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研究成果の概要（和文）：肺動脈性肺高血圧症は循環器・呼吸器系の難病である。その主な病因は、肺血管の攣
縮とリモデリングであるが、その病態形成機構は未解明な部分が多い。本研究課題において、肺動脈性肺高血圧
症では、カルシウム活性化クロライドチャネル、電位依存性クロライドチャネル、2ポアドメイン型カリウムチ
ャネルが発現変化することが明らかになった。本研究成果は、肺動脈性肺高血圧症の病態機構の解明や標的創薬
につながると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary arterial hypertension is an intractable disease of the circulatory
 and respiratory systems. The main pathogenesis is pulmonary vasoconstriction and vascular 
remodeling, but the molecular mechanism is largely unknown. In the present study, we demonstrated 
that the up-/down-regulation of calcium-activated chloride channels, voltage-dependent chloride 
channels, and 2-pore-domain potassium channels is involved in the development of pulmonary arterial 
hypertension. Our findings may lead to elucidate the pathological mechanism of pulmonary arterial 
hypertension and develop novel drugs targeting ion channels.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺動脈性肺高血圧症は致死性の難病である。近年の治療薬開発によって、5年生存率は改善されているが、根治
治療には至っていない。そのため、新しい作用メカニズムを有する治療薬の開発が期待されている。本研究課題
では、肺動脈性肺高血圧症に関与する複数のイオンチャネルを見出すことに成功した。本研究成果は、肺動脈性
肺高血圧症の病態形成メカニズムの解明や新規治療薬の開発につながる知見だと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 
肺高血圧症とは、様々な要因により慢性的に肺動脈圧が上昇する病態の総称である。肺高血圧

症治療ガイドライン（2017年改訂版）では、安静時の平均肺動脈圧が 25 mmHg 以上の場合を肺
高血圧症と定義している（Fukuda et al., Circ J, 2019）。肺高血圧症は、その発症原因により
5 群に分類されている。肺高血圧症臨床分類の第 1群「肺動脈性肺高血圧症（PAH）」は、肺血管
の障害によって形成される。第 2群「左心性心疾患に伴う肺高血圧症」は、左室の収縮・拡張不
全や弁膜症などで起こる。第 3群「肺疾患および／または低酸素血症に伴う肺高血圧症」は、慢
性閉塞性肺疾患（COPD）、間質性肺疾患、睡眠呼吸障害、高所における慢性低酸素暴露などに合
併する。第 4群「慢性血栓塞栓性肺高血圧症（CTEPH）」は、器質化血栓によって肺動脈が慢性的
に閉塞する。第 5群は「詳細不明な多因子のメカニズムに伴う肺高血圧症」である。 
肺高血圧症分類の第 1 群であり、最も典型的な臨床像を示す PAH は循環器・呼吸器系の難病

（指定難病 86）である。PAH の主な原因は、肺血管の攣縮（過収縮）とリモデリング（肥厚、線
維化）の亢進である。これらの病態形成による肺動脈圧の上昇は、動脈壁全体を硬化させ、肺血
流量を低下させる。最終的には、右室肥大から右心不全に陥る。PAH発症の詳細な分子機構は不
明であるが、その病態形成には共通して細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]cyt）の過度で持続的な上昇が関
与する（Morrell et al., J Am Coll Cardiol, 2009）。 
肺血管の中膜を構成する肺動脈平滑筋細胞（PASMCs）において、筋収縮・弛緩、細胞増殖・分

化・死などの細胞機能を制御する最も重要なシグナルは、[Ca2+]cyt変動である。[Ca2+]cyt上昇は、
細胞外からの Ca2+流入と細胞内 Ca2+貯蔵部位からの Ca2+遊離によって起こる。主な Ca2+流入経路
は、電位依存性 Ca2+チャネル（VDCC）、受容体作動性 Ca2+（ROC）チャネル、ストア作動性 Ca2+（SOC）
チャネルである（図１）。VDCC は、脱分極によって開口し、細胞内へ Ca2+を流入させる。ROC チ
ャネルは、エンドセリンやセロトニン、血小板由来成長因子（PDGF）や上皮成長因子（EGF）な
どの受容体シグナルの下流で Ca2+流入経路として機能する。SOC チャネルは、筋小胞体（SR）内
の Ca2+枯渇によって活性化され，細胞外からの Ca2+流入を促進する。生理的範囲内での[Ca2+]cyt

