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研究成果の概要（和文）：BMPR2ミスセンス変異(p.Tyr247X)の導入および肺内皮細胞Pgc1α特異的ノックアウト
により、新規肺高血圧症モデルマウスの作成に成功した。このマウスを三次元可視化システムにより解析したと
ころ、plexiform lesionと思われる病変の三次元可視化に成功した。またシングルセルRNA解析を施行したとこ
ろ、内皮細胞において特異的なクラスターを複数認め、その一部ではDNA損傷に応答する因子の発現が上昇して
おり、病態の背景にはDNA損傷が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：A novel mouse model of pulmonary hypertension was successfully created by 
introducing a BMPR2 missense mutation (p.Tyr247X) and knocking out the pulmonary endothelial cell 
Pgc1α. When this mouse was analyzed by a three-dimensional visualization system, we succeeded in 
three-dimensional visualization of plexiform lesions. In addition, single-cell RNA analysis revealed
 multiple specific clusters in endothelial cells, some of which showed increased expression of 
factors that respond to DNA damage, suggesting that DNA damage is involved in the background of the 
pathology.

研究分野：循環器内科

キーワード： 肺動脈性肺高血圧症　三次元可視化　シングルセルRNA解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト肺動脈性肺高血圧症の遺伝子異常を背景とする生理的な肺高血圧症モデルマウスの作成に成功した。これに
より、過去の人為的な肺高血圧症モデルマウスでは十分に知りえなかった病態生理についての検討が可能となる
と考えられる。またこのマウスを三次元可視化することにより、過去には報告のないplexiform lesionの可視化
に成功することができた。さらいにはこのマウスのシングルセルRNA解析により、異常な内皮細胞亜集団を特
定・発現変動遺伝子を解析することにより、新規治療ターゲットの探索につながると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
本邦における死因第 2位で、全死亡の 15.3％を占める心血管疾患は、多くの薬物治療およ
びデバイス治療開発などによりその予後は大きく改善し、またその背景にある生活習慣病
のコントロールにより発症予防も進められてきた。しかしながら一部の心血管疾患ではそ
のメカニズムが解明されておらず、依然として予後不良なものも存在する。その一つに難
治性疾患である肺動脈性肺高血圧症(PAH)が挙げられる。PAHでは肺動脈中膜肥厚、内膜
の同心円状線維化などの肺動脈リモデリングの結果として、肺動脈圧・肺血管抵抗の上昇
とともに呼吸・循環不全(右心不全)が進行し、従来、診断からの平均生存期間は 2.8 年と
非常に予後不良であった(推定患者数：約 3,000 人)。近年の診断や治療方法の進歩により
生命予後は著明に改善した一方で、現在の血管拡張薬の多剤併用療法を用いても治療抵抗
性を示す患者は多数存在し、肺移植待機中に右心不全や多臓器不全などで亡くなる患者が
後を絶たない。 
 PAH などの肺高血圧症(PH)の病態解明は、長らく剖検例や肺移植時の病理学的検討に
基づいて行われてきたが、病状末期の肺組織を用いた検討では、発症や進展課程に関わる
因子・病態の解析は難しい。また、従来の PH動物モデルについては ①モノクロタリン(毒
性物質)投与、②低酸素負荷、③低酸素負荷+血管内皮増殖因子(VEGF)受容体阻害薬
(Sugen)投与などで人為的に PH を誘発したモデルが多く、これらを用いた病態解析や前
臨床試験が本症の発症・進展機序や治療反応性を正確に反映するのかという判断すら難し
い。そのため、より生理的な、ヒト肺動脈性肺高血圧症を反映する動物モデルに対する需
要は昨今高まっている。 
 ヒト PAH の原因遺伝子として、TGF-βスーパーファミリーの受容体をコードする
BMPR2, ALK1, ENG などが報告されており、我々の施設でも PAH患者診療において遺
伝子検査を広く行い、新規変異の報告を行ってきた。これらの遺伝子群は PAH における
血管リモデリングの制御の中心を担っていると考えられるが、これらのヒト遺伝子変異を
反映した動物モデルは乏しいことに加え、従来の二次元病理組織的解析では、血管リモデ
リングの評価は血管内腔側への狭窄像の評価にとどまり、複雑な血管構造の変化に関する
評価は困難であった。これらの障壁によって、PAHにおける血管リモデリングの分子機構
や進展過程は不明のままであり、その中心に位置する VEGFシグナルの動態・役割ですら
十分に理解されていない。 
 現在臨床応用されている PAH 治療薬の多くは、従来の知見である血管狭窄の解除を目
的とした血管拡張薬であり、PAH治療戦略の視点からはより多くの機序解明・またその治
療応用が望ましく、新規治療につながる病態の解明が期待されている。その実現のため、
血管リモデリングに対する新規評価体系の確立、ヒト PAH を十分に反映する動物モデル
の確立、ならびに実際のヒト PAHにおける病態仮説の検証が、PAH基礎研究における重
要課題といえる。 
 
