する必要がある。しかしながら、観察に十分な FRET 蛍光強度を示す RBOH セン

サーは得られなかった。そこで、RBOH 遺伝子の転写を制御する WRKY8 転写因子を同

定した。この転写因子をリン酸化して活性化する MAPK 活性を可視化する FRET-MAPK



77 
 

バイオセンサーの開発に成功した。このセンサー遺伝子をベンサミアナタバコに一過的

に導入した結果、病原菌の感染シグナルに応答した FRET 蛍光が観察された。本研究で

得られた成果は、新たな植物免疫シグナルの発掘に貢献するものと考えられる。 
 
・葉緑体で発生する活性酸素シグナルの調節機構 

植物の免疫応答では、葉緑体における ROS の生成が誘導されることが知られている。

葉緑体においては、光化学系 II (PSII) では一重項酸素が、PSI では O2
-が生成される。

これらの ROS は、免疫応答における HR 細胞死をはじめとする様々な応答へ貢献して

いるものと考えられている。また、レトログレードシグナルとして、O2
-から派生した

H2O2が葉緑体から核へ直接送り込まれる可能性が示されている。葉緑体の H2O2は、葉

緑体または核で ROS センサー分子に受容されると予想される。ROS を介した主なシグ

ナル伝達は、センサー分子のシステイン残基が H2O2と反応してスルフェン酸を形成し、

スルフェン酸が修飾を受けることでシグナルが誘導される。スルフェン酸と反応してシ

グナル伝達を阻害する YAP1 を葉緑体に発現させたところ、INF1 タンパク質による免

疫細胞死が抑制された。また、ROS を可視化するバイオセンサーある HyPer を用いて

核の ROS を検出したところ、INF1 処理によって ROS の存在を示す蛍光が観察された。

また、核における ROS 蓄積が PSII 以降の電子伝達系を阻害する DCMU 
(3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) 処理によって抑制されたことから、核の ROS 蓄

積は PSI に依存することが示された。さらに、YAP1 を核に発現させたところ、MAPK
誘導による細胞死が抑制された。以上の結果より、葉緑体の ROS シグナルは葉緑体や

核で受容され、最終的には細胞死を誘導する複雑なネットワークを形成しているものと

思われた。本研究で得られた成果は、新たなレトログレードシグナル研究の基盤となる

と考えられる。 
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研究課題名： 腫瘍壊死因子が産生する活性酸素によるシグナル制御と炎症と発がん 
Signaling system of inflammation and carcinogenesis by reactive oxygen 
species produced by Tumor Necrosis Factor 

研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 28 年度 
研究課題番号： 15H01406 
研究代表者名： 鎌田英明 （広島大学大学院医系科学研究科 准教授） 
研究分担者名： 土谷佳宏（広島女学院大学 准教授）（26-27 年度） 
 
＜研究の目的＞ 
 本研究は腫瘍壊死因子(TNFα)により産生された活性酸素種(ROS)が駆動する細胞内

シグナル伝達系が炎症と発癌を制御する機構の解明を目指した。TNFαはアポトーシス

やネクロプトーシスなどの制御された細胞死機構を駆動するが、これにともない細胞内

では ROS の産生が誘導される。TNFαにより活性化された IKKβ/NF-κB などのシグナル

系は抗酸化系遺伝子やミトコンドリアの制御を介して ROS の産生を制御する。我々は

細胞質と核内の IKKβや MKP などのシグナル伝達系が炎症と発がんを制御することを

見いだしてきたが、この分子機構を解明するためにモデルマウスを用いた炎症と発癌の

解析をおこなうとともに、細胞レベルでのシグナル伝達系の解析を行った。 
 
＜研究の成果＞ 
(1)ネクロプトーシスにおけるミトコンドリア代謝系と ROS の役割の解明 

カスパーゼ阻害剤存在下でマウス RelA 欠損細胞に対して TNFα刺激を負荷したり、

マウス線維芽細胞に対して IAP阻害剤とTNFα刺激を負荷するとネクロプトーシスが誘

導される。このときに RIPK1/RIPK3/MLKL 依存性に産生されたミトコンドリア由来の

ROSを介してMAPキナーゼカスケードが駆動されて種々のサイトカインの発現が誘導

されることが見いだされた。さらに DSS 誘導性腸炎モデルマウスを用いた解析から、

ROS を介したサイトカイン遺伝子発現が炎症にともなう組織修復系で機能することを

見いだした。ミトコンドリアの代謝系は ROS 産生によりネクロプトーシスを制御する

のみならず、その代謝産物を介したシグナル因子の修飾により炎症応答を制御する可能

性を見いだした。 
 

(2)慢性炎症における ROS の肝細胞死と発癌における機能の解明 
核内にキナーゼ欠損型 IKKβを発現する IKKβ遺伝子改変(Tg-NLS-IKKβKN IKKβ∆hep)マ

ウスでは出生直後から肝臓に広範なネクローシスが誘導されて肝線維化が進展するに

もかかわらず、肝細胞がん(HCC)は抑制されるという驚くべき表現型を示す。このマウ

スを用いて炎症における ROS の役割と発癌制御機構を解析したところ、ROS は組織修

復系の遺伝子発現を介して組織防御的に機能することが判明した。さらに炎症は代償性

細胞増殖を介して HCC を促進する一方で、細胞死による肝機能障害が Cyp2E1 による

発癌物質の活性化を減弱させることにより HCC の化学発癌を抑制することも判明した。 
 

(3)レドックス制御系と炎症シグナルのクロストーク機構の解明（論文 1） 
Keap1/Nrf2 による抗酸化系遺伝子の発現制御機構は細胞内レドックス状態の維持に

重要な役割をになうが、この機構は炎症の中核で機能する IKKβ/NF-κB シグナル系とク

ロストークを行うことが知られてきた。一方、IKKβが正常に機能するためには HSP90
をはじめとしたシャペロン系などを介したタンパク質恒常性維持が必須である。HSP90
の阻害により構造的に不安定化した IKKβでは、Keap1 との会合の亢進を介してオート

ファジーによる分解を受容することが判明した。タンパク質の品質管理機構が
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Keap1/Nrf2系と IKKβ/NF-κB系の相互連関を介して炎症を制御する分子機構の一端が解

明された。 
 

(4)炎症シグナルの PP2A ホスファターゼによるネガティブ制御機構の解明（論文 2） 
炎症にともなう ROS 産生において IKKβ/NF-κB シグナル系は抑制的な機能を有する

が、この機構は複数のサブユニットから構成される PP2A をはじめとしたホスファター

ゼによるネガティブ制御を受容する。PP2A によるネガティブ制御機構を解析したとこ

ろ、IKKβと IκB と RelA の各リン酸化のステップが異なるサブユニットから構成される

PP2A による制御を受容することが見いだされ、炎症シグナルが多重的に制御を受容す

ることを解明した。 
 
＜研究の意義・展望＞ 

従来は ROS は細胞死を亢進して炎症の増悪化で機能すると考えられてきたが、本研

究では遺伝子発現系を介して組織修復に機能することにより組織防御に機能すること

が見いだされた。レドックス制御とタンパク質の品質管理の分子機構の解明により慢性

炎症の分子機構の解明に道を開くことができると考えられる。 
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Kushiyama A, Kamata H, Takahashi S, Katagiri H, Honda H, Kiyonari H, Uchida T, Asano T. 
Prolyl isomerase Pin1 negatively regulates AMP-activated protein kinase (AMPK) by 
associating with the CBS domain in the γ subunit. J Biol Chem. 290, 24255-66, 2015. 

8) Matsunaga Y, Nakatsu Y, Fukushima T, Okubo H, Iwashita M, Sakoda H, Fujishiro M, 
Yamamotoya T, Kushiyama A, Takahashi S, Tsuchiya Y, Kamata H, Tokunaga F, Iwai K, 
Asano T. LUBAC Formation Is Impaired in the Livers of Mice with MCD-Dependent 
Nonalcoholic Steatohepatitis. Mediators Inflamm. 2015, 125380, 2015. 

9) Kanaoka R, Kushiyama A, Seno Y, Nakatsu Y, Matsunaga Y, Fukushima T, Tsuchiya Y, Sakoda 
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H, Fujishiro M, Yamamotoya T, Kamata H, Matsubara A, Asano T. Pin1 Inhibitor Juglone 
Exerts Anti-Oncogenic Effects on LNCaP and DU145 Cells despite the Patterns of Gene 
Regulation by Pin1 Differing between These Cell Lines. PLoS One. 10, e0127467, 2015. 

10) Shinjo T, Nakatsu Y, Iwashita M, Sano T, Sakoda H, Ishihara H, Kushiyama A, Fujishiro M, 
Fukushima T, Tsuchiya Y, Kamata H, Nishimura F, Asano T. DPP-IV inhibitor anagliptin 
exerts anti-inflammatory effects on macrophages, adipocytes, and mouse livers by suppressing 
NF-κB activation. Am J Physiol Endocrinol Metab. 309, E214-23, 2015. 

