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研究成果の概要：副腎由来の培養細胞を低マグネシウム下に曝すと、低酸素応答の阻害因子で

ある IPAS の発現量が増加し、低酸素応答を抑制していることがわかった。さらに低マグネシウ

ム時の IPAS の発現誘導機構も解明した。低マグネシウム血症のマウスでは副腎や頸動脈小体に

おける低酸素応答が欠如することがわかった。酸素センサーとして働くこれらの組織の活性化が

起きないことは循環機能に負担をかけ、心臓疾患の発病原因になる可能性が示唆される。 
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１．研究開始当初の背景 
(1)低酸素応答機構は近年その研究が急速に
進んでおり多くの知見が得られてきている。
その中で特にHIF-1とそのファミリー分子が
低酸素応答において重要な基本因子である
ことが見出されてきた。HIF-1は低酸素応答
性 の DNA 配 列 （ hypoxia response 
element(HRE)配列）に結合し低酸素依存的に
標的遺伝子の転写活性化を引き起こす転写
因子である。HIF-1はヘテロ二量体であり
HIF-1alphaとArnt(HIF-1beta)によって構成
される。通常酸素濃度（Normoxia）において

HIF-1alpha は 自 身 の oxygen dependent 
degradation(ODD)ドメイン中の402番目と
564番目のプロリン残基をHIF-プロリン水酸
化酵素（PHD）によって水酸化される。水酸
化されたHIF-1alphaはvon Hippel-Lindau癌
抑制遺伝子産物であるpVHLと相互作用し、ポ
リユビキチン化され26Sプロテアソーム依存
的にタンパク質分解される。それに対して低
酸素状態(Hypoxia)もしくはコバルトイオン
の投与によって、PHDの酵素活性が阻害され、
HIF-1alphaのタンパク質分解が起こらなく
なる。その結果、HIF-1alphaは細胞内に蓄積



 して核内へ移行しHREを介してエリスロポエ
チンや血管内皮細胞増殖因子、チロシン水酸
化酵素（TH）、解糖系酵素群などの転写を活
性化する。HIF-1のファミリーとしてはHLF 
(HIF-2alpha)、HIF-3alpha、IPASがあり、HLF
はHIF-1alphaと同様にArntと結合して遺伝
子 発 現 を 正 に 制 御 す る の に 対 し て 、
HIF-3alpha、IPASは逆にこの低酸素シグナル
の阻害因子として機能することが知られて
いる。IPASはArntと競合してHIF-1alphaとヘ
テロダイマーを形成し、HIF-1の転写活性化
能を阻害していると考えられている。 

(1) IPAS は RPMI 培地における培養条件でコ
バルトイオン依存的に発現量が増加してき
ていることがわかっていたので、HRE 応答抑
制に対しての IPAS の関与を解析する。培養
細胞を用いた遺伝子導入及び RNAi（RNA 
interference）を活用して解析を行う。 
 
(2) マグネシウムイオンやアミノ酸濃度依
存的にどのような経路で IPAS が誘導される
か解析するために、既に候補として決めてい
るシグナル経路の阻害薬剤を用いて IPAS の
発現誘導に変化が起きないかを解析する。ま
たゲノム上の IPAS の遺伝子の上流もしくは
下流配列をクローニングしてその制御下で
ルシフェラーゼ等のレポーターが発現する
ようなトランスジーンを作って解析を行っ
ていく。 

 
(2)当研究室の予備実験において、ラットの副
腎髄質クロム親和性細胞である PC12 細胞を
ダルベッコ変法イーグル培地(DMEM)で培養
した場合はコバルトイオン処理によって
HRE を介した転写の活性化が起こるのに対
して、 Roswell Park Memorial Institute 
(RPMI) 1640 培地で培養した場合はその転
写活性化が起こらないという結果が得られて
いた。少なくともこの現象には培地に含まれ
るマグネシウムとヒスチジン、スレオニンが
非常に重要であることがわかってきていた。
また PC12 細胞を RPMI 培地で培養した際に
コバルトイオン依存的に低酸素シグナルの阻
害因子である IPAS の発現量が増加すること
がわかっていた。このことからこの細胞外環
境による HRE 応答の違いは IPAS によって
引き起こされる可能性が考えられるものの、
その詳しい機構に関しては未解明なままであ
った。 

