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研究成果の概要（和文）：低酸素から酸素ホメオターシスの破綻まで解析対象を広げ、生体内レドックス制御因
子であるチオレドキシン(TRX)を中核として、その結合タンパク質TXNIPと転写因子hypoxia-induciblefactor 1
(HIF-1)との相互作用の解析を通して敗血症から急性肺障害への過程の理解と臨床への応用を指向した研究を遂
行した。TXR1はHIF-1活性化を促進すること、HIF-1はTXNIPの発現を促進するが，TXNIPはTRX1の活性化を抑制す
るという関係が存在することが明らかになった。このことから細胞のレドックス環境が複数の分子の微妙なバラ
ンスの上に存在することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to evaluate the clinical significance of the 
cellular redox system consisting of thioredoxin and thioredoxin interacting protein (Txnip) for the 
protection against inflammatory disorders including septi shock, ALI, and ARDS. Since inflammation 
has been associated with hypoxia and the resulting dysregulation of oxygen homeostasis, we 
investigated the functional interaction between the thioredoxin system and hypoxia-inducible factor 
1 (HIF-1) under inflammatory conditions. We showed that thioredoxin enhanced the transcriptional 
activity of HIF-1. Thioredoxin-induced HIF-1 activation up-regulated the expression level of Txnip, 
which could, in turn, suppress the function of thioredoxin. These results revealed that the cellular
 redox environment was maintained by a subtle balance and interplay between these redox-related 
molecules.

研究分野：麻酔科学
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１．研究開始当初の背景 
 
分子状酸素は生命の維持に必須の分子であ
り、生体の酸素代謝を適切に保つことは麻酔、
集中治療にとってのボトムラインである。 
酸素需給バランスまたは酸素ホメオスター
シスの乱れは、細胞が曝露される酸素分圧の
変化や分子状酸素に直接由来する活性酸素
種(ROS)を通して細胞の機能ひいては臓器、
個体の運命を左右する。 
肺の酸素環境は他の臓器とは決定的に異な
る。これは肺が外界と体内のインターフェー
ス臓器であることに起因する。 
このようなダイナミズムが典型的に観察さ
れる病態の代表は、敗血症性ショックである。
進行した敗血症では、血圧の低下に加え、血
管内の微小血栓の発生、間質の浮腫、血管内
皮細胞の機能不全が起こり組織低灌流状態
となる。これに加えて、敗血症状態の各種臓
器は炎症性サイトカインへの暴露、持続する
細胞内低酸素状態によりミトコンドリア電
子伝達系の異常が起こり、酸素利用効率が低
下している。この状態では比較的に多量の酸
素が供給されたとしても十分な酸素利用が
なされない場合があり、酸素消費量が酸素供
給量に依存して増加していく現象が観察さ
れる。 
このような酸素代謝の破綻状況では分子状
酸素の分圧の低下と活性酸素種の増加が共
に観察されるという状況が観察される場合
があり，臓器，細胞のレドックスバランスの
逸脱が出現する。 
このように肺胞上皮は生体内でもっとも過
酷に酸素分圧の変化に晒される”場”の一つ
である。 
申請者らは共同してこの 15 年間低酸素が惹
起する遺伝子応答のマスター転写因子とし
て 知 ら れ る 低 酸 素 誘 導 性 因 子
1(hypoxia-inducible factor 1, HIF-1)の研究
に従事していて周術期医学における HIF-1
が果たす役割について報告してきたが最近
は肺の病理的状態にテーマを絞った研究を
継続している。 
一方、チオレドキシン(thioredoxin, TRX)と
は大腸菌からヒトまでほとんどの生物種で
存在が確認されている生物に存在する酸化
還元タンパク質である。ヒトでは 105アミノ
酸残基から構成されて分子量が約 13kda の
蛋白質である。TRXは、他の蛋白質のシステ
イン残基が形成するジスルフィド結合の還
元・切断を促進することで、抗酸化物質とし
て機能することに加えて活性酸素種の一部
を消去する機能を持つとする報告もある。 
申請者らは 1977年に転写因子HIF-1の活性
化に TRX を中心とした細胞内調整因子のカ
スケードからなるレドックス制御が存在す
ることつまり TRXと HIF-1システムのクロ
ストークの存在を証明した。さらに結合蛋白
質 と し て 申 請 者 ら が 同 定 し た
thioredoxin-binding protein 

