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研究成果の概要（和文）：肺動脈性肺高血圧症（PAH）は、予後不良の厚生労働省指定難病であり、早急な原因
解明および根治的治療薬の開発が望まれている。本研究では、重症PAHモデルが作成可能なラットの系を用い
て、肺高血圧病態形成におけるIL-6の役割を明らかにし、PAH発症機構の解明を目指すことを目的とした。IL-6
は軽度から中等症の低酸素性肺高血圧モデルだけではなく、重症PHモデルであるMCTモデルおよびSuHxモデルの
肺高血圧病態形成に関与し、免疫細胞のCD4陽性細胞におけるIL-6シグナルはPAHの病態形成において中心的な役
割を有し、IL-6阻害が難治性PAHに対する新規の有望な治療と成りうることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary arterial hypertension (PAH) is an refractory disease designated by
 the Ministry of Health, Labour and Welfare (MHLW) with a poor prognosis, and the immediate 
elucidation of its cause and the development of a curative treatment are desired. In this study, we 
aimed to elucidate the role of interleukin-6 (IL-6) in the pathogenesis of PAH by using a rat system
 capable of generating a severe PAH model, and to elucidate the mechanism of PAH pathogenesis. IL-6 
is involved in the pathogenesis of pulmonary hypertension not only in mild to moderate hypoxic 
pulmonary hypertension models, but also in severe PH models, MCT and SuHx models.Furthermore, our 
results suggest that IL-6 signaling in CD4-positive cells has a central role in the pathogenesis of 
PAH. Our results indicate that IL-6 inhibition may be a novel and promising treatment for refractory
 PAH.

研究分野：血管生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺高血圧症は、治療薬の開発が進み治療法が進歩しつつある疾患であるが、薬剤に適応しない患者については未
だに予後不良の疾患である。本研究では炎症性サイトカインのIL-6が軽度から重症の肺高血圧症の病態形成に関
与することを明らかにした。また、免疫細胞のヘルパーT細胞におけるIL-6シグナルがPH病態形成に関与するこ
とが示唆されたことから、炎症に着目した新たな治療法の確立といった肺高血圧症における創薬の可能性や、こ
れまでの既存の薬剤に適応しない重症肺高血圧患者の予後改善にまで発展する可能性が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
肺動脈性肺高血圧症（Pulmonary arterial hypertension: PAH）は原因不明の機序により肺動脈に狭
窄や閉塞といったリモデリングが生じて肺動脈圧が異常に上昇する予後不良の疾患であり、治療に不
応だと右心不全から死に至る可能性のある厚生労働省指定の難病である。PAH の発症には Bone 
Morphogenetic Protein Receptor type II（BMPR2）などに代表される遺伝子の変異が関与することが
明らかになっているが、変異を有する場合でも疾患浸透率は 20%程度と低く、炎症や毒物といった外
的素因が関与することで PAH を発症すると考えられている。我々は代表的な炎症性サイトカインである
Interleukin-6（IL-6）に着目し、IL-6とPAHとの関係性について検討を進めてきた。我々はこれまでに低
酸素誘発性肺高血圧症（HPH）のマウスモデルを用いて、HPHマウスに抗 IL-6受容体抗体（MR16-1）
を投与するとコントロール群に比べて HPH病態が著明に抑制されることを見出してきた（Hashimoto et 
al. PNAS. 112(20): E2677-86, 2015）。マウスの HPHモデルは肺血管リモデリングの程度が軽度から
中等症の中膜肥厚を呈するモデルであるため、重症 PAH患者にみられるような閉塞血管や叢状病変と
いった重症血管病変の形成に IL-6 シグナルが関与するかについては不明のままであった。また、これ
までに低酸素により肺血管内皮細胞や血管平滑筋において IL-6 が産生されることを我々や他のグル
ープが報告していたが、肺血管の異常なリモデリングの進行過程において IL-6 シグナルが関与する時
期や細胞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、重症肺高血圧症の血管病変形成における IL-6 の役割を明らかにするため、ヒトでの重症
PAH に類似する肺血管病変を来す動物モデルである Sugen/Hypoxia（SuHx）ラットモデル（Abe et al. 
Circulation. 121(25):2747-54, 2010）において、IL-6 の遺伝的欠損ラットを用いて検討すること、およ
び、肺血管の異常なリモデリングの進行過程における IL-6シグナルが関与する時期および細胞や組織
を明らかにし、PAH発症機構の解明を目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1. Interleukin-6（IL-6）knockout(KO)ラットにおける肺高血圧症モデルの解析 
Crispr-Cas9 の系で IL-6KO ラットを作製し、IL6 遺伝子の第 2 エクソンにおいて 118 塩基が欠損した
個体が得られた。得られた KOラットにおける IL-6の欠損を LPSの腹腔内投与による血中 IL-6の上昇
の欠如、および IL-6の下流で生じる STAT3のリン酸化が減弱していることにより確認した。 
作成した IL-6KO ラットおよび同腹仔のWT ラットに対し、①HPH モデル、②モノクロタリン（MCT）肺高
血圧ラットモデル、および③SuHx モデルを適用し、それぞれ対照群および肺高血圧モデル群に分け、
HPH群では 3週間の低酸素（10%O2）負荷をおこない、MCT群では MCT を皮下に投与（60mg/kg）
した後に 5 週間飼育し、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週間正酸素に戻すことにより、それぞれ
のモデルで肺高血圧症を誘発した。 
各モデル作成後にイソフルラン麻酔下での心臓カテーテル検査により、体血圧、右心室圧および心
拍数をモニターし、右心室収縮期圧（RVSP）を測定した。カテーテル検査後に肺を生理食塩水により
脱血し、4%パラホルムアルデヒドの気管内投与による伸展固定を行った。心臓は右心室と左心室及び
中隔に切除して秤量した。固定した肺のパラフィン切片（4µm）を作成して Elastica van Gieson（EVG）
染色を施し、画像解析により血管中膜肥厚または血管閉塞率を定量した。 
 
