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研究成果の概要（和文）：肺血管内皮細胞の異常が肺高血圧症発症のkey pointである可能性が高く、それを制御する
には肺動脈内皮細胞のHIF2-αとヘテロダイマーを成すHIF1-β(ARNT)を制御するのが有利ではないかと考え、その役割
について研究した。その結果、肺高血圧症の増悪には血管内皮HIF1-βを介したエンドセリンシグナルが関与している
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Hypoxia-inducible factor (HIF) specifically in endothelial cells of the pulmonary 
artery seems to play an important role in development of pulmonary arterial hypertension. Role of HIF was 
investigated using monocrotaline-induced pulmonary arterial hypertension model mice lacking Hif-1 beta. Th
e endothelin upregulation through HIF may be one of the potential pathways for the pulmonary artery remode
ling in the lung tissue. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 本研究に関連する国内・国外の研究動向
及び位置づけ 
 生体の低酸素応答は、すべての細胞にみら
れる基本的な低酸素応答と細胞系列特異的
にみられる低酸素応答に分けられる。細胞系
列特異的な低酸素応答が、細胞系列によって
異なる様々な機能発現に結びつくと考えら
れる。 
 われわれの施設では、共同研究者である
Tomita が作製した、HIF-1αおよび ARNT 遺伝
子 floxed マウスといった Cre-loxP システム
を利用した細胞系列特異的遺伝子欠失法が
確立しており、これまでに神経系、免疫系、
代謝系の細胞系列における分子制御機構に
ついて解析してきた。 
(2) これまでの研究成果を踏まえ、着想に至
った経緯 
①カフ傷害による血管リモデリングにおい
て、T 細胞中の Hif-1αが動脈周囲でおこる
免疫反応に対して「負の制御」を担っていた。
低酸素環境下で Hif/ARNT 転写システムを制
御することにより、動脈硬化の進行などを制
御できることを示した。(Kurobe H, Kitagawa 
T, Tomita S, et al. Role of Hif-1α in T 
cells as a negative regulator in 
development of vascular remodeling. ATVB. 
2010 Feb; 30(2):210-7.) 
②肺高血圧肺の血管内皮細胞は低酸素環境
下にあり、細胞透過性や血球接着性がたかま
り、それらの結果として血管壁に炎症類似反
応を誘発しやすい状態に変化していること
が推測された。 
 
２．研究の目的 
“肺高血圧症におけるARNT-HIF1系を介する
低酸素応答機構の解明”研究を行った。
Hypoxia Inducible Factor-1α（HIF-1α）
お よ び HIF-1 β 即 ち Arylhydrocarbon 
receptor nucleatranslocator（ARNT）はHIF-1
シグナルを構成する細胞の低酸素応答発動
に必須の転写因子であり、エネルギー代謝を
はじめ増殖や制御を介して細胞の維持に寄
与している。 
(1) Tie2 陽性細胞(血管内皮)特異的 ARNT 遺
伝子ノックアウトマウス(ARNT-KO)用いて低
酸素不応答の、そして ARNT(+)マウスを用い
て低酸素応答のmonoclotaline肺高血圧モデ
ルを作製する。 
(2) 上記 2系統のマウス肺高血圧肺の低酸素
応答変化に関連する諸因子を比較し、
ARNT-HIF1 系を介する低酸素応答機構を明ら
かにする。 
(3) ARNT-HIF1 系を介する低酸素応答機構の
標的遺伝子を探索し、シグナル抑制薬の可能
性を検討することにより、新たな治療法の確
立をめざす。 
 
３．研究の方法 
(1) モデル…野生型マウスと共同研究者で

ある Tomita が作製した ARNT 遺伝子 floxed
マウスを用いた。 
(2) モノクロタリン(MCT)を 80mg/kg 腹腔内
投与して肺高血圧モデルマウスを作製した。
肺高血圧症の程度は MCT 投与 4週後に、右室
心 筋 重 量 比 Right Ventricle/(Left 
Ventricle+Ventricular Septum) RV/(LV+S)、
肺小細動脈(<100μm)の筋性血管の割合中膜
肥厚度(中膜厚/血管径: %medial thickness)
と、肺胞組織像で行った。 
(3) MCT 投与後の肺高血圧症を伴う肺組織の
肺 小 細 動 脈 周 辺 の 低 酸 素 の 程 度 は
Pimonidazoleをhypoxyprobeとして評価した。 
(4) MCT 投与肺高血圧モデルにおける肺組織
でのエンドセリン-1 (ET-1)の変化 
MCT 肺高血圧モデルに対する Bosentan 
(Endothelin receptor blocker)投与の影響
を明らかにするため、MCT 投与の 2 日後より
Bosentan (100mg/kg.day)を 6 週間にわたり
連日経口投与した。 
 
４．研究成果 
(1) Cre-loxP system によって、下図のよう
に Tie2 陽性血管内皮細胞で、特異的に HIF-1
β(Arnt)が欠失しているノックアウトマウ
ス(MT)を作製した。 
野生型 …Tie2 Cre HIF1-β(+/+) 
Arnt KO …Tie2Cre HIF1-β(flox/+) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) MCT 投与により野生型マウスでは肺高血
圧モデルを確実に作製できたが、血管内皮特
異的 HIF1-βノックアウトマウスでは、MCT
投与によっても肺高血圧が軽度に抑えられ
た。 
(3) MCT 投与 PHモデルでは肺小細動脈とその
周辺組織に低酸素症の存在が確認できた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(4) MCT 投与による野生型 PHモデルマウスで
は肺組織の ET-1 の上昇が認められたが、血
管内皮特異的 HIF1-βノックアウトマウスで
は、ET-1 の上昇が認められなかった。 
(5) Bosentan投与により野生型マウスと血管
内皮特異的 HIF1-βノックアウトマウスいず
れにおいても、MCT 投与の有無に関わらず、
右室重量比、中膜肥厚は有意に減少し、肺小
動脈数は有意に増加し、肺高血圧リモデリン
グを回避できた。 
 
以上より、肺高血圧症モデルにおける血管
内皮細胞の低酸素応答転写因子HIFの役割に
ついて検討した。血管内皮特異的 HIF1-β KO
では肺高血圧症が軽度で、野生型モノクロタ
リン誘導肺高血圧モデルでは肺組織のエン
ドセリン-1上昇が認められるが、HIF1-β KO
マウスでは認められなかった。以上から、モ
ノクロタリン誘導肺高血圧の形成、増悪には
血管内皮 HIF1-βを介したエンドセリンシグ
ナルが関与していることが示唆される。 
 低酸素環境下でHif-1転写システムを制御
することにより、動脈硬化および肺高血圧症
の進行を抑制できることを示唆している。今
後、このエンドセリンシグナル ARNT-HIF1 系
を介する低酸素応答機構の標的遺伝子を探
索し、シグナル抑制薬の可能性を検討するこ
とにより、新たな治療法の確立をめざす。 
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