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研究成果の概要（和文）：肺高血圧症モデルを用いて転写因子Runx1に着目して内皮血球転換（endothelial 
hematopoietic transition=EHT）の病態形成への関与について検討した。慢性低酸素暴露、慢性低酸素暴露＋
Sugen5416 (VEGFR阻害薬)投与マウス肺を用いてFACS, qPCR,肺組織病理解析,培養内皮細胞のRNAシークエンス等
で評価した。EHT陽性細胞と定義したRunx1＋VE-cadherin+CD31+CD45-細胞は微量ながら病勢に一致して上昇し、
毛細血管領域に優位に高い割合で分布していた。EHTは刺激開始初期から血管リモデリング形成に関与している
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated that the involvement of endothelial haemopoietic transition 
= EHT in pathogenesis in a model of pulmonary hypertension, focusing on the transcription factor 
Runx1. FACS, qPCR, histopathology and RNA sequencing of cultured endothelial cells were performed in
 the lungs of mice exposed to chronic hypoxia and chronic hypoxia plus Sugen5416 (VEGFR inhibitor). 
The EHT-positive cells, defined as Runx1+VE-cadherin+CD31+CD45- cells, were up-regulated reflecting 
to disease progression, and were highly distributed in capillary areas, suggesting that EHT were 
involved in vascular remodeling from the early stage of stimulation.

研究分野：呼吸器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺は膨大な毛細血管床におけるガス交換を通じて恒常的に組織の再生修復を繰り返している。研究期間中に新型
コロナ感染症の感染拡大期に入り、急速進行性に強い線維化や凝固異常が起こる経過に直面して呼吸器系におけ
る免疫応答の重要性を再認識した。本成果から血管内皮細胞からRunx1を介して免疫応答を担う造血系細胞を産
生することができれば、内因性の自己組織修復が可能となる。この知見は肺高血圧症のみならず、感染症、肺線
維症、肺がん等の難治性呼吸器疾患全体に応用・展開できると考えられた。将来的には核酸医薬を用いた全く新
しい革新的ワクチン療法の開発に繋がると見通しており、社会的に非常にインパクトが大きいと考える。