11) Nakatsu Y, Seno Y, Kushiyama A, Sakoda H, Fujishiro M, Katasako A, Mori K, Matsunaga Y, 
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研究課題名： ミトコンドリア酸素・カルシウム制御におけるミトフュージン機能の 
解明（27-28 年度） 
Physiological functions of mitofusins on the regulation of mitochondrial 
oxygen and calcium 
ミトフュージンを中核とした細胞内酸素およびカルシウム制御機構の 
解明（29-30 年度） 

   Regulation of cytosolic oxygen and calcium by mitofusins 
研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 15H01408, 17H05537 
研究代表者名： 今泉 祐治（名古屋市立大学 大学院薬学研究科 教授）（27-28 年度） 

山村 寿男（名古屋市立大学 大学院薬学研究科 教授）（29-30 年度） 
連携研究者名： 山村 寿男（名古屋市立大学 大学院薬学研究科 准教授）（27-28 年度） 

今泉 祐治（名古屋市立大学 大学院薬学研究科 教授）（29-30 年度） 
鈴木 良明（名古屋市立大学 大学院薬学研究科 講師）（27-30 年度） 

 
＜研究の目的＞ 

細胞内情報伝達の要となる細胞内 Ca2+濃度変化は、細胞膜上の Ca2+感受性イオンチャ

ネルおよび細胞内 Ca2+貯蔵部位であるミトコンドリアと小胞体により緻密に制御され

ている。Ca2+シグナルが発生する細胞内微小空間（Ca2+マイクロドメイン）では、各種

機能分子が物理的相互作用および共役し、極めて効率的に生理機能を発揮していると考

えられている。本研究課題では、Ca2+マイクロドメインの「構造的な場（分子基盤）」

および「機能的な場（機能連関）」の形成を担う分子群、特に、ミトコンドリア－小胞

体の近接構造を担うミトフュージン（mitofusin）に着目し、細胞内 Ca2+・酸素・エネル

ギー（ATP）制御機構におけるミトフュージンの生理的意義と病態における機能変化を

解明した。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 平滑筋 Ca2+マイクロドメインの分子基盤と機能連関（論文 2, 3, 5, 6, 10, 12） 
 各種平滑筋細胞において、活動電位発生時のような生理的条件下でも、ミトコンドリ

ア Ca2+取り込み機能が促進され、筋小胞体が Ca2+を再充填するために必要な ATP を産

生することを画像解析した。平滑筋 Ca2+マイクロドメインにおいて、ミトコンドリアと

筋小胞体が Ca2+と ATP を介して機能連関していることが明らかとなった。 
 
(2) 平滑筋 Ca2+シグナルにおけるミトフュージンの生理的意義の解明（論文 7） 

大動脈平滑筋細胞において、ミトフュージン 2 はミトコンドリアと筋小胞体を近接さ

せ、細胞質とオルガネラ間の Ca2+シグナルを活性化させた結果、ATP 産生と細胞増殖を

促進させることが示唆された。ミトフュージン 2 が平滑筋 Ca2+マイクロドメインの形成

に関与し、血管平滑筋機能に重要であることが分かった。 
 
(3) 低酸素ストレスによるイオンチャネルの発現機能解析（論文 1, 4, 11, 13） 
 脳虚血などの低酸素ストレス環境下の脳微小血管内皮細胞において、HIF-1α－ダイナ

ミン 2－Kir2.1 チャネル経路を介した細胞内 Ca2+流入の促進が、脳微小血管内皮細胞の

異常な増殖に関与することが明らかとなった。また、酸化ストレス環境下の脳微小血管

内皮細胞では、Orai1 を介した細胞内 Ca2+流入が減少するため、酸化ストレスによる細

胞死の亢進が起こることが分かった。 
 
(4) 血管系難病における Ca2+シグナル機能解析（論文 8, 9） 
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血管系難病である特発性肺動脈性肺高血圧症（IPAH）や特発性門脈圧亢進症の患者

由来細胞やモデル動物由来細胞では、細胞内 Ca2+動態を制御するミトコンドリアシグナ

ルやミトフュージン発現が変化していることを見出した。 
 
＜研究の意義・展望＞ 

ミトコンドリア－小胞体の構造的基盤（platform）および機能連関（functional coupling）
が形成する Ca2+マイクロドメインを構造・分子・機能レベルで明らかにしたことは、細

胞生理学の発展につながると考えられる。特に、ミトコンドリア－小胞体をつなぐミト

フュージン 2 の生理的意義の解明は、生体の酸素リモデリング機構を解明する端緒を築

くと考えられる。さらに、ミトフュージン 2 の病態生理的意義の解明は、血管系難病に

対する新規治療薬の創薬標的につながると考えられる。 
 

＜主な研究発表＞ 
1) Yamamura H, Suzuki Y, Asai K, Imaizumi Y, Yamamura H. Oxidative stress facilitates cell 

death by inhibiting Orai1-mediated Ca2+ entry in brain capillary endothelial cells. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. in press (doi: 10.1016/j.bbrc.2019.12.035). 

2) Saeki T, Suzuki Y, Yamamura H, Takeshima H, Imaizumi Y. A junctophilin-caveolin interaction 
enables efficient coupling between ryanodine receptors and BKCa channels in the Ca2+ 
microdomain of vascular smooth muscle. J. Biol. Chem. 294, 13093-13105, 2019. 

3) Kawasaki K, Suzuki Y, Yamamura H, Imaizumi Y. Rapid Na+ accumulation by a sustained 
action potential impairs mitochondria function and induces apoptosis in HEK293 cells 
expressing non-inactivating Na+ channels. Biochem. Biophys. Res. Commun. 513, 269-274, 
2019. 

4) Yamamura H, Suzuki Y, Yamamura H, Asai K, Giles W, Imaizumi Y. Hypoxic stress upregulates 
Kir2.1 expression by a pathway including hypoxic-inducible factor-1α and dynamin2 in brain 
capillary endothelial cells. Am. J. Physiol. Cell Physiol. 315, C202-C213, 2018. 

5) Matsuki K, Kato D, Takemoto M, Suzuki Y, Yamamura H, Ohya S, Takeshima H, Imaizumi Y. 
Negative regulation of cellular Ca2+ mobilization by ryanodine receptor type 3 in mouse 
mesenteric artery smooth muscle. Am. J. Physiol. Cell Physiol. 315, C1-C9, 2018. 

6) Yamamura H, Kawasaki K, Inagaki S, Suzuki Y, Imaizumi Y. Local Ca2+ coupling between 
mitochondria and sarcoplasmic reticulum following depolarization in guinea pig urinary bladder 
smooth muscle cells. Am. J. Physiol. Cell Physiol. 314, C88-C98, 2018. 

7) 山村寿男, 鈴木良明, 今泉祐治. 平滑筋 Ca2＋シグナルにおけるミトコンドリアとミト

フュージンの生理的意義. 日薬理誌. 149, 260-263, 2017. 
8) Yamamura A, Fujitomi E, Ohara N, Tsukamoto K, Sato M, Yamamura H. Tadalafil induces 

antiproliferation, apoptosis, and phosphodiesterase type 5 downregulation in idiopathic 
pulmonary arterial hypertension in vitro. Eur. J. Pharmacol. 810, 44-50, 2017. 

9) Kim YM, Kim SJ, Tatsunami R, Yamamura H, Fukai T, Ushio-Fukai M. ROS-induced ROS 
release orchestrated by Nox4, Nox2, and mitochondria in VEGF signaling and angiogenesis. Am. 
J. Physiol. Cell Physiol. 312, C749-C764, 2017. 

10) Matsuki K, Takemoto M, Suzuki Y, Yamamura H, Ohya S, Takeshima H, Imaizumi Y. 
Ryanodine receptor type 3 does not contribute to contractions in the mouse myometrium 
regardless of pregnancy. Pflügers Arch. 469, 313-326, 2017. 

11) Yamamura H, Suzuki Y, Yamamura H, Asai K, Imaizumi Y. Hypoxic stress up-regulates Kir2.1 
expression and facilitates cell proliferation in brain capillary endothelial cells. Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 476, 386-392, 2016. 

12) Hirata T, Terai T, Yamamura H, Shimonishi M, Komatsu T, Hanaoka K, Ueno T, Imaizumi Y, 
Nagano T, Urano Y. Protein-coupled fluorescent probe to visualize potassium ion transition on 
cellular membranes. Anal Chem. 88, 2693-2700, 2016. 

13) Kito H, Yamamura H, Suzuki Y, Yamamura H, Ohya S, Asai K, Imaizumi Y. Regulation of 
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store-operated Ca2+ entry activity by cell cycle dependent up-regulation of Orai2 in brain 
capillary endothelial cells. Biochem. Biophys. Res. Commun. 459, 457-462, 2015. 

 
 

 

 
  

 

図 1 Ca2+マイクロドメインにおけるミトコンドリアと筋小胞体の 
構造的および機能的連関 

局所的な Ca2+濃度の上昇により、ミトコンドリア Ca2+ユニポーター（MCU）の Ca2+

取り込みが促進し、酸素を消費してエネルギー（ATP）産生が促進される。産生さ

れた ATP は、特に Ca2+を供給した筋小胞体（SR）の Ca2+ポンプ（SERCA）を活性

化するために用いられる。すなわち、ミトコンドリア（Mt）と SR の間で、Ca2+と

ATP を介した機能連関が行われていることが想定される。この機能連関を支える構

造的分子基盤としてミトフュージン（Mfn）が同定されている。ANT、アデニンヌ

クレオチド交換輸送体；Gq、Gq タンパク質受容体；IP3、イノシトール 1,4,5-三リン

酸；IP3R、イノシトール 1,4,5-三リン酸受容体；NCLX、ミトコンドリア Na+/Ca2+交

換体；NCX、Na+/Ca2+交換体；PM、細胞膜；PMCA、細胞膜 Ca2+ポンプ；PLC、ホ

スホリパーゼ C；R、受容体；ROC チャネル、受容体作動性 Ca2+チャネル；RyR、
リアノジン受容体；VDCC、電位依存性 Ca2+チャネル。【論文 7 より引用】 
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研究課題名：  腫瘍関連マクロファージ形成における低酸素及び活性酸素感受性

TRP チャネルの関与 
Role of hypoxia- and reactive oxygen species-sensitive TRP channels in 
tumor-related macrophage 

研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 28 年度 
研究課題番号： 15H01409 
研究代表者名： 清水 俊一（帝京平成大学 薬学部 教授）（27-28 年度） 
  
