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研究成果の概要（和文）：血管新生には様々な免疫細胞が関与する。申請者は自己免疫寛容に関与する制御性T
細胞(Treg)に着目しそれがmPGES-1/PGE2の虚血改善に関与するか否か急性下肢循環障害モデルを用いて研究を行
なった。PGE2が生成されないmPGES-1欠損マウス(mPGES-1KO)と野生型マウス(WT)を用いて比較検討を行なった。
mPGES-1KOはWTと比較し有意に虚血の改善の遅延を認めまた虚血筋組織に集積するTregの数の低下を認めた。以
上の結果よりmPGES-1/PGE2は虚血部位にTregsを集積することで虚血を改善することが示唆された。PGE2が虚血
改善の有効な治療薬になる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is well known that immune cells play important role in angiogenesis in 
ischemic tissues. Recently, we revealed that COX-2-derived PGE2 induces granulation formation by 
promoting accumulation of regulatory T cell(Tregs).This result prompted us to evaluate the precise 
mechanism of recovery from ischaemia with respect to the mPGES-1/PGE2 axis, especially by focusing 
on Tregs  in ischemic hind limb model.
Compared to wild-type mice(WT),recovery from ischaemia  was suppressed in  microsomal prostaglandin 
E synthase-1 -deficient mice (mPges-1－/－).The number of accumulated Tregs in ischaemic muscle 
tissue was decreased in mPges-1－/－ mice compared with that in WT mice.The number of accumulated 
Tregs and blood flow recovery were suppressed when Tregs were depleted by injecting antibody against
 FR 4 in WT mice but not in mPges-1－/－ mice. These findings suggested that mPGES-1/PGE2 induced 
neovascularization from ischaemia by promoting the accumulation of Tregs.

研究分野：薬理学、循環薬理学、脂質mediator

キーワード： 虚血改善　PGE2　mPGES-1　制御性T細胞　TGF-beta
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研究成果の学術的意義や社会的意義
飲食の欧米化や高齢化により虚血性心疾患や末梢動脈疾患の患者が増加している。これらに対する経皮的動脈形
成術やバイパス術などが確立されているが,中には治療困難例があり,血管新生療法が注目されている。今回、申
請者の研究はmPGES-1/PGE2経路を介した虚血改善に制御性T細胞の関与を明らかにした。虚血筋組織周囲への
PGE2及び制御性T細胞の局所投与が虚血性心疾患や閉塞性動脈硬化症の治療薬の開発につながる可能性がある。
今後治療薬につながるようより詳細なメカニズムの検討が必要である。

※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 

 

