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研究成果の概要（和文）： 肺高血圧症は，肺小細動脈の血管内腔が狭小化・閉塞し，右心不全に至る難治性疾
患である．複数の肺高血圧症治療薬が開発されているものの，いまだ予後不良であり，発症進展機序の解明と新
たな治療法の開発が急務である．
 本研究では，肺高血圧症症例由来肺動脈平滑筋細胞を導入した肺微小血管モデルを作成して送液培養を行い，
病態の進展に関与すると考えられるメカニカルストレスの影響を詳細に解析した．その結果，メカニカルストレ
スが様々なシグナル伝達経路を介して遺伝子発現パターンを変化させ，肺動脈平滑筋細胞の増殖促進を誘導する
など，細胞の性質を変容させることが見出された．

研究成果の概要（英文）：Pulmonary hypertension is characterized by stenosis and obstruction of 
pulmonary arteries, leading to right heart failure. Overall survival of patients with pulmonary 
hypertension has been reported to be unsatisfactory despite many drugs have become available. There 
is an urgent need for elucidating mechanisms of disease progression and development of new 
therapeutic options.
We established novel vascular models in this study using pulmonary arterial smooth muscle cells 
derived from patients with pulmonary hypertension. We perfused these models with culture media and 
analyzed effects of mechanical stress at a molecular level. As ａ result, mechanical stress modified
 property of smooth muscle cells such as proliferation rate, through activation of various signal 
pathways and gene expression.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 肺高血圧　微小血管モデル　メカニカルストレス　シグナル伝達

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究では，新たに作製した血管モデルを用いることにより，肺高血圧症患者の肺微小血管が受けるメカニカ
ルストレスが病態の進展に深く関与することを明らかにした．本研究成果は，肺高血圧症の発症機序を解明する
ための重要な手がかりとなるとともに，新たな治療標的分子に関する有益な情報をもたらしている．今後，血管
モデルを用いて各種薬剤の治療効果の判定に応用することにより，肺高血圧症の新規治療法の開発に大きく貢献
することが期待される．



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肺高血圧症(pulmonary hypertension: PH)は，肺小細動脈の血管内腔が狭小化・閉塞するた

めに肺動脈圧が上昇し，右心不全に至る難治性疾患である．現在，複数の PH 治療薬が開発さ
れているものの，3 年生存率は 60％といまだ予後不良であり，発症進展機序の解明と新たな治
療の開発が急務である． 
肺小細動脈の狭小化・閉塞を引き起こす肺血管リモデリングの本態は，主に肺動脈平滑筋細

胞(PASMC: pulmonary artery smooth muscle cells)の異常増殖と考えられているが，その詳細
な発症機構は明らかにされていない．研究代表者はこれまでに，PH 患者由来 PASMC の単離
技術を確立し，正常細胞との比較を行い，血小板由来増殖因子や凝固因子とその受容体が，PH
の病態進展に中心的な役割を果たすことを明らかにしてきた (Circulation 2005, Am J 
Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2009, Physiol Rep 2013)． 
一方，PH 症例の蓄積に伴い，治療によりある程度改善した症例では，治療を強化しなくて

も臨床症状の改善が持続するのに対し，一旦血行動態が悪化した症例では治療に抵抗性を示す
ことが観察されている．即ち，血行動態の悪化自体が PH の病態悪化をさらに進行させる可能
性がある．血行動態はメカニカルストレスの変化を介して，冠動脈や頸動脈等の動脈硬化を悪
化させることが報告されているものの，メカニカルストレスの肺動脈への作用や PH 病態への
影響はこれまでほとんど報告されていない． 
肺動脈は体血管の約 1/10 程度の低圧の血管系であり，肺動脈特異的な現象である低酸素性肺

動脈攣縮など，体血管とは異なる性質を有する．また，正常 PASMC と PH 症例の PASMC で
は増殖能やアポトーシス耐性など，様々な性質が異なることも報告されている．従って，肺動
脈のメカニカルストレスへの反応性は，体血管とは異なる可能性がある．そこで，肺動脈壁由
来細胞を用いてメカニカルストレスの作用を検証する必要があることから，PH 症例由来
PASMC を用いた新規微小血管モデルを構築し，メカニカルストレスを負荷して遺伝子の発現
パターンの変化を解析することにより，病態解明と創薬の基盤づくりとなる本研究を着想した． 
 
２．研究の目的 
本研究では， PH 症例から単離・培養した PASMC を用いて肺微小血管モデルを作成し，こ

れにメカニカルストレスを負荷し，PH の病態進展に重要な PASMC の増殖を制御するメカニ
カルストレス関連分子機構を解明し，新規 PH 治療開発の基盤となる研究を行い，新規治療法
の可能性を探索することを目的とした．本研究の実施により，既存の動物モデルや平面培養細
胞を用いた研究手法の限界や問題点を克服しうる，新たな微小血管モデルを確立し，PH 病態
悪化のメカニズムの解明に貢献することを目指した． 
  
３．研究の方法 
（１）PH 症例における肺動脈内メカニカルストレスの測定 

PH 症例の肺動脈における各種指標を測定し，実際に肺動脈内で負荷されているメカニカル
ストレス値を算出した．なお，測定に関しては，当院臨床研究審査委員会の承認を受け，対象
者からの同意を得て行った． 
（２）PH 症例の PASMC の単離・培養 