＜研究の目的＞ 

本研究は、マクロファージにおける酸素分圧及び活性酸素感受性 TRP チャネル発現

を明らかにすること、さらに腫瘍環境内の条件を in vitro で再現し、マクロファージの

M2 マクロファージへの極化の実験系確立し、マクロファージの M2 マクロファージへ

の極化における低酸素感受性及び活性酸素感受性 TRP チャネルの役割を明らかにする

ことを目指した。その結果、マクロファージには主に TRPM2 が発現していることを明

らかにできた。また、低酸素や活性酸素暴露など腫瘍環境内の条件でマクロファージの

M2 マクロファージへ極化させる実験系は確立することができた。しかしながら、マク

ロファージの M2 マクロファージへの極化における TRP チャネルの関与を明らかにす

ることはできなかった。 
そこで、研究の目的を修正し、活性酸素感受性 TRPM2 チャネルの機能解析に有用で

ある TRPM2 チャネル阻害物質の探索と応用を目指した。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 抗うつ薬であるデュロキセチンによる活性酸素感受性 Ca2+透過性チャネル TRPM2

活性化抑制と脳虚血後再灌流傷害の抑制 （論文 1） 
 本研究において、7 種類の抗うつ薬について活性酸素感受性 Ca2+透過性チャネル

TRPM2 の阻害活性を調べたところ、選択的ノルアドレナリン、セロトニン再取り込み

阻害薬であるデュロキセチンが、過酸化水素刺激による TRPM2 活性化を強く抑制する

ことを見出した。ホールセルパッチクランプ法による電気生理学的検討により、デュロ

キセチンは open-channel blocking 様式により TRPM2 チャネルを抑制することが明らか

となった。 
 不明な点が多いが、脳の虚血後再灌流傷害には、活性酸素が深く関わっていることが

明らかにされている。マウス脳虚血後再灌流傷害モデルにおいて、TRPM2 欠損マウス

では野生型マウスと比較して脳虚血後再灌流傷害が軽減された。さらにデュロキセチン

の投与は、野生型マウスの脳虚血後再灌流傷害を軽減したが、TRPM2 欠損マウスでは

効果が認められなかった。以上の結果より、デュロキセチンは TRPM2 チャネルを阻害

することにより脳虚血後再灌流傷害を軽減することが明らかとなった。 
 
(2) 活性酸素感受性 Ca2+透過性チャネル TRPM2 阻害剤としての tyrphostin AG 関連化

合物の発見（論文 2, 3） 
我々は、Jak2 阻害剤として知られている tyrphostin AG490 がヒドロキシラジカルの消

去を介して過酸化水素誘発 TRPM2 活性化を阻害することを見出していた。本研究では、

さらに強い TRPM2 チャネル阻害物質を見出すために、AG490 の構造類似体の TRPM2
阻害活性を検討した。その結果、AG555 及び AG556 に AG490 よりも強い TRPM2 阻害

活性のあることが明らかとなった。さらに、これらの化合物は、単球系細胞株である

U937 において、過酸化水素刺激による TRPM2 活性化を介したサイトカイン分泌を抑
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制することを明らかにした。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 活性酸素は、様々な臓器の虚血後再灌流傷害、炎症性疾患、癌など様々な疾患に関わ

っていることが明らかにされている。これまで、活性酸素は脂質過酸化やタンパク質の

酸化変性などを介して細胞を傷害すると考えられていたが、近年は本研究でターゲット

とした活性酸素感受性チャネルなどを介して細胞応答を引き起こすことが明らかにさ

れつつある。本研究で得られた成果は、活性酸素関連疾患の新たな治療薬の開発に重要

な情報を提供できたと考えている。 
 
＜主な研究発表＞ 
1) Toda T, Yamamoto S, Umehara N, Mori Y, Wakamori M, Shimizu S. Protective effects of 

duloxetine against cerebral ischemia-reperfusion injury via transient receptor potential 
melastatin 2 Inhibition. J. Pharmacol. Exp. Ther. 368, 246-254, 2019. 

2) Yamamoto S, Toda T, Yonezawa R, Negoro T, Shimizu S. Tyrphostin AG-related compounds 
attenuate H2O2-induced TRPM2-dependent and -independent cellular responses. J. 
Pharmacol. Sci. 134, 68-74, 2017. 

3) Toda T, Yamamoto S, Yonezawa R, Mori Y, Shimizu S. Inhibitory effects of Tyrphostin 
AG-related compounds on oxidative stress-sensitive transient receptor potential channel 
activation. Eur. J. Pharmacol. 786, 19-28, 2016. 

 

 
 
 
 
 
 
  

 

推定されるデュロキセチンによる TRPM2 チャネル阻害を介した

脳虚血後再灌流障害の抑制機構 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30523061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30523061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30523061
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研究課題名： 新規ポリサルファ応答性転写因子による低酸素誘導型光合成の制御 
Regulation of anoxygenic photosynthesis by the persulfide-responsive 
transcriptional repressor 

研 究 期 間： 平成 29 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 17H05524 
研究代表者名： 増田 真二（東京工業大学 バイオ研究基盤支援総合センター 准教授） 
 
＜研究の目的＞ 

本研究の目的は、申請者らがミトコンドリアの祖先菌と同種の紅色細菌から同定した活

性イオウ分子種応答性転写因子SqrRに着目し、硫化水素に依存して光合成遺伝子の発

現が調節される仕組みを解析することで、紅色細菌・ミトコンドリアが行う硫化水素・活性イ

オウ分子種依存的なシグナル伝達の素過程を解明することである。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) テトラスルフィド結合形成様式の解明（論文 1） 
 紅色細菌の硫化水素依存の光合成遺伝子発現を制御するSqrRは、活性イオウ分子種に応

答して２つのシステイン残基（Cys41, Cys107）間に分子内テトラスルフィド結合を形成すること

で自身の DNA 結合能を変化させる。この二つのシステインをそれぞれセリンに変えた変異型

SqrR の生化学的解析を行ない、活性イオウ分子種からの修飾を直接受けるのは Cys107 であ

ることを明らかにした。このことから、テトラスルフィド結合ができる際、Cys107とCys41はそれぞ

れ、Attacking Cys および Resolving Cys として機能することがわかった。 
 
(2) 活性イオウ分種インジケーターの作成 
 蛍光タンパク質と SqrR を組み合わせ、リアルタイムイメージングを見据えた活性イオウ分子

種インジケータタンパク質の開発を進めた。これまでに、CFP と YFP を融合させた FRET ベー

スのインジケータタンパク質の構築に成功した。その効率は in vivo での使用に耐えうるもので

はなかったが、改良を進める素地はできた。 
 
(3) 活性イオウ分種の代謝解析 

紅色細菌内での硫化水素代謝の詳細を、本研究領域の計画班である東北大学赤池

研究室と共同で解析した。硫化水素を、野生型、硫化水素酸化酵素 SQR の変異体、およ

び内在性の SQR をマウスの SQR と入れ替えた株に投与し、時間を追って細胞内の活性

イオウ代謝物の変動を解析した。その結果、SQR を起点としたポリスルフィド代謝パスウェ

イがおぼろげながら確認することができた。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究により、１）細菌が外界の硫化水素濃度を感知する仕組み、２）細胞が活性イ

オウ分子種を認識する仕組み、に関する新たな情報を得ることができた。遺伝子導入や

サプレッサー変異体単離など遺伝学的解析が容易な紅色細菌をプラットフォームとす

ることで、初期型光合成の制御機構のみならず、ミトコンドリアの硫化水素呼吸の可能

性の検証、活性イオウ分子種の代謝過程の詳細を今後調べることができると期待される。 
 
＜主な研究発表＞ 
1) Shimizu, T. and Masuda, S. Characterization of redox-active cysteine residues of 

persulfide-responsive transcriptional repressor SqrR. Commun. Integr. Biol. 10, e1329786, 
2017. 
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2) Fujisawa, T. and Masuda, S. Light-induced chromophore and protein responses and 
mechanical signal transduction of BLUF proteins. Biophys. Rev. 10, 327-337, 2018. 

3) 増田真二、清水隆之 
システインのポリスルフィド化による硫化水素・活性硫黄分子種の細胞内認識 
生物物理 58, 163-164, 2018. 

4) 清水隆之、増田真二 
硫化水素に応答した遺伝子発現制御  
バイオサイエンスとインダストリー 75, 516-517, 2017. 

