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研究成果の概要（和文）： 
我が国において、動脈硬化を背景とする虚血性心疾患や脳梗塞などは主な成人の死因であり、

その機序の解明や治療法の確立が急がれる。生体は低酸素状態に反応して血管新生や造血を誘
導する低酸素応答系を有している。酸素センサーである Prolyl hydroxylase (PHD)2は酸素濃
度を認識する分子で、低酸素誘導性転写因子 Hypoxia inducible factor (HIF)を負に調節する。
低酸素応答系は血管新生、炎症、造血など多面的な調節作用を有するため、これらを調節する
ことで治療として用いることができないかが着目されている。本研究では、低酸素感知システ
ムを修飾することで、心血管系の血管新生の誘導、炎症抑制、レニン・アンギオテンシン系の
抑制など心血管保護的に作用する可能性について、遺伝子組み換えマウスや培養細胞を用いて
検討した。血管内皮特異的、血管平滑筋特異的ないし心筋細胞特異的 PHD2欠損マウスを作成
し、血管新生が誘導されるかを、全身性 PHD2欠損マウスと比較検討した。これらのマウスで
は血管新生は誘導されなかった。一方、全身性 PHD2欠損は心臓の血管新生を誘導した。よっ
て、血管新生誘導には全身性因子の関与が示唆された。PHD阻害剤処置により、マクロファ
ージの炎症反応が抑制され、血管平滑筋細胞のアンギオテンシン II１型受容体の発現が抑制さ
れた。これらの結果より、PHD2は血管新生、炎症、レニン・アンギオテンシン系に多面的な
影響を与え、心血管保護的に作用する可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Ischemic diseases such as heart attack and stroke are important cause of death in the 
developed courtiers including Japan. Therefore, it is an urgent need to find the clue for the 
diseases and to establish the novel treatment strategy. Our body has a sophisticated 
system to adapt hypoxic/ischemic condition by inducing angiogenesis and erythrocytosis. 
Prolyl hydroxylase (PHD)2 is a key sensor for oxygen concentration and a negative 
regulator for hypoxia inducible factor (HIF) expression. This oxygen sensing system play 
a key role to adapt hypoxic/ischemic insults, thus modification of the system has gained an 
attention as a potential strategy. In this project, we studied that the modification of 
hypoxia pathway could be serve as a cardioprotective way by regulating angiogenesis, 
inflammation and renin-angiotensin system. We have developed endothelial cell-specific, 
vascular smooth muscle cell-specific, and cardiomyocyte-specific PHD2 knockout mice. 
While we did not find any significant angiogenic response in these mice, systemic PHD2 
knockout mice did show significant angiogenesis, suggesting that some systemic factors 
mediate to induce angiogenesis. PHD inhibitors treatment suppresses acute inflammatory 
responses in cultured macrophages. PHD inhibitors also suppressed angiotensin II type 1 
receptor expression in cultured vascular smooth muscle cells. Collectively, PHD2 regulates 
angiogenesis, inflammation and renin-angiotensin system, and hence has a great potential 
for the treatment of cardiovascular diseases.  
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学 循環器内科学 
キーワード：分子血管病態学 
１．研究開始当初の背景 
我が国において、動脈硬化を背景とする虚
血性心疾患や脳梗塞などは主な成人の死因
であり、その機序の解明や治療法の確立が急
がれる。既存の血管から新しい血管を形成し
ていく血管新生を促進することは虚血性疾
患の治療法として、広く検討されている。す
でに血管新生因子局所投与や骨髄細胞移植
が行われているが、治療効果や対費用効果な
ど解決すべき点が多い。 
生体は低酸素状態に反応して血管新生や
造血を誘導する低酸素応答系を有しており、
それを標的として用いる方法が注目されて
きている。酸素センサーPHD2は酸素濃度
を認識する分子で、低酸素誘導性転写因子
HIFを負に調節する。 
本申請者は全身性 PHD2コンディショナ

ル欠損マウスにおいて血管新生が生じるこ
とを明らかとした（Circulation 
2007;116:774）。よって、PHD2を抑制す
ることで低酸素応答系を活性化し血管新生
を誘導できることがわかる。しかし、この
マウスでは血管新生と同時に多血が生じる
ため、標的部位局所のみでの PHD2抑制し、
血管新生のみを誘導する必要がある。 
さらには低酸素応答系は血管新生のみな
らず、代謝、炎症、レニン・アンギオテンシ
ン系などにも影響を与える可能性が示唆されて

