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研究成果の概要（和文）：哺乳動物の心臓における低酸素領域における新生血管発達のメカニズムや時相は明ら
かになっていない。血管新生の詳細を解明することで革新的な治療が可能になるものと考えられる。我々は左室
心内膜から発達する新しい血液循環の仕組みを発見し、障害心筋を救うことができることを確認した。これらは
VEGFシグナルに依存していた。さらに血管新生により心内膜側の残存心筋細胞を増加することで左室のリモデリ
ングも抑制していた。一方、いわゆる虚血境界域と言われている領域では虚血心筋のほとんどすべてが12時間以
内にアポトーシスに陥り、その後の治療によって治療に期待できる細胞は同定できなかった。

研究成果の概要（英文）：The mechanism and timing for new vessel formation in the mammalian heart 
following hypoxia are unclear. Identifying targets that benefit from angiogenesis treatment is 
indispensable for the development of revolutionary therapies. Here, we describe a novel circulatory 
system wherein new vessels develop from the endocardium of the left ventricle to perfuse the hypoxic
 area and salvage damaged cardiomyocytes at 3-14 days after MI by activating vascular endothelial 
growth factor signaling. Moreover, enhanced angiogenesis increased cardiomyocyte survival along the 
endocardium in the ischemic zone and suppressed ventricular remodeling in infarcted hearts. In 
contrast, cardiomyocytes in the border zone’s hypoxic area underwent apoptosis within 12 h of MI, 
and the border area that was amenable to treatment disappeared. These data indicate that the 
non-perfused area along the endocardium is a site of active angiogenesis and a promising target for 
MI treatment. 

研究分野： 虚血性心疾患

キーワード： 血管新生　虚血　心筋梗塞　血管増殖因子　アポトーシス
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１．研究開始当初の背景 
心筋梗塞は現在においても突然死の大き

な原因となっている。急性期治療に関しては
AED の一般市民への教育、救急体制の充実、
緊急カテーテル治療法の確立などにより患
者の予後は劇的に改善の方向に向かってい
る。しかし、広範な梗塞に進展してしまった
場合患者の ADL は制限され、リモデリング
の進展により経時的に心予備能は低下して
いく。結果として左室補助循環、心移植を必
要とすることになる。研究分野においては血
管新生療法、細胞移植療法、遺伝子治療など
の新規治療法が検討されているが未だ治療
効果が検証された確固とした手法は存在し
ない。亜急性期から慢性期にかけて起きうる
血管新生の存在が証明されていないこと、心
筋梗塞の組織レベルでの詳細な進展過程が
明らかにされていないこと、急性の再灌流療
法の対象になる時間帯の後におけるリスク
領域の同定ができていないことなどが新規
治療の理論的な発展、応用を困難にさせてい
ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 心筋梗塞急性期から慢性期にかけて、組
織の低酸素化、Apotosis の誘導、結果として
陥る組織壊死の過程を顕微鏡的に明らかに
すること。 
(2) 低酸素化で誘導されうる血管新生の発生
過程を顕微鏡的に明らかにすること。 
(3) 低酸素化の状態にある領域における遺伝
子発現を明らかにすること。 
(4) 上記で明らかになったことの臨床的な応
用の可能性を検討すること。 
 
上記を明らかにすることで遺伝子治療、血管
新生療法、細胞移植療法の治療対象となりう
る顕微鏡的な領域、時相が明らかとなり新規
治療の発展に寄与することができる。大局的
な目標は新規治療の対象領域を明らかにす
ること。 
 
３．研究の方法 
 8 週 C57BL/6J マウスを挿管・人工呼吸器管
理下で左冠動脈起始部を結紮することによ
り心筋梗塞の作成を行った。心筋梗塞作成後
3時間、4時間、6時間、12 時間、24 時間、2
日、3 日、4 日、7 日、14 日、28 日と時間経
過毎に組織評価、心エコー、遺伝子発現の評
価を行った。また高酸素下による治療効果を
確認するため60％酸素の環境に術後4日間心
筋梗塞マウスをおいた。 
さらにVEGF-VEGFR2の血管新生シグナルの重
要性を確認するために、血管内皮細胞におい
てのみタモキシフェンによりCreが誘導され、
同細胞においてのみ VEGF receptor-2 遺伝子
活性が消失するマウスを利用した。これによ
り虚血心筋における血管新生が VEGF 依存的
なものかどうか評価できる。 
(1) 組織評価 

 血液により還流されている血管を認識す
るためマウスを安楽死させる前にレクチン
を還流させた。凍結標本とした後で免疫学的
に染色を行った。また 10 ㎜ Hg 低酸素領域の
染色のためHypoxyprobeを安楽死前に還流さ
せた。死細胞には取り込まれることがないこ
とから生存しているものの低酸素状態にあ
る細胞をHypoxyprobeにより同定することが
可能となる。Apoptosis のステップが活性化
している細胞においてはCaspase酵素が働い
ている。いずれの Caspase 酵素の活性化も視
覚 化 す る た め Poly-caspase FLICA 
SR-VAD-FMK reagent を利用した。成熟した血
管は周皮細胞によって包まれるが NG-2 染色
により同細胞を同定した。 
染色された組織切片を共焦点顕微鏡にて観
察した。染色された血管構造を立体的に評価
するためには二光子顕微鏡を利用した。 
 
(2) 心機能評価 
 吸入麻酔下にて心筋梗塞作成直前、直後、
1 週から 4 週後までのタイムポイントで心エ
コーを施行し、左心室収縮能、左心室の拡張
末期径などを計測した。 
 
