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研究成果の概要（和文）：　敗血症動物モデルを用いて，敗血症早期の肺組織においてHIF-1αの増加が見られ
ること，また同時にATP濃度が増加することを明らかにした．一方で，遅いタイミングでは肺組織のHIF-1αレベ
ルは低下し，ATP濃度が低下することが明らかになった．以上から，HIF-1αの増加は敗血症において組織のエネ
ルギー代謝を保つ保護的な効果を持つ可能性があることが示唆された．
　本研究によって，今後，HIF-1の制御が，敗血症における組織エネルギー代謝を改善，ひいては治療効果をも
つのかどうかの検討を行うのにつながる基盤的な知見を得ることができた．

研究成果の概要（英文）： We measured HIF-1α protein levels and ATP concentrations in the lung 
tissues from septic mice. At the early stage, HIF-1α protein and ATP levels were increased. On the 
other hand, HIF-1α protein levels returned to the control level and ATP concentrations were 
decreased in the lung tissues at the late stage. 
 These observations suggest that modulation of HIF-1 might have therapeitic effects against septic 
mulitiple organ dysfunction syndrome through the improvement of energy metabolism.

研究分野： 集中治療医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 敗血症は集中治療室における主要な死亡
原因の一つである．敗血症が進行すると多臓
器不全に陥るが，その背景には臓器におけ
るエネルギー代謝失調があると考えられて
いる（Singer ら Crit Care Med）．エネルギ
ー代謝失調の原因としては（１）循環不全に
よ って酸素供給が需要に満たなくなる（２）
臓器レベルでの酸素利用が障害されるとい
う二つの機序が考えられる．（１）の循環不
全に対する治療として Early goal directed 
therapy (EGDT)による酸素需給バランスの
早期改善が死亡率を下げることが Rivers ら
によって示されて以来，EGDT は敗血症治療
の中心に位置づけられている.  
 一方で，酸素供給が充分であっても，（２）
の機序による臓器不全を合併している症例
は予後が悪い可能性が示唆されている．例え
ば臓器レベルでの酸素利用が障害されると，
中心静脈血酸素飽和度 (SCVO2)は上昇する
と考えられるが，敗血症後期で SCVO2 が高
い症例の予後は悪い（Textoris ら. Critical 
Care 2011）．また，死亡例では組織レベルの
ミトコンドリア機能不全が見 ら れ る こ と 
（Brealey ら. Lancet 2002）も報告されてい
る．しかしながら，臓器レベルでの代謝失調
の機序は十分には解明されておらず，治療法
も確立していない.  
 低酸素誘導性因子(HIF)-1 は生体の低酸
素応答の主要なレ ギュレーターであり，低
酸素に適応するための種々の遺伝子 の転写
を制御している．しかしながら，低酸素のみ
ならず LPS や炎症性メディエーターが
HIF-1の活性化を引き起こすことが知られて
おり，敗血症を含むショック患者において血
液中 HIF-1 の発現が亢進していること
（Textoris ら．Critical Care, 2012）がわか
ってきた．HIF-1 の働きの一つとして好気的
代謝（酸化的リン酸化）から嫌気的代謝（解
糖系）へ代謝の場をシフトさせることがあげ
られるが (Semenza. Biochem J, 2007)，こ
の代謝のシフトによって臓器での ATP 産生
量が減少し，臓器不全が引き起こされる可
能性がある．  
 
２．研究の目的 
 
 本研究における当初の目的はヒト敗血症
患者における組織レベルでのHIF-1αを定量
し，それが予後，重症度に影響を与え得るか
どうかを検討し，HIF-1 の制御による敗血症
治療法開発のための基礎的な知見を確立す
るであった. そのために敗血症患者において
筋生検を行いHIF-1αのタンパク量を測定す
ることを予定していたが，敗血症患者におい
ては DIC 等による凝固機能異常が見られる
ことが多く，筋生検は出血等の危険性がある
可能性が指摘された． 
 そのため，本研究では（１）敗血症動物モ

デルを用いて臓器障害の重要ターゲットで
ある肺におけるのHIF-1αの動態及びエネル
ギー指標である ATP 含有量の測定すること
とした．また，HIF によるエネルギー代謝の
変化はエネルギー代謝不全の原因ではなく，
ストレスにさらされた組織の自己防御反応
である可能性があることが分かってきたた．
そのため，HIF の活性化が敗血症の治療アプ
ローチになりうると考え，（２）HIF の分解
を促進する酸素センサー分子プロリルヒド
ロキシラーゼ（PHD）をノックアウト，ある
いは薬理学的に阻害するための基礎的な知
見を得ることを目的とした． 
 
３．研究の方法 
 
(1)敗血症モデル動物の作製 
・LPS 腹腔内投与モデル 
 8-10 週令の C57BL6J マウスに対して，リン
酸緩衝生理食塩水(PBS)に溶解した LPS
（E.coli,O111.B4）を 0.25mg を腹腔内投与
した．コントロール群では PBS を同量投与し
た．6, 24 時間後に全身麻酔下に頸動脈より
脱血，安楽死させ，肺を採取，凍結保存した． 
 