飲食の欧米化飲食の欧米化や高齢化により虚血性心疾患や末梢動脈疾患の患者が増加してい

る。これらに対する経皮的動脈形成術やバイパス術などの血行再建治療体系が確立されている

が,中には治療困難例があり,血管新生療法が注目されている。我々は骨髄由来の単球及び血小

板が虚血改善に関与していることを見出した。炎症惹起物質であるプロスタグランジン

E2(Prostaglandin E2:PGE2)はアラキドン酸代謝物(Arachidonic Acid : AA)で

Cyclooxygenase(COX)-1及び COX-2により生成される。COX-1は構成的酵素で全ての組織で発現

を認め、COX-2 は炎症,癌などの病的状態で誘導される。腫瘍組織での COX-2や PGE2の発現が予

後と相関関係が認められ,これらが癌の浸潤､発育に関与していることが報告された(Kauppl et 

al Lancet 2007)。PGE2の産生を抑制する COX-2阻害薬は大腸癌の再発予防に使用されていた

が,むしろ血栓の形成を促し虚血性心疾患の発生増加を認め中止になった。この結果から COX-

2/PGE2がむしろ虚血状態を予防するいわゆる臓器保護に関連性があると考えられてきた。 
PGE2 は血管新生促進因子の一つであるが、虚血状態からの改善効果を血管新生の観点から検討
した報告例は少なく未だ詳細な機序は不明である。昨今,進行癌組織の新生血管周囲に自己組織
の攻撃を行わないいわゆる免疫寛容に関与する Tregs の浸潤を認め,Tregs の集積と血管新生が
患者予後と関連性があると考えられた。我々も創傷治癒モデルにて新生血管周囲に集積を認め,
それが mPGES-1/PGE2経路に依存的であることを突き詰めた(Hyodo et al In vivo 2022)。急性
循環障害の改善に mPGES-1/PGE2 と Tregs が関与しているのか？Tregs に虚血改善効果があるの
か？この疑問が明らかになれば,新たな治療方法が見出す可能性がある。本研究はこの成果をさ
らに発展させ新生血管周囲に認められる制御性 T細胞(regulatory T cells: Tregs)に着目した。
PGE2は炎症を始め様々な病態に関与するが Tregs の分化にも関与する。そこで申請者は PGE2 を
介した虚血改善に Tregs の関与を解明することにした。本研究の成果は新たな虚血性心疾患や
閉塞性動脈硬化症の治療薬の開発につながる可能性がある。 
 

２．研究の目的 

 

急性循環障害の改善に mPGES-1/PGE2と Tregs が関与しているのか？Tregs に虚血改善効果があ
るのか？この疑問が明らかになれば,新たな治療方法が見出す可能性がある。 

本研究の目的は新規治療の開発,即ち①mPGES-1の局所投与による治療②Tregsの細胞治療の可

能性③選択的 EP アゴニストの局所投与による治療である。mPGES-1/PGE2による Tregs 集積が血

管新生を増強するか否かを解明することは急性循環障害の虚血改善において非常に重要である。

目的を実現するために以下に記したことを明らかにして行くことにした。 

 

  a.下肢虚血後に虚血筋組織由来の PGE2が虚血部へ Tregsの集積を誘導するのか? 

  b.集積した Tregsは Tregsの活性化因子及び血管新生促進因子である TGF-を産生するか? 

  c.集積した Tregs由来の PGE2が更に Tregs 上の PGE2受容体(EP受容体)に結合し TGF-を産生 

し血管新生の形成を誘導し虚血改善効果を促すか(下図)を解明することにした。 
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３．研究の方法 

 
今回の研究は理学部の江島教授、医療衛生学部の北里教授と共同研究である。2019年から 22 年
にかけて以下に記した方法で研究を行った。 
 
a)2019 年度 

虚血改善における mPGES-1/PGE2の検討 

1.急性下肢循環モデルの作成（天野英樹） 

mPGES-1KO 及び WTを麻酔下で右大腿動脈を露出し、結紮・切離し作成した。 

2.下肢の虚血改善効果の評価（天野英樹） 

①右下肢の虚血改善効果：虚血改善効果は以下の式で算出した。 

下肢血流比＝右下肢血流量/左の下肢血流量 

②新生血管の評価：血管内皮特異的マーカーである CD31 に対する免疫組織化学を行った。 
 虚血筋組織で CD31陽性の細胞数を NIH imageソフトを用いて計算した。 

3. mPGES-1 投与時の虚血改善効果 (天野英樹,北里英郎) 

mPGES-1/PGE2に虚血改善効果があるか否か検証するために以下の実験を行なった。 

mPGES-1を線維芽細胞にレトロウイルスを用いて遺伝子導入し結紮・切離後、周囲に 4ヶ所 

局所投与した。その後、経時的にレーザードップラーを用いて左右の下肢血流比の測定を行 

った。 

4.虚血後,末梢血液中に Tregsを動員するか否かの検討(天野英樹,江島耕二) 

mPGES-1KO 及び WTでモデル作製後,末梢血液中の Tregsの発現をフローサイトメトリーを 

用いて確認した。 

 
b)2020 年度 

①実際に Tregs が虚血筋組織に集積するか②Tregs の集積を阻害すると虚血改善の遅延を認め

られるか③虚血時にどの EP受容体が最も発現の増強を認めるかの 3つの検討を行った。 

 