(3) 遺伝子発現評価 
心筋梗塞作成 24 時間後の心臓サンプルか

ら凍結標本を薄切し低酸素染色を行うこと
で、低酸素状態にはあるものの死には至って
いない細胞によって構成されている心筋組
織を同定した。常に連続切片を準備し、染色
で確認された低酸素領域をレーザーマイク
ロダイセクションのシステムで回収した。そ
の限定された領域から RNA を抽出し、RNA の
増幅キットで処理した上でオーダーメイド
によって作成したPCRアレイキットを使い分
泌因子を中心に約100種類の遺伝子発現を評
価した。対照は正常心筋組織の相当する領域
を利用した。 
 
(4) ヒトの病理標本での評価 
 心筋梗塞の既往のある患者の心臓病理標
本の 5μm 薄切をヘマトキシリン・エオジン
染色することで、線維化領域、残存心筋を評
価した。 
 
４．研究成果 
(1) 心筋梗塞を作成すると虚血領域（冠血流
のない）は間もなく低酸素に陥り 3時間経過
したところから多くの細胞はApoptosisに陥
り 6時間の間に死細胞となっていた。しかし
左室内膜側の 70～100μm 程度の限られた領
域のみ低酸素状態にあるもののApoptosisに
陥ることはなかった（図 1）。これは左室から
の酸素拡散により Apoptosis もしくは
Necrosis の状態に陥らなかったと考えられ
た。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 日目になると左室心内膜より微小血管が発
生し始めることが明らかとなった（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
左室心内膜から発生し始めた血管を詳細に
観察すると非常に多様な血管の形状を示し
ていることが明らかとなった。極めて細い
Channel のみを持つ血管から、管腔構造とい
うよりも平面に一部くびれが存在している
だけの袋に近いような構造の部分も認めら
れた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

そこで新生した血管の血管径の分散を各タ
イムポイントで評価を行った。経時的に血管
径の変化を観察すると 3 日目から 14 日目に
かけて血管径の分散が低下し、平均血管径も
低下していく過程が観察された。血管径のば
らつきは存在しているものの7日目ではすべ
て管腔構造の結合によって形成されるよう
になり（図 4）、3日目の新生血管に比較して
合理的な血液運搬が可能であろうと推測さ
れる形状となっていた。これは発生学におけ
る血管発生とその後のリモデリングの過程
と全く同じものであると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また 3、4 日目では内皮細胞だけで構成され
ていた新生血管は 7 日目には NG-2 で染色さ
れる周囲細胞（壁細胞）によって被包化され
ていることが明らかとなった。これは左心室
心内膜から発生した新生血管が血管リモデ
リングを通して成熟していったことを示し
ている。このような左室心内膜からの血管の
発生、発達により 3日目まで確認されていた
低酸素領域は次第に消失していった。 
 
(2) 虚血誘導後 24 時間後に心内膜に沿って
Apoptosis に陥っていない状態で低酸素染色
が陽性である限られた領域（70－100μm）が
認められた。同部位は極めて特殊な領域であ
り同領域が血管発生、血管新生を強力に誘導
しているものと予測された。血管発生・新生
のメカニズムの検証のため同部位のみをサ
ンプルとして回収した上で、遺伝子発現を
RT-PCR で評価した。血管新生に必要と考えら
れている様々な分泌因子の発現が促進され、
一方で Angiopoietin-1 のように血管新生の
初期に抑制されると報告されているものは
予測された動態を示していた。様々な因子が
検討されたが、刺激・誘導された因子の中で
も血管新生に最も重要な働きをすると考え
られている VEGF は強い発現の誘導を受けて
いた（グラフ 1）。 
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(3) 上記のデータから心内膜からの血管新
生には VEGF-VEGF receptor2 のシグナルが必
須であると予測し、血管内皮細胞特異的に
VEGFR2 を阻害することによる血管新生の影
響を観察した。タモキシフェンを投与して新
生血管の VEGFR2 を抑制すると心筋梗塞 5 日
目の心内膜からの新生血管は著明に抑制さ
れ て いた。 心 内膜か ら の血管 新 生 は
VEGF-VEGFR2 依存的なものであることが示さ
れた（図 5）。 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(4) ここまでの観察結果から心内膜に沿っ
た領域は左室の高い酸素分圧をもった血液
からの酸素拡散により生存していると考え
られ、虚血 3日目以降は心内膜からの血管新
生によって低酸素状態から離脱するものと
考えられた。そこで急性期から 4日間吸入酸
素濃度を上昇させ左室からの酸素拡散距離
を延長させることで心内膜側の残存心筋が
増加すると考えられた。60％酸素の環境にて
梗塞マウスを 4 日間飼育すると 28 日後の心
内膜側の残存心筋は著明に増加しており（図
6、グラフ 2）、心エコー検査でも慢性期にお
ける左室拡大（左室リモデリング）も有意に
抑制されていた（グラフ 3）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(5) ヒトの心筋梗塞の病理標本において梗
塞領域を観察すると心内膜に沿った領域で
70－100μm 程度の残存心筋の細胞層が認め
られた（図 7）。これはマウスの心筋梗塞の結
果と同じであり、人においても左室からの酸
素拡散によって左室に沿った領域で心筋細
胞が生存しており、マウスと同様に心内膜か
ら血管新生が起きているものと考えられた。 
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