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研究成果の概要（和文）：炎症応答とマクロファージの活性化に関する分子機序に着目して、HIF-1の活性化と
炎症由来の代謝リプログラミングの関連の存在を見いだした。また、一酸化窒素の過剰生成が肝臓に悪影響を及
ぼすことや、HIF-1阻害剤Roxadustatの炎症シグナル伝達経路への抑制作用も明らかにした。さらに、酸素ホメ
オスターシスの異常が抗体産生に影響を及ぼすことを示すため、VhlとArf1をB細胞から除去したマウスモデルを
使用し、B細胞の分化と抗体産生の低下を確認した。最後に、RNA-Seqデータ解析手法を改善し、Dockerを使って
異なる環境での実行を可能にした。

研究成果の概要（英文）：Focusing on the molecular mechanisms related to the inflammatory response 
and macrophage activation, we found the existence of a link between HIF-1 activation and 
inflammation-derived metabolic reprogramming. We also found that excessive nitric oxide production 
negatively affects the liver and that the HIF-1 inhibitor Roxadustat has an inhibitory effect on 
inflammatory signaling pathways. Furthermore, to show that abnormal oxygen homeostasis affects 
antibody production, we used a mouse model in which Vhl and Arf1 were removed from B cells, and 
observed reduced B cell differentiation and antibody production. Finally, we improved the RNA-Seq 
data analysis method to allow it to run in different environments using Docker.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
麻酔科学は、麻酔の長期的な影響についての課題を抱えており、これは発達期の脳、手術ストレス、手術後の認
知機能障害、がんの再発に対する影響などを含む。特に麻酔薬が生体の酸素・エネルギー代謝に影響を及ぼすこ
とが明らかとなっており、HIF-1という因子の活性化調節が重要であることが示されている。近年、この酸素・
エネルギー代謝が免疫機能に影響を及ぼすことが注目されている。具体的には、HIF-1が自然免疫と獲得免疫機
能において中心的な役割を果たすことがわかってきた。この観点から、麻酔薬-HIF-1-免疫応答の関連性を追求
し、麻酔薬が免疫応答に及ぼす影響を明らかにすることは意義深い。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
麻酔科学はそのパースペクティブを手術麻酔についての学問領域から周術期患者管理学へと広
げてきた。その麻酔科学が近年直面している難問は、患者の長期的な予後への麻酔の影響の検討
である。新生児・小児期患者における発達期の脳に対する麻酔薬の影響，成人における手術後認
知機能障害，がんの転移・再発への麻酔薬・麻酔法の影響などはこの典型例である。このような
長期予後の問題を考える際、生体応答の基本システムである免疫機能への影響を無視すること
はできない。実際、手術侵襲・麻酔が患者の免疫能に影響を与える事自体は従来の研究で明らか
にされている。分子生物学的な観点からこれら長期予後への影響を考えた場合、麻酔薬に暴露さ
れている比較的短時間にいかなる生体内の各細胞・システムの変化が麻酔によって引き起こさ
れるのか、またその分子機序はいかなるものであるかが共通の問いとなる。つまり、麻酔の及ぼ
す一過性の影響が、長期の「記憶」を持つような状況を如何に作り出しうるのかという『問い』
と捉え直すこともできる。 
 