5) 清水隆之、増田真二 
硫化水素依存的に光合成を行う細菌から発見された新規パースルフィド応答性転写

因子 SqrR を介した遺伝子発現の分子機構 
硫酸と工業  7 月号 95-102, 2018. 
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研究課題名： 1 分子運動解析によるレドックス感受性 TRP の分子運動基盤 
研 究 期 間： 平成 29 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 17H05539 
研究代表者名： 三尾和弘（産業技術総合研究所先端オペランド計測技術 チーム長） 
連携研究者名： 佐々木裕次（東京大学 新領域創成科学研究科 教授）（29-30 年度） 
   
＜研究の目的＞ 

10 nm 程度の微小なタンパク質の運動を、高速かつ正確に測定することは、極めてチ

ャレンジングである。我々は、原子サイズ 1/100 のピコメートル精度でリアルタイム計

測できる X 線１分子追跡法（Diffracted X-ray Tracking: DXT）を用いて、タンパク質内

部動態の研究を行っている。そこでは金（Au）ナノ結晶をタンパク質の特定部位に結

合し、放射光を照射した際の回折点（diffraction spot）を追跡することで、タンパク質内

部の運動を解析する。現在の 1 分子計測技術の中で最も高い時空間分解能を持つ。さら

に１分子内部の個別領域の運動計測も可能である。 
本研究では DXT 技術を用いてレドックス感受性 TRP タンパク質の作動機序を、多階

層（精製タンパク質から生きている細胞に至るまで）で解析する。マルチモーダルな活

性機構を持つ TRP チャネルの実作動環境下の解析を通じて、アロステリック制御に基

づくレドックス分子機構の解明と創薬基盤構築に繋げる。 
 
＜研究の成果＞ 
(1)単色 X 線光源を用いた１分子動態計測技術の開発（論文 3） 

我々が従来用いてきた X 線 1 分子追跡法(DXT: Diffracted X-ray Tracking)では Spring-8
等での白色 X 線光源が必須であり、使用できるビームラインも限られていた。我々は

実験室装置での分子運動解析を目的に、ピクセル輝度の自己相関係数から分子揺らぎ

を導出する、単色 X 線輝点明滅法(Lab-DXB: 輝点明滅法)を開発した。現在 100 ms 程度

のデータ取得まで可能で、細胞表面分子の計測も可能なため、新しい創薬スクリーニ

ング装置としても期待できる。Lab-DXB を用いて、一過性発現させた TRPV1 のカプサ

イシン応答データの取得にも成功した。 
 
(2)Ｘ線 1 分子追跡法による TRPV1 内部分子運動解析（論文 4） 

レドックス感受性を持つ TRPV1 の作動機構解明を目的に、白色 X 線を用いた X 線１

分子追跡法で１分子動態解明を行なった。DXT ではタンパク質を金ナノ結晶で標識し、

回折スポットの運動を 3 次元（傾斜(θ)、回転(χ)、時間(t)）リアルタイム分析を行った。

カプサイシンと温度刺激による応答計測を行なった。χ 軸ブラウン運動は、カプサイシ

ン用量依存的に増強され、回転方向については異方性回転運動として検出された。熱刺

激に関しては、野生型（WT）と熱応答性を欠損したトリプルミュータント（TRI: 
N629K/N653T/Y654T）の運動比較の結果、WT の χ 値は TRI と比較して有意に高いこと

が確認できた。 
 
＜研究の意義・展望＞ 

本研究はタンパク分子が機能する際、最も根源的な仕組みを分子・原子レベルでかつ、

動的に解き明かすものである。得られる結果は、レドックス感受システムの理解にとど

まらず、それぞれのチャネルに関する慢性疼痛や炎症性腸疾患などの疾病の治療法開発

にも役立つ。また他のタンパク質の機能解明にも広く応用可能な技術である。 
 
 



90 
 

＜主な研究発表＞ 
1) Kuramochi M, Takanashi C, Yamauchi A, Doi M, Mio K, Tsuda S, Sasaki YC. Expression of 

Ice-Binding Proteins in Caenorhabditis elegans Improves the Survival Rate upon Cold Shock 
and during Freezing. Sci. Rep. 9, 6246, 2019.  

2) Mio M, Sugiki T, Matsuda C, Mitsuhashi H, Kojima C, Chan SY, Hayashi YK, Mio K. 
Structural instability of lamin A tail domain modulates its assembly and higher order function in 
Emery-Dreifuss muscular dystrophy. Biochem. Biophys. Res. Commun. 512, 22-28, 2019. 

3) Sekiguchi H, Kuramochi M, Ikezaki K, Okamura Y, Yoshimura K, Matsubara K, Chang JW, 
Ohta N, Kubo T, Mio K, Suzuki Y, Chavas LMG, Sasaki YC. Diffracted X-ray Blinking Tracks 
Single Protein Motions. Sci. Rep. 8, 17090, 2018. 

4) Mio K, Kuramochi M, Matsubara K, Ikezaki K, Mio M, Sekiguchi H, Kubo T, Sasaki YC. 
Rotational Brownian Motion of TRPV1 Channel Observed by Synchrotron Diffracted X-Ray 
Tracking and Laboratory X-Ray Blinking Analysis. Biophysical J., 114, 481, 2018. 

5) Takada R, Mii Y, Krayukhina E, Maruyama Y, Mio K, Sasaki Y, Shinkawa T, Pack C, Sako Y, 
Sato C, Uchiyama, Takada S. Assembly of protein complexes restricts diffusion of Wnt3a 
proteins. Communications Biology, 1, 165, 2018. 

6) Sawazaki R, Imai S, Yokogawa M, Hosoda N, Hoshino S, Mio M, Mio K, Shimada I, Osawa 
M. Characterization of the multimeric structure of poly(A)-binding protein on a poly(A) tail. 
Sci. Rep. 8, 1455, 2018.  

7) Mio K, Sato C. Lipid environment of membrane proteins in cryo-EM based structural analysis. 
Biophysical Reviews, 10, 307-316, 2017.  
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研究課題名： 酸素生物学研究に資するイメージングプローブ、ケージド化合物群の 
創製 
Development of imaging probes and caged compounds for oxygen biology  
researches 

研 究 期 間： 平成 26 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 26111012 
研究代表者名： 浦野 泰照（東京大学 大学院薬学系研究科 教授） 
研究分担者名： 飛田 成史（群馬大学 理工学府 教授）（26-30 年度） 
   中川 秀彦（名古屋市立大学 薬学研究科 教授）（26-30 年度） 
 
＜研究の目的＞ 

本新学術領域の酸素リモデリング研究を強力に推進させるためには、生細胞内や in 
vivo 局所における (1)酸素分圧の正確なライブ評価、(2)ROS・活性イオウ分子種・親電

子分子種などの酸素関連活性分子群の生成と、これらの作用による各種細胞応答の詳細

な時空間動態解析、(3)酸素関連活性分子群を瞬時に特定の場所に負荷させる摂動系の

実現による応答の実証が求められている。そこで A03 班では、蛍光・生物発光プロー

ブ、リン光プローブ、ケージド化合物開発で世界的に大きなアドバンテージを持つ 3 名

の研究者が、それぞれのプローブ開発技術を駆使して、酸素リモデリング研究に資する

化学プローブや摂動分子を開発し、従来は不可能であった上記観測、摂動を実現させる

ことを目指した。 
より具体的には、着目する酸素関連活性分子や酵素群、また酸素分圧やレドックス環

境を、時空間分解能高く、生細胞系や in vivo モデル動物系で可視化する蛍光・生物発

光・りん光プローブを開発する。酸素化状態のモニタリングに資する酸素プローブとし

ては、りん光寿命変化を原理とする新規イリジウム錯体と生物発光の強度変化を原理と

するルシフェリン型生物発光プローブを開発する。前者は正確な酸素分圧の測定を、後

者は in vivo 動物個体内の特定臓器内の酸素分圧変化を、非侵襲的にリアルタイム観測

することを可能とさせるものであり、本学術領域研究の根幹をなす測定系となる。さら

に生細胞内での各種酸素関連活性分子の特異的検出を可能とする蛍光プローブ、および

ターゲット蛋白質の選択的修飾を可視化すべく、タグ化タンパク質との組み合わせによ

る局在化能を持つ蛍光プローブ群を開発し、酸素リモデリングによる各種活性種の生成、

消去の詳細な時空間動態解析を実現させる。摂動プローブとしては、in vivo での使用を

指向した近赤外 2 光子励起を利用した NO・H2S 発生ケージド化合物を開発する。さら

に酸素リモデリングによる酸素分圧の変動が及ぼす効果を実験的に検証することを狙

い、in vivo で局所酸素濃度を高い時間分解能で自在に変化させることが可能なケージド

O2消去剤も開発する。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) 各種 ROS 選択的蛍光・生物発光プローブの開発と応用（論文 14, 16, 18） 
 研究代表者ら独自に開発した過酸化水素応答性プローブを SNAP 基質化し、細胞内で

の過酸化水素の生成を時空間分解能高く可視化するプローブの開発を行い、住本班と協

同して様々なアプリケーションを行い、これを論文公表した。さらに独自に確立した消

光原理(BioLeTと細胞膜透過性の制御)に基づいて開発したhROS検出生物発光プローブ

による、in vivo 急性炎症イメージング手法の評価を行い、近赤外蛍光イメージングと比

較して圧倒的に高い S/N でのライブイメージングが可能であることが証明され、これら

の成果を 2 報の論文としてまとめた。 
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(2) 細胞内 GSH 濃度の可逆的リアルタイム定量可視化蛍光プローブの開発（論文 7） 
 Si ローダミンへの分子間求核付加を活用した細胞内含イオウ生理活性物質を可視化

する蛍光プローブの開発を行った。具体的には、グルタチオン(GSH)濃度の可逆的検出

蛍光プローブの開発に向け、蛍光団の LUMO 及びベンゼン環 2 位に種々の置換基を導

入したパイロット化合物群の合成し、その GSH 応答特性を詳細に検証した結果、GSH
との可逆的かつ即時的な応答が達成可能であることが明らかとなった。そこで本母核に

通常の蛍光団を結合させた FRET 型プローブを設計・開発したところ、従来のプローブ

では不可能であった秒オーダーの時間分解能での細胞内 GSH 検出が可能であり、さら

にはその濃度の定量も可能であることが明らかとなった。 
 
(3) 細胞内サルフェンサルファー、ハイドロパーサルファイドの可逆的リアルタイム定

量可視化蛍光プローブの開発（論文 2, 3, 8） 
チオール基の分子内スピロ環化反応を活用し、新規可逆的サルフェンサルファープロ

ーブを開発し、生細胞で可逆的なサルフェンサルファー検出が可能であること、また薬

剤処理によるアストロサイト初代培養系でのサルフェンサルファー濃度とカルシウム

応答の同時イメージングを達成し、これを論文公表した。さらに本プローブを活用して、

独国との国際共同研究を遂行して論文を公表した。 
さらに分子間求核付加反応を鍵反応として、各種含イオウ化合物との反応性を精査す

ることで、GSH とはほとんど反応しない一方で、サルフェンサルファーの中でもハイ

ドロパーサルファイト(RSSH)と選択的かつ可逆的に反応する新規蛍光骨格の開発に成

功した。本プローブも前項で紹介したプローブと同様に FRET を原理とする ratiometric
プローブであることから、生細胞内 RSSH 濃度のリアルタイム定量が可能であり、実際

