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研究成果の概要（和文）： 

 エリスロポエチン(EPO)受容体とその上流に位置する hypoxia-inducible factor (HIF)を治

療標的とし、心不全治療薬としての遺伝子組み換えヒト EPO および HIF安定化作用を持つプロ

リル水酸化酵素(PHD)阻害薬の有用性を明らかにすることを目的とした。マウスの左室圧負荷肥

大心モデルにおいて、EPOにより左室収縮機能が維持され生存率が向上した。一方、PHD阻害薬

は、今回実験に用いた投与量と投与期間では、このような保護効果を確認できなかったため、

さらなる検討が必要である。 

 

研究成果の概要（英文）： 

     Our objective was to determine whether novel strategies to treat heart failure with 

recombinant human erythropoietin (EPO) and a prolyl hydroxylase (PHD) inhibitor that 

stabilizes hypoxia-inducible factor (HIF) are useful.  EPO protected the 

pressure-overload induced hypertrophied left ventricle in mice by maintaining left 

ventricular systolic function and improved the survival.  The PHD inhibitor failed to 

demonstrate such a protective effect at least with the doses and treatment period used 

in the present study.  Further investigations are required to address the issue. 
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１．研究開始当初の背景 

 慢性心不全に対する種々の薬物・非薬物治

療の開発にも関わらず、患者の予後は不良で

あり、新しい治療戦略の開発が急務である。 

 我々は、EpoR-/- rescued マウス（赤血球系

細胞でのみエリスロポエチン（EPO）受容体

を発現し、他の組織ではこれを欠損）を用い、

内因性 EPO-EPO受容体系は心筋の虚血再灌流

傷害を抑制することを報告している。（Tada 

H, Kagaya Y, et al. Cardiovasc Res 2006）。

一方、内因性 EPO-EPO受容体系は、左室圧負

荷肥大心モデルにおいて心筋の血管新生を

促進し、心不全への移行を抑制することも報

告している（Asaumi Y, Kagaya Y, et al. 

Circulation 2007）。さらに、我々は急性期

に冠動脈インターベンションを受けた心筋

梗塞患者の来院時の血清 EPO濃度が高い群で

は、低い群に比べ有意に心筋梗塞サイズが小

さく、血清 EPO濃度が梗塞サイズを予測する

独立した因子であることを示した（Namiuchi 

S, Kagaya Y, et al. J Am Coll Cardiol 2005）。 

２．研究の目的 

 本研究では、EPO 受容体系、さらにその上

流 に 位 置 し 低 酸 素 生 体 反 応 に 関 わ る

hypoxia-inducible factor (HIF)を慢性心不

全の新たな治療標的とし、心不全治療薬とし

ての遺伝子組み換えヒト EPO（rhEPO）、およ

び HIF安定化作用を持つプロリル水酸化酵素

（PHD）阻害薬の有用性を明らかにする。 

３．研究の方法 

⑴ 左室圧負荷マウスにおける心不全への移

行に対する rhEPO の保護効果 

 ８週齢の雄 C57BL/6 マウスを用いて、

transverse aorta の狭窄（TAC）による左室

圧負荷肥大心モデルを作製した。はじめに至

適濃度の EPO を決定するため 500 U/kg、 

2000U/kg、4000 U/kg の rhEPO またはその溶

解液（PBS）を週２回皮下投与した。２週毎

に血圧測定と心エコー図を行い、８週間後に

血液を採取し、ヘマトクリット値を測定した。 

 ３種類の用量による心保護効果ならびに

ヘマトクリット値を考慮し、2000U/kg の EPO

を週２回、８週間投与するプロトコルを選択

した。TAC による左室圧負荷肥大心モデルを

作製し、2000 U/kg の rhEPO または PBS を週

２回皮下投与した。２週毎に血圧測定と心エ

コー図を行い、８週間後に心臓カテーテルを

行った。左室心筋をウェスタン・ブロッティ

ングと組織検索に用いた。 

⑵ 左室圧負荷マウスにおける心不全への移

行に対するプロリル水酸化酵素（PHD）阻害

薬 TM6008 の効果 

 ８週齢の雄 C57BL/6 マウスに、用量の異な

る TM6008（5mg/kg/日〜100mg/kg/日）または

溶媒を連日経口投与した。ヘマトクリット値

の上昇しない 5mg/kg/日と上昇の程度がほぼ

飽和する 100mg/kg/日を選び実験を行った。 

 TAC による左室圧負荷肥大心モデルを作製

し、PHD 阻害薬 TM6008 の高用量（100mg/kg/

日）および低容量（5mg/kg/日）を連日経口

投与した。３週間後に心エコー図を行った。 

４．研究成果 

⑴ 左室圧負荷マウスにおける心不全発症対

する rhEPO の保護効果 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

図 1. 用量の異なる rhEPOの左室圧負荷肥大
心マウスに対する効果 

 何れの用量の EPOも PBSと比較して同程度

に生存率を改善した（図 1A）。500U/kgに比



較して、2000U/kgおよび 4000U/kgの EPOは、

左室拡張末期径の拡大を抑制し、左室短縮率

の低下を抑制する傾向があった（図 1B）。EPO

は用量依存的にヘマトクリットを増加させ

た（図１C）。心保護効果とヘマトクリット値

を考慮し、2000U/kg の EPOを採用した。 

 2000U/kgの EPOの 8 週間の投与（TAC-EPO）

は、ヘマトクリット値を 69％に上昇させた。

一方、シャム手術群、PBS投与群（TAC-PBS）

では、それぞれ 44％、46％であった。心重量

は両 TAC群でいずれもシャム手術群に比べ同

程度に増加（1.7-1.8倍）した。 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
図２. 左室心筋の組織学的検討 
 

