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研究成果の概要（和文）：睡眠時無呼吸症 (OSA) は、低酸素を繰り返す間歇的低酸素 (IH) を特徴とし、心血
管病の危険因子である。我々は本研究において、IHにより血管の肥厚に関わるエピレグリン (ER) が増加するこ
と、またその増加には炎症に関わるインターロイキン (IL)-6が関与することを発見した。ERはIL-６による炎症
増幅回路の因子であることが近年報告されていることから、IHによるERとIL-6の増加は心血管病だけでなく様々
な疾病の発症・進展に関与する可能性がある。今後、IHに対するより詳細な細胞応答メカニズムの解明により
OSAにおける様々な病態に対して新たな予防・治療の方法が確立されるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：Obstructive sleep apnea (OSA) is characterized by intermittent hypoxia (IH) 
and a risk factor in the progression of cardiovascular diseases. In this study, we found that IH 
induced pro-inflammatory cytokine interleukin (IL)-6, resulting in an increase of epiregulin (ER) 
which is involved in vascular wall thickness. It was recently reported that  ER was a crucial factor
 in an inflammation amplifier which was induced by IL-6. It is therefore thought that IH-induced 
increases of ER and IL-6 are involved in the development and the progression of several diseases as 
well as cardiovascular diseases. Further investigation of intracellular mechanisms for IH will 
establish the therapeutic strategy and prophylaxis against several diseases in patients with OSA.

研究分野：薬理学

キーワード： 間歇的低酸素

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
間歇的低酸素 (IH) によるエピレグリン (ER) 発現増加にインターロイキン (IL)-6が関与することが明らかと
なった。IL-6はその増幅回路により慢性炎症性疾患に関わっており、ERはその増幅回路の因子の1つである。こ
れにより、OSAが慢性炎症性疾患の発症・進展に関与する可能性が示唆された。
IHによるER増加メカニズムに関して、我々は転写因子やマイクロRNAの関与に否定的なデータを得ており、のこ
るERの発現制御メカニズムは限られてきている。
本研究は、IHによるER発現増加メカニズムの解明の足がかりとなると共に、その解明が慢性炎症性疾患等の治療
および予防戦略へと繋がることを示した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
閉塞性睡眠時無呼吸症 (obstructive sleep apnea; OSA)は、高血圧、糖尿病並びに冠動脈疾
患等の危険因子であることに加え、心血管病等による死亡率を上昇させる (Cardiology. 
1999;92:79-84, Am J Respir Crit Care Med. 2010;182:269-77)。また、OSAは間歇的低酸素血
症 (intermittent hypoxia; IH) を特徴とすることから、IHによる刺激が各種疾患の発症と心
血管病関連死を誘発すると考えられている。OSA の治療には持続陽圧呼吸療法 (continuous 
positive airway pressure; CPAP) が用いられており、OSA患者における心血管病の発症とそ
の関連死を改善することも報告されている (Lancet. 2005;365:1046-53)。しかし、CPAPの使
用においては使用時の不快感、上気道の乾燥および圧迫感等から決してコンプライアンスが良
好とはいえない (Thorax. 1994;49:263-6)。そこで OSAによる心血管病やその関連死のリスク
を低減させるために、CPAPに代わる新たな予防法・治療法が望まれる。一方で、心血管病の
主要な病態にアテローム性動脈硬化があるが、アテローム性動脈硬化ではその特徴の 1つとし
て血管平滑筋細胞の増殖が認められる。我々は、IHが血管平滑筋細胞へ及ぼす影響を検討する
ことで、OSA による心血管病の発症・進展に繋がるメカニズムを解明し、OSA 患者における
心血管病発症の予防法並びにその進展を遅延させる方法が確立できるのではないかという着想
に至った (図 1)。 

図 1 間歇的低酸素 (IH) から各種病態への流れ. 
 
