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研究成果の概要（和文）：DLX1ノックダウンにより，PAHおよびCTEPH患者由来PASMCの増殖が，ベースラインに
おいてのみならずPDGFリガンド刺激存在下においても抑制されることを見出した．さらにマイクロアレイ解析な
どの結果，DLX1ノックダウンによる増殖抑制はインテグリンサブユニットの発現調節を介していることが示唆さ
れた．さらにそのサブユニットのノックダウンにより，DLX1のノックダウン同様にPASMCのベースラインにおい
ての増殖ならびにPDGF応答性の増殖のいずれもが抑制された．加えて，当該インテグリンが認識するリガンドは
PH患者血清において健常者血清より高値であることが見出された．

研究成果の概要（英文）：We studied the role of the transcription factor distal-less homeobox 1 
(DLX1) in the proliferation of pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMCs) isolated from 
patients with pulmonary arterial hypertension or chronic thromboembolic pulmonary hypertension. 
Knockdown of DLX1 expression resulted in a marked reduction of PASMC proliferation at baseline as 
well as in the presence of platelet-derived growth factor (PDGF) ligands. Microarray analyses 
implicated reduced expression of integrin subunits as a mechanism underlying reduced PASMC 
proliferation upon DLX1 knockdown. Indeed, knockdown of the integrin subunit resulted in a reduced 
PASMC proliferation at baseline and in the presence of PDGF ligands. Furthermore, the respective 
ligand of the integrin subunit was elevated in the sera of PH patients compared to healthy controls.
 Altogether, our results suggest that DLX1, downstream of PDGF signaling, modulates integrin 
expression to promote PASMC proliferation in the pathogenesis of PH.

研究分野： 肺高血圧

キーワード： 肺高血圧　シグナル伝達　転写因子　肺動脈平滑筋細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
難病である肺高血圧症に対する治療薬が近年複数開発されてきたが，治療成績の改善はまだ不十分である．肺高
血圧症の悪化に重要な役割を果たすPDGF経路を効果的に抑制する標的分子の候補を明らかにすることができたた
め，この分子を特異的に抑制する治療薬を開発することで，肺高血圧症の治療成績が改善できる可能性が示され
た．

※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。
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１．研究開始当初の背景 

肺高血圧症（PH: pulmonary hypertension）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．主たる原因疾患は指

定難病に認定されている．10 種類以上の PH 治療薬が開発されたが，依然 3 年生存率は

60％と予後不良である．新たな治療薬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）の異常増殖である．これを阻止することで病態進展を抑制で

きると考えられている．代表者らは，血小板由来増殖因子（PDGF: platelet-derived growth 

factor）経路が，肺血管リモデリングを促進し，PH の病態進展を来すこと，したがって

PH 治療において重要な標的であることを示してきた．実際，PDGF 阻害薬 imatinib の

有効性が期待され第 III 相試験まで行われた．しかし，血行動態が改善する投与量では，

副作用が生じるため臨床応用は不可能と結論付けられた．この対策として，PDGF 経路

の全体を阻害してその下流に様々な影響を生じるよりも，下流の PASMC 増殖抑制に関

わるエフェクターに標的を絞った限定的な制御が有用である可能性が考えられた． 
 
２．研究の目的 

本研究は，PH の病態進展において重要な役割を果たす PDGF 経路を効果的かつ安全に

標的化すべく，PDGF 経路の下流に着目し，よりピンポイントで標的化し得るエフェク

ター分子を探索することを目的とした．特に，代表者らが，PASMC の PDGF シグナル

に応じた増殖に転写因子 DLX1 が重要であるという予備的知見を得ていたことに基づ

き，新規治療標的発見の可能性を念頭におきながら，DLX1 の PH 病態への関与を解析

することを目的とした．  
 
３．研究の方法 

PH の主たる原因疾患である肺動脈性肺高血圧症（PAH: pulmonary arterial hypertension）

および慢性血栓塞栓性肺高血圧症（ CTEPH: chronic thromboembolic pulmonary 

hypertension）患者由来 PASMC を用い，DLX1 ノックダウンによる PASMC 増殖への影

響を解析した．具体的には，増殖マーカーCCND1 の mRNA 発現を RT-qPCR により，

phospho-Histone H3 をウェスタンブロット法により，BrdU 取り込みを蛍光免疫染色によ

り評価したほか，Crystal Violet 染色による細胞増殖アッセイを実施した．DLX1 ノック

ダウンの増殖への影響を PDGF リガンド刺激の非存在下・存在下のいずれでも評価する

ことで，PASMC のベースラインでの増殖および PDGF 応答性の増殖それぞれに DLX1

が寄与するかを評価した．さらに，DLX1 をノックダウンした PASMC とコントロール

siRNA を処置した PASMC の発現プロファイルを microarray により比較することで，

DLX1 の標的遺伝子を同定することとした．また、PH 患者由来の病理組織や血清を，

組織染色や ELISA による解析に供した． 

 

４．研究成果 

（１）PH の原因疾患の一つである CTEPH において，手術検体の病理組織学的検討を

行い，日本の CTEPH 患者の血管病変において線維化が顕著であることを報告した（J 

Thorac Cardiovasc Surg 2019）．DLX1 が線維化において発現亢進する細胞外基質などに

関係する複数遺伝子の発現制御に関与することを見出した（manuscript in preparation）． 



（２）DLX1 ノックダウンにより PAH および CTEPH 患者由来 PASMC の増殖が，ベー

スラインにおいてのみならず PDGF リガンド刺激存在下においても抑制されることを

見出した．さらにマイクロアレイ解析などの結果，DLX1 ノックダウンによる増殖抑制

はインテグリンサブユニットの発現調節を介していることが示唆された．実際，当該サ

ブユニットのノックダウンにより，DLX1 のノックダウン同様に PASMC のベースライ

ンにおいての増殖ならびに PDGF 応答性の増殖のいずれもが抑制された．加えて，当該

インテグリンが認識するリガンドは PH患者血清において健常者血清より高値であるこ

とが見出された（manuscript in preparation）． 

（３）PH 患者由来 PASMC の増殖等の影響を評価する新たな培養系として，立体培養

を用いた肺動脈中膜モデルの開発に成功した．同モデルに PDGF リガンド刺激を行うこ

とで，PH 病態進展における中心的過程である肺動脈中膜肥厚を in vitro でモデル化する

ことができることを示した（Front Bioeng Biotechnol 2020）. 

（４）PH 患者由来血清を健常者血清と比較し，PH 患者血清において血小板由来マイク

ロベシクルが増加していることを報告した（Thromb Res 2020）. 
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