
九州大学・医学研究院・特任助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７１０２

若手研究

2020～2018

心不全発症機転としての低酸素応答を介したミトコンドリア機能不全の分子機序解明

Investigation for the role of hypoxic responses in mitochondrial dysfunction in 
heart failure

１０５６７３８２研究者番号：

池田　昌隆（IKEDA, MASATAKA）

研究期間：

１８Ｋ１５８９２

年 月 日現在  ３   ５ １３

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、first-in-classのプロリン水酸化酵素阻害剤であるroxadustatの心筋細
胞における酸素消費量と虚血再灌流傷害マウスモデルにおける梗塞サイズに対する抑制効果を検証した。心筋細
胞にroxadustatを添加したところ、ミトコンドリアにおける酸素消費量および低酸素・再酸素化刺激による細胞
死は抑制された。さらにroxadustatの事前投与により、虚血再灌流モデルにおける梗塞サイズは有意に減少し
た。Roxadustatはミトコンドリアにおける酸素消費量の抑制を介した虚血耐性により虚血性心疾患の新たな治療
戦略となり得ることが示された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the suppressive effect of hypoxia-inducible 
factor-1 (Hif-1α) using roxadustat, which is a first-in-class prolyl hydroxylase domain-containing 
protein (PHD) inhibitor, on an oxygen consumption in cardiomyocytes and infarct size in a murine 
ischemic/reperfusion model. The treatment with roxadustat in isolated cardiomyocytes significantly 
lowers an oxygen consumption in mitochondria, and suppressed cell death induced by 
hypoxia/reoxygenation. Notably, the pretreatment with roxadustat markedly suppressed infarct size in
 a murine ischemia reperfusion model. Roxadustat will be a new therapeutic strategy against ischemic
 heart disease by lowering an oxygen consumption and thereby producing an ischemic tolerance.  

研究分野：循環器内科学

キーワード： 虚血性心臓病　虚血再灌流傷害　低酸素誘導因子　Hif-1α　ミトコンドリア　酸素消費量

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低酸素誘導因子（Hif）を分解するプロリル水酸化酵素の阻害により腎性貧血を治療することを目的として開発
されたfirst-in-classの薬剤であるroxadustatを用いることで、薬理学的に酸素代謝を抑制し、虚血耐性を誘導
し得ることを明らかにした。本機序を利用することで、虚血性心疾患のみならず、心臓外科手術時（体外循環
中）や臓器移植の際の臓器保護への応用も検討されることから、本薬剤の幅広い臨床応用の可能性が示唆され
た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
心筋細胞は絶え間なく拍動する臓器であり、血液を全身に送り出すポンプとして機能する。その
ため心臓に要求される仕事量は膨大であり、心臓は生体内においてエネルギーの消費量が最も
多い臓器の一つである。 
心筋細胞におけるエネルギー代謝において、そのエネルギー通貨として機能する adenosine 

triphosphate（ATP）は主にミトコンドリアの電子伝達系において、酸素を利用することで合成
される（好気性代謝）。一方で、生体は低酸素時には適応反応として積極的に好気性代謝から嫌
気性代謝へと酸素代謝をシフトすることにより酸素需要量を減少させ、細胞保護および臓器保
護を果たす。 
これらの一連の低酸素応答において中心的な役割を果たす分子が低酸素誘導因子（Hif-1α）で
ある。Hif-1α は常酸素環境下においてはプロリル水酸化酵素（prolyl hydroxylase domain 
containing protein: PHD）により酸素を利用することで水酸化修飾を受け、Hif-1αの水酸化修
飾は蛋白分解シグナルとして作用し、速やかに分解される。一方で、低酸素環境下では水酸化修
飾がなされないことによって細胞内に蓄積し、核内移行の後に転写因子として様々な遺伝子発
現を調整し、低酸素応答と総称される様々な反応を誘導する。しかしながら、心血管病の病態進
展における低酸素応答の役割は未だ十分には明らかにされておらず、また低酸素応答を利用し
た心血管病の治療戦略は未だに示されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、Hif-1α の酸素代謝に対する作用を解析することで心血管病の病態生理を明
らかにし、さらに first-in-class の新規 PHD 阻害剤である roxadustat を用いて Hif-1α を中心
とした低酸素応答を利用し、心血管病、特に虚血性心疾患に対する新たな治療法の開発を目指す
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）単離培養心筋細胞における検討 
① ラット新生仔単離培養心筋細胞 first-in-class の PHD 阻害剤である roxadustat を添加
し、Hif-1αおよび Hif-1αによって転写制御を受ける遺伝子発現を western blot（WB）
法および quantitative real-time PCR（qRT-PCR）法により検討した。 

