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研究成果の概要（和文）：全身性エリテマトーデス様の自己免疫疾患を発症する、HIF-1α欠損キメラマウスの病態形
成機序を検討した。B細胞特異的HIF-1α欠損マウスの解析より、自己抗体の産生はB細胞の分化段階の極めて初期にHIF
-1αにより制御されている、あるいはB細胞以外の細胞においてHIF-1αが重要な働きをしている可能性が示された。一
方、HIF-1α欠損キメラマウスで有意な増加が観察された制御性T細胞は、その生存には解糖系への依存度が低くCD2分
子を介したアポトーシス促進因子Bimの減少が関与していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to understand the pathophysiology of HIF-1α/RAG-2&#8211;deficient 
chimeric mice, which develop autoimmunity resembling human systemic erythematosus, we analyzed mice with 
conditional knock-outs in HIF-1α in B cells and revealed that autoantibody production is regulated by 
HIF-1α in the very early stages of B cell development and/or HIF-1α in cells other than B cells. 
Although HIF-1α/RAG-2&#8211;deficient chimeric mice have increased regulatory T cells, we found that 
regulatory T cells less depend on glycolysis and need CD2-mediated down-regulation of pro-apoptotic Bim 
for their survival.
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1. 研究開始当初の背景 
(1) 転写因子 hypoxia inducible factor-1α
(HIF-1α)は、細胞が低酸素ストレスに適応
するための重要な調節因子として同定され
た。生体内での酸素濃度は生体外でのそれよ
りもはるかに低く、臓器毎、あるいは状態に
よって酸素濃度が異なる事が示されている。
したがって、HIF-1αは免疫系が低酸素状況
下でその機能を発現する際にも、何らかの役
割を果たしている事が予想される。“低酸素
と免疫制御”、或いは“自己免疫応答におけ
るHIF-1αの役割”を解析している研究者は
数年前までは皆無に等しく、免疫学研究にお
いて低酸素とHIF-1αに着目する事は極めて
ユニークであった。しかしながら最近は炎症
を含めた免疫応答全般におけるHIF-1αの役
割に注目が集まってきている①。私達は免疫
系におけるHIF-1αの役割にいち早く着目し、
これまでに以下のような研究を行ってきた。 
 HIF-1α遺伝子欠損による致死性を回避し、
免疫系におけるHIF-1αの役割を検討するた
めに、HIF-1α遺伝子欠損胚由来幹細胞を免
疫不全マウス RAG-2 欠損マウス由来の胚盤
胞に移入して、HIF-1α欠損キメラマウスを
作出し、その免疫系の発生・分化、機能発現
を解析した。その結果、HIF-1α欠損キメラ
マウスでは、① B 細胞の分化異常（骨髄中
での分化異常および CD5+B220highの表現型
を有する B-1 様細胞の異常発生）、ならびに 
② 抗 dsDNA 抗体やリウマトイド因子など
の自己抗体の産生・腎臓への抗体の沈着と高
蛋白尿が観察され、ヒト全身性エリテマトー
デ様の自己免疫疾患が発症する事を初めて
明らかにした②。これまでに①については、
骨髄での後期 pro-B細胞から pre-B細胞への
分化にはHIF-1αにより制御される解糖系か
らのエネルギーが非常に重要である事を明
らかにした③。そこで、本研究では②のHIF-1
α欠損により誘導される自己免疫応答の機
序の解明を主な目的とした。 
(2) 興味深い事に、私達の HIF-1α欠損キメ
ラマウスでは自己免疫疾患を発症するにも
拘わらず、CD4+CD25+Foxp3+制御性 T細胞
（Treg細胞）が野生型マウスに比べて有意に
増加しており、HIF-1αが骨髄中での B細胞
分化のみならず、Treg細胞の分化をも制御す
る分化調節因子として機能している可能性
を見出している。予備実験にて、蛍光グルコ
ース誘導体を用いてT細胞のグルコースの取
り込みを検討した結果、Treg 細胞は他の T
細胞に比べてグルコースの取り込みが非常
に低く、Treg細胞に特異的なエネルギー代謝
系が存在する事を示唆する結果を得ている。
最近、Shiらによって HIF-1α依存性の解糖
系が炎症性 Th17 細胞と自己免疫抑制性の
Treg 細胞の分化を制御している事を示す報
告がなされた④。 
(3) このように、HIF-1αにより制御される
解糖系が B細胞の発生・分化に極めて重要な
働きを果たしている事が判明し、HIF-1αと

