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研究成果の概要（和文）：肺高血圧症における肺動脈リモデリング過程でのアルドステロン系の関与と、その拮抗によ
る病態修飾の可能性を検討した。ラットモノクロタリン誘発肺高血圧に対し、ミネラロコルチコイド受容体拮抗薬の投
与の有無による比較試験を行った。無投与で認めた右心室圧の著しい上昇と右心室機能障害、肺小動脈での著しい中膜
肥厚と筋性化、そして肺組織でのミネラロコルチコイド受容体、アンギオテンシン1a受容体、β型変位増殖因子の各mR
NAの過剰発現のすべてが拮抗薬の投与では有意に抑制されていた。肺高血圧の肺動脈リモデリング過程おいて、アルド
ステロン系の関与とその拮抗による改善効果が示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to investigate a role of mineralocorticoid receptor (MR)
 signaling in the arteriolar remodeling of pulmonary artery hypertension (PAH) by antagonizing MR.
PAH was induced by a single subcutaneous injection of monocrotaline in male rats. Animals were divided in 
two groups: one group treated with oral MR antagonist and the other received no medication. MR antagonist 
treatment ameliorated increased reduced RV function and hypertrophy caused by elevated peak RV pressure se
en in the group with no medication. The treatment group showed significantly less medial wall thickness an
d muscularization of PA compared to the group with no medication. MR antagonist treatment resulted in sign
ificant reduction in the mRNA levels of the MR, angiotensin 2 type 1a receptor and transforming growth fac
tor beta1 in the lungs, when compared to the group with no medication.
These results suggest that MR signaling plays a role in the proliferative vascular remodeling of PAH.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年先天性心疾患に対する外科治療は、外

科技術と術前後管理の長足な進歩によりそ

の成績は向上した。それに伴い先天性心疾患

に惹起される重症な肺高血圧症を合併する

症例を手術対象とする機会が増えた。様々な

程度の血管内皮及び中膜平滑筋層の過剰増

殖を主病態とする肺高血圧は術後も残存す

る場合が多く、患者の生活クオリティと予後

に大きな影響を及ぼす。よって手術による血

行動態修復治療に加えてこの肺高血圧に対

する治療を加える必要がある。 

現時点では局所のサイクリック GMPとサ

イクリック AMPを増強する肺血管拡張療法

が広く応用され効果が認められて来ている

が、病態の本質である増殖性血管病変の形成

（肺高血圧リモデリング）過程を修飾する薬

物治療介入は十分とは言えない。 
 
２．研究の目的 
我々は体動脈の硬化リモデリング過程の

主要因の一つとして注目されているレニン

ーアンギオテンシンーアルドステロン系の

関わりとアルドステロン拮抗薬によるリモ

デリング改善効果に注目し、肺高血圧リモデ

リング過程にも応用可能であるか否かを動

物実験モデルで明らかとする。得られた結果

はヒトでの臨床治療に応用可能なエビデン

スの一つと成り得ると期待する。 
 
３．研究の方法 
(1)実験プロトコール 

生後 7週齢雄性 Sprague-Dawleyラット

(体重 220~250g)にmonocrotaline (MCT) 

60mg/kgを皮下注射した。以後投薬の違いに

より以下の 3群を設定した。MCT投与の翌

日から 3週間にわたり eplerenone 

(EPL)100mg/kg/日 をゾンデ法で連日経口

投与する群(EPL群 N=6)と、同量の水道水を

同法で連日投与する群(Vehicle群 N=8)とし

た。また naïve control（正常コントロール）

としてMCTと同量の生理食塩水を皮下注射

し、無投薬のまま観察した群を設定した

(Sham群 N=8)。この 3群においてMCT投

与前および投与後 1、2、3週後に心臓超音波

検査を行い左右心室形態と機能を測定した。

MCT投与 3週後の心臓超音波検査後に心臓

カテーテルを施行し両心室内圧を測定した。

その後に動物を安楽死させ、心肺組織を摘

出・保存し、後日組織学的および分子生物学

的検討を行った。 

予備実験ではMCT処置後 3週には全ての

動物で肺高血圧の完成と右室肥大を認めた。

3週以降は動物の体重増加がなくなり、

Kaplan-Meier法による検討では４週より死

亡例が発生し 5週では約半数が死亡する結果

を得た。肺高血圧の慢性経過による非代償性

右心不全および肝線維化等のMCTの全身臓

器への障害による死亡と判断している。よっ

てMCT処置後 3週間は肺高血圧の発症と進

展、そして続発する右心室の代償性変化及び

EPLの肺高血圧病態形成における作用を検

討する適切な期間であると判断した。 

(2)心臓超音波検査 

体重測定後、pentobarbiturate (25mg/kg)

