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研究成果の概要（和文）：我々の身体の細胞内には酸素添加酵素 (oxygenase)が多数存在する。それぞれ酸素に
対するKm値にこそ差はあるものの、酸素濃度が低下するとこれら酸素添加酵素の活性は低下する。そのなかでも
低酸素による活性の低下が良く研究されている水酸化酵素に着目し、細胞内の水酸化状態を定量することにより
低酸素応答そのものを定量・評価・把握する、すなわち「ヒドロキシオームの解析」を本研究の目標とした。質
量分析器を駆使したメタボローム・プロテオーム・リピドーム解析により、細胞内の低酸素応答そのものの客観
的定量・定性を可能とする「低酸素マーカー」分子を同定することが出来た。

研究成果の概要（英文）： In our body, there are many oxygenase enzymes in the cells. Although their 
Km values for oxygen differ, the activity of these oxygenases decreases by hypoxia. In this study, 
we focused on hydroxylase, whose activity has been well studied by hypoxia, and aimed to quantify, 
evaluate, and understand the hypoxic response itself by quantifying the hydroxylation state in 
cells, i.e., "hydroxyome analysis". Through metabolome, proteome, and lipidome analysis using mass 
spectrometry, we were able to identify "hypoxia marker" molecules that enable us to objectively 
quantify and qualify the hypoxic response itself in cells.

研究分野： 低酸素、代謝、細胞老化
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　申請者らの細胞内の水酸化反応に現れるような低酸素応答に関する基礎研究の成果が、ついにヒトの病気の治
療へと応用され、代表的な低酸素センサーであるプロリン水酸化酵素PHDの阻害薬(HIF-PH阻害薬)が腎性貧血の
治療薬として2019年に承認された。
　これにより、従来のエリスロポエチン製剤不応性の腎性貧血患者の貧血に伴う心血管合併症などのリスクの軽
減だけでなく、腎性貧血の早期治療による腎保護及び透析導入回避などが期待されるようになった。このよう
に、本研究で示すように低酸素に対する応答反応の一環としての細胞内の水酸化反応の全貌を掌握することの科
学的面白さや医学的な重要性が広く認められることとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 利用出来る酸素が少ない環境（低酸素環境）に直面したときの生体の防御反応（低酸素応答）
は、（頸動脈小体における呼吸調節や、肺・脳における血管の拡張/収縮のような秒単位・分単位
での応答反応を除くと）主に転写因子 HIF によって制御されているが、その HIF も自身の-サ
ブユニット(HIF)の特定のプロリン残基がプロリン水酸化酵素 PHD によって水酸化されること
で蛋白分解へと導かれる。すなわち、HIF を介した低酸素応答はプロリン残基の水酸化によって
制御されていると言える【図１】。 

 申請者は自ら作製した PHD1~3 のノックアウトマウスを用いて、低酸素センサーPHD 
(PHD1~3)による低酸素応答制御メカニズムの in vivo レベルでの全貌解明を試みる研究を展開し
ており、現在までに、PHD2 を阻害して慢性的に低酸素応答を活性化するとマウスは多血症 
(Blood 2008)や拡張型心筋症に酷似した心不全 (MCB 2009, Circulation 2010)に陥ること、また、
PHD1~3 の３つの酵素の活性を阻害することで成体の肝細胞にエリスロポエチンを産生させる
ことが可能であり、それが腎性貧血の治療に応用出来ること (Science 2010)などを報告してきた
（研究開始時点で臨床治験中）。また、肝臓において PHD2 を抑制して低酸素応答を活性化させ
ると、肝細胞における血中からの乳酸の取り込みおよび取り込んだ乳酸からの糖新生が活性化
した結果、血中の乳酸値が低下し、乳酸アシドーシスの生存率を劇的に改善させることが出来る
ことを報告した (PNAS 2015)。ところが、ここで我々が報告した「肝臓において PHD2 を抑制す
ることによる血中乳酸降下作用」は、【図２】に示すように、予想に反して HIF1にも HIF2に
も依存しないことが遺伝学的に証明され、“HIF 非依存的”な低酸素応答が代謝制御において重要
な役割を果たしていることが明らかとなった。すなわち、低酸素応答を理解するためには、今ま
で注目されてこなかった HIF 非依存的な低酸素応答メカニズムを理解する必要があることが判
明したのである。 

