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Ⅰ．序 論  

 

1. 低酸素応答転写因子 (HIF: Hypoxia inducible factor) の誘導と制御機構 

HIFは細胞が低酸素ストレスにさらされた際に、生体防御として働く因子の産

生を促進する転写因子として知られている。そして、HIFには HIF-1! (Goldberg 

et al., 1988)、HIF-2! (Ema et al., 1997)、HIF-3! (Hara et al., 2001) の三種類の

HIF-!サブユニットが報告されており、共通の HIF-"サブユニットである ARNT 

(aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) とヘテロ二量体を形成し、標的

遺伝子の制御領域に存在するシスエレメントである HRE (Hypoxia Responsive 

Element) 配列に結合することにより HIFs 下流因子の転写活性化を行っている 

(Wang et al., 1995)。 

HIFs は ! サブユニットが mRNA レベル、タンパクレベルの二段階で発現や

活性化が制御される。HIF-! サブユニットの mRNA は、細胞膜上において受容

体型チロシンキナーゼに増殖因子が結合することによるシグナルが PI3K 

(Phosphoinositide 3 kinase) や MAPK (mitogen-activated protein kinase) とい

ったリン酸化経路を経てその転写が活性化されることが報告されている 

(Zhong et al., 2000, Dalmas et al., 2008)。一方、HIF-!サブユニットのタンパク

は通常酸素条件下 (21% O2) において PHD (proline hydroxylase) によりプロリ

ン残基が水酸化されることで pVHL (Von Hippel-Lindau Tumor Suppressor 

protein) を介したユビキチン化を経て、26Sプロテオソームによる分解を受ける

ことによって細胞内における蓄積が抑制される (Maxwell et al., 2002)。また、

VEGF/VEGFR (FLK-1, FLT-1) の下流シグナルである細胞外シグナル調節キナ

ーゼ (ERK1/2: Extracellelar Signal-regulated Kinase) のリン酸化 (p-ERK1/2) 

の亢進は HIF-1!タンパクを活性化させる (Das et al., 2005)。HIF-!は低酸素条
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件下 (1~8% O2) において、プロリン残基の水酸化による分解を免れる事で、核

内移行、ARNT とのヘテロ二量体の形成を経た後に標的遺伝子に対する転写活

性化能を示すことが可能となる (Wang et al., 1993, Maxwell et al., 2002)。 

そして、マウスの生体内の臓器における平均的な酸素分圧は成体 (8-12週齢)

において 5%程度であり、胎児期においては 2%程度である事が報告されている 

(Dunwoodie et al., 2009)。また、42日齢から 70日齢マウス脾臓における酸素分

圧は 0.5-4.5%と全体的に低く、脾臓動脈から離れるにつれて低酸素となる事が

報告されている (Charles et al., 2001)。 

 

2. HIF-1と HIF-2の特異性と相補性 

最初に発見された低酸素応答転写因子であるHIF-1!はほぼ全ての細胞種に発

現しており、その下流遺伝子は細胞増殖や細胞分化、エネルギー産生などに関

与することが知られている (Wang et al., 1993)。一方、HIF-2!は HIF-1!の類

似の転写因子として発見され、血管内皮細胞 (EC: Endothelial cell)、上皮細胞、

神経細胞、尿細管間質細胞などの一部の細胞種において発現していることが知

られている (Tian et al., 1997, Flamme et al., 1998)。そして、HIF-2下流遺伝子

の機能は血管新生や血管収縮、造血等多岐に渡るが、HIF-1下流遺伝子と共通し

ている機能として細胞増殖や細胞分化などに関与することが報告されている 

(Richerd et al., 2006)。また、近年発見された HIF-3!は、ARNTとのヘテロ二

量体形成は可能であるが、HRE 配列に結合後に下流因子へと強い転写活性をも

たらすドメイン構造を持たないために転写活性能が弱い (Gu et al., 1998)。その

ため、HIF-3!は本来の転写因子としての作用ではなく、単体の ARNTの存在量

を調整することによって HIF-1!、HIF-2!に対する競合的阻害作用を持つことが

報告されている (Makino et al., 2001)。 
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そして、Hif-1 完全欠損マウスや Hif-2 完全欠損マウスは特殊な例を除き、ほ

ぼ全てが汎血球減少や脈管形成不全による胎生致死を示す事が報告されている

(Maxwell et al., 1993, Camenisch et al., 2001)。 

HIF-1 と HIF-2 は HIFs 下流因子の転写調節領域に含まれる HRE の認識・結

合によって転写制御を行うが、HIF-1と HIF-2の認識する HREの配列は共通で

あるとされている。しかし、Glut-1 (Glucose transporter type-1) や Vegf 

(Vascular endothelial growth factor) 等は HIF-1 と HIF-2 の共通した下流因子 

(HIFs 共通下流因子) であるとされる一方、HIFs 下流因子の中でも Ang-1 

(Angiopoietin-1) や Angptl4 (Angiopoietin-Like Protein 4) 等は HIF-1に特異的な

下流因子であり、Vcam-1 (Vascular cell adhesion molecule-1) や Flk-1 (Fetal 

liver kinase-1) 等は HIF－2 に特異的な下流因子であるとされている (Sukuli et 

al., 2012)。しかし、条件によってはこれらの特異性が当てはまらない事例も報

告されており、これら特異性を生み出す要因は未だ解明されていない (Hu et al., 

2003)。 

 

3. マウス血球系細胞の分化/成熟と造血支持臓器 

マウス血球系細胞 (赤血球/白血球/血小板) は共通の造血幹細胞から発生し、

CFU-GEMMまでは共通の細胞系譜をたどる。そして、赤血球は赤芽球前駆細胞 

(BFU-E/CFU-E) を経て赤芽球として成熟し、脱核の後に赤血球となる (Peschle 

et al., 1978, Dalmas et al., 2008)。また、白血球系の細胞は白血球前駆細胞 

(CFU-GM) を経て顆粒球前駆細胞や単球前駆細胞として成熟し、白血球系の細

胞となる (Bol et al., 1980)。血小板は巨核球コロニー形成細胞 (CFU-MEG)、巨

核球を経て血小板として成熟する (Bol et al., 1980)。 

これら血球系細胞分化は個体発生の段階に応じて異なる組織・臓器において
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生じる事が知られているが、中でもマウス赤血球造血は胎児期から成体期にお

いて大きく変化する事が知られている。マウス胎児造血は胎生 7 日より胎児卵

黄嚢で始まり、胎生 12 日から胎児肝臓が胎児期において中心的な役割を担う 

(Ohneda et al., 1998)。また、胎生 15日から骨髄、胎生 16日から脾臓が造血支

持臓器としての機能を持ち、骨髄・脾臓は生後に大きく発達すると共にマウス

成体造血  (赤血球 /白血球 /血小板の分化) の中心的な臓器として機能する 

(Yanai et al., 1989, Walker et al., 2001)。 

 

4. HIF-2! 欠損マウスを用いた先行研究 

 1) HIFと赤血球造血 

白血球系細胞分画には HIF-1!と HIF-2!が共に発現し、白血球の機能や分化

に対する作用が報告されている (Imtiyaz et al., 2010)。一方、赤血球細胞分画に

発現する HIF-1!は細胞周期を制御する事が報告されているが (Scortegagna et 

al., 2003)、HIF-2!は造血幹細胞および赤血球系細胞において必須の因子ではな

い、あるいは発現していない事が報告されている (Scortegagna et al., 2003, 

Amelie et al., 2013)。しかし、HIF-2!は赤血球分化を支持する種々の細胞に発

現しており、赤血球造血に重要な役割を 2つ担っている事が報告された。 

HIF-2!によって制御される赤血球造血支持因子の1つは、出生後において腎

臓・肝臓で産生されるホルモンのエリスロポエチン (Epo: Erythropoietin) であ

る。先行研究においてHif-2!完全欠損マウスは胎生致死であったが、限定条件下

では出生後の汎血球減少、脈管形成不全を発症し、若年期 (28日齢まで) に多

臓器不全により死亡した (Scortegagna et al., 2003)。そして、Hif-2!完全欠損

マウスにおける汎血球減少はEPOの発現に起因しており、EPOの大量投与によ

り回復する事が解明された (Scortegagna et al., 2005)。よって、出生後に腎臓
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で産生されるEPOはHIF-1の制御を受けずHIF-2の制御のみを受けるHIF-2特異

的下流因子であり、血流を介して骨髄・脾臓に輸送され、赤血球系細胞分画の

生存・維持に作用する事が明らかとなった (Keighley et al., 1964, Ohneda et al., 

1990, Jelkmann et al., 2007, Luo et al., 2013)。

もう一つは、骨髄・脾臓において発現する細胞接着因子のVCAM-1である。

VCAM-1はHIF-2特異的下流因子であり、赤芽球におけるVLA-4との接着による

シグナルを介した赤血球分化を支持している (Hamamura et al., 1996)。所属研

究室は50% HiF-2!発現減弱モデルであるHif-2! knockdownマウス (kd/kd) の成

体 (84日齢) における赤血球減少症を観察した。そして、所属研究室はHIF-2!

の発現減少に伴う造血微小環境の構造的な縮小・VCAM-1の発現減弱が赤血球造

血支持能の低下をもたらし、kd/kdにおける赤血球減少症に至った事を明らかと

した (Trentin et al., 1971, Yamashita et al., 2008)。 

以上の様に、赤血球造血においてHIF-2は複数の臓器・機序によって赤血球造

血を支持する事が明らかとされている。 

 

 2) HIFと血管内皮細胞 (EC: Endothelial cell) 

生体内の低酸素ストレスに際して生じる血管新生は既存血管からの血管壁細

胞の脱落、ECの増殖、新生血管への血管壁細胞の再凝集の３つのステップから

成るが、毛細血管はEC単層の血管から成る事が報告されている (Iwasaka et al., 

1996, Tanaka et al., 1998, Kanno et al., 2000)。そして、骨髄や脾臓の造血微小

環境は線維芽細胞や脂肪細胞、骨芽細胞、マクロファージを含む毛細血管網か

ら構築される (Trentin et al., 1971)。よって、胎児期から出生後にかけて生じる

造血微小環境の発生・発達には ECの増殖と伸張が極めて重要であるが、その際

のマスターレギュレーターの 1つが HIFsである。個体・臓器の発生・発達、創
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傷部位、虚血には低酸素状況が発生する。そして、組織・臓器における低酸素

状況は細胞内における酸素分圧の低下、HIFsの転写活性化・安定化を亢進する。

細胞中の HIFsは様々な HIFs下流因子を亢進する事が知られており、HIFs下流

因子は血管新生や細胞増殖、細胞内代謝などに寄与する事で ECの増殖に作用す

る (Skuli et al., 2012)。また、HIFによる血管新生作用は臨床的な研究も進めら

れおり、特にがん（悪性腫瘍）における HIFの関与が報告されている (Shinojima 

et al., 2007, Biswas et al., 2010)。 

 

5. 本研究の目的  

HIFsは低酸素状況において転写因子として働き、赤血球造血や血管新生に大

きな役割を担う事が様々な Hifs 減弱・欠損モデルを用いて報告されている。し

かし、Hif-2!完全欠損マウスはそのほぼ全てが胎生致死であり、129S6/SvEvTac

と C57BL/6Jの異なる二つの系統由来の完全欠損マウスを掛け合わせた F1交雑

マウスのみ 28 日齢までの生存が可能であった (Scortegagna et al., 2003)。

Hif-2!完全欠損マウスは汎血球減少による多臓器不全を併発するために 28日齢

という若年のマウスを用いて解析がされており、マウス成体赤血球造血におけ

る HIF-2!の機能を解析する上で適切なモデルであるとは言い難い。また、当研

究室の用いたHIF-2!の発現を 50%まで減弱させたモデルである kd/kdは赤血球

減少を示した一方、汎血球減少は確認されなかった。よって、「腎臓・肝臓由来

EPOと骨髄・脾臓の VCAM-1による赤血球造血への作用の関連性」や「骨髄・

脾臓の赤血球造血環境の発生・発達・機能に対する HIF-2の作用機序」、「HIF-2

の白血球系細胞、血小板への関与」は未だ十分に解明されたとは言い難い。 

本研究では HIF-2! の発現を 25%まで減弱させたモデルである新規 Hif-2! 遺

伝子組み換えマウスである Hif-2! knockdown/knockout hetero mice (kd/null)を
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作製し、野生型 (WT: wild type)、kd/kdとの比較解析を行った。そして、出生後

から成体に至るまでの「HIFsと造血微小環境」や「HIFsと血球系細胞」、「造血

微小環境と血球系細胞」の関連や作用機序の更なる解析を行う事を目的とした。 
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Ⅱ . 実験方法                                          

 