と xylazine(10mg/kg)を腹腔内投与し動物を

鎮静した。自発呼吸下で横臥位とし、直腸温

を測定し体温を保持した。観察・記録は

EUB7000-HV(日立メディコ, 大阪)を使用し、

10MHzプローブを用いて行った。 

左室乳頭筋レベルでの短軸断面像を描出

し、両心室の各壁厚、拡張および収縮末期径

を測定した。これより収縮末期における左室

変形比＝短径(中隔‐後壁方向))/長径(前壁‐

側壁方向)を算出し、高い右心室圧による心室

中隔の圧排程度を定量化した。組織ドップラ

ー法（サンプル幅を 2.5mｍ）により、三尖

弁および僧帽弁の弁輪部側壁での等容性収

縮時間(IVCT)、等容性拡張時間(IVRT)、駆出

時間(ET)を計測し心機能の指標として Tei 

indexを(IVCT+IVRT)/ETより算出した。 

 



(3)心臓カテーテル検査 

心臓超音波検査後に pentobarbiturate 

(12.5mg/kg 腹腔内投与)を追加し、人工呼吸

器(SN-480-7, シマノ製作所, 東京)管理下

に行った。3FrのMILLARカテーテル(Model 

SPR524)を 2本使用し、それぞれ右総頚静脈

経由で右心室へ、右総頚動脈経由で逆向性に

左心室へ挿入留置した。Log Worx(オメガウ

ェーブ, 東京)を用いて計測を行った。両心

室の収縮期圧(peak systolic pressure)、拡張

末期圧(end-diastolic pressure)を測定し、右

室/左室収縮期圧比(RV/LV peak systolic 

pressure ratio)を算出した。 

(4)組織学的検査 

心臓カテーテル検査の後に、動物を安楽死

させ、心および肺を摘出した。直ちに各臓器

の半分を 10%formalin溶液固定‐paraffin

包埋し、もう半分を液体窒素で新鮮凍結固定

し-20℃で保管した。後日、光学顕微鏡的検査

では ECLIPSE 80i(Nikon)を使用し、画像ソ

フトは NIS-Elements 

Documentation(Nikon)を、計測ソフトは

Win Roof(MITANI)を使用した。心臓は

Masson’s trichrome染色、肺は Elastica-van 

Gieson染色を行った(KAC, 大阪)。肺組織で

は血管径 50～150μmの傍気管支肺動脈に対

して中膜肥厚(medial wall thickness, 

MWT%)と 50μm以下の肺胞内細動脈に対し

て筋性化(muscularization%)をそれぞれ計

測し定量化した。MWT%は、MWT%=2×中

膜層径/血管外径×100とした。筋性化の評価

は、肺胞内細動脈を non, partially, fully 

muscularizationに分類し、partially＋fully 

muscularizationの総数における%とした。

右心室の線維化の評価を心筋細胞横断面積

における間質線維化%を 1標本あたり 5箇所

ずつ計測し定量化した。 

(5)分子生物学的検査 

肺組織におけるmineralocorticoid受容体

(MR), AngiotensinⅡ1a型受容体(AT1aR)、

transforming growth factor (TGF-β1)、の各

mRNA発現を定量的RT-PCR法で測定した。

凍結保存組織をMagNA Lyser(Roche)で破

砕分離後、RNA Isolation Kit IIIを用いて

MagNA Pure LC(Roche)で総 RNAを抽出し

た。次に Transcriptor First Strand cDNA 

Synthesis Kit を用いて cDNAを作成した後

に TaqMan Masterを用いた probe assay法

により、LightCycler(Roche)でリアルタイム

PCRを行った。解析は、Second Derivative 

Maximum法で Ct値を算出し、⊿⊿Ct法を

用いて比較した。GAPDHで各mRNA量を

補正した。Primerと probeは Universal 

ProbeLibrary Assay Design Center 

(www.universalprobelibrary.com)より検索

し、GeneDesign, Inc.と日本遺伝子研究所に

作製を依頼した。 

(6)血清 aldosterone値測定 

 血清 aldosterone値測定目的に、別の同様

のラットを用いて 3群（それぞれ N=3）を設

定した。犠牲死の際に心尖穿刺により得た血

液サンプルから血清を分離・凍結保管した。

