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研究成果の概要（和文）：原発性肺高血圧症は肺動脈の肥厚から肺動脈圧上昇、右心肥大、心不
全へと進行する難治性疾患である。活性酸素種の産生酵素である NADPH oxidase の触媒サブ
ユニット Nox1 の遺伝子欠損マウス（Nox1-/Y）において右心室および肺動脈が肥厚しているこ
とを見出した。Nox1-/Y由来の肺動脈平滑筋細ではアポトーシスの抑制が認められ、これは電位
依存性カリウムチャネルの一つであるKv1.5蛋白の発現低下に伴う細胞内カリウム濃度の上昇
に起因することが明らかとなった。 

 

 
研究成果の概要（英文）：Pulmonary arterial hypertension is characterized by hypertrophy of 

small pulmonary arteries, which leads to right ventricular (RV) hypertrophy and heart 

failure. Nox1 is a catalytic subunit of NADPH oxidase known as a major source of 

superoxide production in vascular tissues. In Nox1-defcient mice (Nox1-/Y) hypertrophy of 

small pulmonary arteries and RV wall were observed. A significant decrease in number of 

apoptotic cells were demonstrated in pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMC) 

isolated from Nox1-/Y. Dysfunction of Kv1.5, a voltage-dependent potassium channel, is one 

of the features reported in human and experimental PAH. A significant decrease in Kv1.5 

protein and an increase in intracellular potassium levels were observed in Nox1-/Y PASMC. 

These results suggest that Nox1 plays a critical role in apoptosis of PASMC by regulating 

Kv1.5 expression and intracellular potassium levels.  
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１．研究開始当初の背景 

 原発性肺高血圧症は原因不明の肺動脈圧
上昇により右心肥大、心不全へと進行する難
治性疾患で、診断確定後の平均生存期間は 

2.8 年、5 年生存率は 34％と予後不良であ
る。現在肺高血圧症には肺動脈の肥厚および
収縮を抑制する目的で一酸化窒素経路の活
性化薬物、プロスタノイド誘導体、エンドセ
リン受容体拮抗薬などが対症療法として用
いられているが、発症機序が不明であるため
根治的な療法は未だ確立されていない。 

 申請者らは活性酸素種（ROS）の産生酵素
と し て 近 年 注 目 さ れ て い る  NADPH 

oxidase の触媒サブユニット Nox1 の遺伝
子欠損マウス（Nox1-/Y）を作出し、開胸実験
を行っていたところ、Nox1-/Y の右心室が著
明に拡張していることを見出した。心エコー
にて確認したところ、右心室/左心室断面積比
は有意に増加しており、組織重量比も 

Nox1-/Y で増大していた。さらに肺組織では
血管壁の顕著な肥厚および血管平滑筋細胞
の増加を認めた。 

 NADPH oxidase の触媒サブユニット 

Nox には数種類のホモログが存在する。これ
までに Nox2 および Nox4 が肺高血圧症病
態モデルで血管壁の肥厚や血管の収縮に関
与するという「増悪因子」としての役割が報
告されているが、肺高血圧症発症における 

NADPH oxidase の関与についての報告は
無い。申請者が  Nox1-/Y で認めた所見は 

Nox1 由来 の ROS が肺高血圧症の「増悪
因子」としてではなく、「発症抑制因子」と
して働く可能性を示している。 

興味深いことに real-time PCR による定量
では Nox1 mRNA の肺における発現は他の
臓器に比し著しく高い。肺高血圧症の発症に
は血管壁構成細胞（内皮、平滑筋および線維
芽細胞）の増殖とアポトーシスのバランス破
綻による肺動脈肥厚が関与すると考えられ
ている。そこで Nox1-/Y の肺組織の細胞ター
ンオーバーを TUNEL 法により検討したと
ころ、アポトーシス細胞の減少を認めた。こ
のことは Nox1 由来の ROS がアポトーシス
促進的に働くことにより肺の恒常性を維持
しており、Nox1 の欠損は肺高血圧症発症の
原因となる可能性を示唆している。 

