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研究成果の概要（和文）：PAH患者が複数名存在し、既知の原因遺伝子変異が同定されなかった1家系においてエ
クソーム解析を実施したところ、X遺伝子変異を検出した。機能解析を行った結果、Xタンパクはp53と結合しう
ること、同定したX遺伝子変異は機能獲得型変異であることがあきらかになった。さらに、ヒト肺動脈平滑筋細
胞においてX遺伝子変異はp53伝達経路の活性低下を惹起し、これによりヒト肺動脈平滑筋細胞が異常増殖するこ
と、さらにヒト肺動脈平滑筋細胞のアポトーシスを抑制すること、この2つの機序からPAHの発症をもたらす可能
性を示すことができた。本研究の結果はPAHの新たな治療法の創出に寄与しうるものと考えられる。

研究成果の概要（英文）：In order to find novel disease-causing variants in patients with pulmonary 
arterial hypertension, we performed direct sequencing and multiplex ligation-dependent probe 
amplification to analyze 18 families with multiple affected family members with PAH. In one of the 
18 families with PAH, there were no disease-causing variants already-known. Whole-exome 
next-generation sequencing was performed in the family, and we identified a novel variant in X gene 
in the family. The variant, R554L-X, revealed gain-of-function and induced decreasing nucleus p53 
and p21, lower phosphorylation of nucleus p53, decreasing apoptotic hPASMCs, and increasing hPASMCs 
proliferation and cell viability compared to wild-type X. This study can contribute to elucidate 
mechanism of PAH pathogenesis.

研究分野： 小児循環器分野
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１．研究開始当初の背景 
 
肺動脈性肺高血圧症（pulmonary arterial 

hypertension: PAH）は肺小動脈の血管内皮
細胞・平滑筋細胞が異常に増殖することによ
って血管内腔が狭窄して肺血管抵抗が上昇
し、右心不全が惹き起こされる予後不良の疾
患である。これまでに PAH の疾患原因遺伝子
として TGF-β/BMP シグナル伝達経路内のⅡ
型受容体である BMPR2遺伝子、Ⅰ型受容体で
ある ALK1 遺伝子、そして細胞内で BMP シグ
ナルを伝達する分子である SMAD1/4/8遺伝子、
細胞膜の陥没構造を形成する CAV1 遺伝子、
カリウムチャネルのひとつである KCNK3が同
定されている。しかしこれらの遺伝子変異が
認められるのはPAH全体の約30-40%にすぎず、
半数以上では原因遺伝子がいまだ確認され
ていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、PAH の発症機序を解明す

ることである。本研究ではエクソーム解析を
用いて PAH の新規疾患遺伝子を同定し、その
変異がPAHの発症にもたらす影響をあきらか
にすることで、PAH の新たな治療法の創出へ
の寄与を目指す。 

 
３．研究の方法 
 
（1）エクソーム解析による新規疾患遺伝子
候補の同定 
PAH患者が複数名存在する18家系において、

遺伝学的検査（直接シークエンス法、および
MLPA 法）を施行した。このうち、既知の原因
遺伝子変異が同定されなかった1家系におい
てエクソーム解析を実施した。この結果、同
定された新規疾患遺伝子候補、X 遺伝子につ
いて機能解析を行うこととした。 
 

（2）X遺伝子変異がもたらす、ヒト肺動脈平
滑筋細胞の増殖能への影響 
 
① 細胞数の計測 
 野生型 X遺伝子発現ベクターを作製した後
に mutagenesis を行い、我々が発見し X遺伝
子変異体の発現ベクターを作成する。野生型、
変異型それぞれのベクターをヒト肺動脈平
滑筋細胞に導入し、数日ごとに細胞数を測定
して細胞増殖能を評価する。 
 
② cell viability の評価 
 野生型、変異型それぞれの X遺伝子発現ベ
クターをヒト肺動脈平滑筋細胞に導入し、
WST-1 reagent (Roche)を用いて、テトラゾ
リウム塩（WST-1）が生細胞中ミトコンドリ
ア脱水素酵素によってホルマザン色素へ変
換されることを利用して、数日ごとに定量的
に細胞生存能を評価する。 
 

（3）X遺伝子変異がもたらす、ヒト肺動脈平
滑筋細胞におけるp53シグナル伝達経路への
影響 
 
① real time PCR 
 ヒト肺動脈平滑筋細胞に野生型、変異型そ
れぞれの X 遺伝子発現ベクターを導入する。
一定時間培養した後に total RNA を抽出し、
それを用いて cDNA 合成を行う。その後 real 
time PCR を行って、p53 およびその下流のタ
ーゲットのメッセンジャーRNA の発現量を比
較する。 
 
② western blotting 
 ヒト肺動脈平滑筋細胞に野生型、変異型そ
れぞれの X 遺伝子発現ベクターを導入する。
一定時間培養した後に細胞を溶解して
SDS-PAGE に供し、western blotting を行う。
p53 およびそのターゲットタンパクの発現量
を比較する。 
 
（4）X遺伝子のノックダウンがヒト肺動脈平
滑筋細胞の増殖能およびp53シグナル伝達経
路に与える影響 
siRNA を用いてヒト肺動脈平滑筋細胞の X

遺伝子をノックダウンし、（2）、（3）と同様
の手法で研究を行う。 
 
（5）X遺伝子がもたらす、ヒト肺動脈平滑筋
細胞のアポトーシスへの影響 
 ヒト肺動脈平滑筋細胞に野生型、変異型そ
れぞれのX遺伝子発現ベクターを同時に導入
し、一定時間培養する。その後、Guava 
EasyCyte flow cytometer （ Life Science 
Research）を使用して、Annexin V assay お
よび TUNEL assay を行い、アポトーシス細胞
の比率を比較する。 
 
４．研究成果 
 
PAH患者が複数名存在する18家系において、

遺伝学的検査を施行したところ、12 家系にお
いて BMPR2遺伝子変異、4家系において ALK1
遺伝子変異を同定した。1 家系については追
跡不能となり、対象から除外した。既知の原
因遺伝子変異が同定されなかった、残る 1家
系においてエクソーム解析を実施したとこ
ろ、X遺伝子変異（p.R554L）を検出した。 
機能解析として、siRNA を利用してこの X

遺伝子をノックダウンしたところ、ヒト肺動
脈平滑筋細胞の増殖能が低下すること、ヒト
肺動脈平滑筋細胞の核内 p53および p21の発
現量が増加し、p53 リン酸化が亢進すること
があきらかになった。 

 

 



 
 

 
p.R554L-X 変異遺伝子コンストラクトをヒ

ト肺動脈平滑筋細胞に導入した場合、野生型
X 遺伝子と比較して増殖能を亢進させ、核内
p53 および p21 の発現量を減少させ、p53 リ
ン酸化を減弱させることがあきらかになり、
機能獲得型変異であることが示された。 
 
 

 

 
さらに、p.R554L-X 変異遺伝子はヒト肺動

脈平滑筋細胞において、アポトーシス細胞を
有意に減少させることがあきらかになった。 

 

 
また、抗 X抗体を用いて免疫沈降を行った

ところ、X タンパクは野生型、p.R554L 変異
型共に p53 と結合しうることが示された。 
 

 
 

 
 
以上から、変異型 X遺伝子は p53 伝達経路

の活性低下を惹起し、これによりヒト肺動脈
平滑筋細胞が異常増殖すること、さらにヒト
肺動脈平滑筋細胞のアポトーシスを抑制す
ること、この 2つの機序を通じて PAH の発症
をもたらす可能性を示すことができた。 
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