各種刺激に応じて細胞内の RSSH 濃度が変化する様を可視化定量することにも成功し

た。 
 
(4) 細胞内酸素プローブ BTPDM1の開発とマウスの腎組織の酸素レベル計測への応用（論

文 15, 17） 
 細胞内への取り込み能が非常に高い Ir(III)錯体 BTPDM1 を開発した。BTPDM1 を取

り込んだ培養細胞を用いてりん光寿命の検量線を作成することにより、単層培養細胞中

に作成した酸素濃度勾配を定量できること、担癌マウス中の腫瘍組織内の酸素分圧が正

常組織に比べて低下していることを明らかにした。また生きているマウスの腎動脈の結

紮、吸気中の酸素濃度の低下、さらには急性貧血マウス、腎臓病病態マウスにおいて顕

著な寿命の増加が見られ、腎臓が低酸素状態に陥っていることが分かり、本法を用いる

と臓器の酸素レベルをリアルタイムで計測可能であることを示した。 
 
(5) マウスの腎組織の酸素化状態の高分解能イメージング（論文 4） 

BTPDM1 を投与したマウスを開腹し、りん光寿命イメージング顕微鏡法(PLIM 法)を

用いて腎臓の顕微りん光寿命画像を取得することにより、生きたマウスの腎臓の酸素化

状態を細胞レベルの高分解能でイメージングすることに世界で初めて成功した。本法を

用いると、15%酸素吸入による軽微な低酸素血症による酸素状態の変化も鋭敏に、尿細

管サブグループごとに描出可能であることを示した。 
 
(6) マウスの眼底組織の酸素イメージング（論文 7） 

新たに設計・合成した水溶性 Ir(III)錯体をマウスに投与し、ゲート付き CCD カメラを

使って眼底の発光寿命画像を測定した。マウスの吸気中の酸素濃度を 21%から 12.5％に

低下させるとりん光寿命が増加し、りん光寿命変化から眼底組織内の酸素濃度変化を検
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出できることを示した。 
 
(7)多様な光波長による光制御 NO 放出剤の開発（論文 11, 12） 
 一酸化窒素（NO）の放出を光照射により制御できる化合物（光制御 NO 放出剤）を

開発した。従来知られていた技術としては金属 NO 配位の光開裂や自発的 NO 放出剤の

光解除性保護基による保護などがあるが、これらとは異なる NO 発生機構として光誘起

電子移動を利用し、新規な光制御 NO 放出剤の開発に成功した。光誘起電子移動を利用

することにより、用いる光の波長を比較的自由に変更でき、実際に青色光、黄緑色光、

により NO 放出可能な化合物を開発した。これらの化合物は培養細胞系に適用可能であ

ることを示すとともに、ex vivo におけるラット大動脈切片の弛緩反応の光制御さらにラ

ット陰茎組織血流の光制御が行えることを示した。 
 
(8)光制御 HNO 放出剤の開発（論文 5） 
 NO の類縁化学種であり、一酸化窒素自身とは異なる生物活性を有する HNO につい

て、光制御放出剤を開発した。開発した放出剤は培養細胞系に適用可能であることを示

した。 
 
(9)光・酵素二重制御型 NO 放出剤の開発（論文 1） 
 光誘起電子移動反応を利用した一酸化窒素放出剤を開発した。独自に開発した分子内

光誘起を原理とする光制御 NO 放出剤について反応性解析を詳細に行うことで、分子内

フェノール構造の NO 放出反応における重要性を見出した。これに基づいて、緑黄色光

制御 NO 放出剤の構造を修飾することで、β-グリコシダーゼ代謝に応答する仕組みを

加えた酵素活性／光制御ダブルロック式化合物の開発に成功した。 
 
＜研究の意義・展望＞ 

本研究で開発された各種蛍光プローブ、発光プローブ、りん光プローブは、in vivo
での ROS、含イオウ活性種、酸素濃度の定量的ライブイメージングを可能とする技術

であり、また各種ケージド放出剤は生体内の酸素と NO などの超低分子情報伝達分子と

の連関を研究する新たなツールであり、酸素が関与する様々な生命現象・病態の解明や

新たな治療法の確立などに大きく貢献すると考えられる。 
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研究課題名： 遺伝子コードされた FRET 型酸素バイオセンサーの開発 
   Development of genetically encoded FRET-based biosensor for oxygen 
研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 28 年度 
研究課題番号： 15H01401 
研究代表者名： 今村 博臣（京都大学 生命科学研究科 准教授） 
 
＜研究の目的＞ 
 本研究は、生細胞内の酸素濃度をイメージングする技術の開発を目指した。生体内の

酸素分布を計測する方法として、血中の酸化ヘモグロビンレベルを測定する fMRI が近

年多用されている。特に、活動の盛んな脳の部位を特定することが可能であることから、

fMRI は脳科学分野において非常に強力なツールとなっている。しかし、血管が発達し

ていない組織の酸素レベル、あるいはそもそもヘモグロビンが存在しない細胞内部の酸

素レベルを fMRI によって知ることは不可能である。このような技術的限界のため、生

体内および細胞内における酸素の分布や変動についてはほとんど理解が進んでいない。

生体内の酸素動態について深く理解するためには、酸素分圧を計測するための新たな方

法が必要である。有力な候補のひとつがフェルスター共鳴エネルギー移動（FRET）型

バイオセンサーを用いたイメージングである。近年、カルシウムイオンやグルコースの

濃度、キナーゼ活性等を測定するためのさまざまな FRET 型バイオセンサーが開発され

ており、生体内の情報を測定するための有用なツールとなっている。こうした FRET 型

バイオセンサーの大部分はリガンド等の結合によって構造変化を起こすタンパク質と

蛍光タンパク質のペア（例えば CFP と YFP）を融合させ、タンパク質の活性が変化す

る際の構造変化や相互作用の変化を FRET 効率の変化として検出できるように設計さ

れている。そのため、FRET バイオセンサー開発には、用いるタンパク質自身が大きな

構造変化を示す、あるいはリン酸化などの修飾によって別のタンパク質との相互作用が

変化するという条件を満たす必要がある。しかし、多くのタンパク質は単独で働き、か

つ構造変化は小さいため、任意の FRET 型バイオセンサーを創出することはこれまで非

常に困難であった。FixL などの酸素を結合するタンパク質も酸素結合による構造変化

が小さい。そのため、これまで酸素に対する FRET 型バイオセンサーは報告されていな

い。本研究課題では、酸素結合に伴うタンパク質の微小な構造変化を識別する一本鎖抗

体（scFv）を用いることでタンパク質構造変化を増幅し、FRET の変化として十分観測

可能な FRET 型酸素バイオセンサーを開発することを目指した。 
 
＜研究の成果＞ 
 まず、酸素結合タンパク質である FixL の大腸菌における発現条件の最適化をおこな

い、FixL の発現量とヘム含量が高くなる大腸菌株、培養温度、培地組成を決定した。大

腸菌で発現させたのち精製した FixL は、ほぼ全てが過酸化状態であった。そこで、還

元剤およびグルコースオキシダーゼをもちいることで、過酸化状態を酸素結合状態お

よび酸素非 結合状態に変換する条件を確立した。続いて、市販の非免疫 scFv および

sdAb のライブラリーから、酸素結合状態の FixL を特異的に認識する抗体のスクリーニ

ングをファージディスプレイ法を用いておこなった。まず、常法通り、FixL を プラス

チックチューブ表面に固定した状態でスクリーニングをおこなった。固定した FixL を

抗体が提示されたファージと反応させ、結合しないファージ を洗浄除去したのちに溶

液中の酸素分圧を低下させ、溶出されるファージを得た。このサイクルを繰り返すこ

とで濃縮される scFv のファージクローンの配列を解析したのち、それぞれについて精

製 FixL との結合を調べた。しかし、この方法では酸素依存的に FixL に結合する、特異

的な一本鎖抗体を得ることはできなかった。プラスチック表面に固定された FixL が変
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性したために、酸素結合による構造変化が生じなかった可能性が考えられたた。そこで、

酸素結合タンパク質 FixL をビオチンを介してストレプトアビジンコートした磁気ビー

ズ上に固定することで、タンパク質の変性を防いだ状態でファージディスプレイをおこ

なった。しかし、この方法で得られた scFv クローンも、FixL タンパク質との間に酸素依

存的な相互作用を確認することはできなかった。 
 
＜研究の意義・展望＞ 
 本研究では、期待していたような一本鎖抗体を得ることができず、目指していた FRET
型酸素バイオセンサーの開発までは至らなかった。特異的な一本鎖抗体が得られなかっ

た原因としては、第一にそもそも利用したライブラリーに期待されるような性質を持っ

た抗体クローンが含まれていなかった可能性が挙げられる。今回の研究には非免疫のラ

イブラリーを用いたが、FixL で免疫した動物からライブラリーを作製することで FixL
を認識する多数のクローンが含まれるライブラリーが得られると期待される。また、

mRNA ディスプレイ等のファージディスプレイ以外の手法を用いることで、効率的に目

的となる抗体を得られる可能性がある。構造認識抗体断片を用いたバイオセンサーは今

後有用な研究ツールになると考えられ、そのためにも目的となる構造認識抗体断片を効

率的に得るための手法の確立が求められる。 
 
＜主な研究発表＞ 

1) Yoshida T, Alfaqaan S, Sasaoka N, Imamura H. Application of FRET-based biosensor “ATeam” 
for visualization of ATP levels in the mitochondrial matrix of living mammalian cells. Methods 
Mol Biol, 1567, 231-43, 2017. 

