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研究成果の概要（和文）：Phd2を失活させて低酸素応答が全身で活性化したマウスでは、対照群と比較して心筋梗塞モ
デルにおける梗塞巣が優位に縮小しており、心機能も保持されていることが確認された。そこで、Phd2が失活した心筋
組織において、虚血再灌流傷害軽減に貢献した代謝メカニズムの解明を試みた。その結果、『PHD2を失活させることに
より活性化された低酸素応答によって、ミトコンドリアによる酸化的リン酸化から解糖系に代謝システムがシフトする
ことにより、エネルギー通貨であるATPや高リン酸化合物をより少ない酸素消費量で保持していることがその臓器保護
効果の本態である』との結論に辿り着いた。

研究成果の概要（英文）： Cells turn on hypoxic response under the environment where the available oxygen 
molecules are limited. Hypoxic response is mainly regulated by transcriptional factor HIF 
(hypoxia-inducible factor), which is also negatively regulated by “oxygen sensor” prolyl-hydroxylase 
PHDs. Among all PHDs, inactivation of PHD2 alone is sufficient to activate HIF pathway.
 Given that hypoxic response is designed for tissue protection under the hypoxic environment such as 
ischemic diseases, activation of HIF by PHD2-blocade should have beneficial role in ischemia/reperfusion 
model. Here we reported that inactivation of Phd2 in mice myocardial infarction model revealed smaller 
infarction size and better cardiac function by maintaining higher ATP with lower oxygen consumption. Our 
study shed light on new treatment for ischemia reperfusion injuries by targeting oxygen sensor PHD2.
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１．研究開始当初の背景 
 低酸素環境下で高発現する転写因子 HIF1
αのクローニングは低酸素応答研究におけ
る最大の転機となったが (Wang et al, Proc 
Natl Acad Sci U S A 1993 & 1995)、その HIF
の制御メカニズムは全く解っていなかった。
申請者が平成２２年まで所属していた米国
の Kaelin 研究室では、家族性癌疾患 VHL 病
研究を進める過程で、VHL 病原因遺伝子産物
pVHL が HIF1αをユビキチン化により分解に
導くこと (Ohh et al, Nat Cell Biol 2000)、
HIF1αが pVHL に認識されるには HIF1αの特
定のプロリン残基が水酸化される必要があ
ること (Ivan et al, Science 2001; Min et 
al, Science 2001)などを発見し、さらにそ
の HIF1α のプロリン水酸化酵素 PHD (PHD1
〜PHD3)を同定した (Ivan et al, Proc Natl 
Acad Sci U S A. 202)。本研究は、その PHD
による低酸素応答の in vivoでの制御と細胞
内エネルギー代謝の制御の研究へと発展さ
せたものである。 
 
２．研究の目的 
 我々の身体が低酸素環境に暴露されたと
き、個々の細胞は転写因子 HIF の活性化を
介してエネルギー代謝を“低酸素モード”に
切り替え、限られた酸素を有効に利用しよ
うとする。 
 薬剤処理あるいは遺伝子操作によって
HIF を活性化させた細胞（すなわち低酸素
応答を模倣させた細胞）は、所謂“虚血再潅
流傷害”に対して抵抗性を示すのだが、HIF
によって“低酸素モード”に切り替わった細
胞内エネルギー代謝の流れの中で、どの代
謝産物/代謝反応が細胞保護に奏功してい
るのか、完全には解っていなかった。 
 その代謝反応の責任分子をメタボローム
解析を駆使して突き止めて、その分子を標
的とした、心筋梗塞・脳血管傷害などの低
酸素応答が関与する疾患の新しい治療法の
開発へと発展させることを目的として研究
を行った。 
 
３．研究の方法 
下記のような流れで研究を行った。 
(1) 酸素濃度センサーPHD2 を失活させて低

酸素応答を活性化させたマウス（タモキ
シフェン誘導型 PHD2 ノックアウトマウ
ス[Phd2 cKO]）を用いて下記のような 3
つの心筋の虚血再灌流モデルを作製す
る。 

