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研究成果の概要（和文）：炎症や免疫応答の場でのリンパ球やマクロファージの機能制御における低酸素応答性転写因
子（HIF-1）および関連分子が媒介するシグナルの役割を究明し、低酸素応答性転写因子群を標的とする新たな抗炎症
療法の開発を目指して展開された。内因性HIF-1機能抑制分子IPASが、自己免疫性関節炎モデルを炎症性血管新生制御
以外の経路により抑制する可能性が示され、疾患治療におけるHIF-1経路抑制の有用性が示唆された。一方、単球にお
ける新たな低酸素誘導性遺伝子としてヒスタミン４受容体（H４R）を同定した。H４R経路は関節リウマチ治療標的とし
ても注目されており、低酸素が関わる新たな炎症制御機構である可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to explore the role of hypoxia-inducible factors in regulatio
n of immune response and to develop a novel therapeutic approach for inflammatory diseases by targeting th
e hypoxia-inducible factors. We demonstrated that IPAS, an endogenous dominant-negative regulator of HIF-1
alpha, negatively regulates joint inflammation in mouse autoimmune-arthritis model via a mechanism other t
han suppression of inflammatory angiogenesis, indicating a possible multi-dimensional regulation of the hy
poxia-mediated pathology by IPAS in inflammatory diseases. On the other hand, we found histamine 4 recepto
r as a hypoxia-inducible gene, suggesting a novel mechanism of hypoxia-mediated regulation of immune respo
nse. 
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１． 研究開始当初の背景 
生体内の酸素濃度は吸入気酸素分圧や血
管・血流分布をはじめとする様々な因子
により規定され、広いレンジで変動する。
たとえばヒトにおける体内の酸素濃度に
は、気道 150 mmHg、動脈血 100 mmHg、毛
細血管や組織レベル 40 mmHg 以下、と大
きな組織間差が存在するとともに、睡眠，
運動等の生理活動によって、各組織にお
ける酸素分圧はさらに変動する。リンパ
球、好中球などの免疫細胞は、骨髄、血
液から組織間質へと生体内を広く移動し、
極端な酸素環境の変動に曝される代表的
組織といえる。さらに、免疫細胞が機能
する場である炎症組織・腫瘍組織などに
おいては、酸素分圧が著しく低下してい
ることが知られている。したがって、リ
ンパ球などの細胞にとって、低酸素をは
じめとする環境酸素濃度のダイナミック
な変化に適応することは、細胞の機能を
維持するうえできわめて重要であるとい
える。しかしながら、低酸素がリンパ球
の機能・形質に与える影響、あるいはリ
ンパ球の低酸素環境への適応のメカニズ
ムについてはほとんど明らかにされてい
ない。低酸素によって活性化される転写因
子 Hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1)は、
basic helix-loop-helix 
(bHLH)-Per-Arnt-Sim (PAS)型蛋白である
HIF-1αとβサブユニットからなるヘテロ
二量体であり、各種解糖系酵素、グルコー
ス輸送蛋白、血管内皮増殖因子(VEGF)、造
血因子エリスロポイエチンなど、多くの遺
伝子の発現を転写レベルで制御し、細胞か
ら組織・個体にいたる全てのレベルの低酸
素適応に重要な役割を果たしている。HIF-1
が、低酸素が関与する疾患・病態の成立に
関わることが示され、新たな治療標的とし
ての可能性が注目されている。HIF-1 活性
の低酸素誘導性は HIF-1αサブユニットが
担っている。最近、HIF-1αの遺伝子破壊動
物において、リンパ球の分化、骨髄球系細
胞の機能異常が見いだされた。また、HIF-1
が、Toll-like receptor2,4,6 の発現を直
接に制御する事、関節リウマチ滑液中マク
ロファージで HIF-1αの発現異常が見られ
ることなども報告され、自然免疫、獲得免
疫のいずれの制御においても HIF-1 が重
要な役割を果たしている事が示されている。
申請者は、HIF-1αが、慢性炎症組織に浸潤