※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 

① 肺高血圧症と血管内皮細胞 

肺動脈性肺高血圧症（PAH）は肺血管の過剰な肺動脈収縮、内膜・中膜肥厚等による肺動脈 

リモデリングにより肺血管抵抗の上昇を来す難治性疾患である。現在の治療の主体は肺血管拡

張薬であるものの未だ根治的には制御できていないのが現状である。疾患形成は肺血管内皮細

胞の機能不全から始まり、線維芽細胞、平滑筋細胞等の間葉系細胞の活性化と異常増殖、

（Voelkel et al.Am J Respir Cell Mol Biol.2014）さらに免疫担当細胞から分泌される炎症

性サイトカインなど局所での細胞間相互のクロストークが存在していることが示唆されてい

る。（Rabinobitch et al.Circ Res.2014） 

② 肺高血圧症と内皮間葉転換（EndMT） 

 複数の先行研究から肺高血圧症の病態形成に関わる内皮間葉転換EndMTでは、線維芽細胞・平

滑筋細胞等の間葉系細胞の活性化が最終的に異常血管リモデリングに関与すると考えられて

きた。申請者らの研究グループからも、血管内皮細胞が可逆的な間葉系細胞への形質転換

(partial EndMT)を経由して内皮マーカーを維持しながら組織修復と再生に寄与する一方で、

不可逆的な形質転換（complete EndMT）が起こると不可逆的な異常な血管リモデリングを生じ

て病態形成に関わることを明らかにしている。（Suzuki T et al. Am J Physiol Lung Cell 

Mol Physiol. 2017） 

③ 肺高血圧症と血球内皮転換（EHT） 

近年、血管内皮細胞と血球系細胞間の形質転換（endothelial hematopoietic transition :EHT）

がEndMTと同様に生体内での血管の恒常性維持に関与することが明らかになっている。一般に、

胎児期に中胚葉から分化したへマンジオブラストから血球産生型血管内皮を経て造血幹細胞

が産生されると考えられてきた。一方、近年では成体でもよく分化した血管内皮細胞にも形態

変化が生じ、血球系細胞への形質転換（内皮血球転換＝EHT）の概念が提唱され（Kissa et 

al.Nature. 2010) 多くの研究が展開されている。この現象のキーとなるRunx1は従来血液幹

細胞の分化に必須の転写因子である（Speck et al, Curr Opin Hamatol,2001）とされるが、

呼吸器疾患において病態形成や組織修復にこの内皮血球転換（EHT）の詳細なメカニズムにつ

いては未だ明らかになっていない。 

２．研究の目的 

肺高血圧症モデルを用いて肺循環系における内皮血球転換（EHT）の分子メカニズムを詳細に

明らかにする。 

３．研究の方法 

1) 肺高血圧症モデル作成と血行動態、肺組織切片の病理学的評価 

野生型C57B6/J雄マウスを用いて、10％O2低酸素チャンバーを用いて慢性低酸素暴露刺激3週間モ

デル(Hx群)及びVEGFR阻害薬であるSugen20mg/kg毎週皮下投与を加えた低酸素暴露3週間モデル

(Sugen+Hx群)を作成する。個体毎にMillar社®製マウス・ラット用右心カテーテルによる血行動

態右室収縮期圧、心拍出量等を評価の上で摘出肺サンプルを用いて病理組織学的な評価を行う。 

2) 内皮血球転換（EHT）における肺構成細胞の機能解析 

上記2つの疾患モデルマウス肺での内皮血球転換（EHT）陽性細胞についてフローサイトメトリー

を用いて定量し、肺血管リモデリングにおけるこれらの細胞亜群の機能解析を行う。摘出したマ

ウス肺を酵素処理して細胞分散を行い、全肺細胞の細胞数を確認後に構成細胞同定のための多

重染色（使用抗体:CD31,CD45,VE-cadherin,Runx1, CD41,CD34,CD133,BrdU等）を行う。CD31+CD45-



cellを血管内皮細胞,CD31-CD45+cellsを血球系細胞、Runx1+/VE-Cad+/ CD31+CD45-cell をEHT細胞

と定義する。 

3)マウス肺組織蛍光免疫染色による内皮血球転換（EHT）陽性細胞の局在の評価 

採取したマウス肺組織免疫染色でのEHTの確認：DAPI, CD31,CD45, Runx1抗体等による免疫染色

を行い、EHT陽性細胞を組織の上でも可視化、定量化する。 

4) 肺血管内皮細胞の培養系での内皮血球転換（EHT）の評価とmRNA解析 

市販されているマウス微小肺血管内皮細胞を用いて培養系で刺激モデルを作成する。 

時系列を追って回収したサンプルを用いてmRNAシークエンス解析を行い、Runx1発現の経時的な

追跡を行う。 

４．研究成果 

①マウス右心カテーテルを用いた血行動態と病理組織評価 

右心カテーテル法の確立を行い、詳細な血行動態と肺組織での血管リモデリングの評価を比較

して行った。Hx群、Sugen+Hx群ともに野生型群と比較して各有意に右室収縮期圧(RVSP)の上昇、

心拍出量(CO)低下を認め（各p<0.01, p<0.001）、右室/左室中隔比(Fulton Index)も有意に高値

であり（p<0.05)、肺高血圧症モデルとして矛盾していないことを確認した。また、マウス肺組

織を用いてαSMA染色、EVG染色を行った上で血管の壁肥厚、筋性化を定量化したところ、Hx群と

比較してSugen+Hx群が有意に高く（各p<0.001)、より強い病理像を呈することを確認した。 

②肺高血圧症疾患形成における内皮血球転換（EHT)陽性細胞の動態と機能  

Runx1＋/VE-cadherin+CD31+CD45-細胞をEHT肺血管内皮細胞と定義して、その細胞亜群の機能をフ

ローサイトメトリー解析で評価した。初めに肺血管内皮細胞自体が細胞数、全肺細胞中の割合と

もに刺激暴露2-3週目にかけて有意に上昇していることを確認した（p<0.001)。次に、EHT陽性細

胞はHx群、Sugen+Hx群の2つのモデルとも刺激暴露3週目にかけて有意に上昇し、維持されていた

（p<0.001)。EHT陽性細胞は陰性細胞との比較で、造血系の幹細胞マーカーc-kitや巨核球産生を

担うCD41の共発現していることが明らかになった。脾臓、骨髄についても同様の解析を行い、脾

臓ではday7時点でRunx1発現が一過性に上昇し、その後病勢に伴って定常状態に戻っていくこと、

骨髄では病勢に一致してRunx1発現が下降していく傾向があることを確認した。 

③ 肺組織病理でのEHT陽性肺血管内皮細胞の局在評価 

病理像がより強いSugen+Hx群のマウス凍結肺

切片を用いた蛍光免疫染色を行いEHT陽性肺血

管内皮細胞は50μm前後の毛細血管領域レベル

で優位に多く認められた（p<0.001)。パラフィ

ン固定をしたマウス肺100μｍの厚切り切片を

作成し、3D立体構築を行い解析したところ、EHT

陽性肺血管内皮細胞末梢側優位に数珠状に連

なって存在していることが明らかとなった。 

④ 培養系での内皮血球転換（EHT）の評価と 

RNAシークエンス解析 

マウス微小肺血管内皮細胞(Lonza社)を用いて、normal群、Hx群(1％酸素環境下)、Sugen+Hx群

(1％酸素環境下＋Sugen10nmol/l投与)を培養、時系列を追って細胞回収しRNAシークエンス解析

を行った。低酸素刺激開始4時間の時点でも特徴的な巨核球産生、分化に関わる変動遺伝子群の

発現変動が認められ、EHTが刺激開始初期から生じていることが明らかとなった。 
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