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研究成果の概要（和文）：本研究では、肺動脈性肺高血圧症（PAH）において、PAHの発症ならびに右心不全の発
症には肺および冠動脈血管における炎症性内皮機能障害が関与しているという仮説を重症PAHモデル（SuHx）を
用いて検証した。SuHxラットでは右冠動脈の血管機能低下がみられたが、エンドセリン受容体拮抗薬による治療
により有意に改善した。また、CRISPR/Cas9の系で作成したIL-6ノックアウト（KO）ラットではSuHxモデルのPAH
病態が著明に改善することを見出した。以上のことから、右心不全の発症には冠動脈の内皮機能障害が関与し、
炎症シグナル阻害が難治性PAHに対する有望な新規治療法となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we used the severe PAH model (SuHx) to test the hypothesis 
that the onset of PAH and right heart failure involve inflammatory endothelial dysfunction in the 
lung and coronary blood vessels. In SuHx rats, Endothelium-dependent vasodilator responses were 
significantly attenuated in the middle and small arteries in the right coronary artery of SuHx rats.
 Endothelin receptor antagonist treatment recovered the endothelium-dependent vasodilator responses,
 improved the inflammatory state of the right ventricle and restored cardiac function. We also 
created IL-6 knockout (KO) rats using CRISPR/Cas9 genome editing. IL-6KO rats showed significant 
resistance to PAH. These results suggests that endothelial dysfunction of coronary arteries is 
involved in the onset of right heart failure, and that inhibition of inflammatory signals may be a 
promising new treatment for refractory PAH.

研究分野：生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では肺高血圧症における肺血管リモデリングおよび右冠動脈の異常収縮には炎症を背景とする血管内皮機
能障害が関与するかについて、肺高血圧症における炎症性シグナルの分子機序から明らかにすることを目的と
し、既存の治療薬に適応しない重症疾患患者に対する新たな治療法の確立を目指すものであった。本研究によ
り、IL-6阻害がこれまでの既存の薬剤に適応しない重症肺高血圧患者に対して右心不全の予防や予後改善にまで
発展する可能性が期待された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
肺動脈性肺高血圧症(PAH)は予後不良の疾患であり、その病態は肺動脈の攣縮と器質的病変に由
来し、肺動脈病変は血管構成細胞の異常増殖をともなう血管リモデリングにより形成され、肺
血管床の低下を引き起こすことにより右心不全と重篤な低酸素血症が死因となる。肺血管リモ
デリングには、血管平滑筋細胞や血管内皮細胞などの構成細胞の増殖を制御するさまざまな増
殖因子やサイトカイン、およびそれらの情報伝達系異常が関与していると考えられている。近
年、炎症性サイトカインの Interleukin-6 （IL-6）を肺胞上皮特異的に過剰発現させた遺伝子
改変マウスが PAH を自然発症することや（ref 1）、PAH 患者の血清中で IL-6 が高値の場合は、
予後が悪化することが報告されている（ref 2）。申請者らはこれまでに、低酸素性肺高血圧（HPH）
マウスモデルを用いて、肺の微小循環における IL-6 シグナル阻害が PAH 病態形成を抑制するこ
とを示してきた（ref 3）。HPH マウスモデルは重症肺高血圧症患者にみられる肺血管内皮の異
常増殖といった病変を形成せず、中膜の肥厚のみを呈する比較的軽度から中等度の PAH モデル
である。これに対し、血管内皮細胞増殖因子阻害剤（Su5416）と低酸素負荷を用いることによ
り、ヒト肺高血圧症に類似した肺血管の内膜肥厚や叢状病変を呈する SuHx ラットモデルが開発
された（ref 4）。しかしながら、肺血管リモデリングおよび右心不全発症における炎症性シグ
ナルの関与について、この重症 PAH モデルを用いた検討はなされておらず、PAH の重症化およ
び右心不全の発症における炎症シグナルの役割については不明のままであった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、PAH の発症、ならびに肺高血圧に続発する右心不全の発症には肺および冠動脈血
管における炎症性内皮機能障害が関与しているという仮説を検証するため、炎症シグナル阻害
やエンドセリン受容体拮抗薬による PAH の治療によって、肺および冠動脈の機能障害を改善す
る可能性を明らかにすることを目的とした。目的達成のために、重症 PAH モデル（SuHx）ラッ
トを対象に、１）微小血管造影法による血管機能評価および血管内皮機能関連因子の分子生物
学的評価をおこなうことにより、肺血管リモデリングおよび右心不全発症における炎症性シグ
ナルの分子機序について検討し、２）PAH 治療薬の投与や炎症シグナル阻害をおこなうことに
より、PAH 病態が改善するのかについての検討をおこなった。 
 
３．研究の方法 
１）重症肺高血圧症モデルラットでの肺および右心室における炎症性内皮機能障害の評価 
 
①SuHx ラットモデルにおける肺高血圧病態の評価 
SD ラット（雄、6-8 週齢）を正常群、および SuHx 群に分け、SuHx 群は VEGFR2 阻害薬である
Su5416 をラットに単回皮下投与(20 mg/kg)した後に 3 週間低酸素(10%O2)に曝露して、その後
5 週間正酸素に戻した後に、それぞれ血行動態解析および組織学的解析により肺高血圧病態の
評価をおこなった。 
 
②SuHx ラットモデルにおける右冠動脈血管機能評価 
放射光実験施設 SPring-8 での微小血管造影法（ref 5）による右冠動脈の in vivo 血管機能評
価を上記の正常群および SuHx 群においておこなった。 
 

