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研究成果の概要（和文）：ラット肺高血圧症モデルにおける５種類のチロシンキナーゼ阻害薬の肺血管リモデリ
ングとその関連因子への影響を調べ、肺高血圧治療におけるチロシンキナーゼ阻害薬の有効性を検討した。イマ
チニブ、ソラフェニブおよびマシチニブ治療はチロシンキナーゼ受容体とC-X-Cケモカイン受容体4の阻害を介し
た分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ経路の抑制により、肺血管リモデリング、右心室肥大および肺高血圧
を改善することを明らかにした。この効果は抗がん剤用量より低用量で発現するため、獣医療への応用が示唆さ
れた。イヌ肺高血圧症に対する低用量イマチニブおよびイマチニブとシルデナフィル併用長期投与の改善効果も
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Using pulmonary hypertension rat model, this study was conducted to examine 
the inhibitory effects of tyrosine kinase inhibitors imatinib, sunitinib, sorafenib, toceranib and 
masitinib on PH, cardiac and pulmonary vascular remodeling, and remodeling-related factors. As a 
result, imatinib, sorafenib and masitinib treatments improved pulmonary vascular remodeling, right 
ventricular hypertrophy and pulmonary hypertension by suppressing the mitogen-activated protein 
kinase pathway through inhibition of tyrosine kinase receptor and C-X-C chemokine receptor 4. This 
effect exhibited at the dose lower than the anticancer drug dose, suggesting its application to 
veterinary medicine. In addition, the improvement effects of long-term administrations of low-dose 
imatinib and combined with sildenafil for canine pulmonary hypertension were clarified. These 
tyrosine kinase inhibitors may provide a novel reversal agent to target the cardiopulmonary 
remodeling in the pulmonary hypertension.

研究分野：獣医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺高血圧症は肺血管リモデリングと血管収縮により肺動脈圧が著しく上昇する致死的な病態です。本研究はラッ
トを用いて肺高血圧症の本質的原因である肺血管リモデリングへの様々なシグナリング異常に着目し、5種類の
チロシンキナーゼ阻害薬の肺高血圧症治療の有効性とその機序の一部を明らかにするとともに、イヌ肺高血圧症
に対する有効性も明らかにしました。本研究の新知見は、獣医学および医学双方の肺高血圧症における新規分子
標的治療法の開発に有用であり、肺高血圧症の分子病態メカニズムの解明にも貢献するものです。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1)肺高血圧症(PH)とは、肺、血管傷害および心機能障害が原因となり、血管リモデリング、血
管収縮，血栓形成などにより肺小動脈内腔の狭窄もしくは閉塞を招来し，肺動脈圧の上昇を惹起
し、重篤な右心不全と死を引き起こす病態である。PH の進展は心不全の予後を大きく左右する
重要な要因となっている。現在の PH 治療にはプロスタサイクリン経路、エンドセリン経路もし
くは一酸化窒素経路に作用する治療薬が主に使用されてきた。しかし、既存の治療法は PH の根
本的な治療ではなく、さらに既存の治療薬では重篤化を防げない症例が存在し，既存の治療薬と
は異なる作用機序を持つ治療薬が望まれている。 
 
(2)近年、伴侶動物の高齢化に伴い慢性心不全による PH の罹患動物が増加しており、PH に対す
る治療法の確立は獣医臨床領域において極めて重要な課題となっている。PH の本質的な原因は
肺血管リモデリングであり、このリモデリングは肺細動脈血管上に存在する受容体(R)に血小板
由来成長因子（PDGF）、線維芽細胞増殖因子（FGF）、血管内皮増殖因子（VEGF）、幹細胞因子（SCF）
などが作用し、受容体活性化とシグナリング異常により、血管内皮細胞と平滑筋細胞の増殖、炎
症性細胞の血管周囲への輸送により起こる。チロシンキナーゼ(TK)阻害薬のイマチニブは主に
PDGF および C-kit を阻害することによりラット PHの改善に有効であるとの報告がなされ、イマ
チニブのような分子標的薬は犬の PH の根本的な治療薬となり得る可能性がある。一方では、ス
ニチニブのように VEGFR 抑制作用の強い多分子標的キナーゼ阻害薬は血管リモデリング抑制を
低下する可能性も指摘されている。このように、各種循環器疾患や肺疾患が原因となる PH に対
する分子標的薬の治療薬としての有効性は未だ確立されていない現況にある。本研究で注目し
ている血管リモデリング抑制機構に基づく分子標的薬による治療法を確立すれば、致死的な病
態である肺高血圧症の根本的な治療として極めて有用と考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では小動物の慢性心不全による肺高血圧症に対する血管リモデリング抑制機構に基づ
く分子標的薬の有用性を明らかにし、その治療法を確立することを目的とする。 
 
