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研究成果の概要（和文）：血管石灰化の発症・進展におけるマクロファージのHIF-1の役割について検討した。アポEノ
ックアウトマウスにおいて動脈硬化病変内の低酸素領域にマクロファージが局在するとともにoncostatin M (OSM)の発
現が確認された。OSMはJAK3-STAT3シグナル伝達経路を介して血管平滑筋細胞の骨芽細胞への分化を促進した。一方、H
IF-1はマクロファージにおけるLPSによるOSMの誘導反応に対して抑制的に作用した。したがって、マクロファージにお
けるHIF-1はOSMの発現を低下させることにより血管石灰化の発症に抑制的に作用する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the roles of hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) in the 
development of atherosclerotic plaque calcification. In apoE-deficient mice, immunohistochemical staining 
revealed that macrophages are localized in hypoxic areas of atherosclerotic plaque lesions and that 
oncostatin M (OSM) is expressed in theses macrophages. Next, we investigated the stimulatory effects of 
OSM on osteoblastic differentiation of human vascular smooth muscle cells (HVSMC). OSM promoted 
osteoblastic differentiation of HVSMC through JAK3/STAT3 signaling pathway as evidenced by the 
experiments using specific inhibitor reagents and siRNAs. Finally, we examined the roles of HIF-1 in 
LPS-induced OSM expression in macrophages. The experiments utilizing inhibitors, hypoxia mimetics, and 
siRNA clarified that HIF-1 inhibits LPS-induced OSM expression in macrophages. These data suggest that 
HIF-1 in macrophages may play an inhibitory role in plaque calcification through inhibiting expression of 
OSM.

研究分野：血管病態学
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１．研究開始当初の背景 
血管石灰化は動脈硬化症の重要な病態の
ひとつと理解されており、冠動脈疾患の重症
度を反映するだけでなく、心血管イベントの
予測因子になることが明らかにされている。
また、冠動脈インターベンションの妨げにな
ることも指摘されている。したがって、血管
石灰化の発症・進展機構を明らかにすること
は、動脈硬化性疾患（冠動脈疾患、脳梗塞、
閉塞性動脈硬化症など）の治療上きわめて重
要な課題である。 
血管石灰化は、骨･軟骨組織の生理的石灰
化過程と多くの共通点を有する能動的なプ
ロセスであると考えられている。その機序は
血管壁に存在する間葉系細胞が軟骨細胞あ
るいは骨芽細胞に分化することによると理
解されている。我々は、in vitroでの研究によ
り、血管平滑筋細胞(VSMC)が骨芽細胞様の
性格を獲得し、血管石灰化の発症・進展に関
与することを明らかにした。また、血管石灰
化におけるマクロファージの役割を VSMC
との共存培養を用いて検討し、VSMCの石灰
化形質獲得に関与するマクロファージ由来
の液性因子として TNF-および oncostatin M 
(OSM) を同定した。最近、活性化マクロファ
ージに由来する OSM が間葉系幹細胞の骨芽
細胞への分化を促進することが報告されて
いる。したがって、OSMは動脈硬化性プラー
クにおいて血管石灰化の発症に関与してい
る可能性が示唆される。 
低酸素応答性転写因子 HIF-1 (hypoxia- 

inducible factor-1) はサブユニット (HIF-1) 
とサブユニット (HIF-1) からなるヘテロ
２量体であり、低酸素応答性は主に HIF-1
の発現により調節されている。HIF-1は低酸
素環境への適応反応に中心的な役割を果た
す分子であると考えられている。動脈硬化性
プラークの形成・増大とともにプラークに低
酸素領域が出現する。低酸素領域には主にマ
クロファージが局在しており、HIF-1の発現
誘導を介して血管新生、泡沫細胞の形成、ア
ポトーシスの誘導、炎症性サイトカインの産
生、炎症性細胞の動員、細胞外マトリックス
の分解亢進などの反応が惹起され、プラーク
の進展（プラークの破綻、プラーク内出血、
血栓形成など）に関与すると理解されている。 
一方、血管石灰化は動脈硬化性プラークの
進展に伴う血管壁の炎症と密接に関連した
動的なプロセスであると考えられており、プ
ラークの破綻、プラーク内出血、血栓形成な
どの炎症性細胞浸潤を伴う病理学的変化に
続く修復過程において石灰化が引き起こさ
れる。したがって、HIF-1 はプラークの進展
に関与するだけでなく、血管石灰化の発症・
進展にも重要な役割を果たしている可能性
が推察される。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、血管石灰化の発症・進展におけ
るマクロファージに発現する HIF-1の役割を

