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研究成果の概要（和文）：血管再構築過程における血管内皮細胞（EC）のHIFの役割を明らかにするために、EC特異的
なHIF-2α遺伝子過剰発現マウスを作製し個体レベルでの機能解析法を確立した。まず、血管再構築モデルとして本変
異マウスを用いた虚血皮弁モデルを作製しその表現型を解析した。興味深いことに変異マウスにおける虚血壊死組織領
域の有意な減少とその皮弁組織でのCD31陽性血管細胞の密度は有意に高いことを見出した。このことは、ECにおけるHI
Fシグナルの過剰発現を介して血管形成が促進されたことを意味する。

研究成果の概要（英文）：Hypoxia-inducible factors (HIFs) in endothelial cells (ECs) help to maintain ECs 
and promote vascularization, and HIF-2α is abun- dantly expressed in ECs. However, the mechanisms of 
action of HIF-2α in ECs are not yet fully understood. The aim of this study was to evaluate the in vivo 
effects of overexpression of HIF-2α in ECs on skin flap survival. A random pattern skin flap was 
elevated on the dorsum of transgenic mice (Tg mice) with EC-specific HIF-2α conditional overexpression 
and wild-type littermate control mice. The HIF-2α mRNA and protein levels were significantly increased 
in the Tg mice when compared with control mice. Tg mice had significantly increased skin flap survival 
areas when compared with wild- type mice. Moreover, histological examination revealed an increase in the 
subcutaneous blood vessel counts in the Tg mice. Specific overexpression of HIF-2α in ECs promoted 
vascu- larization and enhanced skin flap survival in vivo in a mouse model.
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１．研究開始当初の背景 
 虚血性疾患や炎症性疾患に伴う血管再構
築の分子機序については、これまでに増殖因
子、サイトカイン、接着因子、酵素などの生
体内生理活性分子とその下流のシグナル分
子が報告されている。しかし、経時的な病態
変化あるいは病態局所の微小環境が血管再
構築に与える影響について、その規定する分
子機序の理解は未だ不十分である。病態局所
に形成される低酸素環境が血管再構築に与
える影響についても個体レベルでの解析は
十分でない。 
 また、血管構築細胞の形質転換は、病態形
成および進展に直接関与する要因であるが、
患部の低酸素微小環境が及ぼす影響につい
て、未だ国内外での明確な分子機構は提唱さ
れていない。近年、EC および血管平滑筋細
胞(SMC)などの HIF シグナルが各種血管新
生の活性因子に応答したり、逆にそれら因子
の発現を増強したりする報告はあるが、経時
的・空間的要因を検討した個体レベルでの包
括的解析はなされていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、血管内皮細胞(EC)のHIF
シグナルがもたらす血管構築細胞の機能
的・形態的変化についてその分子機構の解明
を目指す。具体的には、独自開発の EC特異
的 HIF-1α/β遺伝子欠失および HIF-1α
/HIF-2α過剰発現マウスにおける肺高血圧
症（PH）モデルを用いた血管再構築の形態
学的・分子機能学的解析を進める。そのため
に、EC および血管平滑筋細胞(SMC)を可視
化標識したレポーターマウスを確立して生
体レベルでの細胞系譜別形態・機能の評価系
を構築する。また、EC特異的HIF過剰発現
マウスの PHモデルを用いて、病態モデルに
おけるECのHIFシグナルネットワークの解
析を通してECのHIFシグナルを介する血管
再構築に必須な標的分子群を抽出してその
詳細な分子機構を明らかにする。 
 本研究では、EC の低酸素シグナルを介す
る血管再構築の分子機序を解明し、低酸素応
答破綻に伴う病態の新規治療法開発基盤の
研究を行なう。具体的には、独自に開発した
EC特異的HIF遺伝子欠失および過剰発現マ
ウスを利用して血管再構築モデルを作製・解
析することにより、PH モデルにおける EC
に限局した低酸素応答の血管リモデリング
における寄与について検証する。また、独自
開発の Tag を搭載した HIF 過剰発現マウス
を用いることで、ECにおけるHIFの標的遺
伝子群の抽出を通して、生体内の ECの低酸
素応答ネットワークがどのように EC や
SMC に対して寄与し、それら細胞の形質変
化(血管再構築)を進展させるのかについて明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
【実験 1】各遺伝子改変マウスを利用した PH