② 単離培養心筋細胞において roxadustat 添加による酸素消費量（OCR: oxygen 
consumption rate）および細胞内 pH（ECAR: extracellular acidification rate）を Flux 
analyzerを用いて測定することにより酸素代謝への影響をリアルタイムに検討した。 

③ Roxadustat 添加が低酸素再酸素化刺激（1%低酸素刺激 4 時間＋常酸素培養 1 時間）に
よって誘導される細胞死に与える影響について Calcein-AM を用いて細胞生存率評価を
行った。 

 
（２）心血管病病態モデルにおける検討 
① 慢性心不全モデルにおける不全心筋における Hif-1αの発現量をWB法にて検討した。 
② Roxadustat投与による心筋組織での Hif-1αおよび Hif-1αによって制御される遺伝子発
現（Ddit4, NDUFA4L2）および蛋白発現（PKM2, REDD1）をそれぞれ qRT-PCR法お
よびWB法にて検討した。 

③ Roxadustatを 4時間前に単回投与（25 mg/kg）し、虚血再灌流モデル（45分虚血、6時
間再灌流）を作成した。再灌流 6時間後の TTC/Evans Blueによる二重染色により梗塞
サイズを解析し、血漿中の心筋逸脱酵素（クレアチニンキナーゼ）を測定することで虚血
による心筋傷害を検討した。 
 

４．研究成果 
（１）単離培養心筋細胞における roxadustatの影響 
① Roxadustatは Hif-1αを増加させる 
単離培養心筋細胞に Roxadustat（25 μM）を添
加したところ、4時間後に著明な Hif-1αの上昇
とともに Hif-1α に転写制御を受ける既知の蛋
白（REDD1）が増加していること、さらに
siRNAを用いたHif-1αの silencingではHif-1
αおよび REDD1の増加が消失していることを
確認した（図１）。 
 

② Roxadustat添加により好気性から嫌気性代謝への酸素代謝のシフトが誘導される 
Flux Analyzer Xp (Agilent社)を用いて、リアルタイムに roxadustat（RXD）添加の酸



素代謝への影響を検討した。
Roxadustat添加 2時間後より心筋
細胞の酸素消費量（OCR）の低下が
確認され、4時間後には最大約 30%
程度の OCRの低下を認めた。一方
で、嫌気性代謝を反映するECARに
ついては添加直後より上昇を認め、
4 時間後には約 50%程度増加した
（図２）。これらの結果から、PHD
阻害剤は好気性代謝を低下させる
一方で、嫌気性代謝を亢進させるこ
とにより、酸素代謝を薬理学的にシ
フトし得ることが示された。 
さらに、Hif-1α に対する siRNA
を用いて silencingしておくことに
より PHD 阻害剤に伴う ECAR の
上昇は完全に消失した。PHD 阻害
剤による OCR の低下については、OCR の初期値に明らかな違いが認められた一方で、
roxadustat 添加による低下を同様に認めた。以上のことから、PHD 阻害剤は Hif-1α 非
依存性に OCR（好気性代謝）を低下させ、Hif-1α依存性に ECAR（嫌気性代謝）を上昇
させることが明らかとなった。ただし、即時応答としての OCR 低下には Hif-1α は寄与
していないものの、Hif-1αの silencingではベース時の OCRが明らかに上昇しているこ
とから、定常状態においては Hif-1α も OCR の制御に寄与していることが示された（図
2, Statistical significance was determined using one-way ANOVA with a post-hoc 
Tukey HSD test or Dunnett’s test. *P<0.05, **P<0.01）。 
 