2. 肺血管の異常なリモデリングの進行過程における IL-6シグナルが関与する時期や細胞の解明 
2-1. PH病態形成における IL-6シグナルが関与する時期の検討 
上記の 1 で用いた 3種の肺高血圧ラットモデルの肺において、IL-6 の mRNA発現における時系列で
の解析および、モデル作成後の肺における IL-6 下流シグナルであるリン酸化 STAT3 の発現解析を行
った。 
 
2-2. PH病態形成における IL-6シグナルが関与する細胞の検討 
IL-6 シグナルが機能する細胞をより詳細なレベルで特定するには、ラット実験系では限界があることか
ら、Cre-loxp システムによる細胞特異的 IL-6 シグナル欠損マウスに HPH モデルを適用し検討した。
PAH における IL-6 シグナルの下流で機能する細胞を明らかにするために、IL-6 の受容体の一つであ
る gp130 の flox マウスを用いて血管内皮細胞(VE-Cadherin-CreERT2)、血管平滑筋細胞(SMMHC-
CreERT2)およびヘルパーT(Th)細胞(CD4-Cre)における IL-6 シグナル欠損の影響について検討した。 
 
3. 肺高血圧症患者における疾患特異的な炎症性サイトカインシグナルの活性化に関する検討 
国立循環器病研究センターに来院した肺高血圧患者自身から文書による同意が得られて採取した患
者血清を対象とし（研究開発番号：M30-060-3）、採取した患者血清から疾患種別の血清 IL-6濃度
を網羅的サイトカイン解析（LEGENDplex, BioLegend社）により検討した。 
 



４．研究成果 
1-1.HPHラットモデルにおける IL-6欠損の PH病態抑
制効果の検討 
初めに、HPH 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血管の組織化学的解析に
より行った（図 1）。WT ラットでは低酸素負荷により
肺高血圧が生じ、血管の中膜肥厚が顕著になってい
る様子が確認されたが、IL-6KO ラットでは PH 病態の
有意な抑制が確認された。 
 