２．研究の目的 
我々は、in vitroにおける酸素暴露条件を「Normoxia (N) および Sustained Hypoxia (SH) 
の酸素濃度はそれぞれ 21%と 1%、IHは 1% (5分間) と 21% (10分間) を繰り返す。また、暴
露時間は 24時間とする。」と定めて既に検討を行っている。培養ラット大動脈平滑筋細胞 (rat 
aortic smooth muscle cell; RASMC) を用いて IHによる影響を検討した結果、我々は IHが直
接的に血管平滑筋細胞の増殖を促進することを明らかにした。また、エピレグリン (epiregulin; 
EREG) をはじめとする一部の上皮成長因子 (epidermal growth family; EGF) やその受容体
である erbB2受容体の増加を認め、erbB2受容体の阻害剤を使用することで IHによる細胞増
殖が抑制されたことから、これら EGFファミリー並びに erbB2受容体が IHによる血管平滑
筋細胞の増殖に一部関与することを発見した (Exp Cell Res. 2013;319(19): 3042-50.)。しかし、
その細胞内応答メカニズムやその他細胞内分子に関しては不明な点が多い。そこで、本研究で
はこれまでの RASMC に加えて不死化ヒト冠動脈平滑筋細胞  (human coronary artery 
smooth muscle cell; hCASMC) を用いて、IHに対する血管平滑筋細胞内応答メカニズムの解
明と OSA における心血管病発症の鍵となる分子
の同定を目的とした。 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養 
細胞は、適正数まで培養した後、血清を含まない
細胞培養液にて 24時間飢餓状態に置いてから以下
に示す条件にて暴露した 。各暴露条件は、
normoxia (21% O2、5% CO2)、sustained hypoxia 
(SH; 1% O2、5% CO2) 又は IH (10 min normoxia
と 5 min SHを繰り返す) とした (図 2)。 
 図 2 In vitroにおける 
 normoxia, IH, SHの暴露条件. 



(2) Real-time RT-PCR 
 messenger RNA (mRNA) の発現量を real-time RT-PCRにて定量した。Normoxia、IHお
よび SH 暴露後の細胞からキットを用いて全ての mRNA を回収・定量した後、逆転写を行っ
て complementary DNA (cDNA) を得た。cDNA、目的とするmRNAに特異的なプライマー
および real-time PCRキットを用い、目的とするmRNAをサーマルサイクラーにより増幅・
定量した。また、各mRNAの発現レベルは β-アクチン mRNAの発現量にて補正した。 
(3) プロモーターアッセイ 
 mRNAの生成を制御するDNA上のプロモーター領域の活性をルシフェラーゼアッセイにて測定し
た。ルシフェラーゼはホタルに由来する発光蛋白質であるため、ルシフェラーゼを目的遺伝子のプロ
モーター領域に組み合わせ、発現した蛋白質による発光を検出することでプロモーターの活性を評価
することができる。分子生物学的手法により EREG のプロモーター (-1345/+118) をクローニングし、
それをルシフェラーゼ遺伝子の組み込まれたベクターに挿入した。この EREG の組み込まれたベクタ
ーをリポフェクチン法にて導入後 18〜24時間経過した細胞を、normoxia、IHまたは SHに 24時間
暴露した。暴露後、細胞を溶解させてルシフェラーゼアッセイシステムによりルシフェラーゼの活性を
測定した。遺伝子導入効率の標準化は、β-ガラクトシダーゼの組み込まれたベクターを同時に導入し、
暴露後にガラクトシダーゼ活性を測定することで行った。 
(4) RNA干渉 
 Small interfering RNA (siRNA) は、標的とするmRNAに結合することでその分解を誘導
し、タンパク質の発現を抑制することができる。特定の mRNA に特異的にデザインされた
siRNAをリポフェクチン法にて細胞内に導入した。 
(5) Enzyme linked immunosolvent assay (ELISA) 
 特定のタンパク質の発現量を、ELISAキットを用いて定量した。抗原抗体反応は特異的でか
つ感度が非常に高く、ELISAはこの抗原と抗体の反応を利用して特定のタンパク質の発現量を
高感度に検出できる。 
 
４．研究成果 
(1) IHは hCASMCにおける EREGの発現を増加させる。 
 これまでの IH の研究は RASMC を用いて行ってきたが、プロモーターアッセイにおける遺伝子導
入効率が低く、試薬の変更や遺伝子導入方法の変更等を行っても改善が見られなかった。そこで、遺
伝子導入効率の改善、IHに対する普遍的な細胞応答の解明並びに本研究が最終的に OSA患者を
対象とした研究であることを踏まえ、本研究は主としてヒト由来の hCASMCを使用することとした。 
CASMCの IHに対する反応性およびその RASMC との相同性を確認するために、IH 24時間暴露
における EREG mRNA発現の変動を確認した。その結果、CASMCにおける EREG mRNAの発
現は、RASMCの場合と同様、IHにより増加し、SHでは変化しなかった (図 3A)。また、細胞内で合
成された EREG は、細胞膜上に移行し (pro-EREG)、一部が切り離されて細胞外へ放出される 
(EREG)。Pro-EREG および EREG のいずれも、mRNA と同様に、IH にてその発現量が増加した 
(図 3Bおよび C)。 
 一方で、IHによる EREGの発現増加がラットだけでなくヒトでも確認されたことにより、
この反応は IHに対する種を越えた普遍的な細胞応答であることが示唆される。 

図 3 IHによる EREGの発現. A: EREG mRNA, B: pro-EREG, C: EREG. 
 