免疫システムの「記憶」において代謝調節が重要な役割を果たすことが示されつつあり、例えば、
エフェクターT 細胞では mTOR シグナルにより解糖系が亢進しているのに対して、制御性 T 細
胞 (Treg)では AMPK シグナルにより脂肪酸酸化に続くミトコンドリアにおける酸化的リン酸
化が亢進している。興味深いことに、グルタミン・TCA サイクルの代謝産物であるαケトグル
タル酸は、ヒストン脱メチル化酵素(KDM2-7)や DNA 脱メチル化酵素(TET1-3)の基質となるこ
とが知られており、代謝がエピゲノム制御を通じて免疫細胞の長期間に渡る「記憶」形成に関与
する可能性が強く示唆される。代謝調節の過程で大きな役割を果たしているのが、低酸素応答因
子・HIF-1 である。好中球，マクロファージの活性化に伴い酸化的リン酸化から解糖系優位の転
換が HIF-1 依存的に起こる。自然免疫を突破した病原体・外来物は、抗原特異的 T 細胞・B 細
胞を中心とした獲得免疫を惹起するが、T 細胞・B 細胞についても機能発現の過程で HIF-1 を
介した代謝調節が中心的な役割を果たすとの報告が相次いでいる。最近では、バンデルビルト
大・Boothby 教授のグループが、マウスにおいて、胚中心（GC）の明領域が低酸素状態であり、
低酸素が HIF-1 依存的に B 細胞の生理機能を変化させることが、GC の正常な生理機能に必須
である、と結論している。しかし B 細胞のクラススイッチや抗体産生をはじめ、獲得免疫の本
質とも言える「免疫記憶」成立の場である胚中心において、HIF-1 経路や細胞内代謝が果たす役
割には未だ不明な点が多い。以上が研究の背景であった。 
２．研究の目的 
麻酔薬の神経系・内分泌系への影響の研究に比較して、免疫系への作用の検討は，現象論は集積
しているものの、分子機序には不明な点が多く残されている。実際、臨床現場においても，周術
期のワクチン接種時期に関する理論的研究の欠如故様々なプロトコールが混在している。この
ような状況を鑑みて、「記憶現象」を本質的に含む免疫応答、特に B 細胞の活性化・分化調節の
観点から麻酔薬の影響を検討する本研究を発想した。またエピゲノム変化との関連性を追求す
る点も本研究の特色の一つである。ヒストン修飾に大きな役割を果たす Jumonji C-terminal
（JmjC）ドメインはヒストンリジン脱メチル化活性を示す。Fe2+とα-ケトグルタル酸に依存し
た酵素であり、クロマチンの転写を調節する複合体の必須成分である。報告者らが 2002 年に同
定・報告した低酸素センサーFIH-1 は JmjC を有する蛋白質であり、低酸素とエピゲノム修飾の
クロストークの存在を強く示唆している。本研究の継続性と独自性を表していると言える。 
近年の麻酔科学の焦点の一つは患者長期予後への影響という視点である。そうであれば、麻酔は
手術中にだけ施されるにも関わらず、何らかの分子機序によりその影響が長期にわたる生体内
過程に変換されるはずである。別の言い方をすれば、麻酔は生体システムに「記憶」される。「記
憶」という概念と密接に関わる免疫応答、とりわけ抗原提示から抗体産生にいたる B 細胞の活
性化システムと麻酔の関連性を検証することが本研究の目的である。近年の解析から、免疫担当
細胞の活性化が免疫の場や細胞内の酸素・エネルギー代謝と不可分に結びついていることが明
らかにされつつある。麻酔薬が酸素代謝とエネルギー代謝を結ぶ転写因子 hypoxia-inducible 
factor 1(HIF-1)の活性調節に深く関与することに鑑み、麻酔が免疫担当細胞に誘導される代謝リ
プログラミングとそれに続くエピゲノム変化にどのような影響を及ぼすか、マウスモデルを用
いて検討する。これらの解析により、免疫系という記憶システムに与える麻酔薬の影響を分子レ
ベルで明らかにする事が本研究の目的であった。 
 
３．研究の方法 
研究は、樹立細胞株、遺伝子改変マウスから個体、調整した細胞を用いて進めた。 
In vitro ならびにマウス in vivo 実験系を用いて、抗原刺激に反応して胚中心で惹起される T 
細胞と B 細胞の相互作用や抗体産生を、酸素代謝・HIF-1 活性化の観点から検討する。具体的に
は以下の項目がある。 
A 外来抗原に対する IgM,IgG 抗体産生応答に対する麻酔薬・酸素分圧の影響の解明 
B B 細胞分化過程に対する麻酔薬・酸素分圧の影響の解明 