上昇は、PASMCsの収縮や増殖に働く。しかし、過度で持続的な[Ca2+]cyt増加は、PASMCs の過収縮
や過剰な増殖を惹起する。その結果、PAHの原因である肺血管攣縮やリモデリングを導く。 
これまでに、PAHの病態形成に関

与する Ca2+チャネルとして、TRPチ
ャネル（TRPC1、TRPC3、TRPC4、
TRPC6、TRPV4）や Orai/STIM チャネ
ル（Orai1、STIM1、STIM2）などが
報告されている（Olschewski et 
al., Pharmacol Ther, 2014）。こ
れまでに我々も、PAH 患者由来
PASMCs において、TRP チャネル
（TRPC6、TRPV1、TRPV4、TRPM7）
（Song et al., Am J Physiol Cell 
Physiol, 2014; Tang et al., Am 
J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 
2016; Song et al., Am J Physiol 
Lung Cell Mol Physiol, 2017）、
Orai/STIM チャネル（Orai1、Orai2、
STIM2）（Smith et al., Am J Respir 
Cell Mol Biol, 2015）、大コンダ
クタンス Ca2+活性化 K+（BKCa）チャ
ネル（Babicheva et al., Am J 
Physiol Lung Cell Mol Physiol, 
2020）、Ca2+感受性受容体（CaSR）
（Yamamura et al., Circ Res, 
2012; Yamamura et al., Circ Res, 
2013）などの Ca2+透過性および Ca2+

感受性チャネルや受容体の発現機
能変化を明らかにしてきた。 

 
２．研究の目的 

本研究課題では、PAH で特異的に発現変動するイオンチャネルを同定し、機能解析し、PAH の
発症および病態形成メカニズムを解明することを目指した。 
 
 

 

図１．PASMCs に発現する Ca2+チャネル 

PASMCsにおいて、VDCCは脱分極により活性化し、Ca2+を流入さ

せる。CaSRが刺激されると、IP3とジアシルグリセロール（DG）

が産生される。DG は TRPC6 などで構成される ROC チャネルを

活性化し、Ca2+流入を促進する。IP3は SRの IP3受容体（IP3R）

を活性化し、Ca2+遊離を促進する。SR内の Ca2+が枯渇すると、

Orai/STIMなどで構成される SOCチャネルを介して Ca2+流入が

促進される。[Ca2+]cyt増加は、PASMCsの収縮や増殖を起こす。

しかし、Ca2+チャネルの発現機能変化により過度の[Ca2+]cyt 上

昇が持続すると、PASMCs の攣縮とリモデリングが誘発され、

PAHにつながる。 



 

 

３．研究の方法 

（１）細胞培養 
正常ヒト由来 PASMCsの細胞株は Lonzaから購入した。特発性肺動脈性肺高血圧症（IPAH）患

者由来 PASMCsから樹立した細胞株も用いた（Yuan et al., Circulation, 1998; Yu et al., 
Proc Natl Acad Sci USA, 2004）。PASMCsは、10%ウシ胎児血清（FBS）、50 g/ml D-バリン、20 
g/ml 血管内皮細胞増殖サプリメント（ECGS）、100 U/ml ペニシリン G、100 g/ml ストレプト
マイシンを添加した Medium 199 培地中、37ºC で培養した。 
 
（２）発現解析 

PASMCs から総 RNAを抽出し、逆転写酵素反応を経て、cDNAを合成した。定量的リアルタイム
PCR解析は、LightCycler 96 リアルタイム PCR システムを用いて行った。サイバーグリーンアッ
セイ法を用いて、サイクル毎の蛍光強度を測定し、相対的な mRNA 発現量を内在性標準として用
いた-actin の mRNA 発現量で規格化した。本実験で用いたリアルタイム PCR 用のプライマー配
列を以下に示した：TMEM16A（NM_018043、2710-2828）、TMEM16B（NM_001278596、2187-2327）、
TMEM16C（NM_031418、1293-1442）、TMEM16D（NM_178826、2285-2404）、TMEM16E（NM_213599、1102-
1222）、TMEM16F（NM_001025356、1194-1285）、TMEM16G（NM_001370694、1779-1878）、TMEM16H
（NM_020959、1267-1368）、TMEM16J（NM_001012302、59-203）、TMEM16K（NM_018075、775-904）、
ClC1（NM_000083、1196-1316）、ClC2（NM_004366、1010-1126）、ClC3（NM_001243372、2532-2660）、
ClC4（NM_001830、378-486）、ClC5（NM_001127899、885-979）、ClC6（NM_001286、546-645）、ClC7
（NM_001287、801-901）、ClCKa（NM_004070、2345-2445）、ClCKb（NM_000085、1649-1780）、KCNK1
（NM_002245、300-409）、KCNK2（NM_001017424、653-792）、KCNK3（NM_002246、262-335）、KCNK4
（NM_033310、767-886）、KCNK5（NM_003740、582-731）、KCNK6（NM_004823、695-841）、KCNK7
（NM_033347、499-639）、KCNK9（NM_001282534、835-965）、KCNK10（NM_021161、1372-1510）、
KCNK12（NM_022055、752-882）、KCNK13（NM_022054、728-854）、KCNK15（NM_022358、774-994）、
KCNK16（NM_001135105、144-288）、KCNK17（NM_031460、311-430）、KCNK18（NM_181840、323-461）、
-actin（NM_001101、422-522）。 
 
