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研究成果の概要（和文）：本研究課題遂行期間に、我々は EC 特異的な HIF-1遺伝子欠失マウ

スを作製し、モノクロタリン誘導性肺高血圧症モデルおよびその評価系の確立を行った。本変

異マウスの肺高血圧症モデルでは、右心系負荷を示す右心室重量／左心室重量比率は減少し、

組織学的解析による小肺動脈の血管周囲の筋層化も軽減されていた。そして、肺高血圧症の病

態は、EC に発現する HIF-1が、内皮由来血管収縮因子の一つである endothelin-1 の発現を

介して、形成されることが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：MCT-induced pulmonary arteries demonstrated binding of pimonidazole, a 

hypoxia detection agent that binds to regions of hypoxia in the region around vascular walls including 

lung epithelial cells. Indices of the PAH were significantly alleviated in the Hif-1β+/- mice compared to 

the control as the following data showed; the weight ratio of right ventricular to left ventricular with 

septum was significantly decreased; the number of pulmonary arteries was significantly increased; 

indices of the medial thickness was significantly decreased. The number of musculized pulmonary 

arteries in MCT-treated Hif-1β+/- mice was significantly decreased compared to that of the control mice. 

In addition, interestingly, the PAH in wild type mice was ameliorated by administration of bosentan, an 

endothelin receptor blocker, to the same level of that in Hif-1β+/- mice. These results indicate that the 

development of MCT-induced PAH was mediated by HIF-1β in endothelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 

血管内皮細胞（EC）は、生体の低酸素シグナ
ルの初期応答細胞のひとつであり様々な病
態に関与している。血管再構築過程において
EC では、細胞間の情報の破綻、血管の透過

性亢進、接着分子の発現、多認識型受容体や
各種サイトカインの発現、活性酸素（ROS）
発生などの様々なシグナルが変化する。これ
ら表現型の分子メカニズムは解明されつつ
あるが、低酸素シグナルがどのように個々の
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生体応答にクロストークしているかについ
ては十分理解されていない。また、これまで
に EC の低酸素応答シグナルの側面から生体
応答への変換システムを系統的に解析した
研究はほとんどない。 

 

２．研究の目的 

 本研究課題では、生体の低酸素応答におい
て初期応答細胞のひとつとして EC に焦点を
当て低酸素シグナルを介する様々な生体応
答への変換システムを解明し、低酸素応答破
綻に伴う病態の早期発見と治療に関する基
盤研究を行なう。具体的には、独自に開発し
たEC特異的ARNT遺伝子欠失マウスを利用
して生体内の血管再構築モデルを作製し、EC

の機能的・形態的低酸素応答に関わる分子機
序を系統的に解明することを目指す。 

 

３．研究の方法 

【実験 1】EC 特異的 HIF-1 欠失マウス
（Tie2-Cre;HIF-1 マウス）の確立 

 EC 特異的 HIF-1 遺伝子欠失マウスは、独
自に開発した HIF-1α/β-floxed マウスと
Tie2-Cre Tg マウスとの交配により作製する。 

【実験 2】上記変異マウスを利用した肺高血
圧症モデルの確立と EC に関する解析 

 血管再構築の観察モデルとして、肺動脈の
血管再構築が観られる肺高血圧症モデルを
採用する。肺高血圧モデルは、monocrotalin

投与あるいは低酸素暴露によるそれぞれ両
方のモデルを採用する。病態モデルの病態組
織内について低酸素マーカーHypoxiprobe1

で低酸素領域を同定・確認する。肺組織の
EC の形態学的変化を中心に、血管透過性変
化、細胞間の情報の変化、活性酸素種・窒素
種の発生、多認識型受容体の発現について、
免疫組織学的評価を行なう。また、抗 CD31