 
(3)培養細胞もしくはマウスを 1%や 6%の低酸
素環境において、その際の低酸素応答への低
マグネシウムの影響を調べる。 
 
(4)マウスの臓器を摘出し、RT-PCR、in situ 
hybridization、免疫染色法等の手法で調べ
る。コバルトイオンそして低酸素の両方で解
析を行う。 
 
４．研究成果 
 

 
２．研究の目的 
(1)細胞外環境の違いによる低酸素応答の変
化に対するIPASの関与の程度をより詳細に解
析する。 
 
(2)マグネシウムイオンやアミノ酸濃度依存
的にどのような経路によってIPASの発現誘導
が引き起こされるのかを調べる。 
 
(3)予備実験では低酸素条件をコバルトイオ
ンによって模倣していたが、細胞を実際に低
酸素条件においてもこの現象が観察されるか
の解析が重要であり行う。 
 
(4)培養細胞において得られた現象が、実験動
物のマウスの組織においても観察されるかを、 

(1)IPAS の低酸素応答の変化への寄与の程度
を調べるため培養細胞を用いた実験を行っ
た。PC12 細胞に IPAS を過剰発現させたとこ
ろ、コバルト依存的な低酸素誘導が抑制され
た。さらに内在性の IPAS を siRNA によって
減少させた場合、栄養状態依存的な低酸素応
答の差が部分的に見られなくなった（図１）。
このことから上記の現象には IPAS が重要な
因子であることがわかった。また、他の細胞
種を用いた研究から上記のような現象は内
分泌系の細胞種に特有の現象である可能性
が示唆された。 

解析する。コバルト投与、もしくは低酸素曝
露をマウスに行う。特に副腎と頸動脈小体に
注目して研究を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究においては PC12 細胞を用いた培養細
胞での解析とモデル生物としてマウスを用
いた解析という二種類の解析手法を用いた。 



 
 

(2) 活性酸素種(ROS)スカベンジャーであ
る N-アセチル-L-システインや PI3 キナーゼ
特異的阻害剤によって RPMI 培地におけるコ
バルトによる IPAS の誘導が消失することが
わかった。このことからコバルト処理によっ
て引き起こされる ROS-PI3キナーゼ経路の活
性化が IPAS の誘導に関わっていることが示
唆された。またカルシウムチャネルは細胞外
マグネシウムイオンによって普段は閉ざさ
れているが、繰り返しの入力でマグネシウム
イオンがはずれることでカルシウムを流入
させることが知られている。そのため、この
経路の関与を推測して、カルシウムチャネル
の阻害剤を細胞に投与したところ、特に
T-type カルシウムチャネルの阻害剤によっ
て IPAS の誘導が消失することがわかった。
また逆にカルシウムイオノフォアのような
強制的に細胞内カルシウム濃度を上昇させ
る薬剤によって DMEM 培地でも IPAS 発現が誘
導されることがわかった。さらに PI3 キナー
ゼ経路とカルシウムシグナルの下流で
NF-kappaB が活性化しており、NF-kappaB を
阻害することで IPAS の誘導が阻害されるこ
とも突き止めた（図２）。 

 
ゲノム上の IPAS の遺伝子の配列の制御下で
発現するルシフェラーゼを用いた解析は現
在進行中である。 
 
(3)培養細胞を低酸素濃度(1％酸素濃度)下
に曝したが、マグネシウム依存的な低酸素応
答の欠如は見られなかった。その後、コバル
トによる HIF-1 の活性化が ROS 依存的である
ことを示す結果が得られたので、活性酸素を
引き起こすことが知られている間欠的低酸
素下に細胞を曝したところ、マグネシウム依
存的な低酸素応答の欠如が起こった。IPAS の
誘導には ROS-PI3K シグナル経路の活性化が
必要なこととも一致する結果である。 
 
(4)低マグネシウム血症のマウスにコバルト
を注射するか、慢性間欠的低酸素環境に曝し
た後に、解剖し、副腎と頸動脈小体を解析し

た。両方の臓器で低酸素応答の欠如が観測さ
れた（図 3-5）。 
 

 

 



この結果はマグネシウムと低酸素応答との
繋がりを報告した初めての研究であり、つい
最近に学術雑誌において発表された。今後は
低マグネシウム状態が細胞、固体に及ぼす影
響をさらに解析することで、疾患研究への貢
献に繋がることが期待される。 
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