（３）イオンチャネル電流測定 

PASMCs にホールセルパッチクランプ法を適用し、イオンチャネル電流を測定した。細胞外液
として用いた HEPES緩衝溶液の組成は、137 mM NaCl、5.9 mM KCl、2.2 mM CaCl2、1.2 mM MgCl2、
14 mM glucose、10 mM HEPES（pH 7.4）。Ca2+活性化 Cl-（ClCa）チャネル電流測定時の細胞内液
の組成は、120 mM CsCl、20 mM tetraethylammonium (TEA)-Cl、2.8 mM MgCl2、2 mM ATPNa2、10 
mM HEPES、4.3 mM CaCl2、5 mM EGTA（pCa 6.0、pH 7.2）。電位依存性 Cl-チャネル電流測定時の
細胞内液の組成は、62 mM CsCl、58 mM Cs-aspartate、20 mM TEA-Cl、4 mM MgCl2、2 mM ATPNa2、
10 mM HEPES、5 mM EGTA（pH 7.2）。2ポアドメイン型 K+（K2P）チャネル電流測定時の細胞内液
の組成は、140 mM KCl、4 mM MgCl2、2 mM ATPNa2、10 mM HEPES、5 mM EGTA（pH 7.2）。実験は
室温（232C）で行った。 
 
（４）細胞増殖アッセイ 
 PASMCs（5×103 cells/well）を 96穴プレートに播種し、37Cで 6時間培養した。その後、薬
物を添加し、48時間培養した。細胞増殖率の測定には、MTT法を基礎とした Cell Counting Kit-
8 を用いた。吸光度（450 nm）は、Multiskan JX を用いて測定した。 
 
（５）統計解析 
実験より得られたデータは、平均値標準誤差（meanS.E.）で表した。2群間の有意差検定に

は、Studentの t検定を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）PAH患者由来 PASMCs における ClCaチャネル TMEM16Aの発現機能解析 
まず、ClCaチャネルを構成する TMEM16 分子に着目した。リアルタイム PCR法による mRNA発現

解析の結果、正常ヒト由来 PASMCsには、TMEM16 ファミリー（TMEM16A～K、ただし Iは除く）の
10 種類の遺伝子のうち、TMEM16A、TMEM16F、TMEM16K の高発現が認められた。 
正常ヒト由来 PASMCs にホールセルパッチクランプ法を適用し、電位固定下で ClCaチャネル電

流を測定した。K+電流を抑制するため、細胞内液の K+を 120 mM Cs+および 20 mM TEA に置換し
た。また、ClCaチャネルを活性化するため、細胞内液の Ca2+濃度は pCa 6.0（1 M）に固定した。
脱分極刺激は、保持電位-60 mVから-80～+100 mV に+20 mV間隔で 500 ミリ秒間を 15 秒毎に行
った。+20 mV より高い脱分極刺激によって、時間依存的な外向き電流が観察された。脱分極後
の-60 mV への再分極によって、特徴的な内向き末尾電流も観察された。 
正常ヒト（対照群）と IPAH 患者由来の PASMCs において、TMEM16A チャネルの mRNA 発現量を

リアルタイム PCR 法で比較解析した。その結果、IPAH患者由来 PASMCsでは、TMEM16A の発現量
が対照群と比較して減少していた。 



 

 

正常ヒトおよび IPAH 患者由来
の PASMCs にホールセルパッチク
ランプ法を適用し、ClCa チャネル
活性を比較解析した。正常ヒト由
来 PASMCsにおいては、脱分極によ
って活性化する外向き ClCaチャネ
ル電流に続き、再分極によって活
性化する内向き ClCaチャネル電流
が惹起された（図２）。一方、IPAH
患者由来 PASMCsでは、脱分極刺激
および再分極で発生する ClCaチャ
ネル電流の減少が認められた。 
本研究で明らかになった IPAH