  

【図１】HIF 依存的な低酸素応答の制御メカニズムの概略。この、HIF を介した低酸素応答は、
PHD による HIFのプロリン残基の水酸化状態によって制御されていることがわかる。 

【図２】肝特異的に PHD2 を破壊したマウス (PHD2 LKO)は、対照群 (Control)と比較して乳酸
過剰投与後の血中乳酸値が有意に低値である。この血中乳酸低下の表現型は、PHD2 に加えて
HIF1 (PHD2/HIF1 DLKO)、HIF2 (PHD2/HIF2 DLKO)、あるいは HIF1と HIF2の両者 
(PHD2/HIF1/HIF2 TLKO)を肝特異的に破壊したマウスにおいても消失しなかった。このことか
ら、肝臓における乳酸クリアランス機能は、PHD2 依存的ではあるものの、HIF 非依存的であるこ
とが明らかとなった。すなわち、PHD には HIF以外の基質が存在し、その基質が肝臓における
乳酸代謝において重要な役割を果たしていることになる。 



２．研究の目的 
 
 我々の身体の細胞内には酸素添加酵素 (oxygenase)が多数存在する。それぞれ酸素に対する Km
値にこそ差はあるものの、酸素濃度が低下するとこれら酸素添加酵素の活性は低下するため、こ
れらの酵素は“酸素濃度センサー”として機能していると言える。代表的な低酸素センサーである
プロリン水酸化酵素 PHD（酵素学的には dioxygenase に分類される）を阻害すると、転写因子 HIF
依存的低酸素応答の活性化が観察されるが、申請者の予備実験の結果、「PHD 依存的だが HIF 非
依存的な低酸素応答」が、細胞内エネルギー代謝制御において重要な役割を果たしていることが
明らかとなった。本研究では、“HIF 依存的/非依存的を問わず低酸素による細胞内の水酸化反応”
に焦点を合わせて、低酸素応答による代謝の制御メカニズムの全貌を解き明かすことを目標と
した。 
 
３．研究の方法 
 
下記の 4 つの実験系で、HIF 依存的/非依存的を問わず、低酸素応答の全貌を水酸化オミクス「ヒ
ドロキシオーム」の定量によって理解することを本研究の目標とした。 
(1) PHD2 の HIF以外の基質の探索 

代表的な低酸素センサーである PHD2 の HIF以外の基質としては、TRPA1、IKKなどが知
られており、PHD2 のコンセンサス配列が同定されつつある。本研究の予備実験【図２】で
明らかとなった、PHD2 の HIF以外の基質のもつ重要な役割を追求したい。 

(2) 低酸素環境下では水酸化されないが、正常酸素濃度環境下では水酸化されている蛋白の探索
（水酸化プロテオミクス） 
酸素濃度依存的に水酸化されるペプチド断片を、液体クロマトグラフィー質量分析法 (LC-
MS)を用いて探索する系を樹立する。 

(3) 低酸素環境下では水酸化されないが、正常酸素濃度環境下では水酸化されている代謝産物の
探索（水酸化メタボロミクス） 
酸素濃度依存的に水酸化される代謝産物をキャピラリー電気泳動型質量分析装置 (CE-TOF-
MS)を用いて探索する系を樹立する。 

(4) 低酸素環境下では水酸化されないが、正常酸素濃度環境下では水酸化されている脂質の探索
（水酸化リピドミクス） 
酸素濃度依存的に水酸化される脂質を LC-MS を用いて同定する系を樹立する。 

 
４．研究成果 
 
(1) PHD2 の HIF以外の基質の探索 

生体内に存在する 3 つの PHD 分子のうち、PHD2 がドミナントな低酸素センサー分子であ
る。PHD2 の HIF以外の基質が、細胞代謝制御のうえで重要な働きを担っている【図２】こ
とから、PHD2 の新規基質の探索は生化学的に非常に重要な意味を持つ。PHD2 の既知の基
質の、PHD2 によって水酸化されるプロリン残基の周囲のアミノ酸配列の比較から、PHD2
には L(XY)LAP という基質認識配列が存在することがわかる【図３】。このため、下記のよ
うな方法で PHD2 の新規基質の同定を試みた。 
【実験系】 
 公共データベースを用いた in silico 探索で