した T細胞に強く発現していることを突き
止め、組織間質など低酸素環境下の T細胞
において HIF-1αが細胞活性化刺激依存性
に発現し、活性型 T細胞によるサイトカイ
ン産生、T 細胞のアポトーシスを制御する
ことを明らかにした。一方、単球、マクロ
ファージ系細胞においても、やはり活性化
刺激依存性の HIF-1α発現増強機構が存在
する事を見いだした。さらにごく最近、腎
組織における HIF-1αの発現が、局所グル
コース濃度により酸素分圧非依存性に制御
されることを明らかにした。すなわち、
HIF-1αシグナルが、多彩な細胞環境により
精緻な制御を受け、活性型免疫細胞機能あ
るいは局所の免疫応答・炎症の制御におい
て、重要な役割を果している可能性を強く
示唆する結果である。 
 一方、申請者は、自ら発見した HIF-1 機
能抑制分子IPASを介した生体内HIF-1活性
の制御法の確立を目指している。IPAS は
HIF-1αへの直接結合により HIF-1 と標的
遺伝子との結合を阻害する分子であり、か
つてない機構で HIF-1 機能を抑制する内因
性装置として期待される。IPAS トランスジ
ェニックマウスでは、全身性に HIF-1 標的
遺伝子発現が抑制され、抗コラーゲンモノ
クローナル抗体カクテル誘導関節炎の発症
率、組織像が改善することを見いだした。
一方、IPAS の発現は、低酸素依存性の遺伝
子転写ならびに低酸素依存性選択的スプラ
イシングにより mRNA のレベルで誘導され
る。低酸素依存性選択的スプライシング機
構を標的とした IPAS 発現の人為的制御に
より、HIF-1 機能を制御しうる可能性が高
いと確信し、本研究の立案に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、免疫細胞機能制御における低酸

素応答装置の役割を明確にすると共に、

HIF-1 および関連分子が媒介するシグナル

の制御法を確立し、低酸素応答性転写因子

群を標的とする新たな抗炎症療法、免疫制

御法開発の基盤を築くことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1) 免疫細胞におけるHIF-1α発現制御機構

の解析 
① 免疫細胞におけるHIF-1α遺伝子、

蛋白発現とその制御機構の解析 
② 疾患モデル動物におけるHIF-1α

発現の解析 



2) 免疫応答・炎症制御における HIF-1 シス
テムの役割の究明 
① 低酸素が免疫細胞機能に与える影
響の解明 

② 恒常的活性型 HIF-1α, 優勢抑制型
HIF-1α, HIF-1α拮抗分子 IPAS が免
疫細胞に与える影響の解析 

③ クロマチン免疫沈降／シーケンス
法（ChIP-Seq）による HIF-1 の標的
遺伝子の同定 

④ HIF-1 標的遺伝子が免疫細胞の機能
に与える影響の解析 

3) 免疫細胞における HIF システムの人為
的調節と疾患治療の試み 

① HIF-1α発現に影響を与える薬剤
のスクリーニング 

② 抗HIF-1分子IPASの発現誘導によ
る HIF-1 機能抑制法の確立 

③ レンチウイルスシステムによる免
疫細胞での HIF-1α活性の調節 

④ HIF-1 発現制御化合物の炎症性疾
患モデル動物における効果の解析 

⑤ ウイルスシステムによる HIF-1 機
能改変の炎症疾患モデル動物にお
ける効果の解析 

⑥ HIF-1 ノックアウトマウス、IPAS
トランスジェニックマウスの応用 

 
４．研究成果 
1) 免疫細胞における HIF-1α発現制御機

構の解析 
これまで、THP-1 細胞において、低酸素分
圧下の LPS, PMA 添加により相乗的に 
HIF-1α 発現が亢進する事を確認していた。
これに対し、今回検討した HL60 細胞では、
単球への分化誘導がなければ低酸素分圧下
でも HIF-1α発現は認めず、単球に分化後
は酸素分圧によらず HIF-1α 発現が亢進
する事が判明した。HIF-2αについては、
HL60 細胞では分化誘導の有無、低酸素刺激
の有無にかかわらず、発現を認めなかった。
一方、HIF-1 機能抑制分子 HIF-3α/IPAS の
発現は、分化未誘導 HL60 細胞では恒常的に
認められるが、単球へ分化誘導した HL60
細胞では低下していた。すなわち、単球に
おいては恒常的な HIF-1α発現がみられ、
HIF-1機能抑制分子HIF-3α/IPASの発現が
低く抑えられており、単球が、HIF-1 を介
したシグナルが十分に伝達される細胞内環
境を維持していることが示唆された。実際、
分化誘導 HL60（単球）では酸素分圧に関わ
らず、VEGF, GLUT-1, HK2 などの HIF-1 標
的遺伝子の発現が亢進していた。単球がそ
の機能を酸素分圧に関わらず維持するメカ
ニズムの一つとして興味深い。 
 