患者由来 PASMCs における ClCa チ
ャネル TMEM16A の発現変化は、PAH
病態機構の解明や標的創薬につな
がると考えられる。 

 
（２）PAH患者由来 PASMCs におけ
る電位依存性 Cl-チャネル ClC2の
発現亢進 
次に、電位依存性 Cl-チャネルを

構成する ClC 分子に着目した。正
常ヒトおよび IPAH 患者由来
PASMCs において、ClC ファミリー
の発現プロファイルを定量的リア
ルタイム PCR 法によって解析し
た。その結果、正常ヒト由来 PASMCs に
は、ClC2、ClC3、ClC5、ClC6、ClC7の発
現が mRNAレベルで認められた。IPAH患
者由来 PASMCsでも同様に、ClC2、ClC3、
ClC5、ClC6、ClC7の発現が検出された。
興味深いことに、正常ヒト由来 PASMCs 
と比較して、IPAH患者由来 PASMCsでは、
ClC2 の発現が増加していることが分か
った。 

IPAH患者由来 PASMCsに機能発現する
電位依存性 Cl-チャネル電流について、
ホールセルパッチクランプ法を適用し
て解析した。電位依存性 Cl-チャネル電
流を検出するために、パッチ電極内に
120 mM Cs+と 20 mM TEAを添加して、K+

チャネル電流を遮断した。また、電極内
に 5 mM EGTA も添加し、ClCaチャネル電
流も抑制した。PASMCs は、保持電位 0 mV
から-140～+100 mVに 1 秒間、脱分極ま
たは過分極させた。 IPAH 患者由来
PASMCs において、過分極刺激に伴って
内向き電流が、また、脱分極刺激に伴っ
て外向き電流が観察された（図３）。電
流－電圧関係から、 IPAH 患者由来
PASMCs で観察された電流が、内向き整
流性をもつことが分かった。また、その
内向きおよび外向き電流は、100 M ニ
フルミ酸によって抑制されることも分
かった。 
正常ヒトおよび IPAH患者由来 PASMCs

の増殖率を MTT 法によってアッセイし
た。正常ヒト由来 PASMCs の増殖率と比
較して、IPAH患者由来 PASMCsの播種後
24 時間における細胞増殖率は顕著に高かった。また、IPAH患者由来 PASMCs の播種後 48 時間に
おける細胞増殖率も、正常ヒト由来 PASMCsの増殖率よりも有意に高かった。 

 
図２．IPAH患者由来 PASMCsにおける ClCaチャネル活性 

（A）正常ヒト由来 PASMCs（Normal、対照群）における ClCaチ

ャネル電流。（B）IPAH患者由来 PASMCsにおける ClCaチャネル

電流。（C）正常ヒトと IPAH患者由来の PASMCsにおいて、+100 

mVへの脱分極刺激時の外向き ClCaチャネル電流値を比較した。

IPAH患者由来 PASMCsの ClCaチャネル活性は、対照群と比べて

有意に減弱していた（**p<0.01）。 

 
図３．IPAH患者由来 PASMCsにおけるニフルミ酸感受性

Cl-チャネル電流 

（A）IPAH患者由来 PASMCsにおいて、過分極刺激に伴っ

て内向き電流が、脱分極刺激に伴って外向き電流が観察

された。その内向きおよび外向き電流は、Cl-チャネル阻

害薬である 100 M ニフルミ酸（NFA）によって抑制され

た。（B）IPAH 患者由来 PASMCs で認められた電位依存性

Cl-チャネル電流の電流－電圧関係を示した。IPAH 患者

由来 PASMCs で観察された電流には、内向き整流性があ

った。その電流は、100 M ニフルミ酸によって抑制され

た。 



 

 

IPAH 患者由来 PASMCs の過剰な増殖に対する電位依存性 Cl-チャネル阻害薬の効果を MTT 法で
検討した。IPAH 患者由来 PASMCs の増殖は、100 M および 300 M ニフルミ酸によって、濃度依
存的に減少した。一方、他の Cl-チャネル阻害薬である 100 M DIDSや 100 M 9-ACは、IPAH患
者由来 PASMCsの増殖を抑制しなかった。ClCaチャネル阻害薬である 10 M T16Ainh-A01も細胞増
殖に影響を与えなかった。 
本研究成果は、PAHの発症および病態機構の解明や、電位依存性 Cl-チャネルである ClC2を分