(2) IHによる EREG遺伝子の発現は、転写による直接
的な制御ではない。 
 IHによるEREG mRNAの増加が転写活性によるも
のか確認するために、EREGのプロモーターを発現ベ
クターpGL4.17のルシフェラーゼ遺伝子に融合させて
hCASMC に導入した。次いで IH 暴露を行ったが、IH
による EREG プロモーターの有意な活性化は認められな
かった (図 4)。このことは、IHによるEREGの発現増加が
転写によるものではないことを示唆している。 
 図 4 EREGプロモーター (-1345/+118)  
 に対する IHの影響. 



(3) IHは時間依存的にインターロイキン (Interleukin; IL)-6の発現を増加させる。 
 臨床においてOSA患者では炎症マーカーの IL-6が増加していると報告されていることから、
real-time RT-PCRを用いて IL-6 mRNAの発現を確認した。図 4Aに示すように、IL-6 mRNA
の発現は IHにおいて有意に増加したが、SHでは増加を認めなかった。また、IHは IL-6 mRNA
の発現を時間依存的に増加させた (図 4B)。さらに、細胞培養液中における成熟 IL-6もmRNA
と同様に時間依存的な増加を示した (図 4C)。これらの結果は、中程度または高度な OSA患者
における血中 IL-6の増加と矛盾しない。 
 

図 4 IHによる時間依存的な IL-6の発現. A: IHによる IL-6 mRNAの発現増加, B: IHによる
IL-6 mRNAの時間依存的な発現の増加, C: IHによる IL-6の時間依存的な発現の増加. 

 
(4) IL-6による刺激は EREG mRNAの発現を増加させる。 
マウス内皮細胞を用いた研究で IL-6が EREG mRNAの発
現を増加させると報告されているので、hCASMCでも IL-6
が EREG mRNA の発現を増加させるのか確認した。図 5
に示したように IL-6 (100 ng/mL) にて hCASMCを刺激す
ると、刺激後 0.5から 24時間にかけて EREG mRNAの増
加を認めた。この結果は、IHによる EREG mRNAの増加
は IL-6の増加に起因することを示唆している。 

図 5 IL-6による EREG mRNAの発現 
 
(5) IL-6および IL-6受容体に対する siRNAは、IHによる EREGの増加を抑制する。 
IHによる IL-6の増加 (図 4Bおよび C) と IL-6による EREG mRNAの増加 (図 5) から、IH
による IL-6 の増加が IH による EREGの増加を引き起こしているのではないかと考えた。こ
のことを確認するために、IL-6および IL-6受容体に対する siRNAを用いた RNA干渉を行っ
た。図 6Aに示すように、対照の scrambled siRNAでは IHにより EREG mRNAが有意に増
加したのに対して、IL-6および IL-6受容体に対する siRNAの処理をしたサンプルでは IHに
よる EREG mRNAの増加が抑制された。さらに ELISAを用いた検討においても、scrambled 
siRNA では IH による培養液中の EREG の有意な増加を認めたが、IL-6 および IL-6 受容体
siRNAを処理したサンプルではその増加が抑制された (図 6B)。この結果は、IL-6/IL-6受容体
システムが血管平滑筋における EREG 増加に対して重要な役割を担っていることを示してい
る。 

図 6 IHによる EREG発現の増加に対する IL-6および IL-6受容体の siRNAの影響.  
A: EREG mRNA, B: EREG 

 



 
本研究は、当初予定していた研究計画に基づいて研究を進めていたが想定していたものと異な
る結果となったことで他のメカニズムの関与を模索しながら遂行することとなった。そのよう
な中で、IHによる EREG発現増加には少なくとも炎症性サイトカインである IL-6が関与する
ことが明らかとなった。近年、慢性炎症性疾患に関わる IL-6の発現増幅回路が報告されており、
EREG もその因子の 1 つである。これらのことから、OSA が癌を含む様々な慢性炎症性疾患
の発症・進展に関わる可能性がある。また、EREGを含む上皮成長因子は各種病態、細胞の増
殖や分化などに関わるため、そのメカニズムの解明は OSA による心血管病だけでなく、様々
な疾病の治療や予防戦略の確立に繋がると期待される。我々の一連の研究では IH による
EREG 増加における転写因子やマイクロ RNA の関与に否定的なデータを得たことから、
EREGの発現を制御すると考えられるメカニズムはより限られてきた。以上のことから、本研
究により IHによる EREG発現増加メカニズムの解明に近づくと共に、その解明が慢性炎症性
疾患や他の疾患に対する治療および戦略と繋がる可能性がより高まった。 
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