
はじめに

1995年にWangと Semenzaにより低酸素誘導性転写
因子（hypoxia-inducible factor : HIF）が見い出されて
以来［1］，低酸素環境（hypoxia）における細胞の応答
に注目が集まり，これに関する研究報告が年を追うごと
に増加している．しかし，生殖科学の分野において，黄
体内の低酸素環境に関する研究を進めている研究グルー
プは世界においても数えるほどしかない．われわれは，
低酸素環境と黄体機能の関係について，培養系を用いて
検討を重ねてきた．その結果，低酸素環境は黄体の形成
時においては血管新生を促進し，黄体の退行時において
はプロジェステロン（P4）分泌を衰退させ，アポトー
シスを誘導するという新しい知見を得た．本稿では，こ
れらの知見を見い出すに至った一連の研究，および卵巣
機能と低酸素環境の関係に関する近年の報告について紹
介する．

低酸素誘導性転写因子（hypoxia-inducible factor :
HIF）

HIFはα subunitとβ subunit（aryl hydrocarbon re-

ceptor nuclear translocator : ARNT）からなる2量体の
転写因子であり，α subunitには HIF1α，2αおよび3αが
存在し，それぞれがβ subunit（ARNT: HIF1β）と結合
して HIF1，HIF2および HIF3として機能する．HIFが
低酸素環境において活性を高めるシステムはα subunit

のタンパク質代謝機構によっている［2，3］．HIF1の場
合，HIF1αタンパクは通常の酸素環境（normoxia）にお
いては分解されるが，hypoxiaにおいては分解されずに
HIF1βと結合し，転写因子 HIF1として機能する［4，5］．
HIF1αを含むα subunitは，酸素依存性分解ドメイン

（oxygen-dependent degradation domain : ODD）を有
しており［6］，これが normoxiaではユビキチン―タ
ンパクリガーゼ複合体（von Hippel-Lindau : pVHL）に
より認識されることで［7―11］，α subunitが proteosome

系において分解される［5，6，12］．一方，hypoxiaで
は pVHLが HIF1αの ODDを認識できず，結果として
HIF1αタンパクが蓄積し，HIF1βとの結合が可能となる
［13，14］．当初，HIF1は赤血球増殖因子（erythropoietin :

EPO）の発現を増加させる因子としてWangと Semenza

により見い出された［1］．その後，既に低酸素環境で
誘導されることの分かっていた血管内皮細胞増殖因子
（vascular endothelial growth factor : VEGF）の転写を

HIF1が強く刺激することが報告され［15］，「hypoxia―HIF

1―VEGF―血管新生」というシステムの存在が明らかと
なった．VEGFの他にも，糖輸送（GLUT1）や細胞増
殖（insulin-like growth factor［IGF］2，IGF-binding

proteins 1，2 and 3）など，HIF1により転写制御され
る遺伝子が数多く見い出されている［2］．また，アポ
トーシスに関する因子としては BCL2 and adenovirus

E1B-nineteen kilodalton interacting protein―3（BNIP3）
が HIF1による制御を受ける可能性が示されている［16］．
アポトーシスは黄体生理のなかでも，特に黄体退行にお
いて黄体組織の構造的消失に必須の現象であり，われわ
れは先の報告のなかでウシ黄体細胞においても hypoxia

において HIF1αタンパクが増加し［17］，さらに BNIP3
発現の増加することを示している［18］．

卵胞発育・排卵と低酸素環境

卵胞液中の酸素濃度はウシ［19］，ブタ［20］および
ヒト［21］において示されており，卵胞の直径が大きい
ほど酸素濃度が低くなる点は種を超えて共通し，ヒトで
は卵胞の成熟に伴い卵胞液中酸素濃度が低下するという
報告もある［22］．これら卵胞液中酸素濃度に関しては
1970年代から報告されているが，卵胞発育に VEGFの
関与することは1992年 Ravindranathらによって初めて
明らかにされた［23］．さらに，卵胞発育における HIF
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の関与が示されたのは最近のことであり，ブタ［20，24］
および霊長類［25］において示されている．Basiniらが
ブタにおいて示したのが世界で最も早く，以下のような
仮説を示唆している［20］．卵胞が発育しその大きさを
増すにつれ，卵胞液中の酸素濃度が減少し，これにより
HIF1αが蓄積する．この HIF1αが ARNT（HIF1β）と結
合して転写因子 HIF1として機能し，VEGFの転写を促
進することにより卵胞周囲の血管新生が促されるという
仮説である．また，卵胞は排卵後直ちに黄体へと機能と
構造を変化させていく．この変化は血管新生を伴うこと
から［26―29］，黄体の形成においても同様の HIF1と
VEGFを介したシステムが機能している可能性が高い．
これについては次項において，われわれの成果を交えな
がら解説する．