1. マウス樹立及び維持 

マウスは筑波大学動物資源センターB棟においてSPFの環境下 (RT: 22±1℃、

湿度: 55±10%、明暗サイクル: 明 14/暗 10 hours、繁殖用固形配合飼料、自動給

水) にて飼育を行った。動物実験は筑波大学の動物実験に関するガイドラインに

従い、委員会の審査を経て実施した。 

本研究で使用した WT と二種類の Hif-2! 遺伝子組み換えマウス (kd/kd、

kd/null) は全て C57BL/6Lの遺伝的背景を持つ。50%Hif-2!発現減弱モデルであ

る kd/kdは先行研究と同一の系統を使用した (Morita et al., 2003, Yamashita et 

al., 2008)。また、本研究で新規に用いた 75%Hif-2!発現減弱モデルである kd/null

は新たに作製した。 

 

 1) Hif-2! knockdown/knockout heterozygote mouse (kd/null) 作製 

新規 75%Hif-2!発現減弱モデルである kd/nullは Hif-2! knockdown allele (kd 

allele)とHif-2! exon2 knockout allele (null allele) をヘテロに持つマウスである。

先行研究において作製された kd alleleは Hif-2! exon1に対して Neomycin耐性

因子が挿入されている (Morita et al., 2003)。よって、kd allele から産生される

HIF-2!タンパクは構造異常を伴い発現減弱されている。また、null alleleにおい

て欠損している Hif-2! exon2は HIF-2!と ARNTのヘテロ二量体形成や HIFs下

流因子のエンハンサー領域にあるHRE配列への結合に重要な配列である事が報

告されている (Higgins et al., 2004)。そして、null alleleは Hif-2! exon2に対し

て loxP配列と共に挿入された Neomycin (Neo) 耐性因子によるセレクション、

embryonic stem (ES) 細胞 (clone 144) への導入後の Cre-loxP部位特異的組み
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替えによって exon2を除去する事で Hif-2! knockout/wilid type heterozygoteと

して樹立した。Hif-2! knockout/wild type hetero zygotic mouse (null/+) は組み替

え ES 細胞の胚盤胞への導入によりキメラマウスとして出生し、生殖系細胞に

null/+を持つ個体とWTとの交配を経て得られた個体を遺伝子型検定する事によ

って、N8世代以降において null/+は Hif-2! knockout alleleを維持している事が

確認された。また、kd/nullは null/+と kd/kdの交配により作成した。kd/nullは後

述の血管内皮細胞 (EC) の樹立に向け、温度感受性 SV40 large T-antigen 

(SV40T) Tgマウスとの交配の上で維持した (Kameoka et al., 1995)。 

 

 2) 遺伝子型検定 

ゲノム DNAは ES (Embryonic stem) 細胞、あるいはマウス組織片から lysis 

buffer [50mM Tris-HCl pH 8.1, 10mM EDTA, 1% sodiumdodecyl sulfate (SDS), 

1mM Protease inhibitor cocktail] を用いて抽出した。DNAサンプルは Hind Ⅲを

用いた制限酵素処理の後、アガロースゲル (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を

用いた電気泳動、ナイロン膜 (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ) への転

写により分離した。ナイロン膜に吸着された変異 exon2 DNAの検出は alkaline 

phosphatase using a cross-linking kit (AlkPhos Direct; Amersham Pharmacia 

Biotech, Piscataway, NJ) による標識を行った Southern probeとの複合体形成、

蛍光発光試薬 (CDP star; Amersham Pharmacia Biotech) による X線フィルム 

(KODAK, Tokyo, Japan) による可視化により行った。 

また、抽出した DNAは primer (Table 1) と共に Ex Taq (TaKaRa, Siga, Japan) 

による増幅により遺伝子型を検定した。PCR 反応は 3step 法 [熱変性 (94℃, 

30sec)、アニーリング (65℃, 30sec)、伸張反応 (74℃, 60sec)、35cycle] で行

い、増幅産物は 10×PCR loading dye (0.3% Orange G, 0.03% Blomophenol blue, 
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0.03% Xylene Cyanol FF, 10mM Tris-HCl pH 7.5)、50mM EDTA、50% glycerol) 

と混合後、アガロースゲルによる電気泳動、ゲル撮影装置 (FAS-Ⅲ+DS-100; 

TOYOBO, Osaka, Japan) を用いて紫外線 (302nm) を照射することでゲル中

の EtBr (final; 0.5µg/mL) の励起光を画像データとして回収した。 

 

Table 1. Primers used for PCR 
Kd 
 
Neo 
 
Cko 
 

5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 

AAGGGACCTGGAGTTCCGTT 
TCGGCAGTGTCCTGAGACTG 
AAGTATCCATCATGGCTGATGATG 
TAGCCAACGCTATGTCCTGATA 
TCTAACCTGTCGTCTCTCAGATCAG 
TCACCTGAGCCTTGCAGCCCAGGCTTAGCCTCC 

 

2. in vivo解析 

 1) 末梢血を用いた解析 

  1-1) 末梢血の回収 

末梢血の回収はマウスにアバチン (63mM トリブロモエタノール/イソアミル

アルコール/DDW, 体重 1g に対して 16mL~20mL 使用) の腹腔内投与による麻

酔を施し、眼下静脈叢よりヘパリンコート済み採血菅 (Drummond Scientific 

Company, Broomall, PA) を用いて行い、EDTA-2Na (final; 1.5mg/mL) を混合す

ることで抗凝固措置とした。 

 

  1-2) 末梢血を用いた血球分画の解析 

採血後は氷上で保管し、血球計数器 (セルタック; NIHON KOHDEN, Tokyo, 

Japan) により全血測定 (赤血球; RBC、白血球; WBC、血小板; PLT、ヘモグロ

ビン; HGB、ヘマトクリット; HCTの測定) を行った。 
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  1-3) 末梢血中エリスロポエチン (EPO: Erythropoietin) 濃度の解析 

末梢血由来血漿を用いた ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) を

行い、末梢血中 EPO濃度の測定を行った。末梢血由来血漿は遠心 (15,000rpm, 

5min, 4℃) により回収し、-80℃で保存した。測定は EPO ELISA kit (Roche, 

Basel, Switzerland) を用いて行い、Micro plate Reader (Bio-Rad, Hercules, CA) 

によって測定した。 

 

 2) 骨髄・脾臓浮遊細胞分画を用いた赤血球前駆細胞分画の解析 

使用したすべてのマウスの組織・臓器は頸椎脱臼等の方法を用いた安楽死の

後に回収し、脾臓・骨髄を 2% FBS (fetal bobine serum) (NICHIREI Biosciences,

Tokyo, Japan) /PBS (phosphate buffered saline) 中に採取した。脾臓はクリーン

ベンチ内において裁断することで浮遊細胞分画を採取し、骨髄は両端を切断後、

22G針付きシリンジ (TERUMO, Tokyo, Japan) で 2% FBS/PBSに押し出し、

100µmセルストレーナー (Becton, Dickinson and Company, Franklin, NJ) を通

す事で浮遊細胞分画を採取した。 

 

  2-1) フローサイトメトリー 

細胞に対してFc!ブロック(CD16/CD32) (1/200希釈) (BioLegend, San Diego, 

CA) を行うことで抗体の非特異的な結合を防いだ上で、IgG 抗体あるいは蛍光

標識抗体  (FITC-conjugated rat anti-CD71、PE-conjugated rat anti-Ter119) 

(1/200 希釈) (BioLegend) を用いて細胞の染色を行った。 (CD71+/Ter119+; 未

成熟赤芽球細胞) (CD71-/Ter119+; 成熟赤芽球細胞)  

細胞の解析は Gallious Flow Cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA) によっ

て行った。操作は同社の推奨手順書に従った。 
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  2-2) コロニーアッセイ 

骨髄から回収した細胞を Hypotonic solution (155mM NH4Cl, 10mM KOH,

1mM EDTA) にて処理し，浸透圧法により赤血球を除去したものをサンプルと

して用いた。 

CFU-E (colony-forming-unit erythroid) は 2×104 個/35mm non coat dish 

(Sumitomo Bakelite, Tokyo, Japan) をCFU-E用のMethoCult培地 [MESOCULT 

#3234 (Stem Cell Technology, Vancouver, Canada), 20%FBS, 1U/mL EPO] に

播種して 2日間、BFU-E (burst-forming-unit erythroid) は 1×105 個/35mm non 

coat dish を BFU-E 用の MethoCult 培地 [MESOCULT #3234, 20% FBS, 2 

U/mL EPO, 100ng/mL stem cell factor (SCF; PeproTech, Rocky Hill, NJ)] に播

種して 7日間培養した。 

培養後、Benzidine 染色液 [DW: Benzidine stock solution (11.5mL 酢酸, 

1.27mL DDW, 0.395g Benzidine) : 30% H2O2を 5：1：1で混合] を 100 mL/dish

添加することでヘモグロビン産生細胞を染色した。染色後、CFU-E の場合は 8

個以上の陽性細胞群をコロニーと見なし、BFU-Eの場合は 30個以上の陽性細胞

群をコロニーと見なした上で顕微鏡下、目視によるコロニー数の計測を行った。 

CFU-GM (colony-forming-unit granulocyte-monocyte) は 5×105 個 /35mm 

non coat dishを CFU-GM用の MethoCult培地 [MESOCULT #3231 (Stem Cell 

Technology), 20% IMDM, 10µg/mL IL-3] に播種して 5日間培養し、50個以上

の陽性細胞群をコロニーと見なした上で顕微鏡下、目視によるコロニー数の計

測を行った。 
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 3) 脾臓の組織学的解析 

使用したすべてのマウスの組織・臓器は頸椎脱臼等の方法を用いた安楽死の

後に回収し、摘出組織は切れ込みを入れる処置を行った上で PBSによる血液の

洗浄後、4%パラホルムアルデヒドによる固定 (4℃, 8hours) を行った。 

 

  3-1) 抗 CD31抗体染色 

固定後のサンプルを MeOHで置換後、Wax (polyester wax; VWR internatonal, 

Gul Dr, Singapore) による包埋を行った。回転式ミクロトーム (RM 2265; Leica, 

Solms, Germany) により 5µm厚に作成した切片から包埋剤を除去した後、組織

切片を親水処理後 3%過酸化水素水 (Wako, Osaka, Japan) / PBSで氷上にて 1

時間ほど処理し、内在性ペルオキシダーゼ活性を失活させた。切片を PBSで洗

浄後、アビジン溶液 (biotin blocking kit; DAKO, Glostrup, Denmark) に切片を浸

透させ、室温下で 10分間ブロッキングした。PBSで洗浄後、切片をビオチン溶

液 (DAKO) に浸透させ、室温下で 10分間ブロッキングした。 再度 PBS洗浄

をした後、PBS に室温下で 5 分間浸透させた。その後 5%正常ヤギ血清 

(Invitrogen, Carlsbad, CA)/1%ウシ血清アルブミン (BSA) (SIGMA, Kanagawa, 

Japan)/PBS溶液を PBS-MT [スキムミルク (Becton, Dickinson and Company) : 

Triton X-100 (Wako) : PBSを 2：0.1：100で混合] にて 5倍希釈したブロッキ

ングバッファー溶液を作製し、室温下で 1 時間ブロッキングした。 一次抗体 

[rat抗 mouse CD31抗体 (1：500) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)] 

を使用し、コントロールとして rat IgG (BioLegend) をおいて 4℃で一晩反応さ

せた。組織切片を PBS-MTにて 3回洗浄し、PBS-T (PBS：Triton X-100を 100：

0.1 で混合) で 2 回洗浄した後、Biotin 標識 goat 抗 rat IgG (1：1000) (Vector 

laboratories, Burlingame, CA) にて、室温下で 1 時間反応させた。組織切片を
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PBS-T にて洗浄した後、 VECTASTAIN Elite ABC standard Kit (Vector 

laboratories)を用いて HRP (horse radish peroxidase) 標識をし、DAB 基質 

[chromophore 3，3-diaminobenzidine tetrahydrochroride (Wako) / PBS / 30%過酸化

水素溶液を 1：10：0.01で混合] を用いて DAB発色を行った。画像は正立顕微

鏡 (OLYMPUS, Tokyo, Japan) 下で撮影を行い、陽性細胞群 (血管内皮細胞)・

陰性細胞群 (W: 他細胞) を判定した。 

 

  3-2) ヘマトキシリン&エオジン (HE) 染色 

固定後のサンプルを MeOHで置換後、Waxによる包埋を行った。回転式ミク

ロトーム (RM 2265; Leica) により 5µm厚に作成した切片から包埋剤を除去し

た後、Hematoxylin (Vector laboratories) と Eosin Alcohol solution acid extract 

(Wako) による染色を行った。Xylen (Wako) 透徹した後、Marinol (武藤化学, 

Tokyo, Japan) にて封入し、正立顕微鏡 (OLYMPUS) 下で撮影を行った。画像

は画像解析ソフト (Image J) により赤脾髄 (R)・白脾髄 (W) の面積を計測し、

面積比を算出した。 

 