1.虚血筋組織における Foxp3 の mRNA 発現効果の検討（天野英樹） 

 mPGES-1KO と WT でモデル作製後,経時的に定量的 PCR を用いて虚血筋肉組織おける 

Foxp3 の発現の測定を行った。 

2.虚血筋組織に集積する Foxp3 陽性細胞の検討（天野英樹） 

モデル作製後、経時的に虚血筋組織を摘出し Foxp3 に対する免疫組織化学を行う。虚血筋 

組織で Foxp3 陽性の細胞数を NIH image ソフトを用いて計算した。 

3.虚血筋組織における TGF-の mRNA 発現効果の検討（天野英樹） 

 mPGES-1KO と WT でモデル作製後,経時的に定量的 PCR を用いて TGF-の発現の測定を 

行った。 

4.Treg の集積を阻害した時の虚血改善効果の検討（天野英樹） 

 mPGES-1KO と WT でモデル作製後,Tregs 機能を特異的に阻害するマウス 4 型葉酸受容体 

(FR4)中 和抗体を投与し、経時的に左右の下肢血流比の測定を行った。 

5.虚血筋組織における EP 受容体の mRNA 発現効果の検討（天野英樹） 

 mPGES-1KO と WT でモデル作製後,定量的 PCR を用いて EP1-4 受容体の発現を経時的に 

測定した. 

 

c)2021-2022年度 

①Tregs移植後の虚血改善効果の検討②Tregsが TGF-を産生するか否かの検討③EP1—4アゴ 

ニストを Tregs細胞に刺激し,どのアゴニストによる刺激が最も TGF-を発現するか否かの検 

討を行った。 

 

1.mPGES-1KO 及び WT 由来の Tregs による虚血改善効果（天野英樹,江島耕二） 

 WT 及び mPGES-1KO の胸腺から Tregs(CD4+CD25+)と非 Tregs(CD4+CD25-)を抽出し,マウ 

スに移植する。移植後 5 日目に mPGES-1KO でモデルを作成し,経時的にレーザードップラ 

ーを用いて左右血流比の測定を行った。 

 

2.Tregs での TGF- 発現効果の検討（天野英樹,江島耕二） 

WT 及び mPGES-1KO の胸腺から Tregs(CD4+CD25+)を抽出後,培養し,CD3 抗体で Tregs を 

抗原を刺激し,WT 及び mPGES-1KO の Tregs で TGF-の発現に差があるか否か定量的 PCR 

を用いて検討した。 

 



 

3.EP1-4 アゴニスト刺激下での TGF-の発現効果の検討（天野英樹,江島耕二） 

 WT 及び mPGES-1KO の胸腺から抽出した Tregs を培養する。小野薬品株式会社から提供 

された EP1-4 アゴニストを Tregs に添加し,TGF-の発現効果について比較検討を行った。 
 
４．研究成果 
 

1. mPGES-1/PGE2 の虚血改善効果の検討 

 

mPGES-1KO は WTと比較し有意に虚血改善効果の遅延を認めた。虚血筋組織における新生 
血管(CD31 陽性細胞)数は mPGES-1KO は有意に WT比較し低下を認めた(下図 A-C) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. 虚血改善における Tregs の発現効果の検討 

 

虚血後 7 日に末梢血液中の Tregs の発現効果をフローサイトメトリーを用いて解析したと 

ころ、mPGES-1KO は WT 比較し有意に低下を認めた。更に虚血筋組織に集積している 

Tregs の数及び mRNA レベルの Foxp3 の発現も mPGES-1KO は WT と比較し有意に低下を 

認めた。この結果より mPGES-1/PGE2 経路を介した虚血の改善効果に虚血部への Tregs が 

深く関与していることが推測された。 

 

3. 虚血筋組織における TGF-の発現増強効果 
 
次に Tregs の活性化因子及び血管新生促進因子である TGF-の発現が虚血筋組織にて WT 

と mPGES-1KO との間で発現に差があるか否か real-time PCR を用いて比較検討を行った 

ところ、mPGES-1KO で有意に発現の低下を認めた。 

 