(2)この目的に対して、最初に PH ラットモデルを用いて、イマチニブを含む数種類の分子標的薬
の肺血管リモデリング抑制効果および抑制機構を明らかにすると共に、肺血管および心筋リモ
デリング抑制とその関連因子、心不全マーカーおよび各種循環パラメータの動態に基づいた肺
高血圧症治療に有効な分子標的薬のスクリーニングを実施する。 
 
(3)次いで、犬慢性心不全による肺高血圧症に対する選択された分子標的薬の有効性と安全性を
検証し、治療法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1)PH ラットモデルの作出と各種分子標的薬投与試験：PH ラットモデルはモノクロタリン
(MCT) 皮下投与により作出した。MCT 投与後 2週目以降に対照群にはプラセボ、分子標的薬投
与群には、PDGF、VEGF および FGF 受容体(R)阻害活性に違いを有するイマチニブ、スニチニブ、
ソラフェニブ、マシチニブおよびトセラニブを選択し、それぞれ低用量・中用量・高用量を設
定し、2 週間経口投与した。また、生理食塩液のみ投与の非投薬対照群（非 MCT、非治療薬投
与）を設けた。生存率比較のための長期投与も行った。各治療薬のいずれかの用量の投与終了
後にイソフルラン麻酔下で右心室圧と心拍数を測定し、採血を実施した。その後、肺と心臓を
採材し、病理組織検査および PH に関連する因子の遺伝子解析および蛋白発現量の解析を実施
した。尚、本報告では各 TK 阻害薬の抗がん剤としての用量を高用量・中用量、抗がん剤とし
ての用量の 1/3 以下の用量を低用量と定義している。 
 
(2)病理組織学的検査と心不全マーカーの解析：肺の病理組織では肺動脈の血管分類(%)を行い、
特に肺細動脈(直径 20-50μm)については筋性動脈と非筋性動脈の数を計測し、それぞれの割合
を評価した。また、血管壁/外径比および血管内腔断面積(µm2)を計測した。PHに伴う右心室肥大
の評価は右室壁/(左室壁+中隔壁)重量比により行った。これらの指標を用いて肺血管リモデリ
ングと心筋リモデリングの組織学的評価を行い、血液の心不全マーカーとしては ELISA 法によ
り血清中の脳性ナトリウム利尿ペプチド前駆体 N端フラグメント(NT-proBNP)濃度を調べた。 
 
(3)右室内圧および心拍数の測定：イソフルラン麻酔下で静脈カテーテルを右心室内に挿入し、
Power Lab血圧解析システムを用いて右心内圧と心拍数を測定した。 
 
(4)チロシンキナーゼ関連因子と受容体の遺伝子と蛋白発現解析：摘出した肺および心臓から



遺伝子解析と蛋白発現量の解析を実施した。遺伝子解析では各組織からRNA抽出を行い、cDNA
に逆転写した後、RT-PCR法により、肺組織ではFGFR-1,β-PDGFR ,VEGFR-2,VEGF-A遺伝子mRNA
の発現量、右室の心筋組織ではVEGFR-2 および脳性ナトリウム利尿ペプチド(BNP)mRNAの発現
量を解析した。また、ウエスタンブロッティング法を用いて、肺組織におけるPDGF受容体蛋白
の発現を調べた。 
 
(5)分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ(MAPK)シグナル伝達経路の Raf-1 および ERK1/2 遺
伝子と蛋白発現解析：肺組織における Raf-1 および ERK1/2 mRNA 発現量を RT-PCR 法により、そ
れぞれの蛋白発現量の解析をウエスタンブロッティング法により実施した。 
 
(6)肺組織のネスチン遺伝子発現解析：新生血管の増加に関連する因子として、肺組織のネスチ
ン mRNA 発現量を RT-PCR 法により調べた。 
 
(7)犬の慢性心不全による PH に対する分子標的薬による治療効果の検討：犬の慢性心不全によ
る PH 症例を対象として、低用量イマチニブ(3 mg/kg)単独および低用量イマチニブ(3 mg/kg)と
シルデナフィル(0.5 mg/kg)併用経口投与を１日１回、３〜６か月間実施した。PH 治療の有効性
は、臨床症状、心拍数、血圧、レントゲン検査、一般血液検査、血液生化学検査および心エコー
検査による各種循環パラメータ解析により評価した。血液生化学検査には NT-proBNP と心房性
ナトリウム利尿ペプチド(ANP)を含めた。 
 
