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研究成果の概要（和文）：肺動脈性肺高血圧症の特徴とされる内膜病変を形成するSugen5416+低酸素暴露(Su+
Hypo)モデルにおいて、フローサイトメトリーや免疫組織染色によりEndMTの定量化・局在の検討を行ったとこ
ろ、低酸素暴露単独モデルのSMA+/CD31+CD45- cells (内皮マーカーが残存したEndMT)が一過性に微増するのみ
であるのに対し、Su+Hypoモデルにおいては持続的に増加した。遺伝子改変マウスを用いた細胞追跡実験では、
内皮マーカーが消失するEndMTは両モデルで認めており、内膜病変形成には内皮機能を維持したPVECsのEndMTが
関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Endthelial to mesenchymal transition (EndMT) is defined as the acquisition 
of mesenchymal characteristics by the endothelium. It has been implicated in pathogenesis and 
progression of pulmonary arterial hypertension (PAH).
Exposure to Sugen/Hypoxia induced cell proliferation and expression of progenitor cell markers such 
as CD133 in pulmonary vascular endothelial cells (PVECs) . Moreover, partial EndMT cells (SMA+/CD31+
CD45-) were significantly increased in this model compared with hypoxic mice, although complete 
EndMT cells which lose characteristics of PVECs were confirmed equally in both models. The partial 
EndMT cells represent feature of progenitor cells prominently. These cells could contribute to the 
pathogenesis of PAH, especially in intimal lesion.

研究分野：肺循環疾患

キーワード： 肺動脈性肺高血圧症　内皮間葉転換
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の肺動脈性肺高血圧症(PAH)の治療薬は過剰な肺血管収縮を標的とした肺血管拡張薬であるが、肺血管を構
成する細胞群の異常増殖や形質変化に伴う機能不全が病態形成に深く関与し、新たな治療標的となり得る。
内皮間葉転換(EndMT)は間葉系細胞の供給源として作用するのみではないと考えられる。PAHにおいてEndMTが直
接的な間葉系細胞増殖に寄与するのか、機能的に作用しAngiogenesis等を誘導するのかを検討することで、内膜
病変を中心としたPAHの病態メカニズムが明らかになり、ひいては新規治療法の開発に結び付くことが期待でき
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 肺動脈性肺高血圧症(PAH)の病態 
PAH は肺血管の機能的・構造的変化(過剰な肺動脈収縮、内膜・中膜肥厚等による肺動脈リモデ
リング)により肺血管抵抗の上昇を来す難治性疾患であり、治療としては肺血管拡張薬が主体で
あるが、リモデリング抑制も重要な治療標的となりうる。血管構造や機能の維持に重要な役割を
担う肺血管内皮細胞(PVECs)の機能不全や線維芽細胞・平滑筋細胞等の間葉系細胞の活性化がリ
モデリングに関与する (Morrell et al. J Am Coll Cardiol. 2009)。PVECs の機能不全は過剰
な細胞増殖や不完全な Angiogenesis を誘導するとされ、ヒト PAH 内膜病変の特徴の一つである
叢状病変が形成される(Mandegar et al. Microvasc Res. 2004)。各肺血管構成細胞間にはクロ
ストークが存在し、細胞の形質変化や分泌因子を介した作用が病態に関与するとされるが、メカ
ニズムは解明されていない。 
(2) 組織発生・線維化疾患における EndMT 
間葉系細胞の起源は、(1)組織常在性間葉系細胞の増殖、(2)骨髄由来細胞の遊走・分化とされて
きたが、新たに(3)非間葉系細胞の形質変化が認識されている(McAnulty et al. Int J Biochem 
Cell Biol. 2007)。内皮細胞が間葉系細胞へ転換する内皮間葉転換(EndMT)は線維化疾患へ関与
し(Piera-Velazquez et al. Am J Pathol. 2011)、ブレオマイシン投与マウスでは、肺の線維芽
細胞のうち16%が内皮細胞由来であった(Hashimoto et al. Am J Respir Cell Mol Biol. 2010)。
EndMT の研究は線維化疾患中心に進められ、免疫組織染色による EndMT の証明や Tgf シグナルに
おける制御メカニズムの解析が主体であった。近年では Angiogenesis 等の線維化以外への関与
も報告され、間葉系細胞の供給源以外にも周辺細胞の活性化等の役割が示唆されるが、その機序
は不明である。  
(3) 肺高血圧症動物モデルにおける肺血管構成細胞の動態 
PAH の古典的動物モデルである低酸素暴露モデルでは、肺血管内膜の形態的変化に乏しいが
(Stenmark et al. Circ Res. 2006)、我々は同モデルにおける PVECs の著明な増殖能亢進を確
認した(Nishimura et al. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2015)。近年 Su+Hypo モデル
では、叢状病変を含めた内膜病変形成が認識され (Abe et al. Circulation. 2010)、我々も
PVECs 数増加がより顕著かつ持続性であることを確認した。共に PVECs が増加するも、増殖形態
や発現マーカー、血管形成能は異なり、PVECs の形質の違いが病態に影響する可能性が示唆され
る。また、PVECs の過剰増殖は、肺血管リモデリングや前述の Angiogenesis を想起させ、実際
に PAH の病態形成には、叢状病変に限らず機能障害を伴う Angiogenesis が関与するとされてい
る(Voelkel et al. Am J Respir Cell Mol Biol. 2014)。 
(4) 肺高血圧症と EndMT 
肺高血圧症動物モデルにおいて、EndMT が報告されたが(Ranchoux et al. Circulation. 2015)、
定量化は行われず、他細胞群への影響や Angiogenesis を含めた病態への寄与・そのメカニズム
は解明されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト PAH に最も近いとされる Sugen5416(VEGFR inhibitor)+低酸素暴露(Su+Hypo)
マウスを用い、PVECs の EndMT を含めた細胞機能変化が如何に PAH の病態(肺動脈リモデリング)
へ影響するかを解析し、新規治療の可能性を探索する。 
 