4. 虚血筋組織へ Tregs が集積することによる虚血改善効果の検討 

 

Tregs 機能を特異的に阻害するマウス 4 型葉酸受容体(FR4)中和抗体を WT 及び mPGES- 

1KO に投与し、虚血改善効果について検討した。WT で FR4 抗体投与群が IgG 投与群と 

比較し有意に虚血の改善の遅延及び Tregs の虚血筋組織への集積の低下を認めたが、 

mPGES-1KO では認められなかった。以上の結果より虚血改善に mPGES-1/PGE2 経路を介 

した Tregs の集積が重要な役割を担っていることが明らかになった。 

 

5. 虚血筋組織における EP受容体の発現効果の検討 

 

モデル作成後、虚血筋組織における PGE2受容体サブタイプの発現を real-time PCR を用い 

て検討したところ他の受容体(EP1,2,3)と比較し EP4 受容体の発現が虚血前の発現と比較 

し有意に増強を認めた。この結果より虚血改善に mPGES-1/PGE2-EP4 経路が最も関与して 

いることが示唆された。 

 

6. mPGES-1KO及び WT由来の Tregsによる虚血改善効果の検討 

 

WT の胸腺から Tregs(CD4+CD25+)と非 Tregs(CD4+CD25-)を抽出し,mPGES-1KO に移植す 

る。移植後 5 日目に移植を行った mPGES-1KO でモデルを作成し,経時的に左右血流比を 

測定したところ、WT 由来の Tregs(CD4+CD25+)を mPGES-1KO に移植した群は WT 由来の 

非 Tregs(CD4+CD25-)を mPGES-1KO に移植した群と比較し有意に虚血の改善の促進を認 

めた。この結果より Tregs が虚血改善い深く関与し、それが mPGES-1/PGE2 経路に依存し 

ていることが示唆された。 
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7. Tregs での mPGES-1/PGE2 経路を介した TGF-発現効果の検討 

 

WT 及び mPGES-1KO の胸腺から Tregs(CD4+CD25+)を抽出後,培養する。CD3 抗体で Tregs 

を抗原刺激し real time PCR や ELISA 法を用いて mRNA 及びタンパクレベルの TGF-の発 

現効果について検討したところ、WT と比較し mRNA 及びタンパクレベルの TGF-の発現 

は mPGES-1KO で有意に低下を認めた。 

 

8. EP4アゴニスト刺激下での TGF-の発現効果の検討 

 

 WT 及び mPGES-1KO の胸腺から抽出した Tregs を培養後、CD3 抗体で Tregs を抗原刺激 

し real time PCR を用いて Tregs における EP1,EP2,EP3,EP4 受容体の発現効果を検討した。 

WT及びmPGES-1KOのTregsではEP3受容体の発現を認めることができなかった。EP3KO 

は WT と比較し有意に虚血の改善効果の遅延を認めたが、この EP3 受容体を介した虚血 

改善効果は Tregs に依存していないことが考えられた。今後、別の研究を行いこのメカニ 

ズムを明らかにしていく方針である。mPGES-1KO の Tregs の EP4 受容体の発現は WT と 

比較し有意に低下を認めた。一方、EP1 及び EP2 受容体の発現に関しては WT 及び mPGES- 

1KO で有意差を認めることが出来なかった。以上の結果より Tregs の mPGES-1/PGE2-EP4 

受容体経路が虚血の改善に重要な役割を担っておりことが予想された。 

 

 

上記 1-8 の実験結果より mPGES-1/PGE2-EP4 受容体経路が虚血改善に重要な役割を担っている

ことが考えられた。今後、EP4KO(EP4 受容体欠損マウス)、Rag2KO（免疫細胞欠損しているマウ

ス）を用いて Tregs の EP4 受容体が本当に虚血改善効果に重要な役割を担っている否か検討して

いく方針である。 

 

上記の結果は現在 cardiovascular research に投稿し、revise中である。 
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