・Cecal Ligation and Puncture モデル 
 8-10 週令の C57BL6J マウスに対して，全身
麻酔下に開腹し，盲腸を腹腔外に露出させた．
盲腸の 50%の場所で，結紮，23 ゲージ針で穿
刺を行い，腹腔内に戻した．6，24 時間後に
全身麻酔下に頸動脈より脱血，安楽死させ，
肺を採取凍結保存した． 
 
(2)肺組織中の HIF-1αタンパク濃度の定量 
 採取した肺組織をプロテアーゼ阻害剤を
添加し，氷冷した RIPA バッファーを加え，
ホモジナイズした．4℃，10000g で 10 分間遠
心分離を行い，上清を回収した．上清中の
HIF-1α濃度を ELISA 法で測定し，BCA 法にて
測定したタンパク濃度で標準化した． 
 
(3)肺組織中の ATP 含有量の測定 
 採取した肺組織を TE 飽和フェノール中で
ホモジナイズした上で，クロロホルムと超純
水を混合した上で 4℃，16000g で 10 分間遠
心分離を行い，水層を回収した．ATP 濃度を
ルシフェラーゼによる発光法で測定した．得
られたATP濃度をホモジナイズに用いた組織
の湿重量にて標準化した． 
 
(4)PHD 阻害薬の HIF-1 に与える効果の検討 
 臨床治験が進められているPHD阻害薬とし
て，FG-4592，BAY85-3934，GSK1278863 の 3
種類が MLE12 肺胞上皮細胞株において HIF-1
αを増加させるか検討を行った．培養した
MLE12 細胞に上記 3 種類の薬剤を含む培地を
添加し，24 時間後に PBS で洗浄，RIPA バッ
ファーにて細胞ライセートを作成，上記と同
様に ELISA 法にて HIF-1αタンパク濃度を測
定した． 



 
(5)PHD2 ノックアウトマウスの作製 
 PHD2 flox/flox マウスを入手し，上皮系細
胞にて CreERT2 を発現する KRT8-Cre/ERT2 マ
ウスとかけ合わせることで，タモキシフェン
投与下に上皮系細胞にて PHD2 がノックアウ
トされる遺伝子改変マウスを作成し，ジェノ
タイピングを行った． 
 
４．研究成果 
(1)LPS 腹腔内投与敗血症モデルマウスにお
ける肺組織 HIF-1α濃度 
 
 LPS を腹腔内投与し 6 時間後には肺組織中
の HIF-1αのタンパク濃度が有意に増加して
いた．しかしながら，24 時間後にはコントロ
ールと同等のレベルまで戻っていた． 

 
 
(2)CLP 敗血症モデルマウスにおける臓器
HIF-1α濃度 
CLP を施行後のマウスでは 6時間後，24 時間
後共に肺組織中の HIF-1αの変化は見られな
かった． 
 

 
これは，CLP では病態の進行が LPS 腹腔内投
与と比べて緩徐であることが影響している
可能性があると考えられた． 
 
 
(3)LPS 腹腔内投与敗血症モデルマウスにお
ける臓器 ATP 濃度 
 

 LPS を腹腔内投与した敗血症モデルマウス
において 6時間後には肺組織中の ATP濃度が
有意に増加していた． 
 一方で 24 時間後には肺組織中の ATP 濃度
は著明に低下しており，エネルギー代謝不全
が生じている可能性が示唆された． 
 
 

 
 
 
(4)PHD阻害剤が肺胞上皮細胞株のHIF-1α濃
度に与える影響の検討 
 
 FG-4592，BAY85-3934，GSK1278863 いずれの
PHD 阻害薬も MLE12 細胞中の HIF-1α濃度を
著明に増加させた． 
 

 
 
(5)上皮細胞特異的PHD2ノックアウトマウス
の作製 
 
 PHD2 flox/flox マウスを入手し，上皮系細
胞にて CreERT2 を発現する KRT8-Cre/ERT2 マ
ウスとかけ合わせ，目的の遺伝子型のマウス
を得ることが出来た． 
 
 以上の成果から，敗血症早期の肺組織にお
いて HIF-1αの増加が見られること，また同



時にATP濃度が増加することが明らかになっ
た．一方で，遅いタイミングでは肺組織の
HIF-1αレベルは低下し，ATP 濃度が低下する
ことが明らかになった．以上から，HIF-1α
の増加は敗血症において組織のエネルギー
代謝を保つ保護的な効果を持つ可能性があ
ることが示唆された． 
 また，PHD 阻害薬が HIF-1αの増加作用を
持つことが確かめられた． 
 本研究によって，今後，PHD ノックアウト
や薬理学的な PHD 阻害が，敗血症における組
織エネルギー代謝を改善，ひいては治療効果
をもつのかどうかの検討を行うのにつなが
る基盤的な知見を得ることができた． 
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