PH 症例の PASMC は，当院臨床研究審査委員会の承認を得てこれまでに取得しているもの
を使用した．すでに報告しているとおり，PH 症例より摘出された肺から肺動脈を採取し，そ
の後酵素処理を行って PASMC を単離し，継代培養を行った（Circulation 2005, 他）． 
（３）血管モデル作製 
ポリジメチルシロキサン素材を用いた流路チップ内で PASMC を培養することにより，

PASMC1 層から成る血管モデルの作製を行った．なお，次項で述べるように，この方法では，
負荷する条件によっては細胞剥離が起こることがあるため，PASMC と内皮細胞層を積層する
ことにより 2 層構造の血管モデルを作製し（特許出願済み），実験に使用した． 
（４）細胞の形態観察と発現たんぱく質の発現解析 
血管モデル内の細胞の配向性を顕微鏡を用いて観察した．また，各種の抗体を用いた蛍光免

疫染色を行い，共焦点レーザー顕微鏡を用いて対象とするたんぱく質の発現とその局在を検討
した．また，必要に応じて得られた画像から３次元イメージを構築し，詳細な解析を行った． 
（５）遺伝子発現パターンの解析 
メカニカルストレスを負荷したことにより，遺伝子プロファイルがどのように変化するのか

を明らかにするために，静置細胞と送液負荷細胞からそれぞれ mRNA を抽出し，マイクロア
レイを用いて網羅的遺伝子発現解析を行った．さらに，リアルタイム PCR 法により個々の遺
伝子発現量の変化を詳細に検討した． 

 
４．研究成果 
（１）PH 症例における肺動脈内メカニカルストレスの計測 

PH 症例の肺動脈が実際に受けているシアストレス強度を算出したところ，これまでに他の
血管疾患で報告されている値よりも高いことが明らかとなった．そこで，この値を，本研究で
負荷すべき値とした． 



（２）PH 患者由来 PASMC を用いた血管モデルの作製 
まず，ポリジメチルシロキサン素材を用いた流路チップ内で PASMC を播種した 1 層の血管

モデルを作製した．この１層血管モデルにペリスタポンプを用いて送液によるシアストレスを
負荷したところ，PASMC が送液方向に配向性を示し，細胞増殖能が亢進することが明らかと
なった（発表論文⑫）． 
しかしながら，1 層の PASMC のみから成る血管モデルにおいては，高いシアストレスの負

荷により細胞剥離が起こり，血管モデルの維持が困難であった．そこで，コーティング方法や
播種細胞数など適切な条件の検討を行った．さらに，研究代表者が既に確立していた静置培養
下で PH 症例由来 PASMC に内皮細胞を積層する 2 層培養の手法を取り入れ，血管モデル流路
内で PASMC に内皮細胞を積層した 2 層培養状態で送液可能な血管モデルを作製した．この新
規 2 層構造血管モデルでは，高シアストレス条件下においても細胞が剥離することなく長期間
の培養維持が可能であった．本血管モデルの作製方法を特許出願した（狩野光伸，松崎愛子，
田中啓祥：モデル血管システム、シアストレス負荷用のモデル血管部及び循環器系疾患の治療
薬のスクリーニング方法，出願番号：JP2017-017692 出願日：2017 年 2 月 2 日）． 
（３）血管モデルを用いたメカニカルストレスによる細胞応答の解析 
上記（２）で開発した 2 層培養血管モデルに対して，シアストレスの強度を変化させて加え，

細胞の形態変化や細胞増殖能を検討すると共に，シアストレスにより誘導される細胞内シグナ
ル伝達経路を免疫染色や PCR などにより評価した．その結果，シアストレス負荷により，細
胞の配向性と細胞増殖能の亢進，炎症が惹起されることが明らかとなった．また，シグナル伝
達経路の解析からは，シアストレスにより，細胞の増殖や運動，ストレス応答の調節を担う細
胞内シグナル伝達経路である TGF-，PI3K，MAPK シグナル伝達経路などの活性化が誘導さ
れるとともに，各種増殖因子の発現量が増加することが見出された．以上の結果から，シアス
トレスは，これらのシグナル伝達分子を介して PASMC の増殖や炎症をもたらし，PH の病態
を悪化させる可能性が示された．そこで，シアストレスにより誘導される上記のシグナル伝達
経路の阻害剤を始めとして，PH 症例由来 PASMC の細胞増殖能亢進を抑制する薬剤を探索し
たところ，複数の薬剤が候補として見出されている． 
また，メカニカルストレスが PASMC の遺伝子発現に与える影響を明らかにするため，マイ

クロアレイを用いて静置細胞と送液負荷細胞の網羅的遺伝子発現解析を行った．その結果，メ
カニカルストレスにより発現量の変動する遺伝子が多数見出されている．今後，これらの変動
する遺伝子群の情報は，シアストレスが PASMC に与える影響と PH 発症のメカニズムを分子
レベルで明らかにするための重要な手がかりとなり，新規 PH 治療薬のターゲットとして新た
な薬剤開発への糸口となることが期待される． 
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