  3-3) 抗 Selectin抗体染色 

マウス尾静脈から 0.1mg/mL TRITC conjugated BS-I Lectin (SIGMA) 200mL

を注入後、脾臓を摘出した。固定後のサンプルはシュークロース溶液に置換後、

OCT.compound (Tissue-Tek 4583; Sakura FineTek Japan, Tokyo, Japan) に包

埋した。5µm 厚の組織切片を回転式ミクロトーム (CM1850UV; Leica) により

作成、glycerol にて封入後、蛍光顕微鏡 (OLYMPUS) 下で検鏡を行った。画像

の単位面積に対する陽性領域 (毛細血管領域) の割合は画像解析ソフト (Image 

J) による明度の計測により算出した。 
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3. in vitro解析 

 1)脾臓血管内皮細胞 (spEC) 株の樹立 

  1-1) 不死化因子 (SV40T) 導入マウスを用いた EC株の単離・純化 

頸椎脱臼後の成体マウスから回収した脾臓を 0.1% P/S (100U/mL penicillin, 

0.1mg/mL streptomycin) (Invitrogen) を添加した 2% FBS/PBSで洗浄し、滅菌

シャーレの上で滅菌したはさみを用いて 1mm角以下に細断した。細断組織片を

0.1% collagenase溶液 (Nitta Gelatin, Osaka, Japan) /20%FBS/PBS溶液に入れ、

37℃の恒温槽で約 1時間酵素処理を行った。得られた細胞懸濁液は 18Gおよび

22G の注射針 (TERUMO) と 5mL シリンジ (TERUMO) を用いた’ずり応力’に

より個々の細胞に分離し、100µmセルストレーナーで濾過後に遠心 (1000rpm, 

5min, RT) した。上清を除去後、得られたペレットを 100ng/mL ECGS 

(Endothelial Cell Growth Supplement; Becton, Dickinson and Company)を添加

した HAVA 培地 [DMEM-high glucose/10%FBS/0.1mM non-essential amino 

acid (Invitrogen) /2mM L-グルタミン (Invitrogen) /0.1mM 2-メルカプトエタノー

ル  (Invitrogen)] で懸濁し、35mm collagen type I–coated dishes (Becton, 

Dickinson and Company) に播種、初代培養を行った (33℃, 5% CO2, 20% O2)。 

初代培養細胞は Fc!ブロック(CD16/CD32) (1/200希釈) (BioLegend) を行う

ことで非特異的な結合を防いだ上で、蛍光標識抗体  (1/200 希釈 ) 

(PE-conjugated anti-CD31, FITC-conjugated anti-CD45 antibodies; BioLegend) 

を用いて細胞の染色を行った。EC分画 (CD31+/CD45-) を flow cytometry (Moflo 

XDP; Beckman Coulter) により回収、HAVA培地で懸濁後、細胞培養用 25cm2

フラスコ (Sumitomo Bakelite) で培養した (33℃, 5% CO2, 20% O2)。培養され

た細胞は限界希釈法  [継代時に限界希釈するとともに 9cm 細胞培養皿 
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(Sumitomo Bakelite) に播種] により細胞株化した。クローニングされた細胞株

は PCRによる ECマーカー (uPAR, CD31, CD34等) の陽性発現と他細胞マー

カー (CD45等) の陰性発現 (Table 2)、管腔形成能の評価により EC株である事

を確認した。細胞株は独立した実験系により樹立された。 

EC 株の性質である管腔形成能は Tube formation assay により確認された。

Tube formation assay には matrigel (MatrigelTM Matrix Basement Membrane; 

Becton, Dickinson and Company) でコートした well (4well の 1 穴に対して

matrigel 300µL を加え、37℃で 30min 静置後に除去) を用いた。樹立した細胞

株は 5×104cells in HAVA培地 200µL/wellになるように懸濁・播種した。細胞は

33℃で 9h静置後に検鏡・撮影し、管腔の形成を確認した。 

 

Table 2. Primers used for PCR 
uPAR 
 
CD31 
 
CD34 
 
CD45 
 

5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 

GGCTTAGATGTGCTGGGAAA 
CAATGAGGCTGAGTTGAGCA 
TCTCGCTGTTGGAGTTCAGAAGTGGAG 
CACAGATAAGCCCACCAGAGACATGGA 
CTGGAACCTTGATGGCTGTT 
CCTGGACAGTATAGAAATAAAGTAGCA 
CCTGCTCCTCAAACTTCGAC 
GACACCTCTGTCGCCTTAGC 

 

  1-2) Lenti-virusを用いた siHIF-2! の導入を伴う EC株の単離・純化 

kd/kd由来EC株 (#3) に対して Lenti-virusによるGFP induced control-si RNA 

vector (MISSION TurboGFP™ Control Transduction Particles; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MI) あるいはHIF-2!-si RNA (MISSION Lentiviral Transduction Particles; 

Sigma-Aldrich) の導入を行った。導入は同社の推奨手順書に従い行った。樹立
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されたHIF-2!発現減弱コントロール細胞 (kd/kd-control)、HIF-2!発現減弱細胞 

(kd/kd-si HIF-2!) は先述の限界希釈法に従い細胞株化された。 

 

 2) Cell proliferation assayによる細胞増殖能の検定 

EC株を 2×104 cells in HAVA培地 1.5mL/35mm dishで播種し、通常条件下 

(20% O2) あるいは低酸素条件下 (5% O2)で 33°C、9日間培養した。培地は day5

で全量交換した。細胞は 3日ごとに回収し、0.1volトリパンブルー (invitrogen) 

による染色後、血球計算盤 (Fujiston, Osaka, Japan) によりカウントした。 

 

4. 分子生物学的解析 

使用したすべてのマウスの組織・臓器は頸椎脱臼等の方法を用いた安楽死の

後に回収し、液体窒素を用いた凍結後に-80℃で保存した。使用時は氷上で解凍

を行った。骨髄に関しては凍結前に 22Gの針付きシリンジにて大腿骨中の骨髄

を 1 mLの PBSに懸濁後に遠心し、細胞のみを回収した上で保存した。 

また、通常酸素 (20% O2) あるいは低酸素条件 (1% O2, 6h)、33°Cで培養し

た細胞を回収する際にはセルスクレーパー (Sumitomo Bakelite) を用いて物理

的に剥離させ、PBSによる洗浄、遠心 (3000rpm, 1min, 4℃) の上、ペレットと

して回収した。 

 

 1) quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 解析 

TotalRNAは組織重量 100mgあるいは 1x107個の培養細胞に対して 1.0mLの

Sepasol-RNA I Super G (Nacalai Tesque)を用いて同社のプロトコールに従い回

収した。回収したRNAは分光光度計 (ND-1000; LMS Co.,Ltd., Tokyo, Japan) に

よる吸光度測定により濃度、純度を計測した。 
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回収した total RNA 1.0mgは逆転写により、cDNAサンプルへと合成した。 合

成は Reva Tra Ace kit (TOYOBO) のランダムプライマーを用いて行い、手順は

同社のプロトコールに従った。THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (TOYOBO)、

0.3mMプライマーセット (Table 3)、ROX reference dye (TOYOBO) を混合し、

Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) を用いて PCR反応を行った。

Real-time PCR解析については ddCt法を用いた。得られたデータより、ハウス

キーピング遺伝子 ("-actin) に対する標的遺伝子の相対 RNA 量を求め、各サン

プルの相対発現量を標準遺伝子の相対発現量で補正した。  

 

Table 3. Primers used for PCR 
HIF-1! 
 
HIF-2! 
 
Epo 
 
Ang-1 
 
Ang-2 
 
Vegf 
 
Tgf-" 
 
"-actin 
 

5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 

AATTACTCAGAGCTTTGGATCAAGTTA 
CTATCTGAGTTTGTGCAGTATTGTAGC 
TGAGTTGGCTCATGAGTTGC 
CAGCAATGAAACCCTCCAAG 
CTTTTACTCTCCTTGCTACTGATTCCT 
CAAGCATAGAAGTTGACTTTGGTATCT 
CAAACGCTTTCTTTAACGG 
CCTATGAGTCAGAATGGC 
AGCAGCACAAACTCGGAAAC 
TGTGCAAGTGGTGACCTGGA 
CTTTACTGCTGTACCTTCACCATGC 
AACAAGGCTCACAAGTGATTTTCTGG 
AGTGTGGAGCAACATGTGGAACTC 
AAAAGACAGCCACTCAGGCGTATC 
GTCGTACCACAGGCATTGTGATGGACT 
CACCAGACAGCACTGTGTTGGCATAGA 
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 2) Western blot解析 

組織重量に対して 3.0vol、あるいは 3x107 個の培養細胞に対して 100µL の

Buffer A [10mM HEPES pH 7.9 (Wako), 10mM KCl, 1.5mM MgCl2, 0.1mM EDTA, 

1mM DTT (dithiothreitol) (Wako), 100mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) 

(Wako)] を加え、組織を破砕した。15 min氷上で静置後に 10% IGEPAL (SIGMA) 

を Buffer Aに対して 0.1vol加え、遠心 (15,000rpm, 10min, 4℃) によって上清 

(細胞質) と沈殿 (核) を分けた (上清を細胞質分画として使用)。 

沈殿に Buffer Aに対して 0.3vol (組織の場合) あるいは 0.5vol (培養細胞の場

合) の Buffer C (20mM HEPES, 20% glycerol, 500mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 

1mM EDTA, 1mM DTT, 100mM PMSF) を加え、撹拌後に氷上に 15 min静置。

遠心により、上清を核抽出物として回収した。タンパク質の濃度測定は Protein 

assay (Bio-Rad) によるBradford法にて行った。サンプルは2×SDS buffer (50% 

Buffer C, 14mM SDS, 10% 2-mercaptoethanol (SIGMA), 20% glycerol, 0.02% 

bromophenyl blue)と混合し、95 ℃で 10 min変性させた。 

SDS-PAGEは 7.5% Running gel、3% Stacking gelを作成し、各レーンにア

プライ、EP buffer (100mM Tris, 7mM SDS, 760mM glycine) を用いた電気泳動

によって行った。 

ゲルからメンブレンへのタンパクの転写は、セミドライ式によって行い、親

水処理をした PVDF (polyvinylidene difluoride) メンブレン  (MILLIPORE, 

Billerica, MA) を用いてタンパクを転写した。転写は Blotting Buffer B1~B3 

(Blotting Buffer B1; 0.3M Tris pH 7.5, 10% MeOH、Blotting Buffer B2; 25 mM Tris 

pH 10.4, 10% MeOH、 Blotting Buffer B3; 25mM Tris pH 9.4, 10% MeOH, 40mM 

β-アミノヘキサン酸) と共に 2 mA/cm2、30 minの条件で行った。 

抗体反応、発色はメンブレンを 5% skim milk/TBS-T (0.1% Tween) でブロッ
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キング (RT, 1hour) し、一次抗体溶液 [rabbit polyclonal anti-HIF-1! (1：2,000) 

(Novus Biologicals, Littleton, CO), rabbit polyclonal anti-HIF-2! (1：2,000) 

(Novus Biologicals), goat polyclonal anti-ACTIN (1：4,000) (Santa Cruz 

Biotechnology), rabbit polyclonal anti-FLK-1 (1：2,000) (Novus Biologicals), 

rabbit polyclonal anti-FLT-1 (1：2,000) (Santa Cruz Biotechnology), rabbit 

polyclonal anti-VCAM-1 (1：2,000) (Santa Cruz Biotechnology), rabbit polyclonal 

anti-p-ERK1/2 (1：2,000) (Cell signaling TECHNOLOGY, Danvers, MA), rabbit 

polyclonal anti-ERK1/2 (1：2,000) (Cell signaling TECHNOLOGY), goat 

polyclonal anti-LAMIN B (1：4,000) (Santa Cruz Biotechnology)] を室温下で、1

時間反応させることで一次抗体を結合させた。TBS-Tで室温、1 時間の洗浄後、

室温、1 時間 (あるいは 4 ℃、over night) で二次抗体 [HRP-conjugated goat 

anti-rabbit antibodies (1：10,000) (Vector Laboratories), HRP-conjugated rabbit 

anti-goat antibodies (1：10,000) (Vector Laboratories)] を反応させた。TBS-T

で室温、1 時間洗浄後、Immobilon [HRP (horse radish peroxidase) 基質 

(MILIIPORE)] による発色を行い、ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare, Foster 

City, CA)を用いて画像を撮影した。得られた画像は画像解析ソフト (Image J)

による明度の計測によって定量した。 

 