解糖系の免疫系、とりわけ自己免疫制御にお
ける役割を Treg 細胞との関係において明ら
かにする事は非常に興味深い。 
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２．研究の目的 
(1) これまでに、HIF-1αの機能不全が自己
抗体産生を伴う自己免疫疾患の発症を誘導
する事を明らかにした。また、骨髄内 B細胞
の正常な分化にHIF-1αが分化段階特異的に
解糖系を制御する事で重要な役割を果たし
ている事を突き止めた。つづいて、B細胞分
化に加え Treg 細胞分化における HIF-1αと
解糖系の役割を明らかにする事は、自己免疫
応答の制御機構の解明につながると考えら
れる。したがって、本研究では、① 正常な
骨髄でのB細胞分化過程におけるHIF-1αの
機能発現機序、② 自己抗体産生Ｂ細胞分化
における HIF-1αと解糖系の役割、③ Treg
細胞の機能発現におけるHIF-1αとエネルギ
ー代謝、特に解糖系の役割、の３点を明らか
にする事を目的とした。 
(2) さらに、HIF-1αの免疫系（特に自己免
疫制御機構）における役割と Treg 細胞の分
化・機能発現とエネルギー代謝の制御機構を
明らかにする事で、膠原病などのヒト自己免
疫疾患の病因病態の解明・診断および治療法
の開発など、臨床への応用のための基盤的研
究成果を提供する事が期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 正常な骨髄での B細胞分化過程における
HIF-1αの機能発現機序の検討：HIF-1αは
低酸素状況下だけでなく液性因子によって
も誘導されるので、B細胞分化に関与する液
性因子（IL-3、IL-7、IGF1、SCF等）でHIF-1α
が分化段階特異的に誘導されるか否かを in 
vitroにて検討した。HIF-1αの機能発現は、
FCMや ELISAにて蛋白レベルの発現、なら



びに HIF-1α の標的遺伝子の一つである
VEGFの発現等で検討した。 
(2) 自己反応性Ｂ細胞分化における解糖系の
役割の解析：野生型骨髄 B細胞をグルコース
不含／ピルビン酸添加条件下で培養すると
HIF-1α欠損B細胞と酷似した分化パターン
を示す。自己反応性 B細胞の分化における解
糖系の役割を検討するために、野生型骨髄 B
細胞を上記の条件下で培養し、RAG-2欠損マ
ウスに養子移入する事により自己免疫疾患
が発症するか否かを確認した。HIF-1α欠損
キメラマウスでは脾臓に多くの辺縁帯 B 
(MZB) 細胞が存在する。これらの細胞が骨髄
由来か否かを検討するため、HIF-1α欠損キ
メラマウスの骨髄を RAG-2 欠損マウスに移
植し骨髄キメラを作製し、末梢に出現する B
細胞の表現型を調べた。 
(3) Treg細胞の機能発現における HIF-1αと
エネルギー代謝、特に解糖系の役割の解析：
HIF-1α 欠損キメラマウスでは野生型マウス
と比べ末梢に多くのTreg細胞が観察される。
末梢 Treg細胞は conventional T (Tconv) 細
胞に比べ解糖系への依存度が低いので、さら
に次の点について検証した。① Treg 細胞と
Tconv細胞との糖代謝の差を、蛍光標識グル
コース誘導体の取り込み率と代謝速度にて
比較した。② Treg細胞と Tconv細胞とのエ
ネルギー供給遺伝子の発現の差異を
real-time PCRにて比較した。 
(4) 自己抗体産生における HIF-1α欠損 B細
胞の役割の検討：HIF-1α欠損による自己抗
体産生が、骨髄での B細胞分化異常によるも
のか、あるいは末梢での分化過程で獲得され
るのかを検証するため、B細胞特異的HIF-1
α欠損(Hif1aflox/Cd79Cre) マウスを作出し解
析した。 
 