３．研究の方法 
本研究では wild type マウスに加え、内皮細胞由来の細胞(Tie2 陽性細胞)に GFP が発現するト
ランスジェニックマウス (Tie2-GFP マウス )を使用する。低酸素暴露マウスは
Normoxia(Control), Hypoxia(O2 10%) 1～3 Week(W)、Su+Hypo マウスは既報(Vitali et al. 
Pulm Circ. 2014)に準じ Su5416 20mg/kg 毎週投与+Hypoxia 1～3W で解析する。 
(1) フローサイトメトリー(FCM)による肺構成細胞の解析（EndMT 陽性細胞を含む） 
細胞増殖能の解析のため事前に BrdU を投与する。両モデルマウスの肺を摘出し、細胞分散を行
った後に構成細胞同定のための多重染色(CD31, CD45, CD326, SMA, Vimentin, CD34, CD133, 
BrdU, etc)を行う。CD31+CD45- cell を PVECs、CD326+/CD31-CD45- cell を上皮細胞、SMA+/CD326-
/CD31-CD45- cell を平滑筋細胞と定義し、SMA+/PVECs を EndMT 細胞とする。 
(2) EndMT 細胞における血管内皮前駆細胞マーカーの発現 
EndMT が Angiogenesis に関与するとの報告もあるため、上記 EndMT 細胞における CD34, CD133, 
c-kit 等の前駆細胞マーカーの発現を FCM にて評価する。 
(3) サイトスメア、免疫組織染色での EndMT 確認 
Magnetic cell sorting により PVECs を単離し、サイトスメアを作成する。CD31,CD45, SMA, 
Vimentin, S100A4 抗体による免疫染色を行い、EndMT 陽性細胞の存在を確認する。また、肺組織
の凍結切片を前述の抗体で染色し、EndMT の局在を定量的に解析する。 
(4) トランスジェニックマウスを用いた cell lineage 解析 
Tie2-GFP マウスを用い、GFP 陽性(血管内皮細胞由来)の線維芽細胞・平滑筋細胞や partial 
EndMT 細胞の局在等を評価する。具体的には前述の FCM や免疫組織染色にて解析する。 
(5) EndMT 細胞の起源 
骨髄細胞にのみ GFP が発現したマウスを作成し、上記 FCM にて EndMT 細胞が骨髄由来か組織常