明らかにすることを主な目的としている。in 
vitroにおいてHIF-1を介するマクロファージ
由来の血管石灰化促進因子の発現調節機構
とこれらの因子の血管平滑筋細胞に対する
作用機序を明らかにする。また、in vivoにお
いてマクロファージ特異的に HIF-1を欠損
させた動脈硬化モデルマウスを用いて血管
石灰化に対するマクロファージ HIF-1 の役
割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) apoEノックアウトマウスの動脈硬化病変
における低酸素領域の同定とマクロファー
ジの局在および OSMの発現に関する解析： 
apoE ノックアウトマウスの動脈硬化病変に
おける低酸素領域を pimonidazole染色により
同定し、同部位にマクロファージが局在する
ことをMac-3の免疫染色により検討する。ま
た、これらのマクロファージにおける OSM
の発現を免疫染色により評価する。 
(2) マクロファージにおける OSM の発現調
節機構における HIF-1の役割に関する解析： 
① ヒト単球様細胞株(THP-1)における OSM
の発現、特に LPSによる OSMの発現誘導反
応に対する HIF-1の影響について検討する。 
HIF-1 活性化促進因子として塩化コバルト
(CoCl2)を、 HIF-1 活性抑制因子として
2-deoxyglucose、LW6 を用いる。OSM mRNA
および OSM 蛋白の発現はそれぞれ real time 
RT-PCR法および ELISA法により評価する。 
② マウスマクロファージ様細胞株
(RAW264.7)における LPSによるOSMの誘導
反応に対する HIF-1の影響について上記と同
様の方法で検討する。HIF-1活性化は、低酸
素培養、Dimethyloxallylglycine (DMOG)の添
加により誘導する。一方、HIF-1活性抑制に
は、chetominおよび siRNAを用いる。 
(3) 血管平滑筋細胞の骨芽細胞への分化に対
するマクロファージ由来の OSMの作用とそ
の機序の解析: 
① 種々のヒト動脈（大動脈、冠動脈、臍帯
動脈）由来の血管平滑筋細胞に対する OSM 
の骨芽細胞への分化促進作用について検討
する。骨芽細胞への分化マーカー遺伝子の発
現解析として、Runx2および alkaline 
phosphatase (ALP)の発現を real time RT-PCR
法により検討する。さらに、ALP活性および
in vitroでの石灰化能を測定する。 
② 血管平滑筋細胞におけるOSMの骨芽細胞
への分化促進作用に関わるシグナル伝達経
路として JAK3-STAT3系の関与について
JAK3阻害剤(WHI-P154)、siRNAによる JAK3/ 
STAT3のノックダウンにより検討する。 
(4) マクロファージ特異的にHIF-1遺伝子を
欠損したマウスを用いた血管石灰化におけ
るマクロファージHIF-1の in vivoでの役割の
検討：マクロファージ特異的に HIF-1を欠損
させたマウス(Mac-HIF-1KO)と動脈硬化モ
デルマウス(apoEKO)とを交配して、
apoEKO/Mac-HIF-1KOマウスを作製し、こ



のマウスにおける動脈硬化病変および血管
石灰化病変の解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) apoEKO マウスの動脈硬化病変および血
管石灰化病変における低酸素領域を抗
pimonidazole 抗 体 に よ り 同 定 し た 。
pimonidazole 染色陽性の低酸素領域に Mac-3
陽性のマクロファージが局在することが明
らかにされた。また、これらの細胞は OSM
の発現も陽性を示した。したがって、動脈硬
化病変および血管石灰化病変に局在するマ
クロファージにおける HIF-1 活性と OSM が
病変の進展に関与している可能性が示唆さ
れた。 
(2)THP-1およびRAW264.7細胞においてLPS
を添加すると用量依存的にOSMのmRNAお
よび OSM蛋白の分泌が上昇した。 
① THP-1細胞において、2-deoxyglucoseの添
加により HIF-1蛋白の発現を抑制すると、
LPS による OSM の誘導反応は有意に増強さ
れた。また、HIF-1の阻害剤である LW6の添
加により LPSによる OSMの発現誘導は有意
に上昇した。一方、CoCl2により HIF-1蛋白
の発現を上昇させると、LPS による OSM 誘
導反応は有意に抑制された。 
② RAW264.7 細胞において、DMOG の添加
により HIF-1蛋白の発現を上昇させると、
LPS による OSM の発現誘導が有意に抑制さ
れた。さらに、RAW264.7細胞を低酸素下(1% 
O2)で培養すると、HIF-1蛋白の発現が上昇
するとともに LPSによる OSM誘導反応は有
意に抑制された。一方、chetominにより HIF-1
の転写活性を阻害すると、LPS による OSM
の発現誘導は有意に促進された。最後に、
siRNA を用いて HIF-1の発現をノックダウ
ンすると、LPS による OSM の誘導反応は有
意に促進された。 
 以上の結果から、HIF-1 はマクロファージ
における OSM の発現に対して抑制的に作用
する可能性が示唆された。 
(3) ① 臍帯動脈、大動脈および冠動脈のい
ずれの動脈に由来する血管平滑筋細胞にお
いても OSM は ALP 活性を上昇させるととも
に in vitroでの石灰化を促進した。また、骨芽
細胞の分化マーカーであるRunx2およびALP
遺伝子の発現も上昇させた。 
② OSMが血管平滑筋細胞においてSTAT3の
リン酸化を引き起こすことを確認した。この
OSM による STAT3 のリン酸化は JAK3 の阻
害剤であるWHI-P154により用量依存的に抑
制された。WHI-P154は OSMによる ALP活
性の誘導を用量依存的に抑制し、10 M で
OSM による石灰化をほぼ完全に抑制した。
WHI-P154は OSMによる ALP mRNAの発現
誘導を有意に抑制したが、OSMによる Runx2 
mRNA の発現誘導は抑制しなかった。一方、
STAT3 を siRNA によりノックダウンしたと
ころ、ALP活性、ALP遺伝子の発現および in 
vitroでの石灰化はほぼ完全に抑制された。 

 以上の結果から、OSMは JAK3-STAT3シグ
ナル経路を介して血管平滑筋細胞において
骨芽細胞への分化を促進することが示唆さ
れた。 
(4) マクロファージ特異的に HIF-1を欠損
した動脈硬化モデルマウスである apoEKO/ 
Mac-HIF-1KO マウスを作製した。このマウ
スに由来する腹腔マクロファージにおいて
HIF-1蛋白の著明な発現低下がウエスタン
ブロットで確認された。動脈硬化病変および
血管石灰化病変に対するマクロファージ
HIF-1欠損の影響については現在検討中で
ある。 
 本研究により、マクロファージにおける
HIF-1 は血管石灰化促進作用を有する OSM
の発現誘導に抑制的に作用することにより、
血管石灰化特に動脈硬化性石灰化の発症・進
展に対して抑制作用を示す可能性が示唆さ
れた。 
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