おり、低酸素応答系が今後重要な治療標的
の一つになり得る可能性が期待されていた。 
 
２．研究の目的 

PHD2 抑制を心血管病の治療に応用する
ことを長期目標とした上で、本研究は PHD2
の心血管系における役割、とくに心血管局所
における PHD2欠損により、血管新生を特異
的に誘導できないかを検討した。Cre-loxP機
構による遺伝子組み換えシステムを利用し

た血管内皮ないし平滑筋細胞特異的 PHD2
欠損マウスを作成した。また、PHDの炎症、
レニン・アンギオテンシン系に対する効果にも

焦点を当て研究を行った。 
(1) 血管における PHD2の役割の検討 
 我々の予備実験で肝細胞や皮膚角質細胞
特異的 PHD2を欠損させても、肝臓や皮膚に
血管新生が誘導されなかったことを踏まえ、
我々はその原因は「血管自体の PHD2が正常
に存在するため血管新生がおこらない」とい
う仮説を立てた。よって、血管の PHD2を抑
制するため、内皮細胞特異的 PHD2欠損マウ
ス、 血管平滑筋細胞特異的 PHD2欠損マウ
スを作成し、血管新生が誘導されるかを検討
した。 
(2) PHD2欠損の虚血病変改善効果の検討 
これまでの研究で、血管新生が心筋虚血
を改善する可能性が示されている。全身性
PHD2 欠損により血管新生が誘導されるた
め、このマウスモデルを用いて心筋梗塞作成
し、心筋梗塞サイズが縮小するかを検討した。 
(3) 心筋細胞における PHD2の役割の検討 
心筋細胞自体における PHD2の役割を調

べるため、心筋細胞特異的 PHD2欠損マウス
を作成し、心臓における低酸素シグナル分子
の発現を検討した。心機能や血管新生に対す
る効果を検討した。 
(4) PHD阻害剤の炎症への効果の検討 
 炎症は心血管病進展の重要な原因である
ため、炎症を調節することは大きな治療的意
義がある。そこで、我々はマクロファージを
用いて、in vitroで PHD阻害剤を投与して、
炎症を抑制する効果があるかを検討した。 
(5) PHD阻害剤のレニン・アンギオテンシン系
への影響の検討 
心血管病進展に重要な役割を果たすレニン・

アンギオテンシン系に与える影響を検討した。 

培養血管平滑筋細胞を用いて、アンギオテンシ



ン II１型受容体の発現を評価した。 
 
３．研究の方法 
(1) 血管における PHD2の役割の検討 
血管特異的に PHD2 を欠損させるため、

Tie2Cre マウスを用いて内皮細胞特異的
PHD2欠損マウス、次に SM22Creマウスを
用いて血管平滑筋細胞特異的 PHD2 欠損マ
ウスを作成した。心臓、肝臓、肺、腎臓など
主要臓器を回収し、血管内皮特異的免疫染色
（CD31 染色）により、血管新生が認められ
るかを検討した。 
(2) PHD2欠損の虚血病変改善効果の検討 
 全身性 PHD2 コンディショナル欠損マウ
スを用いた。タモキシフェン投与後１週間で
冠動脈結紮による急性心筋梗塞を作成した。
梗塞後１週間後に安楽死せしめ、心臓を回収
し、マッソントリクローム染色を行い梗塞範
囲を定量評価した。 
(3) 心筋細胞における PHD2の役割の検討 
心筋細胞特異的 Myh6Cre/Esr1 マウスを用

いて、心筋細胞特異的 PHD2 欠損マウスを作
成した。この Cre には不活性型エストロゲン
受容体と融合させてあり、タモキシフェン投
与にて初めて Creが活性化する誘導型ノック
アウトマウスである。このマウスの心臓を用
いて、HE 染色により心臓の形態学的評価、心
臓超音波により左室駆出率など心機能を評
価、RNA を回収し HIF 標的遺伝子の発現レベ
ルを検討した。 
(4)PHD欠損による炎症への効果の検討 
 培養マクロファージ RAW264.7 細胞を用い
て、リポ多糖で刺激し、代表的炎症性サイト
カイン腫瘍壊死因子(TNF-α)の発現レベルを
リアルタイム PCR や ELISA を用いて評価した。
PHD 阻害剤は dimethyloxallyl glycine 
(DMOG)や塩化コバルトを用いた。shRNA によ
る PHD1,PHD2 ノックダウン細胞を作成した。 
(5) PHD 阻害剤のレニン・アンギオテンシン系
への影響の検討 
 ラット大動脈由来の血管平滑筋細胞を用い
て、PHD 阻害剤のアンギオテンシン II１型受容
体の発現への効果をノーザンブロットやウエス