C B 細胞の生死・増殖・クラススイッチ・形質細胞分化に対する麻酔薬・酸素分圧の影響の解明 
D 胚中心の形成における麻酔薬・酸素分圧の影響の解明 
E エピゲノム、RNA-Seq 解析 
 
４．研究成果 
獲得免疫能への影響の検討に先駆けて細胞内代謝様式の変化（リプログラミング）を指標として、
炎症応答におけるマクロファージ活性化の分子機序について解析を行った。炎症刺激直後に解
糖活性の上昇が認められ、炎症マーカーの発現上昇や低酸素誘導性因子 HIF-1 の活性化を経て、
ミトコンドリア呼吸がほぼ抑制された代謝モードへと移行した。ミトコンドリア呼吸鎖複合体
の機能は正常に保たれており、基質供給に関わる経路の遮断により炎症物質除去後も長時間に
わたり代謝リプログラミングが維持されると考えられた。 
マクロファージおよび単球細胞では、炎症性サイトカインの影響により HIF-1 が活性化し、これ
によって NF-κB 経路シグナリング経路を介した iNOS の発現および活性が誘導される。その結
果、一酸化窒素（NO）が生成され、これが過剰に生成されると肝臓への障害が引き起こされると
の報告が存在されている。この NF-κB-iNOS シグナリング経路は、免疫細胞の活性化制御におい
て重要な役割を担っているのであるが、ラットの初代培養肝細胞とマクロファージにおいては、
HIF が NO 生成にどのような影響を及ぼすかについて検討を行った。その結果、低酸素誘導因子-
プロリン水酸化酵素阻害剤（HIF-PHI）である Roxadustat が、HIF-1 依存的なインターロイキン
-1β（IL-1β）の活性化シグナル伝達経路を抑制することを明らかにしていた。今年度はこれに
加えて本邦で臨床使用されている他の HIF-PHI を用いて同様の検討を行い Roxadustat と同様の
結果を得つつある。 
 
酸素ホメオスターシスの異常が免疫応答、特に B 細胞による抗体産生に影響を及ぼすか否かを
明らかにするために、HIF1 の負の制御因子である Vhl を B 細胞特異的に欠損させたマウスを樹
立し解析に取り組んだ。B 細胞特異的 Vhl 欠損マウスは骨髄における B 細胞分化が障害を受け、
末梢の B 細胞数が激減すると共に、定常状態における抗体レベルが著しく低下することが明ら
かとなった。 
小胞輸送制御因子である Arf1 を B細胞特異的に欠損させたマウス（以下、Arf1-BKO マウス）は
骨髄における B 細胞分化は正常に進む一方、末梢における B 細胞数の低下が確認された。さら
に、外来性のタンパク質抗原である卵白アルブミン（OVA）に対する抗体産生がほぼ完全に消失
していた。In vitro において抗 CD40 抗体と IL-4 によって B 細胞を活性化させたところ Arf1-
BKO 由来 B 細胞で高頻度に細胞死が誘導されており、その背景に HIF1 経路の活性低下が存在す
ることが明らかとなった（論文投稿中）。以上の知見は、Arf1-HIF1 軸が B 細胞の活性化過程で
必須の役割を果たすことを強く示唆する。 
 
RNA-Seq データ解析に必要なプログラム群を検討した。Common Workflow Language (CWL)で記述
することで、多様なコンピュータ環境においてそれらのプログラムがシステムそのものにイン
ストールする必要なく Docker などの仮想環境上で実行可能なワークフローとして利用可能とし
た。 
RNA-Seq データ解析の利用が広まっている中、そのリファレンスに使用する遺伝子セットの検討
を、公共データベースより作成した低酸素ストレス前後の RNA-Seq データセットを用いて行っ
た。タンパク質コード配列だけでなく、より多くの non-coding RNA の配列データを用いること
で、これまで知られていない低酸素ストレスによる遺伝子発現変化が多数確認できた。 
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