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研究成果の概要（和文）：マウス間葉系幹細胞への高濃度グルコース刺激が、低酸素環境での転

写因子 HIF-1や血管新生因子の発現誘導を抑制していることを見出した。次に、この機序とし

て、高濃度グルコース刺激が、酸化ストレスの増大を介してマウス間葉系幹細胞のプロテアゾ

ームの活性を増強し、これが低酸素環境での HIF-1 分解促進につながった可能性が考えられ

た。糖尿病患者の幹細胞による血管再生治療において、プロテアゾーム活性の調節が新たな治

療改善につながる可能性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：Protein levels of HIF-1 and angiogenic growth factors were 
attenuated by glucose in hypoxic mouse mesenchymal stem cells in a dose-dependent manner. 
We also found that stimulation with a high-glucose concentration significantly increased 
intracellular superoxide levels and proteasome activity in hypoxic stem cells, which may 
cause HIF-1 degradation. Thus, the modulation of proteasome activity may ameliorate 
the impaired therapeutic efficacy by autologous bone-marrow-derived cells in diabetic 
patients.   
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１．研究開始当初の背景 

(1) 従来の研究で、糖尿病患者の虚血部位で
の血管再生能低下には、低酸素環境での幹細
胞機能障害が関与することが示唆されたが、
その詳細な分子機構は未解明であった。 

 

(2) 近年、我々は、マウス骨髄由来間葉系幹

細胞を高濃度グルコースで刺激すると、低酸
素環境での細胞増殖活性が有意に低下する
ことを見出した。 

 

２．研究の目的 

(1) 骨髄由来間葉系幹細胞を低酸素環境下で
培養すると、転写因子 Hypoxia Inducible 
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Factor-1 (HIF-1が誘導され、それに伴い
VEGF や PDGF 等の血管新生因子の産生が亢進
することが報告されている。そこで、高濃度
グルコース刺激が、低酸素環境における間葉
系幹細胞の HIF-1発現誘導を阻害すること
により血管新生因子の産生が低下するかを
検討した。 

 

(2) ラット培養細胞等の研究により、高濃度
グルコース刺激は、プロテインキナーゼ C 

(PKC)の活性化を促進し酸化ストレスの増大
をもたらすことが明らかになっている。また、
HIF-1 は、通常酸素環境ではプロテアゾー
ムにより分解されるが、低酸素環境では
HIF-1 の水酸化が抑制され安定化されるこ
とが知られている。そこで、高濃度グルコー
ス刺激による HIF-1発現誘導阻害作用への
酸化ストレスやプロテアゾームの関与を検
討した。 

 

(3) 血管新生因子の産生に関与する細胞内因
子としては、HIF-1 以外にも様々な転写因
子や細胞内シグナル伝達分子の関与が示唆
されている。そこで、DNA マイクロアレイを
用いて、高濃度グルコース刺激により低酸素
環境下の間葉系幹細胞で発現が著しく変動
する遺伝子を探索した。 

 

３．研究の方法 

(1) マウスの骨髄より間葉系幹細胞を単離
した後、高濃度グルコースで刺激し 5% O2の
低酸素環境で培養した。培養終了後、HIF-1, 
VEGF, PDGF の発現および産生をウェスタン・
ブロット法及び ELISA 法で検討した。次に、
HIF-1の siRNA を、リポフェクション法を用
いて導入し特異的に発現低下させた間葉系
幹細胞を、高濃度グルコースおよび低酸素環
境で培養し、HIF-1, VEGF, PDGF の発現およ
び産生を比較検討した。 
 
(2) マウス骨髄由来間葉系幹細胞に、高濃度
グルコースで刺激すると同時に PKC阻害薬や
抗酸化薬あるいはプロテアゾーム活性阻害
薬を投与した後、5% O2の低酸素環境で培養し
た。培養終了後、HIF-1, VEGF, PDGF の発現
および産生をウェスタン・ブロット法及び
ELISA 法で検討した。また、ペプチドが結合
した7-amino-4-methylcoumarin (AMC)がプロ
テアゾームによりペプチド解離が起きる性
質を用いて、高濃度グルコースおよび低酸素
環境での間葉系幹細胞のプロテアゾーム活
性を解析した。 
 
(3) マウス骨髄間葉系幹細胞を高濃度グル
コースで刺激した後、5% O2の低酸素環境で培
養した。培養終了後、RNA を抽出し、DNA マ
イクロアレイで対照群と比較し有意な変化

が得られた遺伝子群を抽出した。 
 
４．研究成果 
(1) 5% O2の低酸素環境で培養したマウス骨髄
由来間葉系幹細胞を 5.6 ～ 30 mM のグルコ
ース濃度で刺激すると、濃度依存的に HIF-1, 
VEGF, PDGFの発現および産生が低下すること
が明らかになった。一方、siRNA 導入により
特異的に HIF-1 の発現を低下させた間葉系
幹細胞は、5% O2 の低酸素環境で培養しても
HIF-1, VEGF, PDGF の発現および産生は誘導
されず、高濃度グルコース刺激による影響も
みられなかった。これにより、高濃度グルコ
ース刺激が、低酸素環境における間葉系幹細
胞の HIF-1発現誘導を阻害することにより
VEGF, PDGFの産生を低下させることを明らか
にした。 
 
(2) PKC 阻害薬 Go6976 10 nM あるいは抗酸
化薬 Tempol 30 mM をマウス骨髄由来間葉系
幹細胞に前投与すると、高濃度グルコース
(30 mM)刺激による低酸素環境(5% O2)での
HIF-1, VEGF, PDGF 発現誘導抑制作用は消
失した。また、ジヒドロエチジウムを用いた
フローサイトメトリーによる解析を行い、高
濃度グルコース刺激が、低酸素環境でのスー
パーオキサイド産生量を有意に増加させる
ことを示した。さらに、ウェスタン・ブロッ
ト法やスペクトロメーターを用いた解析に
より、高濃度グルコース刺激(30 mM)は、低
酸素環境(5% O2)での NADPH oxidase gp91phox
の発現およびミトコンドリア complex I, 
complex III の活性を有意に促進させた。以
上より、高濃度グルコース刺激が、PKC 活性
化および酸化ストレスの増大を介して、低酸
素環境での HIF-1, VEGF, PDGF の発現・産
生を抑制している可能性が示唆された。 
 
(3) プロテアゾーム活性阻害薬 MG132 5 M
を前投与すると、高濃度グルコース刺激によ
る低酸素環境(5% O2)での HIF-1, VEGF, PDGF 
発現誘導抑制作用を有意に回復させた。また、
間葉系幹細胞にあらかじめ HIF-1 siRNA を
導入し HIF-1 をノックダウンしておくと、
MG132 による HIF-1, VEGF, PDGF 発現回復
作用は消失した。さらに、プロテアゾーム活
性は、低酸素環境(5% O2)では通常酸素環境に
比して低下するものの、グルコース濃度を高
めていくと活性が回復することを見出した。
以上より、高濃度グルコース刺激によるプロ
テアゾームの活性増強が、低酸素環境での
HIF-1 の分解促進につながり、VEGF, PDGF
の発現・産生が抑制された可能性が考えられ
る。 
 
(4) 高濃度グルコース刺激により低酸素環
境下でのマウス間葉系幹細胞で発現変動が



 

 

みられる遺伝子の網羅的解析を行ったが、こ
れまで明らかになった HIF-1, VEGF, PDGF, 
gp91phox, complex I, complex III 以外に著
しい発現変動を示す遺伝子の存在を確認で
きなかった。 
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