２．研究の目的 
PAH患者の肺組織や PHモデルマウスの肺組織において VEGFの発現が上昇しているこ
とは知られているが、従来 VEGF の上昇は血管構成細胞の異常増殖に関与すると考えら
れており、VEGF の発現制御の一端を担う上流転写因子・低酸素誘導因子(HIF)の欠損に
より PHは改善することが知られている。しかしながら本来は PHを改善すると予測され
た VEGF 受容体阻害薬の投与によって PH が増悪するなど、PH における VEGF の役割
に関する知見は混沌としている。これらの病態解明が進んでいない理由として、従来の組
織学的評価は二次元に留まり、三次元構造を呈する複雑な血管リモデリングの評価が困難
であったことが挙げられる。 
申請者が所属する研究室では、世界に先駆けて多光子励起レーザー顕微鏡を用いた in vivo 
生体イメージングシステムを確立し、組織浅層の慢性炎症や、比較的大きな血管の構造や
機能変化の瞬間を三次元で捉えるなどして病態解明に努めてきたが、心血管病での観察深
達度は表層から数十 µm程度が限界であった。一方で、近年の組織透明化技術の目覚しい
発展により、高い透明度を得やすい脳組織などでは、低解像度であればその観察深度は数
mm にまで拡大してきている。申請者は、我々の最先端の顕微鏡技術と組織透明化技術
CUBIC を複合し改変することで、心血管疾患の臓器深部までの複雑な構造・機能の変化
を三次元的に解析できるのではないかと考えた。 
これまでの検討で、申請者は世界に先駆けて、マウス肺葉全体での微小構造や機能の変化
の一部を三次元的に一細胞解像度で描出することに成功しており、病理切片像(二次元)で
は評価困難であった血管平滑筋細胞、血管内皮細胞、炎症細胞、線維化などの微小構造変
化を肺葉全体の三次元画像として描出可能とした。 
さらに、予備的検討として従来の PHモデルをこの新規三次元イメージングシステムを用
いて観察したところ、従来の PHモデルマウスにおいて、過去に報告のない病態初期に特



徴的な「微小血管リモデリング」現象を見出し(図 2)、新規手法による新たな病態解明の可
能性が示唆された。モデル間で「微小血管リモデリング」の様相が大きく異なることも判
明しており、本手法を用いて、ヒト原因遺伝子変異を反映した PHモデルマウスの全肺で
の血管リモデリングの空間分布と時系列的変化を詳細に解析することなどによって、血管
内皮増殖因子(VEGF)シグナルの役割を解明し、新たな PH 病態概念も確立し、分子メカ
ニズムに沿った治療・予防戦略の開発に資するシーズを獲得することができるのではない
かと考える。 
 