抗体の免疫学的単離により EC を肺組織から
採取し、EC の分化・増殖・移動について解
析する。また、上記各項目マーカーについて
その発現量を解析することにより EC の機能
を評価する。本変異マウスが胎生致死などの
表現型により病態解析が困難である場合に
は、放射線照射後に変異マウス骨髄移植した
正常成体マウスを用いることにより病態モ
デルを確立して同様の解析を行なう。 

【実験 3】変異マウスをベースとした EC 特
異的標識マウスの確立と各細胞の形態学的
解析 

 Cre-LoxP システムを利用して EC および
SMC を細胞系譜特異的に標識するために、
【実験 1】で構築した変異マウスと、
GFP-stop-loxP Tg マウスを交配することに
より変異マウスをベースとした EC および
SMC 特異的標識マウスを確立する。確立し
たマウスを用いて、【実験 2】の実験に加え、
形態学的な変化について、EC・SMC 各種細

胞マーカーを含めた組織免疫染色法による
解析を行う。また、試みとして、大腿動脈結
紮・虚血モデルを作製することにより、生体
内 で の 時 間 経 過 を 加 味 し た 目 的 細 胞
(EC/SMC)の形態学的観察モデルの構築を行
う。 

【実験 4】分離 EC 培養の低酸素条件下にお
ける HIF 機能解析 

 生体内での低酸素環境が直接 EC に作用す
ることによりどのような血管再構築に関す
る細胞応答を引き起こしているのかどうか
を分子レベルで調べるために、抗 CD31 抗体
を用いた免疫学的分離法により肺組織 EC を
採取して、培養条件下の EC の HIF-1 分子の
機能を解析する。変異マウスからの EC が十
分採取できない場合には、HIF-1-floxed マウ
スから EC を採取後、アデノウイルスベクタ
ーによる Cre 遺伝子の導入した ARNT 遺伝
子欠失 EC を得て本実験に使用する。採取さ
れた EC の培養では、コラーゲンコートした
半透膜上に EC を単層培養したチャンバーを
採用する。分離された EC を低酸素の培養条
件で、機能獲得型解析および機能欠失型解析
を含めて下記の３点について解析を進める。
(a)血管透過性変化および接着分子発現変
化：形態学的解析及び各種関連因子の発現に
ついて網羅的に検討する。(b)活性酸素種・窒
素種の測定：蛍光プローブを用いた蛍光イメ
ージング解析、蛍光測定解析をする。(c)炎症
関連の多認識型受容体の発現解析：関連遺伝
子の網羅的発現解析を行なう。これらの EC

の低酸素応答変化が、HIF シグナルにおいて
どのような位置付けにあるのかを検討する。 

 
４．研究成果 
 本研究課題遂行期間に、我々は EC 特異的
な HIF-1遺伝子欠失マウスを作製し、モノ
クロタリン誘導性肺高血圧症モデルおよび
その評価系の確立を行った。本変異マウスの
肺高血圧症モデルでは、右心系負荷を示す右
心室重量／左心室重量比率は減少し、組織学
的解析による小肺動脈の血管周囲の筋層化
も軽減されていた。そして、肺高血圧症の病
態は、EC に発現する HIF-1が、内皮由来血
管収縮因子の一つであるエンドセリン-1 分
子の発現が、転写産物レベルで上昇していた。
また、それは、免疫組織化学的解析によって
確認された（図１）。さらに、エンドセリン
受容体阻害剤であるボセンタンの投与によ
り、対照群マウスモデルにおいて、ノックア
ウト群と同様レベルまで病態は改善された
（図２）。以上の結果より、モノクロタリン
誘導性肺高血圧症モデル病態は、肺血管内皮
細胞の HIF-1更にその下流のエンドセリン
-1 を介して形成されることが示唆された。 

 



 

 

【図１】モノクロタリン誘導性肺高血圧症モ
デルにおける肺組織内のエンドセリン-1 の
発現量 

 
 
【図２】エンドセリン受容体阻害剤ボセンタ
ンによる肺高血圧症病態への影響 
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