 3) ChIP assayによる遺伝子発現制御機構の検定 

10cm培養皿 (Sumitomo Bakelite) に対して 3%のホルムアルデヒド/Medium 

(FBS-) 10mLを注ぎ、10min、室温、シェーカーで撹拌する事で細胞を固定した。

PBSで洗浄後、固定停止液 (1mM PMSF, 125mM Glycine/PBS) 5mLを注ぎ、

10min、室温、シェーカーで撹拌する事で固定反応を停止した。再度 PBS で洗

浄後、Buffer A (1.0mM PMSF/PBS) 1mL と共に細胞をセルスクレーパー 
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(Sumitomo Bakelite) によって回収し、遠心 (3000rpm, 1min, 4℃) の上、上清

を廃棄する事でペレットとして回収した。 

ペレットに対して resuspend Buffer (5 mM Pipes pH 8.0, 85mM KCl, 0.5% 

NP-40) を添加して 10min静置後に、遠心 (4000rpm, 5min, 4℃) する事で核を

抽出した。核は lysis buffer [50mM Tris-HCl pH 8.1, 10mM EDTA, 1% 

sodiumdodecyl sulfate (SDS), 1mM PIC] で懸濁し、27G張り付きシリンジで複

数回懸濁する事でゲノム DNAを剪断すると共に抽出した。抽出したゲノム DNA

溶液に 3.0volの dilution buffer (0.01% SDS, 1.1% TritonX-100, 1.2mM EDTA, 

16.7mM Tris-HCl pH8.1, 167mM NaCl) と 1mM PMSF、40µL Preblocked 50% 

protein A/G sepharose (Calbiochem, La Jolla, CA) を添加し、4℃、45minロー

テーターで撹拌した。3000rpm, 5min, 4℃遠心し、上清を回収後に 1µg/mL相当

の negative control IgG (mouse IgG or rabbit IgG)、1µg/mL 相当の targeted 

antibody [1mg/mL anti-HIF-1! antibody (Novus Biologicals), anti-HIF-2! 

antibody (Novus Biologicals)] を加え、4℃、over nightローテーターで撹拌した。

60µL Preblocked 50% protein A/G sepharoseを添加し、4℃、1hローテーター

で撹拌した。遠心 (3000rpm, 5min, 4℃) して、上清を廃棄し、Wash buffer A 

(0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCl pH8.1, 150mM NaCl)、

Wash buffer B (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCl pH8.1, 

500mM NaCl)、Wash Buffer C (0.25M LiCl, 1% NP40, 1% sodium deoxycholate, 

1mM EDTA, 10mM Tris-HCl pH8.1) 各 1mLで室温下、15min ローテーターで撹

拌した [遠心 (3000rpm, 5min, 4℃)、上清の廃棄、washの繰り返し]。TE buffer 

(pH.8.0) で転倒混和した [遠心 (3000rpm, 5min, 4℃)、上清の廃棄、washの 3

回を繰り返し]。遠心 (3000rpm, 5min. 4℃) 後に、上清を廃棄した。ペレットを

250µL Elution Buffer (1% SDS、0.1M NaHCO3) (加温) に溶解し、ボルテックス
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後、15min、室温下でローテーター撹拌した。遠心 (3000rpm, 5min, 4℃) し、

上清を回収した (1stは 200µL回収し、再度 250µL Elution Buffer を加え、2ndは

250µL回収)。各サンプルに 20µLの 5M NaClを加え、65℃、over nightで静置

した (クロスリンクの破壊)。各サンプルに 10µL 0.5M EDTA、20µL 1M Tris-HCl 

(pH 6.5)、2µL 10mg/mL Pro Kを加え、45℃、1h静置した。フェノクロ抽出後、

30µL TE (pH 8.0) に溶解することで、ゲノム DNA溶液を回収した。ゲノム DNA

を鋳型として PCR を実施した (標的下流因子の HRE 部位を挟むように作製し

た primer: Table 4を使用)。 

 

Table 4. Primers used for PCR 
Flk-1 HRE 
 
Flt-1 HRE 
 
Vcam-1 HRE 
 

5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 
5’ primer 
3’ primer 

TTGCTCTCAGATGCGACTTG 
CCGGCTACACACTAGCGAAT 
GCCAAGATGACTGACTCGAA 
TTACAGGGACAAGACTGGGC 
GCCCTTTCGGAGCTGAAGGTCAGG 
CTCTGCTTCAAAGCCTTCTTTGTGCC 

 

5. 統計学的解析 

各データは独立した実験を 3回以上行い、means ± standard deviation (SD)

を算出する事で表示した。有意差検定は各群に対して Ryan 法による分散分析 

(ANOVA) を行った。有意差が認められたデータについて、図中に p<0.05 ある

いは p<0.01で表記した。 

 

 

 

 



 28 

Ⅲ . 結果                                              

 

1. kd/null作製 

先行研究の結果より、50%HIF-2!発現減弱モデル (kd/kd) ではWTと比較し

てマウス成体において有意な赤血球減少症が確認された。一方、Hif-2! 完全欠

損モデルでは WT と比較して若年マウス (28 日齢) において有意な汎血球減少

症が確認された。よって、我々は新規に 75%HIF-2!発現減弱モデル (kd/null) を

作成し、造血に対する HIFsの関与を更に詳細に解析した。 

 

 1) 遺伝子型検定 

null alleleにおける Hif-2! exon 2は Cre-loxP部位特異的組み替えにより除去

されたことがゲノムPCR、Southern blotの結果より明らかとなった (図1. A-C)。

また、null/+は N8 以降の世代において null/+の Hif-2! allele を維持しており、

kd/kd との交配によって kd/null のマウスが樹立された。また、kd/null は kd/kd

との交配によって維持され (図 1. D)、kd/nullの出生はメンデル則に従う事が確

認された。 

 

 2) 非造血臓器における HIFs発現解析 

kd/nullは 75%HIF-2!発現減弱モデルとして作成された。よって、各遺伝子型

の 13.5 日胚頭部組織由来核抽出タンパクを用いて Western blot を行う事で、

kd/null における HIF-2! の発現低下と HIF-1! 及び HIFs 下流因子への影響を確

認した。脳は多くの神経細胞を含むため、HIF-1! および HIF-2!、HIFs 下流因

子を恒常的に高く発現する事が知られている。結果、頭部において HIF-1!は各

遺伝子型間において有意な差は見られなかった (図 2)。一方、HIF-2!は kd/null
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の頭部においてWTと比較して有意に低下する事が明らかとなった。また、HIF-2

下流因子である VCAM-1も HIF-2発現量に従い、kd/nullにおいてWTと比較し

て有意に低下する事が明らかとなった (図 2)。よって、kd/null は恒常的かつ全

身性な HIF-2!発現減弱モデルであると考えられる。 

 

2. マウス成体個体 (84日齢) を用いた in vivo解析 

先行研究の結果より、HIF-2! の発現量は血球系の分化へと影響を与える事が

報告されている。よって、kd/nullにおける HIF-2!発現減弱に従ってWT、kd/kd

と比較して kd/nullにおいて赤血球数の一層の減少、白血球数・血小板数の減少

が予想された。そこで、各遺伝子型間における末梢血中の血球分画、及びマウ

ス成体における造血の場として働く骨髄・脾臓中の浮遊細胞分画における血球

系前駆細胞分画の解析を行う事で、HIF-2! の発現減弱が血球系に与える影響を

解析した。 

 

 1) 血球分画の解析 

  1-1) 末梢血の解析 

各遺伝子型における末梢血中の血球分画を血球計数器により解析した結果、

単位量当たりの赤血球数 (RBC) は WT と比較して kd/null において有意に低下

している事が明らかとなった (図 3)。しかし、RBCは kd/kdと比較して kd/null

において有意に増加している事が明らかとなった (図 3)。 

一方、単位量当たりの白血球数 (WBC) はWT、kd/kdと比較して kd/nullにお

いて有意に低下している事が明らかとなった (図 3)。また、単位量当たりの血

小板数 (PLT) は各遺伝子型間において有意差は見られなかった (図 3)。 
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  1-2) 骨髄・脾臓浮遊細胞分画を用いた赤血球前駆細胞分画の解析 

赤血球系の細胞系譜は造血幹細胞から始まり、CFU-GEMM、BFU-E、CFU-E、

赤芽球を経て赤血球 (RBC) に至る。そして、kd/kdを用いた先行研究では、kd/kd

における赤血球減少症の要因は骨髄・脾臓における赤芽球前駆細胞の分化障害

であった。 

一方、白血球系の細胞系譜は造血幹細胞から始まり、CFU-GEMM、CFU-GM

を介してマクロファージなどの白血球 (WBC) に至る。そして、kd/kdを用いた

先行研究では、白血球における分化障害が見られなかったが、Hif-2! 完全欠損

マウスでは汎血球減少が確認されている。 

そして、本研究では kd/nullにおいて kd/kdと比較して末梢血における RBCの

増加、WBCの減少が確認されている (図 3)。 

よって、kd/null における分化障害の有無を解析するために骨髄・脾臓中の浮

遊細胞を FACS、コロニーアッセイにより解析した。 

 

   1-2-1) フローサイトメトリー (FACS) 

FACSに使用した骨髄の単位本数当たりの浮遊細胞数、脾臓の重量は各遺伝子

型間において有意な差は確認できなかった  [骨髄中浮遊細胞数  (×106 

cells/bone): WT (23.5±6.7, n=6)、kd/kd (20.4±4.9, n=4)、kd/null (23.2±6.6, n=5)] 

[脾臓重量 (mg): WT (96.5±17.9, n=6)、kd/kd (99.7±23.5, n=4)、kd/null (89.2±20.5, 

n=4)]。 

FACS解析の結果、kd/nullはWT、kd/kdと比較して骨髄における未成熟赤芽

球 (CD71+/Ter119+) が有意に増加していた一方 (図 4)、脾臓における成熟赤芽

球細胞 (CD71-/Ter119+) が有意に減少していた (図 4)。[CD71+/Ter119+ (%); 

WT (27.6±1.05), kd/kd (37.9±0.96), kd/null (40.3±0.84)、CD71-/Ter119+ (%); WT 
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(29.1±2.60), kd/kd (23.9±1.18), kd/null (21.8±0.60)] 

 

   1-2-2) コロニーアッセイ 

kd/nullの骨髄中における赤芽球前駆細胞分画 (BFU-E、CFU-E) はWT、kd/kd

と比較して有意に増加していた (図 5)。 [BFU-E (colonies/dish): WT (7.7±1.7), 

kd/kd (10.1±1.5), kd/null (17.2±2.0)、CFU-E (colonies/dish): WT (17.1±7.1), 

kd/kd (27.5±7.4), kd/null (38.9±6.6)] 

また、kd/nullの骨髄中の白血球前駆細胞 (CFU-GM) をコロニーアッセイによ

り解析した結果、WT と比較して CFU-GM は有意に増加していた (図 5)。 

[CFU-GM (colonies/dish); WT (138.9±20.8), kd/kd (173.3±54.1), kd/null 

(195.4±47.5)] 

 

 2) HIFsと HIFs下流因子 

kd/nullにおける赤血球数はHIF-2!発現減弱に反して kd/kdと比較して有意に

増加している事が明らかとなった (図. 3)。また、kd/nullの骨髄における未成熟

赤芽球以前の未分化細胞は増加していた事から、骨髄における赤血球系細胞の

分化障害が生じている事が示唆された (図. 4, 5)。一方、kd/nullの脾臓における

成熟赤芽球以降の赤血球系細胞は減少していた(図. 4)。よって、脾臓においては

分化障害が生じておらず、HIF-2! 発現減弱に反して赤血球系細胞は正常に分化

した事が示唆された。 

赤血球系細胞の幹細胞や前駆細胞は骨髄や脾臓の造血微小環境において

EPO/EPORシグナルや VLA-4/VCAM-1シグナルを介して維持されるとともに、

分化を支持される事が報告されている(Yamashita et al., 2008)。腎臓・肝臓にお

いて産生される EPOは血流を介して輸送されるホルモンである。そして、は赤
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血球系幹細胞/前駆細胞に発現する EPORへの作用により、細胞増殖や生存、維

持に関与する事が知られている (Keighley et al., 1964)。特に、赤血球系幹細胞/

前駆細胞の中でも CFU-E/前赤芽球細胞における EPOR は強く発現する事が知

られている (Lin et al., 1996, Suzuki et al., 2002)。また、骨髄・脾臓において発

現する細胞接着因子の VCAM-1は赤芽球における VLA-4との接着を介して赤血

球分化を支持している (Yanai et al., 1994)。これらの造血支持因子の中でも、

EPOと VCAM-1は HIF-2 特異的下流因子である一方、EPORや VLA-4は HIF

の影響を受けない事が知られている (Sukuli et al., 2012)。 

よって、脾臓におけるこれらのシグナルが HIF-2!発現減弱に対する代償機構

として強く作用した結果、kd/null 脾臓における分化障害の改善や赤血球数の増

加に寄与した可能性が示唆された。そこで、各遺伝子型由来骨髄や脾臓、腎臓

や肝臓における HIFs の発現と HIFs に制御される造血支持因子の発現を解析し

た。 

 