2/thioredoxin-interacting protein 
(TBP-2/TXNIP)がインフラマソームの構成
タンパク質NLRP3 (NALP3)との結合を介し
て DAMPs(damage-associated molecular 
patterns:傷害関連分子パターン)への細胞の
免疫応答が制御しているという報告がある。
また TXNIPは低酸素状態で転写因子 HIF-1
依存的に発現の誘導を受けるという報告が
ある。 
さらに研究協力者である淀井淳司博士らは
TRX が肺の炎症の進展を予防する作用を持
つことを今まで報告してきている。(Redox 
regulation of lung inflammation by 
thioredoxin. Antioxid Redox Signal. 2005 
vol7 :p60) 
これらの事実を背景にして、本申請では、従
来からの申請者らの研究範囲を、低酸素から
酸素ホメオターシスの破綻まで解析対象を
広げ、生体内レドックス制御因子であるチオ
レドキシン(TRX)を中核として、その結合タ
ンパク質 TXNIPとHIF-1との相互作用の解
析を通して生体の炎症反応の敗血症と続発
する急性肺障害(acute lung injury, ALI)また
adult respiratory distress syndrome 
(ARDS)のよりよい理解と臨床への応用・展
開を指向した研究計画を発想した。 
 
２．研究の目的 
 
全身の酸素ホメオスターシスを適正に保つ
ことは周術期患者管理の要諦である。 
本申請では、敗血症と続発する ALI/ARDS
モデルにおいて肺が炎症反応によって障害
されていく過程を肺胞内酸素環境の視点か
ら捉え TRX/HIF-1 バランスの観点から解析
することを目指した。 
生体内レドッククス制御因子であるチオレ
ドキシン(thioredoxin, TRX1)を中核として、
その結合タンパク質 thioredoxin-interacting 
protein(TXNIP) と 低 酸 素 誘 導 性 因 子
1(hypoxia-inducible factor 1, HIF-1)との相
互作用の解析を通して生体の炎症反応を敗
血症から急性肺障害を経て肺線維症にまで
いたる生体内機序を理解することを具体的
な目的として設定した。 
この目的のため培養細胞を用いた実験系と
実験小動物で敗血症と続発する ALI/ARDS
モデルを用いた実験系を作出して TRX シス
テムと HIF-1 システムを構成する各分子の
動態、相互作用また細胞内レドックス環境の
変化を細胞生物学的、分子生物学的に解析し
て ALI から ARDS を経て最終的には肺線維
症にいたる肺内病変の推移を理解してこれ
らを標的とした治療戦略の策定を試みた。 
 
３．研究の方法 
実験系は以下に示した要素で構成される。 
(1) 培養細胞を用いた in vitro 実験系 
樹立細胞株と初代培養細胞を用いた実験系
を用いた。 



(2) 実験小動物を用いた in vivo 実験系 
 
(1) 培養細胞を用いた in vitro 実験 
① 細胞株: 肺胞上皮由来樹立細胞株 A549、
ヒト末梢血単球由来 THP-1 細胞、ヒト単球様
細胞 U937、マウスマクロファージ Raw264.7
を用いる。 
② 初代培養細胞:肺胞マクロファージ、腹腔
マクロファージ(チオグルタレート刺激)、樹
状細胞を TRX トランスジェニック、TXNIP 遺
伝子破壊マウスなどから調整して用いる。 
 