４．研究成果 
(1) 骨髄での B細胞の発生分化過程では、転
写因子HIF-1αが液性因子によりその機能の
発現が制御されていると予想しマウスの実
験を行った。結果、最も未熟な pro-B細胞で
は、HIF-1αにより制御される分子（VEGF）
の発現が IL-7により誘導され、これはHIF-1
α阻害剤により抑制された。よって骨髄 B細
胞では、IL-7によりHIF-1αの機能発現が制
御されている事を明らかにした。  
(2) HIF-1α欠損キメラマウスで観察される
自己免疫現象が骨髄 B 細胞分化異常に起因
するか否かを検討した。これまでに解糖系阻
害剤 2DOG を用いた骨髄細胞培養では、
HIF-1α欠損キメラマウス骨髄でのB細胞分
化と同様な表現型を再現できる事を確認し
た。そこで、2DOGを用いて培養した骨髄細
胞を免疫不全 RAG-2 欠損マウスに移植して
キメラマウスを作製し解析した。その結果、
このキメラマウスでは自己抗体産生は観察
されず、脾臓 B細胞亜集団も正常マウスとほ
ぼ同様であった。しかし、骨髄での B細胞分
化は、pre-B 細胞分画が著しく減少している

HIF-1α欠損キメラマウスと同様であった。
これらの結果から、HIF-1α欠損 B細胞の骨
髄での分化異常が末梢 B 細胞の表現型およ
び自己抗体産生に直接関与するものではな
い事が示唆された。 
 次に、HIF-1α欠損キメラマウスでは、末
梢に follicular B (FOB) 細胞に比べ MZB 
細胞が多く出現する。これは野生型マウス同
様に脾臓でのみ観察され、HIF-1αが脾臓で
の B 細胞の分化に関与している事を明らか
にした。 
 

 
 

 
 

(3) Treg細胞の機能発現における解糖系等の
細胞代謝の役割を検討するために、マウス
Treg細胞を調整し実験を行った。その過程で
新たに樹立した末梢リンパ組織由来ストロ
ーマ細胞がCD2分子依存的にTreg細胞の生
存を支持する事を見出した。これにはアポト
ーシス促進因子 Bim の発現減少を伴うこと
を明らかにした。また、Treg細胞は解糖系へ
の依存度が Tconv 細胞と比べて低いものの、
オートファジー関連遺伝子の発現が高い事、
酸化的リン酸化経路による ATP 産生の依存
度が高い事を示唆する結果が得られた。その
一方、ミトコンドリア状態は Tconv細胞と同
様であった。しかし、脂肪酸の T細胞活性化
における役割を検討したところ、脂肪酸によ
り Treg細胞依存性に Tconv細胞の活性化を
阻害する可能性を示唆する結果が得られ、
Treg 細胞は糖ではなく脂肪酸をエネルギー
源として利用し、自己免疫を含む免疫応答の
制御に寄与する可能性が示された。この結果
はリンパ球サブセットにおけるエネルギー
代謝の違いが免疫制御の標的となる可能性
を示している。 

 

 



(4) 作出した B細胞特異的HIF-1α欠損マウ
スでは、HIF-1α欠損キメラマウスで見られ
た自己抗体産生を伴った自己免疫現象が観
察されなかった。また、B細胞特異的HIF-1
α欠損マウスでは野生型マウスと同様の
MZB 細胞と FOB 細胞の分布を示していた。
B細胞特異的HIF-1α欠損マウスではHIF-1
αは B 細胞分化の初期段階で欠損するが、
HIF-1α欠損キメラマウスでは骨髄幹細胞の
段階で既にHIF-1αを欠損しており、自己抗
体産生および末梢での B細胞分化は、B細胞
の分化段階の極めて初期にHIF-1αにより制
御されている、あるいは B細胞以外のリンパ
球においてHIF-1αが重要な働きをしている
可能性が示された。 
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