  2-1) 腎臓・肝臓における発現解析 

腎臓・肝臓におけるHif-1!、Hif-2!の発現をqRT-PCRによって解析した結果、

Hif-1! の発現はいずれの遺伝子型においても有意差は見られなかった (図 6)。

一方、Hif-2! の発現は非造血臓器と同様に (図 2)、それぞれの遺伝子型に応じ

てWTと比較して kd/kd、kd/nullの腎臓・肝臓において有意に減少している事が

確認された (図 6)。しかし、kd/kd と kd/null の間に有意差は見られなかった。

また、HIF-2下流因子である EPOの発現は Hif-2!の発現に従って、WTと比較

して kd/kd、kd/nullの腎臓・肝臓において有意に減少している事が確認された (図

6)。 
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  2-2) 末梢血における発現解析 

EPO は腎臓・肝臓で産生された後に血流に放出され、血球系幹細胞・前駆細

胞に作用する。よって、末梢血中における EPO タンパク量を ELISA により計

測した。結果、末梢血中におけるEPOタンパク量はWTと比較して kd/kd、kd/null

の腎臓・肝臓において有意に減少している事が確認された (図 7)。しかし、kd/kd

と kd/nullの間に有意差は見られなかった。 

 

  2-3) 脾臓における発現解析 

脾臓における HIF-1!、HIF-2!の発現をWestern blotによって解析した結果、

HIF-1!に関していずれの遺伝子型においても有意差は見られなかった (図 8)。

しかし、HIF-2!の発現は WTと比較して kd/kd、kd/nullの腎臓・肝臓において

有意に減少していた一方、kd/null の脾臓において kd/kd と比較して有意差に増

加している事が明らかとなった (図 8)。また、kd/nullにおける HIFs共通下流因

子 (Vegf, Tgf-") や HIF-1下流因子 (Ang-1)、HIF-2下流因子 (VACM-1, FLK-1, 

FLT-1, Ang-2) は kd/kdと比較して有意に増加している事が qRT-PCR・Western 

blotより明らかとなった (図 8, 9)。  

 

 3) 脾臓の組織学的解析 

脾臓における HIF-2!の発現量はWTと比較して kd/kd、kd/nullの腎臓・肝臓

において有意に減少していた一方、kd/null は kd/kd と比較して有意差に増加し

ている事が本研究より明らかとなった (図 8)。脾臓は造血微小環境としての役

割を担っているが、その構造は二つに分かれている事が報告されている。一つ

は、主に ECで構成される毛細血管網から成り、赤血球造血微小環境として機能

する赤脾髄である。もう一つは、毛細繊維組織から成り、白血球造血微小環境
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として機能する白脾髄である。赤脾髄を構成する ECは HIF-1!及び HIF-2!を

強く発現するが、白脾髄を構成する線維芽細胞やリンパ球は HIF-2!を発現しな

いことが知られている。そして、kd/nullの脾臓において発現の亢進していたHIFs

下流因子は血管新生因子としての作用を持つ。よって、赤脾髄は kd/nullにおい

て発現の亢進していた血管新生因子として作用するHIFs下流因子の影響を受け

ることが予想された。また、血管新生因子の影響を受けて kd/null脾臓における

赤脾髄の割合が増加した事で、kd/null の脾臓における総量的な HIF-2 発現量が

WTや kd/kdに対して発現亢進した結果となった事が予想された。そこで、脾臓

の赤脾髄を構築する ECを種々の染色法によって染色・定量する事で脾臓の組織

学的解析を行った。 

 

  3-1) 抗 CD31抗体染色 

CD31は ECに強く発現している事が知られている (Albelda et al., 1991)。よ

って、脾臓切片を抗 CD31抗体で染色した結果、kd/nullにおける赤脾髄領域 (図

中: 陽性領域) は WTと比較して減少している一方で、kd/kdと比較して増加し

ている傾向が見られた (図 10)。 

 

  3-2) ヘマトキシリン&エオジン (HE) 染色 

本実験で用いた青紫色の色素であるヘマトキシリンは塩基性の部位 (白脾髄: 

図中W領域) を染色し、赤色の色素であるエオジンは酸性の部位 (赤脾髄: 図中

R領域) を染色する。よって、HEで染色された脾臓切片を撮影・定量する事で、

単位面積当たりの赤脾髄の占める割合を計測した。計測・定量した結果、kd/null

における赤脾髄領域はWTと比較して有意差は見られなかった一方で、kd/kdと

比較して増加している事が明らかとなった (図 11)。 



 35 

 

  3-3) 抗 Selectin抗体染色 

本実験で血中に注入された Lectinは血管内にのみ浸潤し、ECに強く発現して

いる Selectin と結合する事が知られている。よって、Lectin を注入された個体

から得られた脾臓切片を撮影・定量する事で、赤脾髄領域特異的な染色を行っ

た。定量した結果、kd/nullにおける赤脾髄領域 (図中: 陽性領域) はWTと比較

して有意に減少していた一方で、kd/kdと比較して増加している事が明らかとな

った (図 12)。 

 

3. 脾臓の発達過程 (14-84日齢) における in vivo解析 

成体マウスを用いた解析により、kd/nullの腎臓・肝臓における EPO発現量や

血漿中 EPO濃度は kd/kdと同程度、あるいは有意に減少していた事から、kd/null

における赤血球数増加の要因ではないと考えられた。一方、kd/nullは HIF-2!発

現減弱モデルであるにも関わらずマウス成体脾臓では HIF-2!や HIF-2!下流因

子が発現増加した。そして、これらの因子の発現増加は脾臓における血管内皮

細胞の割合の増加に起因する事が示唆された。よって、kd/nullにおいて HIF-2!

及び HIFs 下流因子の発現亢進や血管内皮細胞領域の増加が確認された事から、

kd/null における赤血球数増加の要因は脾臓にあると考えられた。そこで、各日

齢脾臓 (14, 28, 42, 84日齢) における末梢血中の血球細胞の推移や発現解析、

組織学的解析を行う事で、脾臓の発達と赤血球造血能の発達に対する HIFsの影

響を解析した。 

 

 1) 末梢血を用いた血球分画の解析 

各日齢の脾臓 (14, 28, 42, 84日齢) における末梢血中の赤血球細胞の推移を
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血球計数器によって計測した結果、いずれの遺伝型においても 14 日齢から 42

日齢にかけて大きく変動しており、kd/nullは 42日齢において成体 (84日齢) と

近い数値となった (図 13)。よって、14日齢において脾臓による赤血球支持能の

変化は生じており、42 日齢までに脾臓による赤血球支持能は完成された事が示

唆された。 

 

 2) 脾臓の組織学的解析 (抗 Selectin抗体染色) 

kd/nullにおける RBCは 42日齢において成体 (84日齢) と近い数値を示した

ため (図13)、赤血球造血微小環境としての機能を持つ脾臓の発達期 (14, 28, 42, 

84 日齢) における赤脾髄 (図中: 陽性領域) を免疫染色により解析した。結果、

kd/nullにおける赤脾髄領域は 14日齢において有意に少ないが、脾臓の発達に伴

い 42日齢まで有意に増加している事が明らかとなった (図 14)。  

 

 3) 脾臓の発現解析 

kd/nullにおける赤脾髄領域は 14日齢において有意に少ないが、脾臓の発達に

伴い 42日齢までは有意な増加、あるいは発達を遂げる事が明らかとなった。そ

こで、脾臓の発達期 (14, 28, 42, 84日齢) における HIFおよび HIF下流因子の

発現を qRT-PCR・Western blot により解析した。結果、WT、kd/kd における

HIF-1!、HIF-2! はいずれの日齢においてもほぼ安定していた一方、kd/null は

14日齢において有意に高い HIF-1!の発現を示した (図 15)。また、kd/nullにお

けるHIF-2!の発現量は 14日齢から 42日齢にかけて脾臓の赤脾髄領域の拡大と

ともに有意に増加した (図 14, 15)。 

HIFs 下流因子を qRT-PCR・Western blot により解析した結果、kd/null にお

けるHIF-2下流因子 (VCAM-1) はHIF-2!の発現減少に従って 14日齢の kd/null
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においてWT、kd/kdと比較して有意に減少していると共に、14日齢から 42日

齢にかけて脾臓の赤脾髄領域の拡大とともに有意に増加した事が明らかとなっ

た (図 14, 15)。一方、14日齢の kd/nullの脾臓における HIF共通下流因子 (Vegf, 

Tgf-") やHIF-1下流因子 (Ang-1)、一部のHIF-2下流因子 (FLK-1, FLT-1, Ang-2) 

は kd/kdと比較して有意に増加している事が qRT-PCR・Western blotより明ら

かとなった (図 15, 16)。 

 

4. in vitro解析 

 1) SV40Tを導入した ECの単離と純化 

脾臓における血管内皮細胞の割合の増加が赤血球数増加の要因である可能性

が脾臓の発達過程 (14-84日齢) を用いた in vivo解析より明らかとなった。よっ

て、脾臓における血管内皮細胞を増加させたメカニズムを探索するため、脾臓

由来脾臓血管内皮細胞 (spEC) を用いた in vitro解析を行った。 

温度感受性不死化因子 (SV40T) を導入されたマウス由来 spEC の内、WT 

spECと kd/kd spECは先行研究によって樹立された細胞株を使用した。また、

kd/null spEC は 本 研 究 に お い て FACS sorter (Moflo XDP) に よ り

acetyl-LDL+/CD45-である EC 分画 (図中: 赤色分画) を回収し (図 17)、限界希

釈法による株化を行った結果、WT spEC、kd/kd spECと同様の細胞形態の細胞

株 (kd/null spEC #3, #8, #14) を得た (図 18)。kd/null spECは ECマーカーの陽

性発現、他細胞マーカーの陰性発現、管腔形成能を確認した (data not shown)。  

 

 2) ECを用いた発現解析 

先行研究で用いたWT spEC #25, kd/kd spEC #3に加え、本研究で樹立した 3

つの kd/nul spEC (#3, #8, #14)を用いて各種発現解析を行った。 
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HIFs下流因子を qRT-PCR・Western blotにより解析した結果、HIF-2!及び

HIF-2下流因子 (VCAM-1) は低酸素下 (表中: H) の kd/nullにおいてWT、kd/kd

と比較して有意に減少している事が明らかとなった (図 19)。一方、kd/nullにお

ける HIF-1! 及び HIF 共通下流因子 (Vegf, Tgf-") や HIF-1 下流因子 (Fgf2, 

Ang-1)、一部の HIF-2下流因子 (FLK-1, FLT-1, Ang-2) は kd/kdと比較して有意

に増加している事が qRT-PCR・Western blotより明らかとなった (図 19, 20)。 

また、kd/nullの低酸素下における Vegf、VEGFR (FLT-1, FLK-1) の発現増加

に従い、VEGF/VEGFR の下流シグナル経路の活性化 [ERK1/2 のリン酸化 

(p-ERK1/2)の割合の亢進] が確認された (図 21)。 

 

 3) Cell proliferation assayによる増殖能の検定 

kd/null の低酸素下における VEGF/VEGFR の下流シグナル経路の活性化 

[ERK1/2 におけるリン酸化 (p-ERK1/2)の割合の亢進] が確認された事から、

kd/nullspECは低酸素下で特異的に高い細胞増殖能を示す事が予想された。 

そして、低酸素下 (5% O2) における増殖能の検定においてWT spECは有意

に最も高い増殖能を示した一方、HIF-2!の発現 (図 19) に反して kd/null spEC

は kd/kd spECと比較して有意に高い増殖能を示した (図 22)。 

 