2) Tsuyama T, Tsubouchi A, Usui T, Imamura H, Uemura T. Mitochondrial dysfunction induces 
dendritic loss via eIF2α phosphorylation. J Cell Biol, 216, 815-34, 2017. 

3) Yoshida T, Kakizuka A, Imamura H. BTeam: A novel BRET-based biosensor for the accurate 
quantification of ATP concentration within living cells. Sci Rep, 6, 39618, 2016. 

4) Hidaka M, Gotoh A, Shimizu T, Minamisawa K, Imamura H, Uchida T. Visualization of 
NO3-/NO2- dynamics in living cells by fluorescence resonance energy transfer (FRET) imaging 
employing a Rhizobial two-component regulatory system. J Biol Chem, 291, 2260-2269, 2016. 

5) Ozawa S, Ueda S, Imamura H, Mori K, Asanuma K, Yanagita M, Nakagawa T. Glycolysis, but 
not mitochondria, responsible for intracellular ATP distribution in cortical area of podocytes. Sci 
Rep, 5, 18575, 2015. 

6) Groen J, Foschepoth D, Te Brinke E, Boersma AJ, Imamura H, Rivas G, Heus HA, Huck WT. 
Associative interactions in crowded solutions of biopolymers counteract depletion effects. J Am 
Chem Soc, 137, 13041-13048, 2015.  
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研究課題名： 活性酸素種による翻訳後修飾を検出する蛍光バイオセンサー 
Fluorescent biosensors for detecting the post-transcriptional modification of 
proteins by reactive oxygen species 

研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 15H01402 , 17H05529 
研究代表者名： 森井 孝（京都大学 エネルギー理工学研究所 教授） 
 
＜研究の目的＞ 
 本研究は、酸化活性種による翻訳後修飾過程を可視化する蛍光バイオセンサーの構築

を目指した。特に、タンパク質チオール基の翻訳後修飾に関与する主たる酸化活性種で

ある一酸化窒素（NO）に注目して、細胞内で利用可能な蛍光 NO バイオセンサーの構

築を試みた。これまでに、NO により翻訳後修飾を受けることが知られている TRPC5
（Nat. Chem. Biol., 2006）の構造変化メカニズムに着目し、NO により構造変化を誘起さ

れる部分構造を NO 反応モジュールとして採用し、申請者らがこれまでに培ったバイオ

センサー構築戦略（Bioorg. Med. Chem. 2009 など）を応用した NO センサーを設計し、

その機能評価をおこなった。 
分割型 GFP を基本骨格として用いた NO センサーでは、試験管内において NO の存

在により、有意な蛍光変化を観測することができた。しかしながら、蛍光強度変化の

S/N 比は充分なものではなく、細胞内において NO を検出するためには、より大きなダ

イナミックレンジで NO を検出することができる NO センサーであることが望まれる。

それと同時に、例えば過酸化水素など他の酸化活性種との選択性も重要になる。そこで、

より大きなダイナミックレンジで NO を検出できるよう分割型 GFP に導入するリンカ

ーを含んだ NO 反応モジュールの最適化をおこなったところ、当初の 5 倍の蛍光強度変

化を誘起できる NO センサーが得られた。さらに、他の酸化活性種との選択性も評価し、

高選択的に NO を検出可能な NO センサー構造を最適化した。試験管内にて最適化をお

こなったうえで、細胞内での機能評価をすすめる。 
 
＜研究の成果＞ 
(1)蛍光タンパク質を利用した NO センサーの構築（学会発表 1-4） 
 蛍光タンパク質に TRPC5 の NO と反応する部分構造を導入した NO センサー

（NOP-sp-C49S/C71V）を構築した。NO と反応させた NOP-sp-C49S/C71V に対してアス

コルビン酸による選択的なニトロソ基還元反応を行った結果、蛍光変化はチオール基の

ニトロソ化ではなくジスルフィド結合形成に対応することがかかった。また、

NOP-sp-C49S/C71V は NO とも過酸化水素とも反応し、蛍光変化を誘起した。 
 NO ドナーからの NO 産生評価に成功している HEK 細胞（Nat. Chem. Biol. 2006）を

使用し、NOP-sp-C49S/C71V を哺乳類細胞で発現させた。HEK 細胞内に、センサーの遺

伝子を組み込んだベクターを導入し、細胞内で NO センサーが発現することを確認した。

NO ドナーを細胞内に導入したが、有為な GFP 蛍光の変化は観測されなかった。 
 
(2) NO センサー変異体の機能評価（未発表） 
 構造変化モジュールのアミノ酸配列を N 末端もしくは C 末端から欠損させ、NO 反応

部位である２つのシステイン残基がジスルフィド結合形成前後それぞれの構造を分子

モデリングにより最適化、比較した。それらの中から、ジスルフィド結合形成により発

色団近辺に大きな構造変化が見られた変異体を 7 種類選出し、大腸菌内で発現させた。

変異体を発現した大腸菌破砕液を用いて、NO 存在下での蛍光挙動を評価した。最初に

構築した NO センサー（NOP-sp-C49S/C71V）では、NO との反応による 395 nm と 466 nm
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での励起による蛍光強度比の変化は 0.006 であったが、蛍光強度比の変化が 0.011、0.033
に向上した 2 種類の変異体が得られた。今後、これらの変異体 NO センサー（NOp）の

細胞内での NO 検出について評価する。 
 
＜研究の意義・展望＞ 

生体内でセンサーを使用する場合、他の細胞内物質による影響を検討することが重要

であるため、大腸菌破砕液での蛍光挙動は細胞内でのセンサー性能評価の良い指標とな

る。本年度得たより大きな蛍光挙動変化を示す NOp 変異体の細胞内での NO に対する

挙動に興味が持たれる。 
また、上述以外の大きな構造変化を得られると予測された構造変化モジュールを実際

に蛍光タンパク質に導入し、NO の存在下・非存在下における蛍光強度の経時変化を評

価することにより、さらに機能が向上した蛍光センサーによる NO 検出が期待出来る。

本研究で得られた成果は、新たな細胞内 NO 可視化技術の基盤となると考えられる。 
 
＜主な研究発表＞ 
1) 田嶋竣介，森井 孝 
蛍光タンパク質を用いた一酸化窒素センサーの作製 
生体機能関連化学部会若手の会 第 30 回サマースクール 
2018.8.2-3 
2) 田嶋 竣介，坂口 怜子，才村 正幸，中田 栄司，森 泰生，森井 孝 
蛍光タンパク質を用いた一酸化窒素センサーの機能評価 
第 12 回バイオ関連化学シンポジウム 
2018.9.9-11 
3) Shunsuke Tajima, Eiji Nakata, Reiko Sakaguchi, Masayuki Saimura, Yasuo Mori, Takashi 
Morii. 
"Construction of nitric oxide sensor based on fluorescent protein." 
1st Japan-India Bilateral Symposium on Energy and Environmental Science 
2018.12.2-5 (Indian Institute of Science, Bangalore, India) 
4) Shunsuke Tajima, Eiji Nakata, Reiko Sakaguchi, Masayuki Saimura, Yasuo Mori, Takashi 
Morii.  
Design of fluorescent sensor detecting nitric oxide using autofluorescent protein. 
日本化学会第 99 春季年会, 2019.3.16-9 
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研究課題名： 低酸素・活性酸素種・レドックス活性を捉える in vivo 可視化プロー

ブの創製 
Development of in vivo imaging probes for visualization of hypoxia 
environment, reactive oxygen species, and redox activity 

研 究 期 間： 平成 27 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 15H01403, 17H05528 
研究代表者名： 近藤 輝幸（京都大学 工学研究科 教授） 
連携研究者名： 山田 久嗣（徳島大学 社会産業理工学部 講師）（平成 27～30 年度） 
   
＜研究の目的＞ 

本研究は、生体内酸素濃度変動に鋭敏に応答する新しい酸素濃度センサープローブ

の開発と機能評価を目指した。 
酸素は、生体が生命活動を維持するために必要なエネルギーの産生に不可欠な分子

であり、その消費は様々な生命機能と深く関わっている。例えば、成長過程など細胞が

活発に活動する際にはエネルギーの産生が必要であり、酸素の消費量が増大する。一方、

酸化ストレス等により細胞内ミトコンドリアに異常が起こると、酸素の消費量は大きく

低下する。すなわち、酸素と生命機能との間には強い相関関係にあることから、生体内

および細胞内での酸素濃度変動をリアルタイムに可視化する新しい分子プローブの開

発が求められている。 
また、固形癌などの腫瘍組織では、癌細胞の急速な増殖に対し、血管新生が追い付

かず、酸素や栄養分が不足した低酸素環境が存在する。一方、脳梗塞や心筋梗塞では、

梗塞を起こした血管の下流域に低酸素領域が存在することから、疾患と酸素濃度変動お

よび低酸素環境についても、密接な相関関係がある。従って、生体内の酸素濃度変動を

リアルタイムに可視化する新しい概念に基づく酸素濃度センサープローブの開発は、疾

患の基礎研究と早期画像診断に不可欠な研究であるとともに、化学が医療に貢献する重

要な研究である。 
上記の背景の下、本研究では、生体内酸素濃度変動に鋭敏に応答する４種類の新し

い酸素濃度センサープローブの設計、合成および機能評価に成功した。 
 
＜研究の成果＞ 
(1) メソ孔シリカナノ粒子（MSN）を用いる新しい化学発光プローブの開発（論文１） 

細孔内にアミノ基を有する MSN に、ナフタレンエンドパーオキシド（NEP）を固

定した新しい化学発光プローブ（MSN−NEP）を開発した，すなわち、MSN−NEP では、

MSN の細孔内でのみ NEP から一重項酸素（1O2）が発生すること、および MSN の細

孔内でのみ 3－ビニルフェノール類と 1O2 との [2 + 2] 付加環化反応が進行すること

により生成した 1,2−ジオキセタンによる化学発光が起こることを明らかにした。  
 
(2) Hoechst 33258 複合化新規りん光発光性ルテニウム錯体プローブの開発（論文２） 

細胞核内の酸素濃度の変動を可視化することを目的とし、細胞核染色剤である 
Hoechst 33258 を複合化した新規りん光発光性ルテニウム錯体プローブ（Ru−Hoechst）
を開発した。Hoechst 分子とルテニウム錯体とを繋ぐメチレン基の数は 6 つが最適であ

