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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は慢性血栓塞栓性肺高血圧症の前段階である慢性肺血栓塞栓症の発症に
線溶系異常と内皮機能障害の双方が必要であることを検証することである。慢性肺血栓塞栓症のモデルマウス作
成を試みるも再現性が乏しく本仮説の立証できなかった。しかし、内皮障害および線溶系異常マウスに肺血栓塞
栓を作成する過程で肺高血圧症が残存していた。そこで、肺動脈内皮細胞の血栓への生体反応に着目することと
し、肺血管内皮細胞が血管内異物を貪食し血管外へ排泄する能力の機序解明を試みているところである。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to investigate whether both fibrinolytic and 
endothelial dysfunction are related to the onset of chronic pulmonary thromboembolism. Although we 
tried to create a model mouse for chronic pulmonary thromboembolism, it was poorly reproducible. 
However, pulmonary hypertension remained in the process of creating this model. Therefore, we are 
focusing on the biological reaction of pulmonary artery endothelial cells to thrombus, and we will 
elucidate the mechanism of the ability of vascular endothelial cells to phagocytose foreign 
substances in blood vessels and excrete them out of blood vessels.

研究分野： 肺循環
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は組織プラスミノーゲンアクチベーター(tPA)に関連した線溶系異常と一酸化窒素合成酵素
(NOS)障害に関連した内皮障害の双方を有していても、慢性肺血栓塞栓症のモデルマウスを作成することが困難
であったことを示したことである。また、異物に対する内皮機能であるAngiophagyの研究を肺血管内皮細胞で試
みたことにも学術的意義がある。慢性肺血栓塞栓症のモデルマウスの作成やAngiophagyと慢性肺血栓塞栓症の関
連を示すまでに現時点で至らなかったことから、本研究の社会的意義の判断は難しい。
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１．研究開始当初の背景 
慢性血栓塞栓性肺高血圧症（CTEPH）は肺血栓の器質化によって発症する肺高血圧症である。

CTEPH の治療は器質化した肺血栓を外科的に取り除く肺動脈血栓内膜除去術 (pulmonary 
endarterectomy: PEA)や経カテーテル的に器質化した肺血栓を破壊する肺動脈形成術 
(balloon pulmonary angioplasty: BPA)により発展してきた。しかし、PEA や BPA の適応外と
なる症例、PEA や BPA による治療後に肺高血圧症が残存・進行する症例に対する治療は確立し
ていない。このような症例の生命予後は不良であり、新しい治療法の開発が求められている。
新しい治療法の開発の糸口として肺血栓が器質化する機序に関する研究が注目されている。こ
れまでの臨床報告から肺血栓が器質化するためには、肺血栓塞栓が慢性的に肺動脈内に残存す
ること(慢性肺血栓塞栓症)が必要であると考えられている。しかし、慢性肺血栓塞栓症の発症
機序が不明であり、CTEPH の基礎研究は未発達のままである。そこで本研究では、慢性肺血栓
塞栓症の発生機序を解明することを目的とした。 
CTEPH の臨床背景として凝固線溶系異常が多いことが報告されている。共同研究者である福本

義弘は CTEPH 症例において Thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI)の亢進によ
り線溶系が障害され、慢性肺血栓塞栓症が発症する可能性を報告した(Yaoita N, Fukumoto Y, et 
al.Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2016.)。しかし、線溶系異常モデルを用いた基礎研究で
慢性肺血栓塞栓症は発症せず (Kenneth, et al. Circulation.1991.)、疫学研究でも線溶系疾
患だけでは慢性肺血栓塞栓症は発症しないことが報告されている。これらの知見から、CTEPH
が発症するためには線溶系異常だけで必要十分でない可能性を考えた。久留米大学の臨床研究
で凝固線溶系疾患を有する CTEPH 症例は、肺動脈の血管内皮機能が低下していた (未発表デー
タ)。血管内皮機能障害の発生には亢進した血小板凝集能から一次血栓が誘発される報告がある
(Williams RH, et al. Thromb J. 2004.) 。申請者は慢性肺血栓塞栓症の発生には線溶系異常
と内皮機能障害の双方が必要であると仮説を立て、本研究を着想した。 
しかし、実験開始後に本仮説を証明するために当施設で確立していた慢性血栓塞栓症のモデル
マウスの再現性が乏しいことが発覚した(後述)。慢性血栓塞栓の再現性は乏しかったが、肺高
血圧症を本モデルマウスで作成することはできていた(後述)。本モデルマウスの作成工程が内
皮障害を来したマウスに血栓塞栓を作成することであるため、内皮障害を有する血管の血栓へ
の生体反応に着目することにした。近年、血管内皮細胞が血管内異物を貪食し血管外へ排泄す
る能力(Angiophagy)が報告されており(CK Lam et al. Nature. 2010)、Angiophagy は脳血管や
腎血管だけでなく肺血管でも確認された(Grutzendler J et al. Science. 2014)。Angiophagy
は亜急性期から慢性期に血栓を血管外へ排泄する機能であることも報告されており
(Grutzendler J et al. Science. 2014)、慢性肺血栓塞栓症の発症に関連する血管内皮機能で
ある可能性がある。そこで、慢性肺血栓塞栓症の発症機序を解明するために、本研究の目標を
血栓に対する血管内皮機能である Angiophagy について、肺血管内皮細胞を用いて解析すること
に変更し、本研究を進める方針とした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は｢慢性肺血栓塞栓症の発症には線溶系異常と内皮機能障害の双方が必要ある｣