 4) ChIP assayによる発現制御機構の検定 

kd/null spECは低酸素下で特異的に高い細胞増殖能を示した。そして、kd/null 

spECは HIF-2!が発現減弱した一方で HIF-1!が発現亢進し、HIF-2特異的な下

流因子として報告されたFLK-1とFLT-1がHIF-1に制御された事が予想された。

よって、ChIP assay により HIF-2 特異的下流因子 (Vcam-1, Flk-1, Flt-1) の

HIF-1による代償的な発現制御の可能性を検討した。 



 39 

結果、HIF-2! の発現に従って有意に発現量が減少していた Vcam-1 の HRE

に対する anti-HIF-1!、HIF-2!抗体を用いた ChIP assayの結果、HIF-1!は各遺

伝子型の Vcam-1 HRE に対してほぼ結合していない一方、HIF-2! は低酸素下 

(1% O2) のWT spECにおいて最も高い結合を示した (図 23)。 

一方、HIF-2!の発現に反して有意に発現量が増加していた Flk-1、Flt-1の HRE

に対する anti-HIF-1!、HIF-2!抗体を用いた ChIP assayの結果、Vcam-1 HRE

に見られた結果と同様に HIF-2!は低酸素下 (1% O2) のWT spECにおいて最

も高い結合を示した (図 23)。しかし、HIF-1!はWT spEC、kd/kd spECの Flk-1 

HRE、Flt-1 HREに対してほぼ結合していない一方、kd/nul spECの Flk-1 HRE、

Flt-1 HREに対して低酸素下 (1% O2) において有意に高い割合で結合していた 

(図 23, 24)。 

 

5. HIF-2! 発現減弱モデルを用いた in vitro解析 

kd/kd では一部の HIF-2 特異的下流因子 (Flk-1, Flt-1) の HIF-1 による HIF-2

に対する発現量的・機能的な代償的な発現制御が生じずに kd/nullにおいて生じ

た事から、HIF-2! 発現量依存的に代償機構が生じた可能性が示唆された。よっ

て、kd/kd spECにおける HIF-2!発現量を kd/null spECと同程度まで減弱させ

る事で、kd/kd spECにおいて代償機構が再現される事を検定した。 

 

 1) kd/kd由来 ECに対する Lenti-virusによる si HIF-2! の導入 

kd/kd spECにおける HIF-2!発現減弱は、kd/kd spECに Lenti-virusを用いて

si control、HIF-2!-si RNAを導入する事で行った。結果、kd/kd-control、kd/kd-si 

HIF-2!細胞株を樹立した。 
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 2) kd/kd-si HIF-2! 由来 ECを用いた発現解析 

kd/kd spEC #3に加え、本研究で樹立した kd/kd-control、kd/kd-si HIF-2!の各

細胞株を用いて各種発現解析を行った。 

HIFs下流因子を qRT-PCR・Western blotにより解析した結果、HIF-2!及び

HIF-2下流因子 (VCAM-1, Tie-2) は低酸素下 (表中: H) の kd/kd-si HIF-2!にお

いて kd/kd spEC、kd/kd-controlと比較して有意に減少している事が明らかとな

った (図 25)。一方、kd/kd-si HIF-2! における HIF-1! 及び HIFs 共通下流因子 

(Vegf, Tgf-") や HIF-1下流因子 (Fgf2, Ang-1)、一部の HIF-2下流因子 (FLK-1, 

FLT-1, Ang-2) は kd/kdと比較して有意に増加している事が qRT-PCR・Western 

blotより明らかとなった (図 25, 26)。 

また、kd/kd-si HIF-2!の低酸素下における Vegf、VEGFR (FLT-1, FLK-1) の

発現増加に従い、VEGF/VEGFRの下流シグナル経路の活性化を示す ERK1/2の

リン酸化の割合の亢進が確認された (図 27)。 

よって、spEC における HIF-1 による HIF-2 に対する発現量的な代償機構は

HIF-2!発現量依存的に生じた可能性が支持された。 

 

 3) Cell proliferation assayによる細胞増殖能の検定 

HIF-2! の発現量に反して (図 25)、低酸素下 (5% O2) における kd/kd-si 

HIF-2!は kd/kd spEC、kd/kd-controlと比較して有意に高い増殖能を示した (図

28)。 

 

 4) ChIP assayによる発現制御機構の検定 

HIF-2! の発現に従って有意に発現量が減少していた Vcam-1 の HRE に対す

る anti-HIF-1!、HIF-2!抗体を用いた ChIP assayの結果、HIF-1!は各遺伝子型
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の Vcam-1 HREに対してほぼ結合しておらず、低酸素下 (1% O2) の HIF-2!は

kd/kd-si HIF-2!において最も低い結合を示した (図 29)。 

一方、HIF-2!の発現に反して有意に発現量が増加していた Flk-1、Flt-1の HRE

に対する anti-HIF-1!、HIF-2!抗体を用いた ChIP assayの結果、Vcam-1 HRE

に見られた結果と同様に HIF-2! は低酸素下  (1% O2) の kd/kd spEC、

kd/kd-controlにおいて最も高い結合を示した (図 30)。しかし、HIF-1!は kd/kd 

spEC、kd/kd-controlの Flk-1 HRE、Flt-1 HREに対してほぼ結合していない一方、

kd/kd-si HIF-2!の Flk-1 HRE、Flt-1 HREに対して低酸素下 (1% O2) において

有意に高い割合で結合していた (図 30)。よって、spEC における HIF-1 による

HIF-2に対する機能的な代償機構は HIF-2!発現量依存的に生じた可能性が支持

された。 
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Ⅳ . 考察                                              

 

1. kd/nullにおける Hif-2! 遺伝子欠損と HIFsの発現 

kd/nullは Hif-2! alleleに挿入された変異によって HIF-2!の発現量が成体の非

造血支持組織・臓器において WTと比較して 60%程度、kd/kdの 80%程度であ

り (図 2)、低酸素下 (1% O2, 6h) の kd/null由来 EC細胞株においてWTと比較

して 10%程度、kd/kd と比較して 25%程度であった (図 19)。一方、HIF-2! と

同じ HIFファミリーに属する HIF-1!の発現量は成体のいずれの組織・臓器にお

いてもWT、kd/kd、kd/null間で有意差は見られず (図 2)、低酸素下 (1% O2, 6h) 

の kd/null由来EC細胞株においてWT、kd/kdと比較して 1.5倍程度であった (図

19)。 

以上の発現解析より、HIF-2! の発現減少に伴って血管新生や血管収縮、造血

能に障害が kd/null マウスに生じる可能性が示唆された。しかし、一方で HIF-1

およびHIF-2はHIFファミリーに属しており、HIF-1あるいはHIF-2の発現減弱、

欠損に際して相補的に発現量の増加が生じる事が報告されている (Yuan et al., 

2013)。よって、kd/null由来 EC細胞株において生じた HIF-2!の発現量の減弱

が HIF-1!の発現量増加に繋がった可能性が示唆された。また、HIF-1の発現量

増加は細胞内代謝や細胞増殖能、血管新生能といった種々の機能を向上させる

事が報告されている事から、kd/null においてこれらの機能が向上する可能性も

示唆された (図 3)。 

 

2. HIF-2! の発現減少に対して kd/kd、kd/null血球分画の示した赤血球減少

症と kd/nullにおける改善 

kd/kd、kd/nullでは HIF-2!の発現減弱に伴い、赤血球減少症が生じていた (図
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3)。赤血球造血を強く支持する腎臓・肝臓由来 EPOと骨髄・脾臓における

VCAM-1はいずれも HIF-2によって正に制御されている事が報告されている。

しかし、kd/kdよりもさらに HIF-2!が発現減弱していた kd/nullにおける赤血球

減少症は有意に改善されていた (図 3)。よって、HIF-2の減弱に対する代償機構

の存在が示唆され、kd/nullにおける HIF-1!の発現量増加は kd/kdにおいて生じ

ていない事から HIF-1がその代償機構の主たる制御を司ると考えられる。よっ

て、kd/nullの赤血球造血に対する HIF-1による代償機構は未知の経路や因子の

影響、あるいは既知の経路や因子の新たな機能の可能性が示唆された。 

また、kd/null由来骨髄における BFU-E、CFU-E、未成熟赤芽球分画はWT、

kd/kdと比較して有意に増加した一方、kd/null由来脾臓における成熟赤芽球分画

はWT、kd/kdと比較して有意に減少した (図 4, 5)。よって、kd/nullの赤血球造

血に対する HIF-1による代償機構は脾臓において生じた可能性が示唆された。 

 

3. HIF-2! と赤血球支持因子 

 1) 腎臓・肝臓における EPO発現と末梢血中の EPO濃度 

kd/nullの腎臓・肝臓における Epo mRNAの発現量は HIF-2!の発現量に従っ

てWT、kd/kdと比較して有意に減少している事が明らかとなった (図 6)。また、

腎臓・肝臓で産生された EPOは血流を介して骨髄・脾臓中の赤血球系細胞分画

の生存・維持に作用するため、ELISAにより末梢血中の EPO存在量を定量した

が、WT、kd/kdと比較して kd/nullにおいて有意に減少している事が明らかとな

った (図 7)。よって、kd/nullにおける赤血球減少症の改善要因ではないと考え

られた。 

 

 2) 脾臓における HIFs発現と HIFs下流因子 
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kd/nullの脾臓における HIF-2!や HIF-2下流因子である赤血球造血支持因子

 (VCAM-1) や細胞増殖因子受容体 (VEGFR: FLK-1・FLT-1) の発現量は細胞に

おける HIF-2!の発現減弱に反して kd/kdと比較して有意に増加している事が明

らかとなった (図 8, 19)。一方、脾臓におけるHIF-1!発現量はWT、kd/kd、kd/null

において有意な差は見られなかった (図 8)。また、HIFs下流細胞増殖因子 (Vegf、

Tgf-β、Ang-1、Ang-2) の発現も同様に増加していた (図 9)。これらの結果から、

kd/nullの脾臓におけるVCAM-1の発現量の増加が kd/nullにおける赤血球減少症

の改善に寄与した事が示唆された。しかし、kd/null脾臓中の主たる HIF-2!発現

細胞である ECにおける HIF-2!は有意に減少していた事から、脾臓の組織的に

生じた何らかの変化が脾臓におけるHIF-2!の総量を増加させたためにこれらの

現象が生じたと考えられた。

 

4. 脾臓の構造的発達による赤血球造血能の亢進 

kd/null脾臓の組織的に生じた何らかの変化が脾臓におけるHIF-2!やVCAM-1

の総量を増加させ、脾臓の赤血球造血能を亢進させた事がWT、kd/kd、kd/null

の成体を用いた比較解析によって示唆された。よって、脾臓の組織学的解析を

行った結果、kd/nullの脾臓における血管内皮細胞の細胞数が kd/kdと比較して

増加している事が抗 CD31抗体染色の結果より示唆された (図 10)。また、HE

染色を行った結果、抗 CD31抗体染色で陽性を示した血管内皮細胞は赤脾髄領

域 (図中: R領域) であり、単位面積当たりの赤脾髄の割合は kd/nullにおいて

kd/kdと比較して有意に高い事が明らかとなった (図 11)。そして、kd/nullにお

いて ECによって構築された赤脾髄は Lectinを用いた染色によって染色された

事から、kd/nullにおいて赤脾髄を構築する ECは毛細血管として機能的である

と考えられた (図 12)。また、Lectinによる赤脾髄領域 (陽性部位) の定量の結
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果は HEの結果を支持していた事から、kd/nullの脾臓において血管内皮細胞の

細胞数が kd/kdと比較して有意に増加している事が明らかとなった。 

以上の結果から、kd/null脾臓の特異的な ECの細胞数 (赤脾髄領域) の増加が

生じ、ECの細胞数が増加したために脾臓における HIF-2!の総量が増加した事

が支持された。そして、脾臓におけるHIF-2!に従いHIFs下流因子 (VCAM-1) の

発現が亢進した事で、kd/nullにおける赤血球数は kd/kdと比較して有意に増加

したと考えられる。 

 

5. 脾臓の発達に伴う脾臓赤脾髄領域の亢進と HIFs 

マウス成体を用いた解析の結果、上記のステップを介して kd/nullにおける赤

血球減少症は改善したと考えられるが、kd/null脾臓の特異的な ECの細胞数 (赤

脾髄領域) の増加が生じた原因は成体となる以前に生じた可能性が考えられた。

脾臓は出生後に主たる造血として機能するとともに、発達する。よって、各日

齢のマウス (14, 28, 42, 84日齢) を用いた種々の比較を行い、kd/null脾臓の特

異的な ECの細胞数 (赤脾髄領域) の増加が生じた原因・時期を特定した。 

 

 1) 血球分画の解析 

赤血球数 (RBC)、ヘモグロビン値 (HGB)、ヘマトクリット値 (HCT) は kd/null

の 14-28日齢までに急増していたが、42日齢以降に安定した (図 13)。よって、

14-28日齢までにかけて赤血球造血微小環境を構築する脾臓の EC数の増加 (赤

脾髄の割合の増加) が生じたと考えられた (図 14)。 

 

 2) 脾臓赤血球造血微小環境 (赤脾髄) の解析 

kd/nullにおける赤血球数は 14-28日齢までに急増していたが、赤脾髄領域 (毛
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細血管) の占める割合は 14日齢において kd/kdと比較して有意に低い一方で、