① 心筋梗塞モデル 
② 心肺停止モデル 
③ Langendorf 体外摘出心全虚血モデル 

(2) 各モデルにおいて低酸素応答の活性化
が虚血再灌流後の心機能に与える影響
の評価を行う。 

(3) 心筋組織にて代謝解析を行い、心機能の
変動と相関する代謝産物および代謝経
路を同定する。 

 
４．研究成果 
成果について、研究の主な成果、得られた成
果の国内外の位置づけとインパクト、今後の
展望などの点から記述すること 
(1) 心筋の虚血再灌流モデルの作製 
① 心筋梗塞モデル 

Phd2 cKO および対照群マウスを用い
て冠動脈前下行枝をクランプする心
筋梗塞モデル(LAD ligation model)
を作製した。 

② 心肺停止モデル 
Phd2 cKO および対照群マウスを用い
て、KCl 投与による心停止・気管内挿
管および人工呼吸・指圧による心臓マ
ッサージによる蘇生(CPR)を行うモデ
ルを作製した。 

③ Langendorf 体外摘出心全虚血モデル 
Phd2 cKO および対照群マウスより摘
出した心臓を Langendorf 体外心循環
装置に接続して心停止・再灌流モデル
を作製した。 

(2) 心機能評価 
① Phd2 cKO 群において心筋梗塞巣のサ

イズが優位に縮小し、左室機能低下の
マーカー・LVEDP の上昇も優位に抑え
られており、Phd2 の失活によって活
性化された低酸素応答は、心筋梗塞巣
の縮小と新機能維持に貢献している
ことが示された。 

② 心肺蘇生成功率、蘇生後生存率、心機
能の全てにおいて、Phd2 cKO および
対照群間に統計学的有意差は今のと
ころ認められていない。 

③ 再灌流後 20 分時において、Phd2 cKO
群での左室収縮気圧 LVSP、および左
室内圧上昇率 dP/dt の低下が認めら
れ、予想に反して Phd2 を失活させた
心臓では収縮力が低下していること
が考えられた。 

 
(3) 代謝産物解析 



① Phd2 cKO および対照群の心筋組織を
用いて代謝解析を行った。 
 
 全てのデータをここに表示させる
ことは出来ないため代表的な代謝経
路のサマリーのみを提示する。Phd2
の失活により代謝がミトコンドリア
における酸化的リン酸化から、極端に
解糖系にシフトしていることが解る。 
 

 
 また、アミノ酸においては、セリン、
アラニン、アスパラギン酸などの糖源
性アミノ酸の有意な上昇を認めた。ま
た、Phd2 の基質であるプロリンも上
昇していた。システイン以外全てのア
ミノ酸が上昇していた。 
 

 
 
その他、初代培養心筋細胞を用いた実
験から、Phd2 の失活により心筋の酸
素消費量が劇的に減少していること
が解る。すなわち、ミトコンドリアの
呼吸鎖の活性が抑えられていること
が解る。 

 
ミトコンドリアにおける呼吸の抑制
は、ATP 産生というエネルギー産生の
観点からは不利なのではであるが、大
変興味深いことに Phd2 の失活は ATP
量の有意な上昇をもたらすことが明
らかになった。 
 

 
さらに、重要なエネルギー貯蔵物質で
もあるクレアチンリン酸も有意に上
昇していることも判明した (data 
not shown)。これらのことから、少な
い酸素消費量でより多くの ATP ある
いは高リン酸化代謝産物を保持でき
ていることが、酸素濃度センサーであ
る PHD2 の阻害による低酸素応答の活
性化が心筋梗塞モデルにおける虚血
再灌流傷害に対して保護的に働く最
大の理由であると結論づけた。 
 

② 現時点では生存率などに統計学的に
有意な差がなく、代謝解析を行ってい
ない。症例数を増やしていく予定であ
る。 

③ 心臓の局所的虚血モデルではなく全
虚血モデルにおいては、低酸素応答の
活性化は心保護的には作用しないと
いう、②とともに予想に反する結論が
得られた。しかしながら新たな治験で
はあるため、引きつづき代謝産物解析
は継続して行う予定である。 
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