２）免疫応答・炎症制御における HIF-1 シ
ステムの役割の究明 
免疫細胞における新たな HIF-1 標的遺伝子
の検索を行った。ヒスタミン H４受容体（H

４R）は骨髄、末梢白血球に高レベルで発現
する他、胸腺、小腸などにも発現する事か
ら、免疫細胞の機能制御に関わる事が注目
されている。マスト細胞や好酸球の他、好
中球、樹状細胞の動員を引き起すことが示
され、関節リウマチなどの治療薬としての
可能性も期待されている。これまで、単球、
マクロファージ系での H4R の発現について
の解析は多くなされていない。 
HL60 細胞由来の単球において、H４Rの発現
は低酸素により誘導された。かかる低酸素
による誘導は IL-6,TNF-αの共存下で相乗
的に増強した。しかしながら IL-6,TNF-α
それぞれ単独では H4R 発現に影響を与えな
かった。一方、THP−1 細胞由来のマクロフ
ァージでは H４R の発現はほとんど検出さ
れず、低酸素暴露、サイトカイン添加など
によっても誘導されなかった。つづいて、
単球における H4R シグナルの役割について
解析した。Enolase は HIF-1 の標的遺伝子
であるが、関節リウマチ患者血清中でシト
ルリン化 enolase 抗体が検出されるなど、
関節リウマチの病因論的抗原としても注目
されている。低酸素下培養の HL60 由来単球
において、ヒスタミンは enolase の mRNA
発現を増強させた。H４R選択的阻害薬の添
加によりこの enolase 誘導は是正された。
すなわち、単球において HIF-1 は H4R と共
同して標的遺伝発現を制御する可能性が示
された。H4R の発現自体が低酸素の制御下
にあることから、単球においては H4R を介
した低酸素シグナルの正のフィードバック
制御機構が存在することが示唆された。 
 
3)免疫細胞における HIF システムの人為的
調節と疾患治療の試み 
HIF-1 拮 抗 分 子 Inhibitory PAS domain 
protein(IPAS)を高発現するマウス(IPAS 
Tg マウス)は HIF-1 機能低下モデルマウ
スである。IPAS Tg マウスに Arthrogen-CIA 
mAb® 5mg の 尾 静 脈 投 与 な ら び に
lipopolysaccharide 50μg の腹腔内投与
を行い作製した抗コラーゲン抗体誘導性関
節炎 (CAIA)モデルでは、四肢関節炎発症が
50%以下に抑制され、関節炎病理像スコア重
症度評価では、対照マウスの 40%に留まる
ことがすでに確認されている。今回、同モ
デルの滑膜病変における HIF-1αならびに
HIF-1 標的遺伝子 VEGF 発現を検討した。対
照の野生型マウスでは、浸潤炎症細胞にお
いて HIF-1αが発現し、同細胞での VEGF 発
現亢進を認めた。IPAS Tg マウスでは浸潤
炎症細胞における HIF-1α発現に変化はな
く、また VEGF 発現亢進が必ずしも抑制され
ないにも関わらず、滑膜増殖は軽減してい
た。すなわち、IPAS は CAIA モデルにおい
ては、VEGF 以外の HIF-1 標的遺伝子を抑制
し、滑膜増殖を制御している可能性が示さ
れた。IPAS の高発現は多彩なメカニズムに
よって抗炎症作用を発現することが期待さ



れ、内因性の IPAS 発現制御機構の解明は炎
症性疾患の治療戦略上重要である。IPAS 発
現制御機構のひとつとして低酸素依存性選
択的スプライシング機構が示されている。
今回 PC12 細胞をモデルにして IPAS 型選択
的スプライシング機構を検討した。予備検
討において、IPAS 型選択的スプライシング
にはイントロン３に結合するスプライシン
グ因子 KSRP が重要であることを確認して
いた。PC12 細胞では、KSRP が他のスプライ
シング因子との相互作用を酸素分圧により
変化させる事が明らかになった。KSRP なら
びに結合スプライシング因子の発現調節に
よってIPAS発現および炎症に関わるHIF-1
標的遺伝子発現がいかなる影響を受けるか
についてさらに検討を重ねている。 
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