培養細胞については、plasmid,ウイスルベク
ターなどを用いて HIF-1α, TRX1, TXNIP の
発現を操作する実験系を構築する。培養酸素
分圧を20%から 1%まで変化させて検討を行う。
外因性物質であるPAMPsと内因性物質である
alarmins を含む DAMPs(damage-associated 
molecular patterns:傷害関連分子パター
ン)(表を参照)に暴露して以下の項目につい
て検討を加える。 
・細胞内レドックスバランスの指標として
GSH/GSSG, NAD+/NADP の測定 
・ 代 謝 モ ー ド 推 定 の た め の Oxygen 
consumption rate (OCR)の測定、ミトコンド
リア機能のアッセイ 
・サイトカイン・ケモカインの発現の検討: 
mRNA, 蛋白質 
・解糖系代謝の活性化の指標として乳酸, ピ
ルビン酸の測定 
・インフラマソームとくに NLRP3 インフラマ
ソームの活性化のアッセイ 
以上の検討により、DAMPs への応答における
HIF-1, TRX1, TXNIP 分子間の相互作用の存在
とその相互作用がインフラマソーム活性に
与える影響を細胞レベルで知ることができ
る。 
 
(2) 実験小動物を用いた in vivo 実験系の構
築 
主としてマウス(C57B/6 マウス、TRX-1 トラ
ンスジェニックマウス、TXNIP 遺伝子破壊マ
ウス)を用いる。(遺伝子改変マウスは研究協
力者淀井博士から入手) 
個体の酸素消費量のモニタリング、各種バイ
タルサイン(血圧、心拍数、呼吸数、体温、
動脈血酸素飽和度)の記録を行える実験系を
構築して研究に使用する。 
① 敗血症モデル 
盲腸結紮・穿刺法(CPL)モデルを基礎とした
定法に従って腹膜炎-敗血症モデルの構築を
行う。 
② ALI・ARDS モデル 
α-galactosylceramide(α-GalCer)とリポ
ポリサッカライド(LPS)を連続的に気管内投
与し作出する。 
③ 低酸素血症モデル 
組織低酸素状態のコントロールとして用い
る。酸素分圧を管理したチャンバー中にラッ
ト・マウスを飼育することで構築する。 

 
４．研究成果 
所期の実験計画に基づき研究所年度に以下
の研究を行ったのでその成果を以下に記載
する。 
 
(1) 培養細胞を用いた in vitro 実験の確立-
細胞株(肺胞上皮由来樹立細胞株 A549、ヒト
末梢血単球由来 THP-1 細胞、ヒト単球様細胞
U937、マウスマクロファージ Raw264.7)を用
いて plasmid,ウイスルベクターなどを用い
て HIF-1α, TRX1, TXNIP の発現を操作する
実験系を構築した。培養酸素分圧を 20%から
1%まで変化させて検討を行う。外因性物質で
ある PAMPs と内因性物質である alarmins を
含 む DAMPs(damage-associated molecular 
patterns:傷害関連分子パターン)に暴露し
て以下の項目について検討を可能にする実
験系を確立した。 
① 細胞内レドックスバランスの指標として
GSH/GSSG, NAD+/NADP の測定 
②  代 謝 モー ド推定のための Oxygen 
consumption rate (OCR)の測定、ミトコンド
リア機能のアッセイ 
 
③ 初代培養細胞(肺胞マクロファージ、腹腔
マクロファージ、樹状細胞)を TRX トランス
ジェニック、TXNIP 遺伝子破壊マウスなどか
ら調整する準備を開始した。 
 
(2) 初代培養細胞(肺胞マクロファージ、腹
腔マクロファージ(チオグルタレート刺激)
を用いた実験系の確立を行った。TXR1 は
HIF-1 活性化を促進すること，HIF-1 は TXNIP
の発現を促進するが，TXNIP は TRX1 の活性化
を抑制するという関係が存在することが明
らかになった。このことは細胞のレドックス
環境が複数の分子の微妙なバランスの上に
存在することが明らかになった。 
 
(3) 肺線維症の原因となり得るタバコ抽出
液により肺胞，気管支上皮由来の細胞におい
て活性酸素依存的に TRXと HIF-1 の活性化を
もたらすことを見いだした。 
 
(4) PAMPs と内因性物質である alarmins を
含む  DAMPs(damage-associated molecular 
patterns: 傷害関連分子パターン) を用い
た検討を行い HIF-1 の活性化を確認した。肺
線維症の原因となり得るタバコ抽出液によ
り肺胞，気管支上皮由来の細胞において活性
酸素依存的に TRXの発現誘導と HIF-1 の活性
化をもたらすことを見いだした。 
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