 

２．研究の目的 

 申請者らが作出した Nox1 遺伝子組み換え
マウスおよびその培養細胞を用いて、肺高血
圧症の病態病理とその発症・進展に関与する
諸種の生体内因子と Nox1 のクロストーク
を解析し、肺高血圧症発症機序における
Nox1 の役割を分子レベルで明確にする。 

 

 

 

３．研究の方法 

肺動脈の肥厚はビクトリアブルーによる弾
性線維により筋層を有する肺血管の割合を
指標に検討した。 

肺動脈平滑筋細胞（PASMC）のアポトーシ
スはTUNEL染色およびフローサイトメータ
ーを用いた subG1 期の細胞数を指標に検討
した。 

mRNA の発現はリアルタイム PCR 法により、
蛋白質の発現はウェスタンブロット法によ
り検討した。 

細胞内カリウム濃度はカリウムインジケー
ターである PBFI-AM を用い蛍光光度から算
出した。 

レスキュー実験：Nox1 欠損による PAH の発
症が Nox1 の遺伝子導入により抑制できるか
検討した。 Nox1 を高発現するトランスジェ
ニックマウス（TG）と Nox1-/Yを交配するこ
とにより Nox1 遺伝子を導入した。 

 
４．研究成果 
 
 申請者は活性酸素種（ROS）の産生酵素
として近年注目されている NADPH 
oxidase の触媒サブユニット Nox1 の遺伝
子欠損マウス（Nox1-/Y）の右心室が著明に
拡張していることを見出した（図１）。心カ
テーテルを用い右心室の機能について検討
したところ 18 週齢以降の Nox1-/Yにおいて
右心室収縮期圧の上昇が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また野生型マウス（Nox1+/Y）では肺におい
て Nox1 の高い発現が認められた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 心臓組織所見 

図２ Nox1 発現量 



Nox1-/Y において肺動脈肥厚が９週齢以降
において認められた（図３A、B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肺動脈において肺高血圧症の病態に関与す
るエンドセリンおよび、hypoxia-inducible 
factors (HIF-1α、HIF-2α ) の発現は
Nox1-/Yと Nox1+/Yに差違は認められなかっ
た。また肺高血圧症の増悪に関与すると報
告のある NADPH oxidase の他の触媒サブ
ユニット（ホモログ）の発現に変化は認め
られなかった(図４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
肺動脈平滑筋の細胞ターンオーバーの異常
が肺高血圧症の発症に関与することが知ら
れている。Nox1-/Y由来 PASMC の培養細胞
ではアポトーシスの指標である subG1 期の
細胞数（図５A）および TUNEL 陽性細胞数
（図５B、C）の抑制が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

肺高血圧症患者のPASMCでは電位依存性カ
リウムチャネルの一つである Kv1.5 の発現
低下が、細胞のアポトーシスの抑制を誘導す
ることが知られている。Nox1-/Y由来 PASMC

において Kv1.5 の発現が低下（図６）ととも
に細胞内のカリウム濃度の上昇（図７A、B）
していることを見出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 肺血管の肥厚 

図４ 肺動脈における遺伝子発現 

図５ PASMC のアポトーシス 

図６ PASMC における Kv1.5 蛋白の

発現 

図７ PASMC における細胞内カリウム

濃度 
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また電位依存性カリウムチャネルの阻害薬
(4AP:４−アミノピリジン)は PASMC 細胞内
のカリウム濃度を上昇させ、アポトーシスを
抑制した（図８）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nox1 を高発現するトランスジェニックマウ
ス（TG）と Nox1-/Yを交配し、Nox1 遺伝子
を Nox1-/Yに導入したところ、Nox1-/Yの肺動
脈の肥厚、Kv1.5 の発現低下およびアポトー
シスは有意に回復した（図 8A、B、C）。以
上から Nox1 の活性の低下は Kv1.5 の発現低
下を介した細胞内カリウム濃度の上昇を引
き起こし、その結果アポトーシスの抑制によ
り肺動脈を肥厚させると考えられる。 
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