子標的とした新規 PAH 治療薬のイオンチャネル創薬につながることが期待される。 
 
（３）PAH患者由来 PASMCs における K2Pチャネル KCNK1 と KCNK2の発現変動 
最後に、PASMCs の[Ca2+]cytを膜電位により間接的に調節する K2Pチャネルに着目した。正常ヒ

ト（対照群）および IPAH 患者由来 PASMCsにおいて、K2Pチャネルファミリー（KCNK1～18、ただ
し KCNK8、11、14 は除く）の mRNA発現量をリアルタイム PCR 法で解析した。正常ヒト由来 PASMCs
において、KCNK2（TREK1）、KCNK3（TASK1）、NCNK6（TWIK2）チャネルの発現が認められた。IPAH
患者由来 PASMCsでは、KCNK1（TWIK1）と KCNK2（TREK1）チャネルの発現量が、対照群と比較し
て増加していた。一方、KCNK3（TASK1）と KCNK6（TWIK2）チャネルの発現量は、対照群よりも減
少していた。 
正常ヒト（対照群）およ

び IPAH患者由来 PASMCsに
ホールセルパッチクラン
プ法を適用し、電位固定下
で K2P チャネル電流を記録
した。電位依存性 K+チャネ
ルや BKCa チャネルを抑制
するため、灌流溶液に 10 
mM TEAを添加した。また、
細胞内液には 5 mM EGTA を
添加し、[Ca2+]cyt を低く維
持した。脱分極刺激は、保
持電位-80 mV から-100～
+100 mV のランプ波を 120
ミリ秒間、5 秒毎に行った。
正常ヒト由来 PASMCs にお
いては、電位非依存性の電
流が観察された（図４）。そ
の電流の逆転電位は、K+の
平衡電位である-80 mV 付
近だった。一方、IPAH 患者
由来 PASMCs においても対
照群と同様の電流が観察
されたが、一部の細胞で
は、+20 mV よりも脱分極側の電位で外向き整流性電流や、-80 mV よりも過分極側の電位で内向
き整流性電流が認められた。それらの電流の逆転電位も、-80 mV 付近だった。 

IPAH 患者由来 PASMCs で観察される過剰な増殖に対する K2Pチャネル阻害薬の効果を MTT 法で
測定した。IPAH 患者由来 PASMCs は、48時間の培養によって、1.5 倍程度にまで増殖した。K2Pチ
ャネル阻害薬である 300 M キニーネ存在下で同様に 48 時間培養した結果、その過剰な細胞増
殖は抑制された。 
本研究成果は、K2Pチャネルである KCNK1（TWIK1）と KCNK2（TREK1）が、PASMCs の過剰な増殖

による PAH リモデリングに関与すること、さらに、K2Pチャネル阻害薬が PAH 治療薬の標的分子
になり得ることを示唆するものである。 
 
（４）まとめ 

PAH の発症や病態機構に関与する分子が複数報告されているが、全容解明には至っていない。
近年、選択的 PAH 治療薬として、プロスタサイクリン（PGI2）製剤、エンドセリン受容体拮抗薬、
ホスホジエステラーゼ 5 型（PDE5）阻害薬、可溶性グアニル酸シクラーゼ（sGC）刺激薬、PGI2

受容体（IP受容体）刺激薬が導入されたため、5年生存率は 70%程度まで改善している（Fukuda 
et al., Circ J, 2019）。しかし、単剤では十分な治療効果が得られない症例や既存薬に抵抗性
を示す症例も多いため、作用機構の異なる 2 剤さらには 3 剤を用いた併用療法が広く行われて
いる。そのため、新規作用メカニズムを有する PAH 治療薬の開発が期待されている。本研究で
は、IPAH 患者由来 PASMCs において、ClCaチャネルである TMEM16A、電位依存性 Cl-チャネルであ
る ClC2、K2Pチャネルである KCNK1（TWIK1）と KCNK2（TREK1）の発現変動を見出した。本研究成
果は、PAH病態機構の解明および標的創薬（イオンチャネル創薬）につながると考えられる。 

 

図４．IPAH患者由来 PASMCsにおける K2Pチャネル電流 

（A）正常ヒト由来 PASMCsにおいて観察された K2Pチャネル電流。（B）

IPAH 患者由来 PASMCs における K2Pチャネル電流。一部の細胞において

は、+20 mV以上の脱分極電位で外向き整流性や-80 mV 以下の過分極電

位で内向き整流性を有する電流が認められた。 
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