り、細胞核内の酸素濃度の変動に鋭敏に応答することを明らかにした。 
 
(3) 毒性のない新しいりん光発光性ルテニウム錯体ナノ粒子プローブの開発（論文３） 

MSN の細孔内にりん光発光性ルテニウム錯体を固定した新規りん光発光性ルテニ

ウム錯体ナノ粒子プローブ（MSN−Ru）を開発した。MSN−Ru では、生体高分子は細孔
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内に侵入できず、細孔内に固定したルテニウム錯体、および細孔内でのみ発生・失活す

る 1O2 との相互作用が起こらず、細胞毒性を完全に抑制した。マウスの左足皮下に

MSN−Ru を局所注射し、脚部を結紮して急性低酸素状態にすると、MSN−Ru プローブ

由来のりん光発光強度が顕著に増大することを明らかにした。 
 
(4) 光音響イメージングに有効な 2−ニトロイミダゾール複合化金ナノロッドプローブ

の開発（論文４） 
低酸素環境で過剰発現しているニトロ基還元酵素を利用し、ニトロ基のアミノ基へ

の還元により、低酸素細胞に蓄積する 2−ニトロイミダゾール誘導体と蛍光色素を同時

に修飾した金ナノロッドプローブ（NI−GNR）を開発し、光音響イメージング（PAI）
に有効であることを見出した。NI−GNR は、通常の酸素濃度（20% O2）で培養した細

胞より、低酸素濃度（0.3% O2）で培養した細胞に取り込まれ易い（約 2 倍に増大）こ

とが明らかになった。 
 
＜研究の意義・展望＞ 

本研究で得られた成果は、生体内および疾患部位での酸素濃度の定量的可視化を実

現する新たなレシオメトリック型酸素濃度センサープローブを開発する基盤となると

考えられる。 
 
＜主な研究発表＞ 
1) Umehara Y, Son A, Kondo T, Tanabe K. Dioxetane formation and chemiluminescent 

emission upon the combination of a vinylphenol derivative with naphthalene endoperoxide. 
RSC Adv. 7, 9472-9475, 2017.  

2) Hara D, Umehara Y, Son A, Asahi W, Misu S, Kurihara R, Kondo T, Tanabe K. Tracking the 
oxygen status in the cell nucleus with a Hoechst-tagged phosphorescent ruthenium complex. 
ChemBioChem 19, 956-962, 2018. 

3) Kitajima, N. Umehara, Y. Son, A. Kondo, T. Tanabe, K. Confinement of singlet oxygen 
generated from ruthenium complex−based oxygen sensor in the pores of mesoporous silica 
nanoparticles. Bioconjugate Chem. 29, 4168-4175, 2018. 

4) Asahi, W. Kurihara, R. Takeyama, K. Umehara, Y. Kimura, Y. Kondo, T. Tanabe, Kazuhito. 
Aggregate Formation of BODIPY-Tethered Oligonucleotides That Led to Efficient 
Intracellular Penetration and Gene Regulation. ACS Appl. Bio Mater. 2, 4456-4463, 2019. 
 

 
 
 
 
 
  

 

図．NI−GNRプローブによる腫瘍低酸素部位の光音響イメージング画像． 
 
腫瘍低酸素領域で過剰発現しているニトロ基還元酵素により、2−ニトロイ

ミダゾール修飾金ナノロッドプローブ（NI−GDR）のニトロ基がアミノ基

に還元されることで腫瘍低酸素領域に蓄積すること、およびその光音響イ

メージングが可能であることが分かった。 

pre Post 24 h 
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研究課題名： MRI による in vivo 酸素環境測定手法の開発 
   Development of in vivo oxygen environment analysis by using MRI 
研 究 期 間： 平成 29 年度～平成 30 年度 
研究課題番号： 17H05531 
研究代表者名： 杉原文徳（大阪大学 微生物病研究所 助教） 
 
 
＜研究の目的＞ 

研究開始前までの検討から呼気酸素濃度の変化による酸素増感 (Oxygen 
Enhancement)OE-MRI と 13C 標識グルコースの代謝 MRI により酸素分布とグルコース代

謝を同時に測定することを可能としてきた。Warburg 効果とされる腫瘍での低酸素領域

と糖代謝を同時に観測できる手法として基礎研究のみでなく臨床研究への応用も考え

られることから、本手法により新たな酸素-代謝研究方法の展開が可能となったと考え

られた。本研究では OE-MRI の信号変化が生体中のどのような因子に由来するかを 
13C グルコース代謝 MRI や組織学、生化学的手法と合わせて明らかにすることを目的と

し、腫瘍においては細胞種の違いや抗がん剤投与による信号変化を解析することで MRI
による新たな診断手法として用いることができるか検証することを目的とした。また、

低酸素状態は免疫疾患でも起きていることから、OE-MRI 法と代謝 MRI 法による炎症

状態の新たな可視化手法の開発を目指した。 
 
 
＜研究の成果＞ 

初年度はマウス皮下移植腫瘍モデルを作成し、呼気酸素濃度の変化による MRI 信号

をとらえる OE-MRI の測定手法と代謝 MRI で用いる 13C グルコースの導入方法を最適

化し手法の確立を試みた。MRI の測定パラメーターと呼気酸素濃度を切り替えるタイミ

ングを調性し、5 分間隔での酸素 ON/OFF のインターバルによる撮像および解析方法を

設定した。また、同時に本研究課題で調達した酸素濃度計を皮下と校正用に空気中で計

測できるよう設置し、呼気酸素濃度と生体中での酸素濃度の変化をリアルタイムに計測

できるようにした。このことにより、マウスの口を覆う呼吸マスクのゆるみから生じて

いた呼気酸素の漏れが原因と考えられる OE-MRI コントラストのブレが明らかとなり、

実験系の改善が図られた。また、酸素以外のガス吸入で酸素濃度を低下させることでコ

ントラストの変化がおきることも見出された。この酸素濃度の異なる画像の差分から血

管造影にによる比較的太い血管以外にも微細な血管分布を示すような画像が得られる

ことが分かった。13C グルコースがラクトースへ代謝される過程を生体中でモニターで

きる代謝 MRI の検討では投与するグルコース濃度と得られるコントラストが皮下移植

の腫瘍の成長段階、腫瘍細胞の由来により大きくことなることから一概に投与量を決め

ることができなかった。これは腫瘍細胞の性質が大きく異なることに起因していると考

えられ、OE-MRI でも腫瘍の大きさ、細胞種により得られるコントラストが異なること

から、系統立てた解析により腫瘍の状態や性格を OE-MRI と代謝イメージングで示せる

ことが考えられた。 
 

代謝 MRI 方法と OE-MRI を組み合わせることで、in vivo での相関性をガン組織中で

測定し、その組織部位ごとでのコントラストの相関性のある因子を同定することを試み

た。性質の異なる細胞の皮下腫瘍を形成させ MRI 撮像し、血管走行を観察するために

蛍光デキストランを用いた組織切片を作成していった。しかし、蛍光により血管分布を

MRI で観察した視野と比較するには想定以上に時間がかかり、3 次元的な分布を再構築
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することは困難であると判断した。代謝 MRI と OE-MRI の相関性については細胞種に

よっても異なるのみでなく、腫瘍内部の状況によってもばらつきがあり、解析例数を増

やした検証が必要と考えられた。  
脳血管梗塞による炎症モデルを用いた評価では、急性期には酸素の造影効果がみられ

たが、時間経過によりその効果は見られなくなることを見出した。一方、自己抗体産生

による慢性的な炎症では、ガドリニウム造影による血管関門の破綻は観察されるが、酸

素造影では同様の効果は得られなかった。これらの結果から、急性的な炎症状態である

かどうかを評価する方法の一つとして OE-MRI を用いることが可能であると考えられ

た。 
吸入させる酸素濃度を一時的とはいえ 100%濃度にして投与することから酸素毒性に

ついての検証を検討していたが、通常飼育下のマウスや担癌マウスではその影響を見出

すことは困難に思われた。しかし、脳血管梗塞モデルでは OE-MRI を実施後に生存率が

顕著に下がる傾向があり、酸素毒性によるとみられる影響が初めて見いだされた。この

影響が投与した酸素による影響かどうかを検討すべく新たな課題を得ることができた。 
 
 
＜研究の意義・展望＞ 

酸素投与による OE-MRI のコントラスト因子の同定は想定以上に困難であることが

明らかとなり、さらなる検討が必要であることが分かった。13C を用いた代謝 MRI と

OE-MRI により Warburg 効果を生体中で可視化することが可能となったと当初は考えら

れたが、癌の状態や癌腫により想定されるコントラストが得られなかったことから、さ

らに複雑なコントラスト因子が関わっていることが考えられた。本研究を通して、さら

に多くの課題を見出すことができ、酸素を軸としたさまざまな研究手法を用いた検討が

必要であると考えられる。 
 
＜主な研究発表＞ 
投稿準備中 
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研究領域に対する評価  
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中間評価および事後評価 

