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研究成果の概要（和文）： 

肺高血圧ラットの肺組織中において神経伝達物質 VIP, PACAPの発現低下とその受容体の亢進
を発見した。VIP,PACAP は血管拡張、臓器保護作用が報告されており、肺高血圧ではこれらの
低下に対し、受容体が代償的に増加していると推定された。PACAP 発現誘導により肺高血圧症
の改善を図れると仮説を立てた。肺組織に持続的に発現させるため、PACAP 発現プラスミドベ
クター及びレンチウイルスベクターを作成し、導入条件を検討した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found decreased expression of neuropeptide VIP, PACAP and decreased expression 
of their receptors in lung of monocrotaline-induced pulmonary hypertension in rat. 
It was assumed that the receptor might be induced to compensate for the decrease of 
VIP and PACAP. Thus, we hypothesized that induction of PACAP in lung could improve 
pulmonary hypertension. To examine the hypethesis, we created PACAP encoding plasmid 
and lentivirus vectors and examined the way to introduce them to the lung.  
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１．研究開始当初の背景 

（１）原発性肺高血圧症や先天心疾患による
アイゼンメンジャー症候群、慢性呼吸器疾患
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な治療法はない。 

呼吸器疾患への遺伝子治療には、呼吸器への

親和性からアデノウイルスベクターが用い

られてきた。急性呼吸器疾患への遺伝子導入

では効果が得られていたが、アデノウイルス

ベクターの発現は一過性で、免疫反応を惹起

するため複数回投与が不可能であった。従っ

て慢性疾患への応用は困難であった。また安

全性の面からウイルスベクターの臨床応用

へのハードルはまだ高かった。一方、非ウイ

ルスベクターとしてカチオニックリポソー

ム等との複合体をベクターとする方法もあ

るが免疫系への障害の問題があった。一方、

プラスミドベクターは哺乳動物の筋肉、肝臓

等に直接投与すると数ヶ月間細胞内で発現

することが知られているが、低い導入効率が

課題だった。 

以上から、肺血管障害等の慢性肺疾患に対す

る遺伝子治療にはアデノウイルスベクター

に代わる、より持続的に発現するベクターを

検討する必要があった。 

 

 

２．研究の目的 

原発性、及び二次性肺高血圧症に対する遺伝

子治療を行うため、肺組織へ目的遺伝子の導

入方法を確立させ、また HO－１、PACAP 等の

臓器保護作用の期待されるタンパク発現に

よる治療方法の確立を目的とした。 

CO は心血管系の保護作用が注目されており、

HO-1 inducer 投与による低酸素性肺高血圧、

高血圧の改善が動物モデルで報告されてい

た。また神経伝達物質 PACAP、VIP の血管拡

張作用、臓器保護作用が報告されており、こ

れらを遺伝子導入により肺で発現されるこ

とで肺高血圧を改善できるとの仮説を立て

た。これを検証するため以下の検討を行うこ

ととした。 

（１）モノクロタリン誘発肺高血圧モデルを

用い、肺組織において保護的作用が報告され

ている HO-1、神経伝達物質 PACAP, VIP 等を

発現させ、肺高血圧に対する遺伝子治療法を

検討する。 

（２）慢性肺疾患に対する遺伝子治療を目的

とし、プラスミドベクター等をラット肺組織

へ導入し、持続的に発現させる条件を確立す

る。 

 

３．研究の方法 

モノクロタリン誘発肺高血圧ラットモデル

を用い肺組織における HO-1,VIP, PACAP の発

現による治療効果の検討、及び肺高血圧症に

対する遺伝子治療のため肺へ遺伝子導入し

目的タンパクを発現させる条件検討を行う

ため、以下の実験を行った。 

(1）ラット肺高血圧モデル作成；モノクロタ

リン 60mg/kg 皮下投与し肺高血圧、右室

肥大モデルを作成した。投与４週間後に

右室圧/血圧比、右室/左室重量比を測定

した。 

(2） Western blot analysisによるタン

パク定量 

肺組織におけるHO-1,また神経伝達物質V

IP, PACAP及びその受容体であるVPAC1,

VPAC2, PAC1等のタンパク発現量をWest

ern blotにより定量した。 

(3) Real-time PCRによるmRNA定量 

肺組織におけるHO-1,また神経伝達物質V

IP, PACAP及びその受容体であるVPAC1,

VPAC2, PAC1等のmRNA発現をReal-time 

PCRにより定量した。 

(4)免疫組織学的検討 

肺組織におけるHO-1,また神経伝達物質V

IP, PACAP及びその受容体であるVPAC1,

VPAC2, PAC1の中のVIP受容体VPAC２、PA

CAP受容体PAC１等のlocalizationを免疫



 

 

組織学的に検討。 

(5）レポーター遺伝子GFP発現プラスミド

ベクター、及びGFP発現レンチウイルスベ

クターの肺組織への導入検討。 

(6)PACAP発現プラスミドベクター、レン

チウイルスベクター作成。肺組織への導

入。 

４．研究成果 

(1)ラット肺高血圧モデル作成；モノクロタ

リン投与４週間後に右室圧/血圧比、右室/左

室重量比はコントロールラットに比較し有

意に増加しており、肺高血圧、右室肥大を来

たしていることを確認した。 

(2,3,4) Western blot analysis、Real-time 

PCR, 免疫組織学的検討； 

肺高血圧ラット肺組織中の VIP, PACAP の mRNAは肺

高血圧ラット肺組織中では低下していた。 

 

 

 

  

 

一方、VIP受容体 VPAC1,VPAC２及び PACAP 受

容体 PAC１の発現量の有意な増加を認めた。

mRNA発現量も同様の結果であった。免疫染色

では条件検討が不十分で、検出ができなかっ

た。 

これらの結果より VIP, PACAP 発現減少に対

し代償的に受容体 VPAC1, VPAC2, PAC1 が増

加していると推定した。この仮説を検証する

ため PACAP補充により肺高血圧の治療効果の

検討のため PACAP発現ベクターを作成するこ

ととした。 

また、HO-1 は肺高血圧モデルにおいて発現

増加が認められた。 

 (5) レポーター遺伝子 GFP 発現プラス

ミドベクター、及び GFP 発現レンチウイ

ルスベクターの肺組織への導入検討 ; 

GFP 発 現 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を

lipofectamine LTX 用い、静脈注射によりマ

ウス及びラット肺で発現することを確認し

た。また当初の予定になかったレンチウイル

スベクターの検討を開始した。レンチウイル

スは発現が長期間安定し、また非増殖細胞を

含む殆どの細胞に感染するなどの利点を持

っていたが、HIV 由来であることから安全性

が課題だった。しかし近年増殖能を欠損させ

た第三世代が開発されたことで安全性が格

段に高まったことから検討を行った。マウス

において静脈注射、経鼻投与により肺組織で

発現することを確認した。 

 (6) PACAP発現プラスミドベクター, 

レンチウイルス作成； マウス脳組織 mRNAか

ら cDNAを得た。PACAPをクローニングした後、

哺乳動物細胞で発現する CMVプロモーターを

持つ pSecTag ベクターに組み込み作成した。 

レンチウイルスベクターは Wisconsin 大学

麻酔科 Yang 教授より供与された pLL3.7 

IRES-EGFP を使用した。PACAP 発現レ

ンチウイルスベクターを作成した。このベ



 

 

クターを肺高血圧ラットに導入し、治療効

果の検討中である。 
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