28-42日齢において kd/kdと有意差がないほど急増していた (図 14)。また、

kd/nullにおける赤血球数は 84日齢において kd/kdよりも有意に増加しており、

kd/nullにおける赤脾髄の占める割合も 84日齢において kd/kdよりも有意に高か

くなっていた (図 14)。よって、成体を用いた解析より示唆された「kd/nullにお

ける赤血球減少症の改善が kd/nullにおける赤脾髄領域の拡大に起因する」とい

う仮説は発達過程の脾臓を用いた解析によって強く支持された。 

 

 3) 脾臓に関する血管新生因子、赤血球造血支持因子に関する発現解析 

kd/nullにおける赤脾髄領域 (毛細血管) の占める割合は 14-42日齢までに急

増していた。HIFsや HIFs下流因子に関する発現解析を行った結果、kd/nullの

脾臓における HIF-2!は 14日齢においてWTと比較して有意に低かった一方で

28-42日齢においてWTと有意差がないほど急増していた。よって、kd/nullに

おける赤脾髄領域の割合が拡大するにつれて kd/null脾臓の総量的な HIF-2!、

VCAM-1発現量は増加したと考えられた (図 15)。また、kd/nullにおける赤脾髄

領域の拡大は 14日齢における有意な HIF-2!発現量の増加に起因すると考えら

れた (図 15)。FLK-1、FLT-1は HIF-2!下流因子であるにもかかわらず 14日齢

においてWT、kd/kdと比較して有意に増加していた事から、HIF-1によって制

御された可能性が支持された (図 15)。同様に、kd/nullの 14日齢において有意

に発現が亢進していたHIF-1!に従い、血管新生因子であるHIFs下流因子 (Vegf、

Tgf-") が亢進した (図 16)。 

14日齢において有意に発現が亢進していた血管新生因子 (Vegf、Tgf-"、FLK-1、

FLT-1) が kd/nullにおける赤脾髄領域 (毛細血管) の割合を 14-42日齢までに急

増させた要因である可能性が示唆された。 
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6. 低酸素に伴う ECの増殖能の向上と HIF下流因子 

kd/null成体の脾臓における赤血球数の改善・赤血球造血微小環境 (赤脾髄領

域) の拡大は kd/nullの 14日齢において HIF-1!が発現亢進し、HIFs下流血管新

生因子が誘導された事で ECの細胞数が増加したためであると考えられた。よっ

て、WT、kd/kd、kd/nullの脾臓から樹立した EC細胞株を用いた発現解析を行

った結果、kd/nullの EC細胞株は低酸素下においてWT、kd/kdと比較して有意

に低い HIF-2!の発現を示した一方で、有意に高い HIF-1!の発現を示した (図

20)。そして、kd/nullにおいて発現が亢進していた HIF-1!に従い、血管新生因

子である HIFs下流因子 (Vegf、Tgf-") 、HIF-1!下流因子 (Ang-1)、HIF-2!下

流因子 (FLK-1、FLT-1、Ang-2) が亢進した (図 19, 20)。また、VEGF/VEGFR 

(FLK-1, FLT-1) の発現亢進に伴って下流シグナルである ERK1/2のリン酸化 

(p-ERK1/2) の割合が kd/nullの低酸素下においてWT、kd/kdと比較して有意に

高く  (図 21)、ERK1/2によって制御される細胞増殖能は kd/nullの低酸素下に

おいてWT、kd/kdと比較して有意に高かった (図 22)。VEGF/VEGFRに依存し

て亢進する ERK1/2のリン酸化は HIF-1!の翻訳を誘導し、HIF-1は VEGFを誘

導する正のフィードバック機構が報告されている (Semenza et al., 2003, Das 

et al., 2005)。 

よって、14日齢の kd/null脾臓における ECの HIF-2 !発現減弱/赤血球減少症

は、HIF-1!発現亢進をもたらす事で HIFs下流血管新生因子 (VEGF, Ang-1, 

Ang-2など) を介して血管新生を誘導した。そして、脾臓における総量的な赤血

球造血微小環境 (赤脾髄) の機能 (VCAM-1の発現量) が増加した事で、kd/null

成体において赤血球減少症が改善したと考えられた。 
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7. HIF-2発現強度に応じて生じる HIF-2に対する HIF-1の機能的代償機構 

kd/nullにおいて減弱した HIF-2!に対して、14日齢の kd/null脾臓において

HIF-1!は有意に増加しており、低酸素下の kd/null脾臓 ECにおいても HIF-1!

は有意に増加していた (図 15, 19)。また、14日齢の kd/null脾臓、低酸素下の

kd/null脾臓 ECにおいて有意に増加していた HIF-1!が本来 HIF-2下流因子であ

る FLK-1や FLT-1を制御したような結果が得られた (図 15, 19)。そして、ChIP 

assayによって HIF-1!による VCAM-1や FLK-1、FLT-1の制御の可能性を検討

した結果、低酸素下の kd/null脾臓 EC特異的に HIF-1!による FLK-1、FLT-1の

制御が生じた (図 23, 24)。よって、HIF-1と HIF-2の発現強度のバランスに応

じて、HIF下流因子の HREに対する HIFsの結合能が規定される可能性が示唆

された。また、HIF下流因子の HREに対する HIFsの結合能には HIF-!サブユ

ニット、Arntだけではなく、HASや ETS、HSP90などが co factorとして正に

関与する事が報告されている (Manfred et al., 2003)。また、HIF-3!や KLF2の

ように HIFの機能や発現に対して負に関与する因子も報告されている事から

(Makino et al., 2001, Atkins et al., 2007)、これらの因子が HIF-2!の発現減弱に

伴って作用した可能性が考えられた。 

 

8. kd/kd-si HIF-2!EC細胞株を用いた HIFs制御機構の再現性 

kd/kd脾臓由来 EC細胞株に対して HIF-2! si RNAを導入する事で、kd/kdに

おける HIF-2!発現強度を kd/nullと同程度まで減弱させる事で、kd/nullに見ら

れた「HIF-2発現強度に応じて生じる HIF-2に対する HIF-1の発現量的・機能的

代償機構」の再現性の有無を検討した。結果、kd/null細胞株に見られた現象は

kd/kd- si HIF-2!EC細胞株においても再現されたことから、「HIF-2発現強度に

応じて生じる HIF-2に対する HIF-1の発現量的・機能的代償機構」は kd/kd-si 
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HIF-2!EC細胞株を用いた実験系においても支持された (図 25-30)。 

 

9. 総括: kd/nullにおける赤血球減少症の改善メカニズム 

14日齢の kd/nullにおけるHIF-2 !発現減弱を起因とする赤血球減少症は脾臓

ECにおける HIF-1!発現亢進をもたらし (図 13, 15)、HIF-1下流血管新生因子 

(VEGF, Ang-1など) や一部の HIF-2下流血管新生因子 (FLK-1, FLT-1など) が

特異的に発現亢進した (図 15, 16)。また、発現の亢進した VEGF/VEGFRを介

して ERK1/2のリン酸化が進み (図 21)、HIF-1!が正のフィードバックとして継

続的に誘導されたと考えられる (図 31)。これらの経路により脾臓中の赤血球造

血微小環境が誘導され (図 14)、脾臓における総量的な赤脾髄の機能 (VCAM-1

の発現量) が増加した事で、kd/null成体において赤血球減少症が改善したと考

えられた (図 32)。 
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Ⅴ . 結論  

本 研 究 で 作 製 し た 新 規 HIF-2! 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス で あ る

Hif-2! knockdown/knockout hetero mice (kd/null) は ECにおいて HIF-2!の発現

が 75%まで減弱されたモデルであり、ほぼ全ての組織・臓器においても HIF-2a

の発現は既存の kd/kdよりも有意に低かった。また、kd/nullは Hif-2! knockout 

mice と異なり成体まで成長した事から、kd/null は胎児から成体までにおいて

HIF-2! を介して制御される様々な低酸素応答性を解析するために有用である事

が明らかとなった。特に、本研究では WT、kd/kd、kd/nullを用いた比較解析に

より「腎臓非依存的な脾臓による赤血球減少症の改善」、「脾臓赤血球造血微小

環境の発達期及び関連因子の解明」、「HIF-1と HIF-2の下流因子に対する特異性

と代償性」が明らかとなった。
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図 1. mouse Hif-2! exon 2における変異の挿入と確認 

A) Cre-loxP 部位特異的組み換えにより作製された Hif-2! knockout (null) 

alleleの Hif-2! exon 1, exon 2 restruction gene map及び、Hif-2! exon 1, exon 2

を標的とした genotype標的部位. 

B, C) 樹立された null/+を用いて null alleleにおける Hif-2! exon2の欠損を確

認した. [制限酵素処理 (HindⅢ使用) 後のゲノム DNA使用. B: ES細胞由来ゲ

ノム DNA、C: マウス組織片由来ゲノム DNA] 

D) 各遺伝子型 (WT, kd/kd, kd/null) を Kd、Neo、Ckoの３種の primer sets

を用いた PCRによって同定した. (マウス組織片由来ゲノム DNAを使用) 



 

 

 

 

 

 

図 2. 13.5日胚頭部組織由来核抽出タンパクを用いた Western blot 

・HIF-1!はWT、kd/kd、kd/nullの間において有意な差はなかった. 

・HIF-2!はWT、kd/kdと比較して kd/nullにおいて有意に減少していた. 

・HIF-2下流因子である VCAM-1は HIF-2!の発現量と同様に WT、kd/kdと

比較して kd/nullにおいて有意に減少していた. 

発現強度はWTの数値を 1とした相対値で示した (ANOVA, n=3, mean±SD). 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

図 3. マウス成体 (84日齢) 由来末梢血を用いた血球分画の解析 

・赤血球数 (RBC)、ヘモグロビン値 (HGB)、ヘマトクリット値 (HCT) は

WTと比較して kd/kd、kd/nullにおいて有意に減少していたが、kd/kdと比較し

て kd/nullにおいて有意に増加していた. 

・白血球数 (WBC) はWTと kd/kdに有意差はなかったが、WTや kd/kdと比

較して kd/nullにおいて有意に減少していた. 

・血小板数 (PLT) において有意差は見られなかった. 

細胞数は血球計数器により計測された (ANOVA, n=5, mean±SD). 

 

 

 



 

 

 

 

  

 

図 4. マウス成体骨髄・脾臓由来浮遊細胞を用いた FACS解析 

・骨髄における未成熟赤芽球分画 (CD71+/Ter119+) はWT、kd/kdと比較して

kd/nullにおいて有意に増加していた. 

・脾臓においては成熟赤芽球分画 (CD71-/Ter119+) がWT、kd/kdと比較して

kd/nullにおいて有意に減少していた. 

FACS解析は Moflo XDPにより計測された (ANOVA, n=4, mean±SD). 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. マウス成体骨髄由来浮遊細胞を用いたコロニーアッセイ 

骨髄由来 BFU-E、CFU-EはWT、kd/kdと比較して kd/nullにおいて有意に増

加していた. また、CFU-GM は WT と比較して kd/null において有意に増加し

ていた (ANOVA, n=4, mean±SD). 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

  

図 6. マウス成体由来腎臓・肝臓を用いた qRT-PCR  

(A) 腎臓における Hif-1!発現量はWT、kd/kd、kd/nullの間において有意な差

はなかった. Hif-2! 及び Epo 発現量は WT と比較して kd/null において有意に

減少し、kd/kdと kd/nullの間において有意な差はなかった.  

(B) 肝臓における Hif-1!発現量はWT、kd/kd、kd/nullの間において有意な差

はなかった. Hif-2!発現量はWTと比較してkd/nullにおいて有意に減少し、Epo

発現量は kd/kdと kd/nullの間において有意な差はなかった.  

発現強度はWTの数値を 1とした相対値で示した (ANOVA, n=5, mean±SD). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

図 7. マウス成体由来血漿を用いた EPO ELISA 

末梢血から得られた血漿における EPO濃度は WT、kd/kdと比較して kd/null

において有意に減少していた (n=5, mean±SD). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

図 8. マウス成体由来脾臓を用いた Western blot 

・HIF-1!はWT、kd/kd、kd/nullの間において有意な差はなかった. 

・HIF-2!は WTと比較して kd/kd、kd/nullにおいて有意に減少していたが、

kd/kdと比較して kd/nullにおいて有意に増加していた. 

・HIF-2 下流因子である FLK-1、FLT-1、VCAM-1 は HIF-2! の発現量と同様

に kd/kdと比較して kd/nullにおいて有意に増加していた. 

発現強度はWTの数値を 1とした相対値で示した (n=3, mean±SD). 



 

 

 

 

 

図 9. マウス成体由来脾臓を用いた qRT-PCR 

HIFs共通下流因子 (Vegf, Tgf-!) や HIF-1下流因子 (Ang-1)、HIF-2下流因子 

(Ang-2) は kd/kdと比較して kd/nullにおいて有意に増加していた.  