 
＜中間評価＞ 

科学技術・学術審議会学術分科会科学研究費補助金審査部会（以下「審査部会」とい

う。）は、平成 26年度に発足した新学術領域研究（研究領域提案型）の研究領域につい

て、領域代表者からの報告を基に、『科学研究費助成事業「新学術領域研究（研究領域

提案型）」の評価要綱』（平成 22年 5月 13日審査部会決定）の規定に基づき、中間評価

を行った。平成 28年 12月 22日に開催した審査部会で審議した各研究領域の評価は以

下のとおりである。 

 

審査部会における所見 
Ａ （研究領域の設定目的に照らして、期待どおりの進展が認められる）  
 

本研究領域の設定目的に向かい、低酸素環境における生体応答と、酸素および酸素 由
来の活性酸素種（ROS）・親電子分子のもつシグナル分子としての役割の解明、さらに

はこれら分子種の可視化技術の開発のための研究は全般に着実に進展しており、特に

TRP チャネルや赤血球産生制御系の研究、局所酸素濃度の可視化技術の開発等、期待以

上の発見や進展も見られる等、低酸素と ROS を軸にケミカルバイオロジーの手法を活

用しながら酸素生物学という領域を創成しようとする狙いは順調に達成されつつある

と評価できる。一方、本研究領域の目標達成のためには、組織内酸素濃度を正しく測定

し、酸素濃度の生体への影響を定量的に解析することが必要である。本研究領域で導入

した装置の積極的な活用を図るとともに、公募研究との連携を深め、研究領域全体とし

て世界をリードする新しい概念の確立に向けた研究が展開されることを今後期待する。 

 

＜事後評価＞ 

令和元年 11 月 29 日付で審査部会が審議・決定した評価結果は以下のとおりである。 
 

審査部会における所見 
Ａ（研究領域の設定目的に照らして、期待どおりの成果があった）  
 

本研究領域では、細胞は自らにとって最適の酸素濃度を積極的に構築するという「酸

素リモデリング」という基本概念を設定し、新しい「酸素生物学」の確立を目指した研

究が行われた。領域代表者の強いリーダーシップのもと、生体内における低酸素環境の

形成機構とその生理的役割の解明（第一の視点）、活性酸素種（ROS）などの分子状酸

素を起源とする分子種が担うシグナル伝達経路の実態解明（第二の視点）が課題として

的確に整理され、さらには生体内酸素環境の新規定量化技術の開発に成功した結果、生

物が低酸素条件を積極的に利用していることを証明する十全な成果を上げるに至った。

また、従来別個の研究分野として認識されていた低酸素環境研究と ROS シグナリング

研究の有機的連携を土台に、学術専門誌の特集企画や国際会議開催を通した国際的な成

果発信や、若手教育による領域研究人材育成など、酸素生物学が新学術領域として成立

する要件を満たす活動内容の充実は評価に値する。上述のとおり全体として想定通りの

成果が上がっている一方で、幅広い生物種に渡った普遍的な「酸素生物学」の統合的理

解としては道半ばの印象である。特に酸素リモデリング概念の理解によって何が明らか

となるのか、現時点では明示されておらず、今後の継続的研究進展による導出に期待し

たい。  
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領域評価者による評価 
 
評価者：長野 哲雄（東京大学名誉教授、東京大学創薬機構客員教授） 
 
  本新学術領域研究の研究課題は、大別して２つの観点から構成されている。 
  第 1 の観点は、従来、酸素不足（低酸素）状態は生体においては単に障害であり、

それを解消するための酸素供給増加を誘導する生体の応答があると考え、そのための研

究が行われてきた。しかし、この新学術領域研究では、生体内の低酸素環境自体が生体

において、むしろ積極的な生理的意義を有していると考え、そのための新たな低酸素応

答機構を解明する事を目的に研究が行われた。 
  第 2 の観点は、従来 ROS や親電子分子種は単に酸化ストレス原因物質として、生

体に障害を誘導するものと考えられてきたが、これらの反応種はセンサータンパク質を

介して細胞内シグナル経路を精密に調整していると考え、これらの生命現象と機構を網

羅的に系全体として理解する事を目指して研究が行われた。 
  本新学術領域研究は、13 件の計画研究、16 件の公募研究から構成されており、別

の区分をすれば、主として第 1 の観点を担った A01 班、第 2 の観点を担当した A02 班、

そして研究課題で取り扱う分子種の可視化解析技術の開発を行う A03 班から構成され

ている。 
  成果として、プロリンヒドロキシ化酵素（PHD）、低酸素誘導転写因子（HIF）、Keap1 
による転写因子 Nrf2 の制御、Thioredoxin、Nucleoredoxin、TRP チャネル群などの生理

機能を有する分子種がこの学術領域研究の発足前に報告されていたが、この新学術領域

研究により、これらを統合的に理解することを目指して研究が行われた。すなわち「酸

素リモデリング」の考えに基づき、低酸素エフェクター群による細胞機能の調節機構、

幹細胞の維持、がん細胞の悪性化、低酸素環境適応モデル動物を用いた代謝調節機構等

で興味深い成果が次々に報告された。酸素、酸素関連活性種およびイオウ多量体による

シグナル機構の解明およびその生理的意義についての検討も精力的に行われた。更に上

記の概念の実証には可視化技術が求められるが、新規のセンサーも数多く発表され、セ

ンサーを用いた連携研究も活発に行われた。 
  各研究班の連携は密に行われており、新学術領域研究の目的の一つである「研究者

相互のインタラクションに基づき、新たな学問領域を切り開く」ことにも成功している。 
  新学術領域研究では個々の研究者の力を合体させることで、質的に異なる大きな成

果を生み出し、今までにない全く新しい学問領域を生み出すことが期待されているが、

本新学術領域研究ではその端緒を掴んだと言えるであろう。今後、異なる研究分野との

連携を深め、得られた成果を更に飛躍的に発展させていくことが望まれる。 
 
 
評価者：二木 鋭雄（東京大学名誉教授、産業技術総合研究所名誉リサーチャー） 
 
  本研究課題「酸素生物学」は生物の誕生以来の根本的課題であり、近年のパラダイ

ムシフトもあって、その研究の重要性はますます高まっていると言えよう。酸素生物学

の基礎科学から臨床分野まで、極めて広い範囲の課題に取り組んだことが本研究の一つ

の特徴である。酸素濃度に着目したこと、なかでも細胞にとって最適の酸素濃度を構築

するという発想は、数多くある本分野の研究の中でも特異的である。本研究プロジェク

トに参加した個々の研究者、グループのもつ高い能力と経験を、共同研究をうまく進め

ることにより相乗的に成果をあげることにつなげたことは高く評価され、領域代表者で
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ある森教授の指導と努力によるところが大きいと考えられる。若い研究者が多く参加し、

積極的に取り組んでいた姿が印象的であり、この点もよかったと感じている。 
  一つ率直に感じたことは、これは生物系の研究でよく見られることであるが、定量

的な議論が欠けていると感じたことが少なくなかったことである。本質的に in vivo、ex 
vivo 系での定量的測定、議論が難しいことは理解できるが、それでもやはり濃度、速度

や効果を定量的に示し、考察することが、その事象の生理的重要性を正しく判断するた

めには欠かせない。膜など不均一系での反応ダイナミクスに関する研究も今後取り入れ

ることが期待される。 
  総合的に判断して、これまでの全体的な取り組み方、成果から、本研究の所期の目

的は達成できたと評価される。本研究はここで一つの区切りをつけることになるが、こ

の課題の重要性を鑑みても、あらためて研究チームを立ち上げ、研究をさらに発展させ

られることを期待したい。 
 
 
評価者：井本 敬二（自然科学研究機構 理事、生理学研究所長） 
 
  地球での生命の進化をたどると、分子状酸素の利用には 10 億年単位の長い時間を

要している。このように時間を要したのは、分子状酸素を利用するためには、高エネル

ギーの発生装置を作り出すだけでなく、副産物として生まれる活性分子種を安全に処理

するシステムが備わることが不可欠であったためであろうと推測される。このような生

命進化の過程を踏まえると、新学術領域「酸素生物学」の重要性がよく理解される。生

体には、エネルギーを可能な限り効率的に用い、組織障害的な分子種の処理を迅速に行

うための仕組みが備わっており、それらの仕組みがネットワーク的に機能している。ま

たイオウ化合物は、酸素利用以前に主要エネルギー源であったが、イオウ化合物のシス

テムは現在もシグナル伝達機構として役割を果たしている。 
 本研究領域では、この実施期間中に、酸素センシング、低酸素環境、HIF 因子、老化・

がん化、ROS・親電子分子種シグナル、ポリスルフィド化などに関する広範な研究を実

施するとともに、発光プローブの作成等の解析技術の開発が活発に行われた。また前

半・後半ともに 15〜16 件の公募研究が行われ、さらに広域な研究が行われた。研究成

果は、多くの重要論文として発表されたほか、代表的な生理学の学術誌である Pflügers 
Archiv - European Journal of Physiology で論文集が出されるなど、酸素生物学を広げる努

力がなされた。  
  本新学術領域は、分子から個体までのレベルを超えた生体メカニズムの理解を目指

したものであり、領域代表者のリーダーシップが欠かせないものである。研究領域がか

なり広範であるため、研究連携にやや不十分と感じられる部分もあるが、領域代表者の

努力により、研究領域としての酸素生物学の確立と領域における研究進展は、予想以上

の成果を上げたと評価できる。 