２）炎症性シグナルの阻害による肺高血圧の新規治療法の開発 

③PAH 病態と内皮機能連関における ET-1 受容体拮抗薬(ERA)の効果の検討 

正常ラットおよび SuHx 処置したラットに対して、vehicle 群、ERA のマシテンタン投与群をそ
れぞれ作製した。上記のように作成した SuHx ラットを薬剤投与 5週目で無作為に 2群に分け、
マシテンタン(30mg/kg/day)または vehicle の混餌食を 3週間投与した。モデル作成から 8週後
に血行動態解析、組織学的解析を行って、PAH 病態形成を比較検討した。また、ERA 処置が右冠
動脈血管機能に及ぼす影響について上記（１）-②と同様の評価をおこなった。 

 

④炎症性シグナル阻害による PAH の新規治療法の開発に向けた検討 

CRISPR/Cas9 の系によるゲノム編集技術を用いて IL-6KO ラットを作成して、重症肺高血圧
ラットモデルを適用し、肺高血圧病態における炎症性サイトカインシグナル阻害の影響を
検討した。 
 
４．研究成果 
１）重症肺高血圧症モデルラットでの肺および右心室における炎症性内皮機能障害の評価 
①SuHx ラットモデルにおける肺高血圧病態の評価 



初めに、SuHx ラットモデルの作成と肺高血
圧病態の解析を血行動態および肺・心臓に
おける組織化学的解析により行った（図 1）。
その結果、先行研究の結果と一致して（ref 
6）、モデル作成の 5 週後では血管の内膜病
変が顕著に生じ、8 週後では叢状病変に良
く似た血管病変が出現することが確認さ
れた。次に、PV-loop 解析による右心機能
の評価を行った。その結果、SuHx ラットに
おいて右心特異的な機能低下が右心室駆
出率の低下、右心室拡張時間の延長から明
らかとなった（図 2）。 
次に、肺血管病変の形成に炎症細胞が関与
していることを明らかにするため、まず始
めにモデル作成 8週後の肺における炎症細胞動態の検討を FACS により行ったが、市販されてい
るラットに対する抗体の種類が少ないといった問題から、SuHx モデルで特異的に増加する細胞
を見出すことはできなかった。そのため、qRT-PCR による細胞種特異的な遺伝子発現の解析を
おこなった。その結果、SuHx 群の肺では内膜病変が形成され始めるモデル作成から 5週以降に
免疫細胞関連遺伝子の発現が上昇することが明らかとなった（図 3）。 
 
②SuHx ラットモデルにおける右冠動脈血
管機能評価 
SPring-8 での右冠動脈造影により、SuHx
ラットではアセチルコリンや一酸化窒素
依存性の血管拡張応答が、特に末梢血管に
おいて有意に減弱することが明らかとな
った（図 4）。本研究の結果から、重度肺高
血圧患者の右心不全発症には右冠動脈血
管拡張機能の低下が関与する事が示唆さ
れた。 
 

２）炎症性シグナルの阻害による肺高血圧

の新規治療法の開発 

③PAH病態と内皮機能連関におけるET-1受

容体拮抗薬(ERA)の効果の検討 

エンドセリン-1（ET-1）は肺をはじめとす
る全身の臓器に発現し、血管内皮細胞や炎
症細胞などから分泌され、PAH 病態に関与
することがよく知られている（ref 7）。近
年の SERAPHIN 研究では、新規 ERA 治療薬
のマシテンタンがイベントと死亡を主要
エンドポイントとした長期試験において、
はじめてPAHの予後を改善する事が示され
た(ref 8)。そこで SuHx モデルにおけるマ
シテンタンの治療効果について、肺高血圧
病態、右心機能、右冠動脈血管機能および
右心室における炎症関連遺伝子発現に着



目して検討をおこなった。 
その結果、3週間のマシテンタン投与により、SuHx モデルの PAH 病態が著明に改善した（図 5）。
また MRI による右心機能評価において、SuHx ラットでは右心室駆出率の有意な低下が観察され
たが、マシテンタン投与群では正常レベルまで有意に回復した。さらに、右冠動脈造影実験の
結果から、SuHx ラットで観察された内皮依存性および非依存性血管拡張機能の低下が、治療に
より末梢動脈において内皮依存性血管拡張機能の有意な改善がみられた（図 5）。 
また、SuHx ラットの右心室における IL-6 や VCAM-1 などの炎症関連遺伝子発現の上昇において
も、治療により正常レベルまで回復することが明らかとなった。 
以上のことから、エンドセリン受容体拮抗薬による PAH 治療により、冠動脈の血管拡張機能が
回復することにより、右心機能の低下が抑制できる可能性が示唆された。 
 
④炎症性シグナル阻害による PAH の新規治療法の開発に向けた検討 
炎症シグナルの一つである IL-6 が肺高
血圧病態形成に関与するかを明らかに
するため、CRISPR/Cas9 の系で IL-6KO
ラットを作成した。作成したラットに対
し LPS を腹腔内投与し、4 時間後に採血
および肺組織を採取した。ELISA による
血中 IL-6 濃度の検討および肺組織の
Stat3 のリン酸化の検討を Western 
Blotting により行い、IL-6 の欠損を明
らかにした（図 6）。作成した IL-6KO ラ
ットにおいて、SuHx モデルの PAH 病態が抑制されるかについての検討を現在も継続しておこな
っており、現在までに PAH の発症およびその重症化には IL-6 が関与し、IL-6 阻害が PAH の新
規治療法として期待できることが示唆されている。 
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