４．研究成果 
(1)MCT 誘発性 PHラットにおける分子標的薬のイマチニブ (5、15 および 50 mg/kg) とスニチ
ニブ (0.3、1、3 および 10 mg/kg) 経口投与の影響を比較したところ、イマチニブ 15 および
50 mg/kg 投与は肺血管リモデリングを抑制し、イマチニブがスニチニブより右室肥大と脳性
ナトリウム利尿ペプチド(BNP)遺伝子発現の抑制および筋性肺細動脈(FMPA)の減少が有意に強
いことを明らかにした。肺組織 PDGFR-β、FGFR-1、VEGFR-2 遺伝子発現および VEGF-A 蛋白発
現の低下はスニチニブがイマチニブに比べ顕著であった。しかし、イマチニブは Raf-1 遺伝子
発現とリン酸化ERK-1/2蛋白発現を減少した
のに対し、スニチニブではそれらの有意な減
少を示さなかった。Nestin 遺伝子発現はスニ
チニブでのみ増加を示した。スニチニブはイ
マチニブに比べ右室肥大と肺血管リモデリ
ングの抑制が弱く、その原因としてスニチニ
ブの強い VEGF 経路阻害による新生血管増生
の関与が示唆された。また、PH治療に対する
低用量イマチニブの有用性を示唆した。本研
究成果の概要図を図１に示した。 
 
(2)MCT 誘発性 PH ラットにおける分子標的薬
のトセラニブ(1、3 および 10 mg/kg) とソラフェニブ(10、30 および 100 mg/kg)経口投与の影
響を比較した。ソラフェニブは全群で右室肥大指数と BNP 遺伝子発現を減少し、非筋性肺細動
脈(NMPA)を増加した。一方、トセラニブは 10 mg/kg 投与でのみ NMPA を増加した。ソラフェニ
ブとトセラニブ 10 mg/kg はいずれも右室肥大を抑制したが、収縮期右心室圧(RVSP)の低下は
ソラフェニブが顕著であった。肺組織 VEGF-A、VEGFR-2 蛋白発現、C-X-C ケモカイン受容体
4(CXCR4)遺伝子、Raf-1 遺伝子発現およびリ
ン酸化 ERK-1/2 蛋白発現は、ソラフェニブが
トセラニブより強い抑制を示した。ソラフェ
ニブではオートファジーマーカーの p-62 遺
伝子および LC3-II 蛋白発現の増加傾向を認
めた。このように、ソラフェニブはトセラニ
ブより右室肥大と肺血管リモデリングの強い
抑制効果を示し、低用量ソラフェニブは PH治
療に有効である一方、トセラニブは PH 改善効
果が低いことを示唆した。ソラフェニブの PH
改善効果には MAPK 経路阻害に伴う CXCR4 阻
害とオートファジー促進が関与することを示
唆した。本研究成果の概要図を図 2に示した。 
 



(3)MCT 誘発性 PHラットにおける分子標的薬のマシチニブ(5、15 および 50 mg/kg)とホスホジ
エステラーゼ 5(PDE5)阻害薬のタダラフィル(5および 10 mg/kg)経口投与の影響を比較した。
マシチニブ 15 および 50 mg/kg は RVSP、右室肥大指数および FMPA を減少、NMPA を増加した。
一方、タダラフィルは RVSP を低下し、FMPA の内腔断面積を増加したが、NMPA を増加しなかっ
た。マシチニブは肺組織 PDGFR-β、C-KIT、CXCR4、CXCL12、Raf-1 遺伝子発現およびリン酸化
ERK-1/2 蛋白発現を抑制した。ダラフィルは PDGFR-βと C-KIT 遺伝子発現を抑制したが、CXCR4、
CXCL12、Raf-1 遺伝子発現およびリン酸化 ERK-1/2 蛋白発現を抑制しなかった。マシチニブと
ダラフィルはともに肺組織 PDE5 遺伝子発現を抑制し、環状グアノシン一リン酸濃度はマシチ
ニブ 50 mg/kg とダラフィル 10 mg/kg で同程度を示したことから、マシチニブは一酸化窒素
(NO)経路にも影響することを示唆した。長期投与の比較では、マシチニブ 15 mg/kg はダラフ
ィル 10 mg/kg より RVSP の強い低下を示した。以上より、マシチニブは MAPK 経路関連因子、
CXCL12/CXCR4 発現の阻害による肺血管リモデリングの抑制と PDE5 抑制による血管平滑筋の弛
緩の両方により右心負荷を軽減する一方、ダラフィルは主に NO経路の PDE5 阻害による血管弛
緩作用により右心負荷を軽減することを示唆
した。また、マシチニブの低用量投与は PH治
療に有効であり、ダラフィルに劣らない効果
が期待できることを示唆した。本研究成果の
概要図を図 3に示した。 
 