モデルの EC に関する機能的解析 
 PH モデルでは、組織の酸素分圧の変化を伴
い、活性酸素の増加も報告されている。病態
モデルの病態組織内について低酸素マーカ
ー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
や細胞間の情報の変化、内皮-間葉転換関連
分子群の発現あるいは活性変化について調
べる。更に、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
機能的な面として、血液の凝固系、線溶系、
血小板機能の関連分子の発現や酵素活性を
測定する。更に EC の分化・増殖・移動機能
についても解析する。マウス肺組織より EC
を単離する技術は既に確立している。なお、
使用する変異マウス系統のうち胎生致死の
表現型を示す場合は、ヘテロ接合体マウスを
用いることにより病態モデルを確立して同
様の解析を進める。 
【実験 2】変異マウスをベースとした EC・SMC
特異的標識マウスの確立と各細胞の形態学
的解析 
 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 マウスあるいは ROSA26 
LacZ 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。確立したマウスをもと
に PH モデルを作製して、生体レベルの肺動
脈および肺組織の形態学的な変化および
EC・SMC 各細胞の形質変化について、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、PH モデルによる肺動脈の
血管リモデリングの病態が、骨髄由来細胞の
影響を受けている可能性を考え、同モデルを
用いて骨髄移植実験による評価も加える。 
【実験 3】EC株の培養実験系における HIF シ
グナルを介する EC の細胞応答解析 
 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、最近確立され
た不死化 EC 株を用いて、培養条件下の EC の
HIF-1 分子の機能を解析する。EC 株を低酸素
の培養条件で、機能獲得型解析（HIF-1/2 お
よび ARNT 遺伝子過剰発現系による）および
機能欠失型解析（HIF-1/2 遺伝子ノックダウ
ンによる）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。同様の実験を SMC についても考



案・実施する。 
【実験 4】PH モデルマウスからの単離 EC を
用いた HIF の標的遺伝子群の抽出 
 生体内では EC の HIF がどのような細胞応
答を介して血管再構築を引き起こすのかを
分子レベルで解析するために、EC 特異的 HIF
過剰発現マウスの PH モデルを用いて、EC の
HIF の標的遺伝子群を網羅的に抽出する。抗
CD31 抗体を用いた免疫学的分離法により PH
モデルの肺組織から EC を単離して、全ゲノ
ムに対して、マイクロアレイ解析、クロマチ
ン免疫沈降シーケンス(GhIP-Seq)および DNA
メチル化解析を施行する。これらの解析情報
を合わせて、PH に関わる EC 由来の HIF 標的
遺伝子群を抽出する。 
【実験 5】機能的検索による HIF の血管再構
築関連分子の抽出 
 【実験 4】で得られた HIF の血管再構築に
関連した候補分子を遺伝子導入したECとSMC
の供培養をおこない、SMC の細胞遊走能を指
標としたスクリーニングを行うことにより
目的の機能性分子群を再抽出する。最終年度
には再抽出された分子が、実際に生体内で血
管再構築モデルマウスにおいて機能性を発
揮するかどうかを検証する。以上の実験結果
とこれまでに報告されている情報を基に血
管再構築を人為的に制御できる可能性を考
察するとともに血管再構築の伴う疾患の新
たな治療方針を提案する。 
 
４．研究成果 
（１）本研究遂行を目的として、血管内皮細
胞（EC）の機能に必須である HIF-2αの機能
解析を行うためにEC特異的にHIF-2αの過剰
発現モデル（HIF-2VE-Tg）の作製を行った。
定量的 PCR によって測定された、HIF-2VE-Tg
のゲノムに挿入された遺伝子のコピー数は
４コピーであった。本変異マウスを低酸素環
境に１０％酸素分圧下に１時間暴露させた
ところ、変異マウスの肺組織における HIF-2
αの蛋白発現は有意に増加していた。また、
変異マウスの表現型は肉眼的には正常マウ
スと変わらず、血管の組織学的解析において
も血管の走行や密度なども変化を認めなか
った。ECの HIF-2αの機能解析を目的として、
本変異マウスを利用して血管再構築の解析
モデルとして虚血皮弁モデルを作製した。そ
の結果、変異マウス群では、対照群（野生型）
に比較して患部虚血壊死領域の減少が認め
られた。また組織学的解析よりレクチンで検
出される血管領域の増大も認められた
（Morimoto et al., PRS-GO 2014）。 
（２）また、病態モデルの血管再構築に関連
するHIFシグナル標的分子群の同定を試みる
ために、マウス肺組織から EC の単離手技を
確立した。同時に、低酸素および薬剤
（monocrotaline あるいは SU5416）を用いた
マウス肺高血圧症モデルを確立した。まず酸
素濃度１０％低酸素環境下で４週間飼育し
た本変異マウスの解析を行ったところ対照

群に比較して右室左室心筋重量比の解析に
おいて有意な変化は認められなかった。EC 機
能障害を伴う薬物投与モデルも追加作製し
て現在施行中である。また、長期間低酸素条
件に暴露された野生型マウスより肺組織の
EC をソーティングにより単離して、長期低酸
素環境に暴露されることによる EC の形質変
化について網羅的遺伝子解析を施行し現在
解析中である。 
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