黄体形成と低酸素環境

黄体の形成において，血管新生の起こることは1990年
代前半に示されており［26］，2000年までに総説として
も報告されている［27―29］．一方，今日では強力な血管
新生因子として知られる VEGFは1989年，Ferraraと
Henzelにより見い出され［30］，その後，黄体形成時の
血管新生に VEGFの関与することがウシ［31］および
ヒト［32］において示されてきた．さらに，1995年の HIF1
の発見［1］に続いて，HIF1が VEGFの強力な転写促
進因子であることが示された［15］．以上の報告に加え，
排卵直後の黄体組織が低酸素環境であることは，その血
管系が未熟であることから容易に想像できた．そこでわ
れわれは黄体の形成において，低酸素環境に起因する
HIF1，VEGFを介した血管新生の機能することを推察
し，これを証明すべく研究計画を立案，実施した．黄体
形成における低酸素環境の役割に関する報告として
は，2002年に培養ウシ黄体由来血管内皮細胞において
mRNAレベルにおける HIF1α発現が VEGF発現ととも
に示されている［33］．しかしこの報告では，血管内皮
細胞を低酸素環境において培養しても HIF1α mRNA，
VEGF mRNAともに通常の培養気相における発現との
違いが認められていない．一方，ブタにおいては黄体組
織中の HIF1α mRNA発現が黄体初期において高いこと
が示され，初めて HIF1が黄体形成に関与することが示
唆された［24］．しかし，以上の報告は HIF1発現のmRNA

レベルにおける報告であった．HIF1αはタンパクに翻訳
された後，酸素濃度に依存したタンパク質分解によって
蓄積量が調節され，組織中の酸素濃度が高い場合に急速
に分解される［5］．そのため，HIF1が黄体形成に関与

するかについてはタンパクレベルでの解析が必須と考え
られた．最近，Duncanらは霊長類の黄体において HIF

1αタンパク発現が初期に高いことを免疫組織学的に示
した［25］．われわれの報告でも同様にウシの黄体組織
において初期および形成期に HIF1αタンパク発現の高
いことがWestern blotにより証明された［34］．同報告
ではさらに形成期の黄体細胞を低酸素環境において培養
することにより HIF1αタンパク，VEGF mRNA，さら
に VEGFタンパクの増加することが示され，ウシの黄
体形成に低酸素環境およびそれによって誘導される血管
新生の関与することを示唆した．

黄体退行と低酸素環境

卵巣動脈における血流量の周期的な変化に関する知見
は1970年代から存在し，ウシおよびヒツジにおいては，
電磁的血流計のプローブを卵巣動脈に装着する手法で調
べられてきた［35―37］．これらの報告では，一様に，卵
巣動脈の血流量が黄体退行期において血中 P4濃度の減
少と同調して減少することが示されている．黄体より分
泌される P4の血中濃度における減少は，黄体の機能的
な退行を意味しており，血流量の減少と黄体退行に何ら
かの関係があることが示唆されてきた．この関係を裏付
けるものとして，Sawyerら［38］は黄体退行を誘導す
るために PGF2αを投与したヒツジにおいて，黄体内の
小型血管の血管内皮細胞が血管腔内に脱落することを示
している．そして，この現象が卵巣動脈血流の減少と関
係し，さらに黄体内の低酸素環境を導くことを示唆して
いる［38］．しかし，この報告を踏まえても，血流量の
減少からどういった機構を介して黄体退行が誘導される
かについては，不明な点が多く残されていた．そこでわ
れわれは，卵巣動脈における血流量の減少は黄体へ供給
される酸素量の減少につながると考え，酸素濃度の減少
が黄体退行に関与するという仮説の下，黄体細胞の培養
系を用いて解明を試みた．ウシの中期黄体細胞を低酸素
環境において培養すると，通常の培養環境（20％O2）と
比較して P4産生が著しく低下した［17］．さらに，この
P4産生の低下は，コレステロールの側鎖を開裂し P4の
前駆体であるプレグネノロンへと転換する酵素 P450scc

（cytochrome P450side-chain cleavage enzyme : CYP11
A1）の発現および酵素活性が低酸素環境において低下
したためであることが明らかとなった［17］．また，低
酸素環境において培養したウシ黄体細胞では，アポトー
シスの誘導される割合も増加することが見い出された
［18］．アポトーシスは黄体の構造的退行における主徴で
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あり［39］，低酸素環境が黄体の機能的退行のみならず
構造的退行にも関与することがこの報告により示され
た．同報告では，アポトーシス誘導機構において機能す
るシステインプロテアーゼ caspase―3の発現および活性
が低酸素環境において増加すること，また，アポトーシ
ス調節因子 Bcl―2 familyのアポトーシス促進タンパク
BNIP3の発現も低酸素環境において増加することを見い
出し，これらが低酸素環境において誘導される黄体細胞
のアポトーシスに関与することも示した［18］．これら
近年の成果からわれわれは，黄体退行機構において，血
流の減少に起因する黄体内の低酸素環境が，他の黄体退
行誘導機構とともに，黄体の機能的な退行および構造的
な退行に関与すると考えている．