発現強度はWTの数値を 1とした相対値で示した (ANOVA, n=5, mean±SD). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

図 10. マウス成体由来脾臓を用いた組織免疫染色 (抗 CD31抗体染色) 

kd/null における血管内皮細胞は WT と比較して減少している一方で、kd/kd

と比較して増加している傾向が見られた. [図中: 血管内皮細胞 (陽性細胞), そ

の他細胞群 (W, 陰性細胞), bar: 200µm] 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

図 11. マウス成体由来脾臓を用いた組織免疫染色 (HE染色) 

kd/nullにおける赤脾髄領域は kd/kdと比較して有意に増加していた.  

赤脾髄領域は WT の数値を 1 とした相対値で示した  (ANOVA, n=4, 

mean±SD). [図中: 赤脾髄領域 (R), 白脾髄領域 (W), bar: 200µm] 

 



 

 

図 12. マウス成体由来脾臓を用いた蛍光免疫染色 (抗 Selectin抗体染色) 

kd/null における毛細血管領域 (血管内皮細胞) は WT と比較して有意に減少

している一方で、kd/kdと比較して有意に増加していた. 

毛細血管領域の占める割合は WT の数値を 1 とした相対値で示した (n=4, 

mean±SD). [図中 : 毛細血管領域  (陽性領域 ), その他領域  (*領域 ), bar: 

200µm] 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 13. 各日齢マウス由来由来末梢血を用いた血球分画の解析 

赤血球数 (RBC)、ヘモグロビン値 (HGB)、ヘマトクリット値 (HCT) は kd/null

の 14-28日齢までに急増していたが、42日齢以降に安定した. 

細胞数は血球計数器により計測された (ANOVA, n=5, mean±SD). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
図 14. 各日齢マウス由来脾臓を用いた蛍光免疫染色 (抗 Selectin抗体染色) 

kd/nullにおける毛細血管領域 (血管内皮細胞) の占める割合は 14日齢におい

て kd/kdと比較して有意に低いが 28-42日齢は kd/kdと有意差がなく、84日齢

において kd/kdよりも有意に高い事が明らかとなった.  

毛細血管領域の占める割合は 14日齢のWTの数値を 1とした相対値で示した 

(ANOVA, n=4, mean±SD). [図中: 赤脾髄領域 (陽性領域), 白脾髄領域 (*領域), 

bar: 200µm] 



 

 

図 15. 各日齢マウス由来脾臓を用いた Western blot 

・kd/nullにおける HIF-1!発現量は 14-28日齢までWT、kd/kdと比較して有

意に高く、28-84日齢はWT、kd/kdと有意差がなかった. 

・kd/nullにおける HIF-2!、VCAM-1発現量は 14日齢においてWTと比較し

て有意に低く、28-84日齢においてWTと有意差がなかった.  

・kd/nullにおける FLK-1、FLT-1の発現量は 14-84日齢においてWT、kd/kd

と比較して有意に高い、あるいは最も高い傾向にあった. 

発現強度は 14日齢のWTの発現量を 1とした相対値で示した (ANOVA, n=3, 

mean±SD). 



 

 

 

 

 

 

図 16. 各日齢マウス由来脾臓を用いた qRT-PCR 

kd/nullにおける HIFs共通下流因子 (Vegf, Tgf-!) を始めとした血管新生関連

因子が kd/kdと比較して 14-28日齢において有意に増加していた.  

発現強度は 14日齢のWTの発現量を 1とした相対値で示した. (ANOVA, n=4, 

mean±SD) 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

図 17. マウス成体由来脾臓を用いた血管内皮細胞 (EC) 分画の回収 

WT、kd/kd、kd/null由来脾臓における EC細胞分画 [acetyl-LDL+/CD45- (図中: 

赤色領域)] を cell sorter (Moflo XDP) により回収した. 

 

 

 

 

 

 



 
図 18. マウス成体由来脾臓を用いた EC細胞株樹立 

WT、kd/kd、kd/null由来脾臓から回収された EC群を用い、限界希釈法によ

って EC細胞株を樹立した. 検鏡による細胞形態の観察ではWT、kd/kd、kd/null

間において差は見られなかった. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

図 19. EC細胞株を用いた Western blot 

・kd/nullにおける HIF-1!発現量は低酸素下において WT、kd/kdと比較して

有意に高く、HIF-2!発現量は低酸素下においてWT、kd/kdと比較して有意に低

かった. 

・kd/null における VCAM-1 発現量は HIF-2! の発現パターンと類似した結果

であった一方で、FLK-1、FLT-1発現量は低酸素下において増加しており、HIF-1!

の発現パターンと類似した結果であった 

発現強度は通常酸素下の WT の発現量を 1 とした相対値で示した (ANOVA, 

n=3, mean±SD). 



 

 

 

図. 20 EC細胞株を用いた qRT-PCR 

kd/nullにおける HIFs共通下流因子 (Vegf, Tgf-!) 、HIF-1下流因子 (Ang-1)、

HIF-2下流因子 (Ang-2) を始めとした血管新生関連因子がWT、kd/kdと比較し

て低酸素下において有意に増加していた. 

発現強度は通常酸素下における WT の発現量を 1 とした相対値で示した 

(ANOVA, n=5, mean±SD). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

図 21. EC細胞株を用いた Western blot 

VEGFと VEGFR (FLK-1, FLT-1) の下流シグナルである ERK1/2のリン酸化 

(p-ERK1/2) の割合が kd/nullの低酸素下においてWT、kd/kdと比較して有意に

増加していた. 

発現強度は通常酸素下におけるWTの p-ERK/ERKの値を 1とした相対値で示

した (ANOVA, n=4, mean±SD). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

   

       

図 22. EC細胞株を用いた細胞増殖能の検定 

細胞増殖能は WT において最も高かった一方、kd/null における細胞増殖能は

kd/kd と比較して低酸素下において有意に高かった [細胞倍加時間, (normoxia 

WT: 41.4±7.4 hours, hypoxia WT: 25.4±7.4 hours, normoxia kd/kd: 85.0±18.7 

hours, hypoxia kd/kd: 73.8±16.4 hours, normoxia kd/null: 65.1±13.1 hours, 

hypoxia kd/null: 37.7±6.0 hours)]. 

細胞倍加時間は day3 から day6 における細胞数から求めた (ANOVA, n=4, 

mean±SD). 

 

 

 



 

 

 

 

  

図 23. EC細胞の Vcam-1 HRE配列に対する HIF結合能の解析 

WT、kd/kd、kd/null由来ゲノム DNAの Vcam-1HRE配列に対して通常酸素下

/低酸素下において HIF-1!はほぼ結合していない一方、HIF-2!は高い割合で結

合していた.  

各 HIFタンパクの結合率は通常酸素下のWTに対する結合率を 1とした相対

値で示した (ANOVA, n=4, mean±SD). 

 

 

 



 

   

図 24. EC細胞の Flk-1, Flt-1 HRE配列に対する HIF結合能の解析 

・WT、kd/kdの Flk-1, Flt-1HRE配列に対して HIF-1!はほぼ結合していない

一方、低酸素下において HIF-2!は高い割合で結合していた. 

・kd/nullの Flk-1, Flt-1HRE配列に対して通常酸素下において HIF-1!はほぼ

結合していない一方、低酸素下において HIF-1! の結合は増加していた. また、

kd/nullの Flk-1, Flt-1HRE配列に対する HIF-2!の結合率は有意に低下していた. 

各 HIFタンパクの結合率は通常酸素下のWTに対する結合率を 1とした相対

値で示した (ANOVA, n=4, mean±SD). 



 

 
図 25. kd/kd-si HIF-2!EC細胞株を用いた Western blot  

・kd/kd-si HIF-2! における HIF-1! 発現量は低酸素下において kd/kd、

kd/kd-controlと比較して有意に高く、HIF-2!発現量は低酸素下において kd/kd、

kd/kd-controlと比較して有意に低かった. 

・kd/kd-si HIF-2!における VCAM-1発現量は HIF-2!の発現パターンと類似し

た結果であった一方で、FLK-1、FLT-1発現量は低酸素下において増加しており、

HIF-1!の発現パターンと類似した結果であった. 

発現強度は通常酸素下の kd/kdの発現量を 1とした相対値で示した (ANOVA, 

n=3, mean±SD). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 26. kd/kd-si HIF-2!EC細胞株を用いた qRT-PCR 

kd/kd-si HIF-2!における血管新生関連因子として作用するHIFs共通下流因子 

(Vegf, Tgf-!) が kd/kd、kd/kd-controlと比較して低酸素下において有意に増加し

ている事が明らかとなった. 

発現強度は通常酸素下における kd/kd の発現量を 1 とした相対値で示した 

(ANOVA, n=5, mean±SD). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

図. 27 kd/kd-si HIF-2!EC細胞株を用いた Western blot 

VEGFと VEGFR (FLK-1, FLT-1) の下流シグナルである ERK1/2のリン酸化 

(p-ERK1/2) の割合が kd/kd-si HIF-2!の低酸素下において kd/kd、kd/kd-control

と比較して有意に増加していた. 

発現強度は通常酸素下における kd/kdの p-ERK/ERKの値を 1とした相対値で

示した (ANOVA, n=4, mean±SD). 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

図 28. kd/kd-si HIF-2!EC細胞株を用いた細胞増殖能の検定 

kd/kd-si HIF-2!における細胞増殖能は kd/kd、kd/kd-controlと比較して低酸素

下において有意に高かった [細胞倍加時間, (normoxia kd/kd: 85.0±18.7 hours, 

hypoxia kd/kd: 73.8±16.4 hours, normoxia kd/kd-control: 80.6±8.9 hours, 

hypoxia kd/kd-control: 75.7±8.1 hours, normoxia kd/kd-si HIF-2!: 62.8±5.3 

hours, hypoxia kd/kd-si HIF-2!: 39.9±12.5 hours)].  

細胞倍加時間は day3 から day6 における細胞数から求めた (ANOVA, n=4, 

mean±SD). 

 

 

 

 



  
図 29. kd/kd-si HIF-2!EC細胞の Vcam-1 HRE配列に対する HIF結合能の解

析 

kd/kd、kd/kd-control、kd/kd-si HIF-2!由来ゲノム DNAの Vcam-1HRE配列に

対して通常酸素下/低酸素下においてHIF-1!はほぼ結合していない一方、HIF-2!

は高い割合で結合していた. 

各 HIF タンパクの結合率は通常酸素下の kd/kd に対する結合率を 1 とした相

対値で示した (ANOVA, n=4, mean±SD). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

図 30. kd/kd-si HIF-2!EC細胞の Flk-1, Flt-1 HRE配列に対する HIF結合能

の解析 

・kd/kd、kd/kd-control、kd/kd-si HIF-2!のFlk-1, Flt-1 HRE配列に対してHIF-1!

はほぼ結合していない一方、低酸素下において HIF-2!は高い割合で結合してい

た. 

・kd/kd-si HIF-2!の Flk-1, Flt-1 HRE配列に対して通常酸素下においてHIF-1!

はほぼ結合していない一方、低酸素下において HIF-1! の結合は増加していた.

また、kd/kd-si HIF-2!の Flk-1, Flt-1HRE配列に対する HIF-2!の結合率は有意

に低下していた.  

各 HIF タンパクの結合率は通常酸素下の kd/kd に対する結合率を 1 とした相

対値で示した (ANOVA, n=4, mean±SD). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 31. Scheme 1 (EC細胞内における HIF-1による HIF-2発現減弱代償機構) 

新生児期 (14日齢) の kd/null脾臓における低酸素状態及び HIF-2の発現減弱

は EC内における HIF-1!の安定化・蓄積に繋がり、HIF-1下流の血管新生因子 

(VEGF) や一部 HIF-2 下流の血管新生因子 (VEGFRs) の発現亢進をもたらす.

VEGF/VEGFR シグナルは ERK1/2 を介して HIF-1 のリン酸化を亢進するため、

正の制御による HIF-1 の発現・機能的亢進は強く支持される. また、ERK1/2

は他の細胞増殖因子や経路にも正に作用する. よって、新生児期の kd/null脾臓

ECにおける増殖能の亢進は毛細血管網の拡充をもたらす. 
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図 32. Scheme 2 (新生児時の kd/null脾臓 ECの増殖亢進による成体時の赤

血球造血能の支持 

新生児期の kd/null脾臓 ECにおける毛細血管網の拡充は赤脾髄における赤血

球造血微小環境の赤血球造血支持能の向上に繋がる. よって、腎臓由来 EPO発

現量が kd/kdと kd/null間において有意差がなかった一方で、成体 (84日齢) に

おける末梢血中赤血球数は kd/kdと比較して kd/nullにおいて有意に増加した. 
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