という仮説を検証し、慢性血栓塞栓症の発症機序を解明することである。また、血管内皮機能
である Angiophagy について、肺血管内皮細胞で検証することである。 
 
３．研究の方法 
(1)計画 A 
仮説｢慢性肺血栓塞栓症の発症に線溶系異常と内皮機能障害の双方が必要ある｣の検証 
計画 1: 線溶系異常および内皮機能障害マウスを用いて慢性肺血栓塞栓症を作成する 
計画 2: 慢性肺血栓塞栓症を免疫組織化学的に解析する 
計画 3: 慢性肺血栓塞栓症の遺伝子発現を解析する 

(2)計画 B血管内皮機能である Angiophagy について肺血管内皮細胞での検証 
計画 1: 肺血管内皮細胞が異物を貪食することを確認 
    肺血管内皮細胞をマイクロビーズ(異物)と共培養させて貪食能を評価 
計画 2: 異物を貪食した肺血管内皮細胞の遊走能を評価 
    ボイデンチャンバーを用いて遊走能を評価 
計画 3: 異物を貪食した肺血管内皮細胞のアポトーシスを評価 

 
４．研究成果 
(1)計画 A 
申請者の予備実験では線溶系異常および内皮機能障害マウスに肺血栓塞栓症を発症させるこ

とで慢性肺血栓症のモデルマウスを作成することが可能であると判断し、研究計画を作成した
が、慢性肺血栓の再現性が乏しく慢性肺血栓症のモデルマウスを作成することができなかった。
しかしながら、右心カテーテル検査を用いた右室収縮期圧はコントロール群と比較して上昇し
ていた(図 2)。 
 



 
(2)計画 B 
計画 1: 
異物(マイクロビーズ)と肺血管内皮細
胞を共培養したところ、肺血管内皮細
胞内にマイクロビーズがあることが確
認された(図 3)。肺血管内皮細胞の貪
食能は経時的に共培養 4 日目まで上昇
した(図 4)。 
計画2:ボイデンチャンバーを用いて評
価を行ったが、マイクロビーズを貪食
した肺血管内皮細胞とコントロール群
の二群間では遊走能は有意差がなかっ
た(p＞0.05)(図 5) 
計画 3: 
TUNEL 染色でマイクロビーズを貪食した
肺血管内皮細胞とコントロール群の二
群間でアポトーシスを評価したが、コン
トロール群で出現していなかったアポ
トーシスがマイクロビーズを貪食させ
た肺血管内皮細胞では少数確認された
(図 6)。 
 
申請者らは、肺動脈内皮細胞の異物排泄能
である Angiopahgy に着目し、本研究では
正常肺動脈内皮細胞における異物貪食に関する異物
貪食能、細胞遊走能、アポトーシスを組織学的に検
証した。今回の検証で肺動脈内皮細胞に異物貪食能
があることが確認され、細胞遊走能やアポトーシス
が異物の貪食の有無にかかわらず有意差がないこと
が確認された。今後は、肺動脈内皮異常細胞モデル
(低酸素暴露モデルおよび一酸化窒素合成酵素(NOS)
阻害薬による内皮障害モデル)を用いて、肺動脈内皮
異常細胞で計画 B と同様の検証を行う予定である。
また、共培養中の上清液を用いて異物貪食によるサ
イトカイン(IL-6)などの炎症評価も行う予定である。 

コントロール 線溶系および内皮機能障害 

p<0.05 

右室収縮期圧  

      

図 2 肺血栓塞栓症 1 週間後の右室収縮期圧 
(＝肺動脈収縮期圧) 

線溶系異常および内皮機能障害マウスは 

コントロールマウスと比較すると 

肺血栓塞栓症１週間後の右室収縮期圧 

N=5 

N=5 

図 3 マイクロビーズを貪食した 

肺動脈内皮細胞(免疫染色) 

図 4 肺動脈内皮細胞の貪食能力(貪食係数) 
図 5 マイクロビーズを貪食した 

肺動脈内皮細胞の遊走能力 
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図 6マイクロビーズを貪食した肺動脈内皮細胞のアポトーシス 
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