L(XY)LAP 配列を持つ蛋白を、PHD2 の基質候
補としてリストアップした。 

 それら基質候補の、PHD2 による予想水酸化部
位を含むトリプシン断片の配列情報を元にし
て、プロリンが水酸化されたペプチドと水酸化
されていないペプチドを合成した。 

 それら水酸化/非水酸化合成ペプチドをコント
ロールとして、野生型あるいは PHD2 欠損
MEFs (PHD2 -/- MEFs)から調製したペプチドを
LC-MS/MS にて解析し、当該蛋白が真に PHD2
の基質であることの確認を試みた。 

【結果】 
 PHD2 +/+ MEFs vs. PHD2 -/- MEFs を用いた実験系で当初の計画通り PHD2 の基質探索を

行った。しかしながら、PHD2 の欠損を、PHD2 と酵素活性中心部位が酷似したホモログ 
(PHD1, PHD3)が compensation してしまい、候補分子の validation が不調であった。 

 現在入手可能な PHD 阻害剤は、PHD1~3 の全ての酵素活性を阻害してしまうため、遺伝
学的ではなく薬学的に PHD2 活性を特異的に阻害する実験系は構築出来なかった。 

 siRNA/shRNA を用いた実験系ではノックダウン効率が 100%になることは有り得ず、僅
かに残った酵素活性が標的を水酸化してしまうことが判明した。 

【現状と今後の計画】 

【図３】PHD2 によって水酸化され
るプロリン周囲のアミノ酸配列。 



 PHD2 の新規基質の探索には PHD2 以外のプロリン水酸化酵素を欠損したバックグラウ
ンドの細胞が必要である。遺伝子破壊系としての実績が十分に高い CRISPR/Cas9 技術を
用いて、HeLa 細胞において PHD1 -/-, PHD2 +/+, PHD3 -/-細胞(PHD2-only)および vs. PHD1 -

/-, PHD2 -/-, PHD3 -/-細胞(PHD123-null)を作製した。 
 これら PHD2-only vs. PHD123-null 細胞を比較することで研究計画の最終段階である候補

分子の validation を行う。 
 
(2) 低酸素環境下では水酸化されないが、正常酸素濃度環境下では水酸化されている蛋白の探索

（水酸化プロテオミクス） 
【実験系】 
正常酸素濃度下および低酸素環境下で培養した細胞からトリプシン消化ペプチド断片を調
製し、プロリンやリジン残基などのように、水酸化修飾に伴い両群間で質量電荷比 m/z が水
酸化修飾を受けたアミノ酸の数×16（=酸素原子の m/z）だけ変化したペプチド【図４】を、
質量分析器を用いて同定し、低酸素によって水酸化修飾が変化する蛋白、すなわち新たな低
酸素センサー分子の同定を試みた。 

 
【結果】 
 HIFα のように水酸化を指標に蛋白分解へと導かれるような蛋白のなかには、そのペプ

チド断片が質量分析器の検出限界以下のものが多数存在した。 
 水酸化修飾によって変化する代謝産物・ペプチド・脂質のｍ/ｚ自体についてはコントロ

ールペプチドを用いた実験系において LC-MS で測定することが出来た。しかしながら、
水酸化修飾の有無によってカラム・キャピラリーから質量分析器へ流入するまでの保持
時間の変化が確認され、既存のデータベース情報に依存した計測系が機能しないことが
判明した。 

 Proline 残基のように細胞内で酵素によって水酸化されるアミノ酸残基は低酸素応答の
指標となり得るが、methionine 残基のようにサンプル調製の間に非酵素学的に酸素原子
が添加されて酸化されてしまうアミノ酸の存在が、この実験系において無視出来ないこ
とが判明し、細胞の酸素濃度に関係無く自然酸化されるアミノ酸を、細胞内で水酸化酵
素によって水酸化されるアミノ酸残基とを区別する実験系を構築する必要に迫られた。 