③ Roxadustat（RXD）添加は低酸素再酸素化による心筋細胞死を抑制した 
好気性から嫌気性代謝への酸素代謝の変容は酸素
消費量を低下させ、低酸素による細胞傷害から保護
的に作用することが期待された。実際に低酸素刺激
4時間前に roxadustatを添加した上で、1%低酸素
4時間後に１時間の再酸素化刺激を加えたところ、
誘導される細胞死が roxadustat 事前添加群におい
て有意に細胞死が抑制された（図 3, Statistical 
significance was determined using one-way 
ANOVA with a post-hoc Tukey HSD test or 
Dunnett’s test. *P<0.05）。 
 

（２）心血管病病態モデルにおける検討 
① 慢性心不全の不全心筋ではHif-1αが増加していた 
心不全の不全心筋においては、ミトコンドリア機能
（酸素消費量、ATP 産生能）が低下し、嫌気性代謝にシフトしていることが示されてお
り、慢性心不全の病態形成に強く関与していることが報告されている。変異型トロポニン
Ｔ拡張型心筋症モデル、圧負荷心不全モデル、心筋梗塞後心不全モデルの不全心筋を解析
したところ、これらの心筋組織において著明に Hif-1αが増加していることが確認された。 
今回の検討により明らかとなった細胞実験における Hif-1αの酸素代謝への影響を踏ま
えると、心不全の病態形成における好気性代謝（ミトコンドリア呼吸）の抑制および嫌気
性代謝の亢進に Hif-1αが寄与しており、慢性心不全の病態形成の重要な分子であること
が示唆された。 
 

② Roxadustat投与により心筋組織の Hif-1αは増加し、制御遺伝子の発現が亢進した 
Hif-1α の発現は慢性心不全においてはミトコンドリア機能を低下させることでエネルギ
ー欠乏状態へ誘導する因子として機能している一方で、急性の虚血傷害については細胞
実験に示されるように酸素需要量を抑制し、低酸素ストレスに対する耐性を獲得してい
ることが示唆され、治療への応用が可能
と考えた。Roxadustat をマウスに単回
投与したところ、3-4時間後をピークに
Hif-1α お よ び 制 御 遺 伝 子 群
（ Ddit4/NDUFA4L2 ） お よ び 蛋 白
（PKM2/REDD1）の発現上昇を認めた
（図 4, Statistical significance was 
determined using Student’s t-test. *P 
< 0.05, **P < 0.01）。 



 
 

③ Roxadustatの事前投与は、虚血再灌流傷害における梗塞巣を縮小した 
上記検討を踏まえ、roxadustat 投与 4 時間後に虚血再灌流モデルを作成し、再灌流後 6
時間後に梗塞巣と心筋逸脱酵素として血漿のクレアチンキナーゼの解析を行った。
Roxadustat投与群において梗塞巣は著明に縮小し（図４左中図, Statistical significance 
was determined using Student’s t-test. *P<0.05）、血漿中のクレアチニンキナーゼは有
意に低下した（図４右図, Statistical significance was determined using Student’s t-test. 
*P<0.05）。 

 
 

 
 
以上より、１）PHD阻害により Hif-1α依存性・非依存性に OCRに表される好気性代謝が低
下し、ECARに表される嫌気性代謝が亢進すること、２）慢性心不全のような慢性疾患におい
ては相対的なエネルギー不足を助長し得ることから、Hif-1αは慢性心不全の病態形成に寄与
している可能性があること、３）一方で PHD阻害剤を用いた薬理学的な酸素代謝制御は、虚
血再灌流傷害のような虚血性心疾患においては保護的に作用すること、が明らかとなった。特
に３）については、虚血性心疾患のみならず、心臓手術の際の体外循環中の心筋保護や臓器移
植の際の臓器保護にも応用し得ることが期待される 1)。 
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