３．研究の方法 
本課題では、PH の基礎研究における課題点である、(1)従来の 2 次元病理組織学的評価で
は、PH の病態解明の推進に必要な、生体での活動期(進展期)の血管構造・機能の評価が困
難である点、(2)ヒト遺伝子変異を反映しない人為的 PH誘導モデルが多く、さらに PH動物
モデル間の相違も大きく、これらを用いた二次元的病理切片の解析やシグナル解析が本症
の発症・進展機序や治療反応性を正しく反映するのかという判断すら極めて困難である点、
(3)実際のヒト組織を用いた病態仮説の検証が困難である点、を解決すべく、イメージング
システムを中心とした新規評価手法の確立、ならびに新規 PAH 動物モデルの確立を行って
病態解明および創薬にも応用・展開する。 
課題点(1)については、申請者が開発・改良中の三次元的可視化システムによる PAH の評価
手法を最適化し、肺や右心室の血管リモデリング様式やその病期・活動性を反映する指標
を解析・探索し、時空間的変化や治療介入の可能性について検証する。また課題点(2)につ
いては、従来の PH モデル(上記①〜③の人為的モデル)の評価にくわえて、浸透率の極めて
高い家族性PAH家系のBMPR2ミスセンス変異(p.Tyr247X)を導入した新規PAHモデルマウス
(Bmpr2-KI)を CRISPR-Cas9 システムを用いて作成(F0 作出済)し、その相違点を含めた検証
も行う。 
申請者はすでに、低酸素誘発性 PHモデルマウスを用いた予備的検討により、これまでに報
告のない、二次元病理切片では描出しえない病態初期に特徴的な「微小血管リモデリング」
現象を見出しており(図 2)、VEGF シグナルの意義の解明につながるキー現象と推測してい
る。またこの現象の背景には、HIF とは独立した血管新生シグナル調節因子であり、肺血
管のミトコンドリア機能の維持に必須である転写因子 PGC-1αが、この現象および VEGF 
paradox の解明にも重要な役割を担う可能性を疑っている(図 2)。肺内皮細胞特異的 Pgc1
αノックアウトマウスでは、低酸素環境下で VEGF 発現ならびに血管新生がともに抑制され
て PHが増悪するという現象を見出しており(未発表)、PGC-1αが PHに病態初期の代償的な
VEGF 発現調整に関与することを示唆するが、新規 PAH モデルマウス(Bmpr2-KI)においても
確認されるか、さらなる検討を推進していく。 
さらに、多くの PAH 患者診療を行い、肺移植実施施設である当施設の特徴を生かし、肺移
植時のヒト PAH 患者(レシピエント)の生体試料(肺移植時に採取、肺・血液等)を用いて、
PAH マウスとの類似点・相違点も検証し(課題点(3)の解決)、将来的にヒト試料(生検)を用
いた病期(活動性)の推定や治療方法の選択に役立つシーズの開発を目指す。 
 
４．研究成果 
申請者が開発した三次元可視化システムを用いて、低酸素誘導性肺高血圧症（PH）マウス
モデルにおける、特徴的な血管新生像を捉えることに成功した 
（Fujiwara et al. Circulation, 2021）。この血管新生反応は VEGF 阻害薬によって消失し、
PH が増悪することから、低酸素負荷に対する代償的な反応と考えら 
れた。この代償的血管新生の背景には肺内皮 PGC-1αが大きく関与しており、新規治療標
的として期待される結果が得られた。 
この現象をより生理的な PH モデルで検証すべく、浸透率の極めて高い家族性 PAH 家系の
BMPR2ミスセンス変異(p.Tyr247X)を導入した新規PAHモデルマウス(Bmpr2-KI)の解析を行
った。Bmpr2-KI マウスは有意な圧の上昇は示さず、臨床的観点からは PH には至っていな
かったが、病理学的評価では PH に特徴的な肺動脈中膜の増生を認め、PH の前病変の可能
性が考えられた。そこで我々は既に低酸素誘導性 PH で代償に必要と判明した Pgc1αを、
Bmpr2-KI マウスの内皮で特異的にノックアウトさせる試みを行った。すると通常大気下で
右室圧は有意に上昇し、肺動脈平滑筋のみならず内皮細胞も異常増殖を呈し、最重症病変
であり plexiform lesion 様 
の変化も見られた。このマウスを三次元可視化システムにより解析したところ、plexiform 
lesion と思われる病変の三次元可視化に成功した。またシングルセル RNA 解析を施行した
ところ、内皮細胞において特異的なクラスターを複数認め、その一部では DNA 損傷に応答
する因子の発現が上昇しており、病態の背景には DNA 損傷が関与している可能性が示唆さ
れた。 
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