【現状と今後の計画】 
 細胞から調製した HIF1α/HIF2α 由来のペプチドではなく、水酸化 /非水酸化合成

HIF1α/HIF2α ペプチドを計測系のコントロールとして測定を行った。 
 正常酸素濃度および低酸素環境下で培養した両群の細胞とも、サンプル回収前はプロテ

アソーム阻害剤(MG-132)の存在下で培養し、アミノ酸の水酸化修飾を指標とした蛋白分
解による発現量の減少が原因でペプチド断片が検出出来なくなる問題を解消した上で
測定を行った。 

 サンプル調整の過程で生じる artificial な水酸化（酸化）によって正確な低酸素応答全貌
の把握が妨げられることを防ぐために、細胞内で水酸化酵素によって酸素濃度依存的に
生じた水酸化修飾を保護器によって置換したのちにサンプルを調製する系で再度測定
を行った。 

 また、methionine 残基の酸化を防ぐのではなく、逆に、methionine 残基を事前にすべて酸
化させ、その上でサンプル調製および質量分析を行うことで、methionine 残基の artificial
な水酸化（酸化）が測定系の障壁となる問題点を回避出来る測定系を樹立し、再度測定
を行った。 

 上記 plan B により、酸素濃度依存的に水酸化される蛋白の候補のなかから、真に低酸素
に生理的に応答する分子の絞り込みを現在行っているところである。 

  

【図４】低酸素によ
って水酸化修飾を受
けなくなり、m/z が
16（あるいは 16の倍
数）だけ小さくなる
ペプチド断片。これ
を質量分析器で検出
する。 



(3) 低酸素環境下では水酸化されないが、正常酸素濃度環境下では水酸化されている代謝産
物の探索（水酸化メタボロミクス） 
【実験系】 
前出の実験(2)と同様に、酸素添加酵素によって水酸化されるアミノ酸【図５】のように、
酸素濃度依存的に水酸化される代謝産物を、水酸化修飾により m/z が酸素原子の質量分
だけ増減する代謝産物の探索を当初の予定の CE-TOF-MS ではなく、より method が確
立されている GC-MS および LC-MS を用いて試みた。 

【結果と今後の計画】 
 水酸化された代謝産物の標品が入手可能な代謝産物（proline など）については、当

初の計画通り targeted-metabolome 解析法を用いて、低酸素によって変動する代謝産
物の網羅的な定量を終了することが出来た。 

 水酸化された代謝産物の標品が入手困難な代謝産物に関しては、non-targeted 
metabolome 解析法にてリストアップされた低酸素応答性代謝産物候補を、MS/MS を
用いて個別に娘イオンを定量し、代謝産物の同定を行っているところである。 

 上記 2 つの方法を用いて「酸素濃度の指標」と呼ぶに相応しい分子を現在絞り込ん
でいるところである。 

 
(4) 低酸素環境下では水酸化されないが、正常酸素濃度環境下では水酸化されている脂質の探索

（水酸化リピドミクス） 
【実験系】 
 脂質はフリーラジカルによって非酵素学的に容易に酸化され過酸化脂質などへと変換

されうるが、これらの脂質の酸化部位も最終的には水酸基へと置換される。酸素濃度依
存的に水酸化される脂質の網羅的同定を LC-MS/MS を用いて試みた。 

【結果】 
 研究代表者の現所属先にて、先ず positive control と negative control となるべきサンプル

の抽出と定量が問題なく行えることを確認できた。 
 アラキドン酸のように、シクロオキシゲナーゼや 5-リポキシゲナーゼなどの低酸素によ

って活性が低下する酸素添加酵素によって他の生理活性脂質へと代謝される脂質は、そ
の最終代謝産物（この場合、プロスタグランジンやロイコトリエン）などを定量すれば
よい。プロスタグランジンやロイコトリエンの定量系については、当研究室の LC-MS/MS
を用いて樹立することが出来た。 

【現状と今後の計画】 
 上記(1)~(3)の実験系から抽出した脂質分画を用いて、低酸素応答性脂質を網羅的に同定

する。 
 このように、（必ずしも水酸化反応にはこだわらず）今まで余り注目されていなかった低

酸素による脂質代謝や脂質修飾の変化、さらにはまだ深くは研究されていない「低酸素
応答性生理活性脂質」という新たな研究分野への発展を試みているところである。 

【図５】酸素依存的に水酸化修飾を受ける代謝産物（アミノ酸）の一例。酸素原子 Oの分
だけ質量が増加(m/z が増加)することが解る。 
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