在性細胞かを確認する。 
(6) in vitro での血管形成能評価 
我々は、ヒト PVECs を Sugen 存在下で培養することにより、EndMT 細胞への形質転換が生じるこ
とを既に明らかにしている(Sakao et al. FASEB J. 2007)。この実験系を用い、EndMT 細胞によ
るコロニー形成能や管腔形成能等の血管形成能を評価する。 
同細胞群の培養におけるメディウム(conditioned medium)を回収し、分泌因子の解析や平滑筋
細胞・上皮細胞等への影響(細胞増殖、形質変化)を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) モデルマウス毎の PVECs 増殖能・幹細胞マーカーの発現 
低酸素曝露マウス、Su+Hypo マウスいずれにおいても、曝露 2
週間程度から PVECs の増加を確認した。BrdU による細胞増殖
能の評価では、曝露 1週間での急激な増殖能亢進・その後の定
常化を認めた。 
一方で、幹細胞マーカーである CD133 の陽性率は Su+Hypo マ
ウスの PVECs のみで上昇した。 
(2) 両モデルにおける EndMT 定量化・局在 
PVECs の形質検討において、間葉系細胞のマーカーである SMA
陽性の PVECs を両モデルで確認した。しかしながら、同細胞
群の割合や持続性に明らかな差を認めた。また、ヒト PVECs を
Sugen 存在下に培養することでも EndMT を確認した。 
FCM にて解析した上記の結果は、組織の免疫染色でも同様の
結果が得られ、EndMT 細胞の局在は末梢肺動脈から毛細血管
に優位であった。 

(3) EndMT 細胞の起源 
検出した EndMT 細胞が骨髄由来細胞の形質変化である可能性を検討するため、骨髄細胞のみに
GFP が発現したキメラマウスを作成した。 
このキメラマウスに対し Su+Hypo 刺激を加えたところ、wild type マウスと同様に EndMT 細胞を
認めたが、これらの細胞群は GFP 陰性であり、骨髄由来ではなく組織常在性の細胞由来であるこ
とが示された。 
(4) EndMT 細胞の増殖能・細胞マーカー発現 
BrdU を用いた EndMT 細胞の増殖能評価では、通常の PVECs における BrdU 陽性率のピークが 10%
程度に対し、EndMT 細胞では約 30%まで上昇し、著明な増殖能亢進を認めた。 
これらの細胞群ではCD133やCD34等の幹細胞マーカーの陽性率も高く、幹前駆細胞性を示した。 
(5) Tie2-GFP マウスでの細胞追跡 
内皮細胞マーカーである Tie2 が陽性の細胞に GFP が発現した遺伝子改変マウスを用い、フロー
サイトメトリーでの解析を施行した。低酸素曝露マウス、Su+Hypo マウスいずれでも GFP 陽性の
間葉系細胞(CD31 が陰性化し完全に間葉系細胞に形質変化した PVECs)を確認し、それらの細胞
群の割合は両モデルで同程度であった。 
(6) in vitro での検討 
ヒト肺動脈内皮細胞を培養し、低酸素単独、Su+Hypo 刺激を加えると、in vivo の結果同様に後
者でより EndMT 細胞の割合が増加した。一方で各刺激を加えた細胞の管腔形成能を比較すると、
Su+Hypo 群の管腔形成が不良であった。 
 
両モデルにおける PVECs の増殖能亢進は同程度であったが、幹前駆細胞マーカーを含めた細胞
マーカーの発現は異なっていた。モデル間の内膜病変の差異を考慮すると、これらの病変形成に
PVECs の増殖形態・形質変化が関与する可能性が示された。 
Su+Hypo モデルでは内皮形質が残存した EndMT(Partial EndMT)が増加しこの細胞群はさらに強
い幹前駆細胞性を示した。一方で、in vitro の検討では幹細胞性を示すはずの Su+Hypo 群で管
腔形成能が低下しており、PAH における内膜病変を形成しうる不完全な angiogenesis を誘導し
ている可能性が示唆された。 
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