1-2.MCTラットモデルにおける IL-6欠損の PH病態抑
制効果の検討 
図2に示すように、MCT投与によりWTラットではHPH
モデルよりも重度の血管リモデリングが生じ、著明な
PH病態の形成が確認されたが、IL-6KOラットではPH
病態の改善がみとめられ、特に右心室収縮期圧
（RVSP）および肺血管の中膜肥厚において、有意な
低下が確認された。 
 
1-3.SuHx ラットモデルにおける IL-6欠損による PH病
態抑制効果 
図 3 に示すように、WT ラットでは体血圧に匹敵するレ
ベルまで右心室収縮期圧（RVSP）が上昇し、右心肥
大も 3つのモデルで、最重症となっており、肺血管のリ
モデリングにおいては閉塞血管の著明な増加が観察
された。一方、IL-6KOラットでは、WTラットで観察され
た重症 PH患者にみられるような叢状病変や内膜閉塞
病変などの肺血管病変は観察されず、PAH 病態の有
意な抑制がみとめられた。また、SuHxモデル作成後 5
週後における右心室圧は KO ラットでは WT ラットとの
差は見られないが、作成後 8週では IL-6KOラットで有
意に低下したことから、IL-6 シグナルは、肺高血圧症
における肺血管病変の重症化に関与していることが示唆された。 
 
2-1. PH病態形成における IL-6シグナルが関与
する時期の検討 
上記の 3種の PHラットモデルにおいて、肺にお
ける IL-6 の発現変化を検討した。その結果、図
4 に示すように、各 PH モデルにおいて肺の IL-
6 mRNA発現上昇が確認された。SuHxモデル
においては、HPH モデルと同様に低酸素による
一過性の IL-6 上昇がみられた後に、モデル作
成から 8週間後の解析時においても 2倍程度の
上昇がみとめられた。肺における IL-6 シグナル
の下流で活性化するリン酸化 STAT3 のタンパク
質発現を Western Blotting により検討した結
果、各 PH モデルの肺においてリン酸化 STAT3
の有意な上昇がみとめられ、IL-6KO ラットではその上昇
が有意に抑制されることが明らかとなった。 
 
2-2. PH 病態形成における IL-6 シグナルが関与する細
胞の検討 
IL-6 受容体の一つである gp130 の flox マウスと VE-
Cadherin-CreERT2 マウス、SMMHC-CreERT2 マウ
ス、およびCD4-Creマウスをそれぞれ掛け合わせ、HPH
モデルの PH フェノタイプの比較を行った結果、gp130 
flox：CD4 Creマウスにおいて有意な右心室収縮期圧の
低下と肺血管中膜肥厚の抑制といった PH 病態抑制効
果が確認された（図 5）。また、ラットの SuHx モデルにお
ける肺の免疫染色により、血管リモデリングを呈する血管



周囲には IL-6の下流シグナルであるリン酸化 STAT3 と血球細胞、特に CD4陽性細胞が共染される傾
向が確認された。以上のことから、軽度から重症の PH において、IL-6 はヘルパーT 細胞に作用するこ
とで PHの病態形成に寄与している可能性が示唆された。 
 
3. 肺高血圧症患者における疾患特異的な炎症性サイトカイ
ンシグナルの活性化に関する検討 
国立循環器病センターに通院する肺高血圧症患者における
血中サイトカインレベルを検討する臨床研究で収集された一
部の血清サンプルでサイトカイン解析を行った結果、特発性
PAH 患者の重症例や薬剤誘発性の PAH 患者において IL-6
が上昇していることを見出した（図 6）。現在も PH 患者および
健常者の血液サンプルの集積を継続しており、特定の肺高血
圧症のサブタイプにおける IL-6関連シグナルの上昇が確認で
きれば、特定の PH のサブタイプに対する IL-6 阻害療法への
発展が期待される。 
 
以上の結果から、IL-6 は軽度から中等症の低酸素性肺高血
圧モデルだけではなく、重症 PHモデルであるMCTモデルお
よび SuHx モデルの肺高血圧病態形成に関与し、免疫細胞の CD4 陽性細胞における IL-6 シグナル
は PAHの病態形成において中心的な役割を有し、IL-6阻害が難治性 PAHに対する新規の有望な治
療と成りうることが示唆された。 
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