タンブロットにて評価した。PHD 阻害剤は塩化
コバルトおよび DMOG を用いた。AngII 持続注
入マウスモデルを用いて、塩化コバルトの心筋

細胞間質の線維化抑制効果について検討した。 
 

４．研究成果 
(1) 血管における PHD2の役割の検討 
内皮細胞特異的 PHD2 欠損マウスの心臓、
肝臓、腎臓など重要臓器を HE 染色で観察、
また血管内皮特異的 CD31 染色を行ったが、
血管新生は認められなかった。次に、血管平
滑筋細胞特異的 PHD2欠損マウスの心臓、肝
臓など重要臓器を PECAM染色したが、こち
らも血管新生は認められなかった。我々の仮

説である、「血管自体の PHD2 が正常に存在
するため血管新生がおこらない」は立証され
ず、血管の PHD2を局所的に欠損させるだけ
では、血管新生を誘導することはできないこ
とが明らかとなった。一方、全身性 PHD2欠
損マウスは血管新生が誘導されることより、
この差異は局所の因子以外に何らかの全身
的な因子がが関与していること強くが示唆
された。 
(2) PHD2欠損の虚血病変改善効果の検討 
 全身性 PHD2 欠損マウスを用いて急性心
筋梗塞モデルを作成した。全身性 PHD2欠損
マウスは血管新生以外に多血を誘導するた
め、多血が明らかとなる前に冠動脈結紮によ
る心筋梗塞を作成し、１週間後に安楽死せし
め、心筋梗塞サイズを計測した。コントロー
ルは 33.1±13.6％、全身性 PHD2 欠損マウ
ス 42.5±8.3%で、PHD2 欠損によっても梗
塞サイズに有意な改善は認められなかった。 
(3) 心筋細胞における PHD2の役割の検討 
心筋細胞特異的 PHD2 欠損マウスの心臓よ
り RNAを回収し遺伝子発現を検討したところ、
HIF の標的遺伝子である解糖系酵素
phosphoglycero kinase やヘムオキシゲナー
ゼ 1などの遺伝子発現が増加していた。 
当初、このマウスを用いて、心筋梗塞モデ
ルを作成することを予定していた。しかし、
研究経過中 Myh6Cre/Esr1 自体がタモキシフ
ェンを投与により心筋障害を生じさせ拡張
型心筋症様の重篤な心機能低下が生じるこ
とが明らかとなったため、この計画は中止せ
ざるを得なかった。なお、2009 年に我々と同
様の観察が、別のグループより報告された
（Circulation Research. 2009;105:12)。 
(4)PHD阻害の炎症への効果の検討 
心血管病変の進展において重要な役割をはた

すマクロファージにおける急性炎症反応に対す

る PHD 阻害の影響を検討した。培養マクロファ

ージ RAW264.7 細胞を急性炎症誘発物質である

リポ多糖で刺激すると、著しい TNF-alpha を代

表とする急性炎症物質産生が誘導される。PHD

阻害剤であるコバルトや DMOG などを前処置し

ておくと、リポ多糖による TNF-alpha の発現を

有意に抑制させることを見いだした。PHD1 と

PHD2 特異的 shRNA もリポ多糖による TNF-alpha

の産生を抑制した。PHD 阻害がもつ抗炎症作用

を新たに見いだしたのもであり、この成果は、

Takeda K,et al. Inhibition of prolyl 
hydroxylase domain-containing protein 
suppressed lipopolysaccharide-induced 
TNF-alpha expression. Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2009;29(12):2132-2137.に報告
した。 
(5) PHD阻害剤のレニン・アンギオテンシン系
への影響の検討 
心血管病進展に重要な役割を果たすレニン・

アンギオテンシン系に与える影響を、培養血管



平滑筋細胞を用いて検討した。PHD 阻害剤であ

るコバルトや DMOG を処置すると、アンギオテン

シン II１型受容体の発現を有意に抑制するこ

とを見いだした。また、AngII 持続注入マウス

モデルに、PHD 阻害剤であるコバルトを投与す

ると、血圧非依存性に心筋細胞間質の線維化を

有意に抑制することを見いだした。 

以上より、本研究において、我々は PHD2
を阻害することで、血管新生が誘導できるこ
と、炎症が抑制されること、アンギオテンシ
ン II１型受容体が抑制されることを、遺伝子
組み換えマウスや培養細胞を用いて明らか
にした。PHD2 を代表とする低酸素応答系は 
上記の様々な面に影響を与え、心血管保護的
に作用する可能性が示唆された。今後、さら
に効果的に血管新生を誘導させる方法を探
求していく必要があると考えられた。 
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