Hypoxia 研究における注意点

われわれは，本総説のテーマを研究し始める際に，研
究室に初めて低酸素環境に関する実験系を導入した．そ
して，研究を進めるなかで hypoxia研究独特の問題に遭
遇し，それらを解決したうえで上述のような成果を得る
ことができた．問題点のなかで最も印象的なものは，
mRNAやタンパク発現に用いられる内部標準に関する
問題である．一般的な内部標準としては，アクチン，
GAPDH，18S rRNAなどかよく知られており［40］，わ
れわれも hypoxia研究を始めるまでは GAPDHを内部標
準として頻繁に用いていた．しかし，GAPDHは hypoxia

研究においては内部標準として活用できない．すでに総
説においても示されている通り［2］，GAPDHは HIF1
の制御する遺伝子の1つであり，低酸素環境においてそ
の発現が増加する．われわれの用いたウシ黄体細胞にお
いても認められている（図1）．内部標準がその実験系
において適切かどうかを調べることは実験系確立の基本
であるが，hypoxia研究が現在もまだ新しい段階にある
ことから，内部標準を定める際には最新の文献を調べ，
内部標準として選択した遺伝子またはタンパクが HIF

などの制御因子に含まれないかどうか必ず確認すべきで
ある．内部標準の選択の他にも，hypoxia研究において
は低酸素環境を証明する必要性がある．培養系において
細胞が本当に低酸素環境にさらされていたかを何らかの
形で示さなければならない．これには低酸素環境で増加
する遺伝子やタンパクが用いられるが，最も確実な方法
の1つは HIF1αの発現増加をmRNAではなくタンパク
質レベルで示すことである．これは，現在進められてい
る多くの hypoxia研究がWangと Semenzaによる HIF1
の発見［1］に基づいており，HIF1のサブユニットで

ある HIF1αが低酸素環境においてタンパクレベルで蓄
積するからである．このように hypoxia研究においては
特有の注意点が挙げられ，新しい研究分野であるだけに
今後も新たな注意点が出現しうる．低酸素シグナルは既
知の赤血球増産，血管新生やアポトーシスに限らず多岐
に広がり，これまでの基本を覆す要素を多く含んでいる．
今後も hypoxia研究を進める際にはより綿密な最新情報
の調査が必要である．

おわりに

HIFの発見により，生体の低酸素応答に関する研究は
癌の形成機構や生殖生理をはじめ，多岐にわたる分野で
進められている．HIFの発現はさまざまな組織，細胞に
おいて認めらており，多くの組織において細胞が低酸素
環境に対する応答機能を備えていると考えられる．低酸
素応答はあるときは組織障害における組織の再構築に寄
与し，あるときは生理的な組織変化において機能する．
近年のわれわれの研究では，卵巣の特に黄体における生
理的な低酸素応答がどのように機能するかについて追求
してきた．興味深いことに，黄体において，低酸素環境
は黄体の形成と退行，言いかえれば組織の生と死の両方
に関与することが明らかとなった．黄体の形成において
は，黄体を構築する血管新生を促し［34］，退行におい
ては P4分泌の低下およびアポトーシスの誘導に低酸素
環境が関与していた［17，18］（図2：卵巣機能と低酸
素環境の関係図）．組織，細胞において低酸素応答がス
タートした後，生と死の分かれ目がどのようにして決定

図1 通常の培養気相（20％O2）および低酸素環境（3％O2）において
培養したウシ中期黄体細胞におけるGAPDH mRNA発現．ウシ
中期黄体細胞を20％O2もしくは3％O2において1～24時間培養し
た後，定量的RT―PCRによりGAPDH mRNA発現を調べた．8
時間以上の培養において，低酸素環境において培養した細胞では
通常の培養気相の細胞と比較してGAPDH mRNA発現が有意に
高い（＊各培養時間において通常の培養気相と比較して有意に発
現が高い［P＜0．01；Student’s t ―test］）．
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されるのかは完全には明らかにされていない．一説には，
酸素濃度が1つの分かれ目とされており，基本的に低酸
素環境であれば血管新生などの「生」の応答がなされ，
anoxia（無酸素環境）に近づくにつれてアポトーシスな
どの「死」の応答が増強されると考えられている［41］．
また最近では，通常の酸素濃度においても HIF1αの発
現調節機構の存在が示されており，ヒトの顆粒層細胞で
はヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（hCG）が通常酸素濃度
下において HIF1α発現を増加させることが明らかにさ
れている［42］．このような卵巣機能を調節するホルモ
ンによる HIF発現調節機構と既知の低酸素環境による
シグナルの関係，さらにこれらに加えてホルモンの周期
性を合わせて解析することにより，卵巣機能における低
酸素シグナルの役割がより明確にできると考えられる．
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