 心筋細胞の肥大は、TAC-EPO 群と TAC-PBS

群においてシャム手術群と比べて有意にか

つ同程度にみられた（図２）。左室心筋組織

の線維化の程度は、TAC-EPO 群では TAC-PBS

群に比べて、有意に改善していた（図２）。 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
図３. Kaplan-Meier生存曲線 

 図３に TAC-EPO群と TAC-PBS群の生存曲線

を示す。TAC- EPO群では心エコーを実施中に

おそらく麻酔の影響で 7匹のマウスが死亡し

た。これを除いて解析したものが A（P<0.01）、

これを脱落と解釈して解析したものが B

（P<0.01）、これを心不全による自然死と同

様に扱い解析したものが C（P<0.086）である。 

 図４に心エコー図の結果を示す。TAC-EPO

群では、TAC-PBS 群に比べて有意に左室拡張

末期径の増大が抑制され、左室短縮率の低下

も有意に抑制された 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

図４.心エコー図の結果 

 

 左室収縮期圧はシャム手術群 86.4±3.2 

mmHg、TAC-PBS群 135.7±6.5 mmHg、TAC-EPO

群 161.5±4.2 mmHg であり、TAC-EPO 群では

TAC-PBS 群に比べて有意に上昇していた。LV 

dp/dt max と LV dp/dt min は、いずれも

TAC-EPO 群で TAC-PBS 群に比べて有意に上昇

していた。 

 

 
 
 
 
 

 

 
 
 

図５. ウェスタン・ブロッティング解析の結
果 

 8 週間の EPO による治療により、TAC-EPO

群の左室心筋の phospho-STAT3/STAT3比およ
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び phospho-Akt/Akt比はシャム手術群および

TAC-PBS に比較して有意に上昇した（図５A

および図５B）。 TAC-EPO 群の左室心筋の 

phospho-p38/p38 比は TAC-PBS 群に比べて低

下していたが、phospho-ERK1/2 / ERK1/2 比

および phospho JNK/JNK 比は、TAC-EPO 群と

TAC-PBS 群の間で有意差はなかった（図５A

および図５B）。βアクチンの発現レベルで

補正した左室心筋の eNOSの発現は、TAC-EPO 

群において TAC-PBS群に比較して有意に増加

していた（図５Aおよび図５C）。βアクチン

の発現レベルで補正した左室心筋における

血管内皮由来増殖因子（VEGF）の発現はシャ

ム手術群、TAC-PBS 群、TAC-EPO 群の間に有

意差はなかった（図５Dおよび図５E）。 

 TAC術後 8週間の左室心筋を用いた CD31免

疫染色では、CD31陽性毛細血管数およびその

密度に、シャム手術群、TAC-PBS 群、TAC-EPO

群間に有意差はなかった。 

 TAC 術後 8 週間の左室心筋における TUNEL

陽性細胞数はシャム手術群、TAC-PBS 群、

TAC-EPO 群共に少なかったが、TAC-PBS 群で

はシャム手術群に比べて有意に増加し、一方、

TAC-EPO 群では TAC-PBS 群に比較して有意に

減少していた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６. 遺伝子組み換えヒトEPOが圧負荷肥大
心を保護する予想される機序 

 

 以上から、rhEPOは、STAT3、AktおよびeNOS

のリン酸化の促進とp38のリン酸化の抑制を

介して心室リモデリングの進行を抑制し、生

存率を改善することが示唆された（図６）。 

 

⑵ 左室圧負荷マウスにおける心不全の発症

に対するプロリル水酸化酵素（PHD）阻害薬

TM6008 の効果 

 ８週齢の雄 C57BL/6 マウスに 5mg/kg/日の

TM6008 を６週間投与したところ、対照群とヘ

マトクリット値に差はなかった（図７）。一

方、10mg/kg/日、15mg/kg/日、20mg/kg/日お

よび 50mg/kg/日の６週間の投与により、ヘマ

ト ク リ ッ ト は 用 量 依 存 性 に 増 加 し 、

100mg/kg/日では 53%に達した。また、ヘマト

クリット値は各用量とも４週間でほぼプラ

トーに達した。一方、いずれの用量において

も左室重量/体重に変化はなかった（図７）。 

 
図７. TA6008が正常マウスのヘマトクリット
および左室重量に与える影響 

 

 以上から、ヘマトクリット値に影響を与え

ない 5mg/kg/日と最大のヘマトクリット値の

上昇が示された 100mg/kg/日を用い、以下の

実験を行った。８週齢の雄 C57BL/6 マウスに

おいて transverse aorta の狭窄（TAC）を行

い、直後から 5mg/kg/日または 100mg/kg/日

の TA6008を連日経口投与した。3週間後に心

エコーにより左室内径と左室短縮率を評価

したところ、何れの用量においてもこれらの

指標は溶媒投与群と比較して有意差がなか

った。すなわち、TAC マウスにおける左室収

縮末期径の増大および左室短縮率の低下を



何れの用量の TA6008も抑制できなかった（図

８）。 

 
図８. TA6008が TACマウスの左室内径および
左室短縮率の変化に与える影響 

 

⑶ 結語 

 EPO 受容体とその上流に位置する HIF を治

療標的とし、心不全治療薬としての rhEPO お

よび HIF安定化作用を持つ PHD阻害薬 TA6008

の有用性を明らかにすることを目的とした。

マウスの左室圧負荷肥大心モデルにおいて、

rhEPO により左室収縮機能が維持され生存率

が向上した。一方、PHD 阻害薬 TA6008 では、

今回実験に用いた投与量と投与期間では、こ

のような保護効果を確認できなかったため、

さらなる検討が必要である。 
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