(4)MCT 誘発性 PH ラットにおけるイマチニブ
(15 mg/kg)とシルデナフィル(25 mg/kg)併用
経口投与の効果を、右心室肥大、右心室圧、肺
血管リモデリングおよび心筋 BNP、肺組織中の
受容体型チロシンキナーゼ関連因子、PDE5 遺
伝子発現の面から評価した。イマチニブ投与
はプラセボに比べ右心肥大と肺血管リモデリングを抑制し、収縮期右心室圧、心拍数および BNP 
mRNA 発現量を減少した。シルデナフィル投与はプラセボに比べ肺血管リモデリングを有意に抑
制しなかったが、右心室肥大を抑制し、収縮期右心室圧および心拍数を減少した。イマチニブ
とシルデナフィル併用投与はそれぞれ単独投与よりも右心肥大と肺血管リモデリングの抑制、
収縮期右心室圧と心拍数の低下、BNP mRNA 発現量の減少の効果が顕著であった。肺血管リモデ
リング関連因子の PDGFR-β、C-KIT、CXCL12、CXCR4、K-Ras、Raf-1、RhoA mRNA 発現量および
NO 経路関連因子の PDE5 mRNA 発現量はプラセボで増加し、イマチニブまたはシルデナフィル
投与ではプラセボに比べそれらの減少傾向を示した。一方、イマチニブとシルデナフィル併用
投与ではプラセボに比べ全ての因子の有意な減少が認められ、各単独投与よりも効果が顕著で
あった。以上より、イマチニブとシルデナフィル併用投与は PH 改善の増強効果を示すことを
明らかにした。これは、両薬の併用投与による肺血管リモデリングに係わる MAPK 経路を主と
するシグナル伝達抑制効果と血管拡張効果の増強に起因するものと考えられた。低用量マシチ
ニブ(15 mg/kg)とタダラフィル(10 mg/kg)の併用投与についても上記と同様の傾向を示した
が、肺血管リモデリング抑制と PH 抑制は低用量イマチニブとシルデナフィルの組合せ投与の
方がより顕著であった。 
 
(5)犬における僧帽弁閉鎖不全症に続発した PHの 6症例に対して、これまでの PH 治療の投薬を
変更しないで、6か月間の低用量イマチニブ(3 mg/kg)を 1 日 1回経口投与で追加処方し、PH改
善効果を一般臨床検査、パルスドプラ・組織ドプラを用いた心臓超音波検査および血中心不全
マーカーの測定により評価した。全例で Ima 投薬後 2週〜1 か月に臨床徴候、三尖弁最高逆流
速および推定収縮期肺動脈圧の改善を示した。血圧と心拍数は 6か月間、全例で安定してい
た。右心房/大動脈径比は全例で、左心房/大動脈径比は 4例で改善がみられた。左室 Tei 
index は全例で、右室 Tei index は 3例で低下し、左右心機能の改善が示唆された。ANP と NT-
proBNP は 3例で低下した。6か月間の低用量イマチニブ投与中、明らかな副作用は認められな
かった。このように、イヌ PH に対する低用量イマチニブ投与は PH と左心拡張機能を改善し、6
か月間は良好に維持されることを示唆した。 
 
(6) 標準治療中に PHを呈した犬 6例(僧帽弁閉鎖不全症 4例、肺動脈弁狭窄症１例、
Eisenmenger 化した心室中隔欠損症１例) に対して、低用量イマチニブとシルデナフィル併用
による治療効果を調べた。初めにイマチニブ 3 mg/kg, sid の経口投与を開始し(第 0病日)、そ
の後各症例で症状の悪化を認めた時点でシルデナフィル 0.5 mg/kg, bid の併用経口投与を行っ
たところ、各症例はイマチニブ投与後 1か月までに運動不耐性、失神、発咳、腹水等の症状の
改善、血清 NT-proBNP 低下、推定収縮期肺動脈圧(sPA)の低下と心拍出量の増加を含む循環パラ



メータの改善を認め、良好に維持された。しかし、全例で第 53-420 病日に再び sPA 上昇
(101±12 mmHg)と症状の悪化を認めた。これは時間経過に伴う心不全の悪化や Ima 効果の耐性
等の要因が考えられた。Sil 併用後は再び sPA 低下(56±27 mmHg)を伴う症状の改善がみられ、
良好に維持された。その後、MIの 2 例は病態の悪化により第 353 と 417 病日に死亡、1例は脳
腫瘍の併発により第 148 病日に死亡した。他の 3例は第 598、1489、1819 病日の時点で生存
し、病態が維持されている。以上のように、Ima と Sil の併用は PHの軽減に効果的と考えら
れ、生存期間の延長が示唆された。  
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