後日液体クロマトグラフ・タンデム型質量分

析計で血清 aldosterone値を測定した（三菱

化学メディエンス社へ外注）。 

本実験プロトコールは我が国および米国

NIH (National Institutes of Health)の実験

動物の愛護と使用管理についてのガイダン

スに基づき、大阪医科大学動物実験委員会の

ガイドラインにより承認された。 

(7)統計解析 

EPLの肺高血圧病変に対する効果の判定

のため、得られたデータを設定した 3群で比

較検討した。データは平均値±標準偏差で示

し、一元配置分散分析(one-way ANOVA)と

二元配置分散分析(two-way ANOVA)を用い

て、tukey検定による多重比較検討を行った。

統計学的に p<0.05を有意とした。 

 

 



 
４．研究成果 

(1)心臓超音波検査結果 

MCT投与後 2週から 3週にかけて、

Vehicle群で Sham群と比較し右室圧負荷を

示す心室中隔の扁平化と有意な左心室の変

形が生じた。左室変形比を計測すると

Vehicle群ではMCT投与後 2週より左室変

形が著しくなるが EPL群では Sham群と同

様に正常に近く保たれていた。右室 Tei 

indexxは 共にVehicle群ではMCT投与後 3

週で有意に高値であり、心機能の低下を生じ

ていた。一方 EPL群では Vehicle群に比し

右心室 Tei indexは有意に低値であり、心機

能は保持されていた。 

 

右室 Tei-indexの推移 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

mean±SD, **p<0.01 vs. Sham, †p<0.05 vs. 

Vehicle, ††p<0.01 vs. Vehicle 

 (2)心臓カテーテル検査結果 

Vehicle群では 60.2±4.7mmHgと Sham

群 25.2±4.3mmHgに比し、有意かつ著明な

右室収縮期圧の上昇から著しい肺高血圧の

存在が示唆された。一方で EPL群では 37.3

±3.9mmHgと Vehicle群と比べて有意に右

心室圧は低値であったため血行動態的に肺

高血圧の発生は軽度と考えられた（p<0.01）。

左室収縮期圧は各群間で有意差を認めなか

った。右室/左室収縮期圧比は EPL群 0.34±

0.050.53±0.04で Vehicle群と比べて有意に

低値であった（p<0.01）。 

(3)組織学的検査結果 

 肺最小動脈：Sham群に比較し、Vehicle

群で傍気管支肺動脈では著名な中膜肥厚と

血管周囲の炎症細胞浸潤を認め、肺胞内細動

脈は筋性化と血管周囲の膠原線維の増殖を

認めた。一方 EPL群ではその変化はいずれ

も軽度であった 1標本あたり傍気管支肺動脈

は 10～20個を認め、肺胞内細動脈は 20～30

個を認めた。MWT%とmuscularization%は

EPL群 20.7±7.4・52.3±5.3で Vehicle群

43.5±7.5・80.2±5.8と比べて有意に低く

(p<0.01)、Sham群 15.3±2.9・11.1±3.7と

有意差はなかった。 

 右心室の心筋：Vehicle群では Sham群

に比著明な心筋細胞肥大と間質線維化が生

じた。EPL群ではその変化は軽度であった。

算出した右心室心筋細胞横断面における間

質線維化%は Sham群 2.2±0.4に比し EPL

群は 3.1±0.6であり有意に増加していたも

のの、Vehicle群 8.2±1.0と比べて有意に低

値であり、線維化を抑制していた(p<0.05)。 

 

(4)分子生物学的検討 

肺組織における transforming growth 

factor (TGF-β1)、mineralocorticoid受容体

(MR), AngiotensinⅡ1a型受容体(AT1aR)の

mRNAの発現を下図に示す。MCTの投与に

より Vehicle群では TGF-β1とMR、および

AT1aRの発現は Sham群と比較して著明か

つ有意に上昇していた(p<0.01)。一方 EPL投

与によりMCT投与により増強したこれらの

発現は有意に抑制され(p<0.01)、正常値レベ

ルであった。 
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各種mRNA発現 
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(5)血清 aldosterone測定 

 Sham群は68.0±34.7ρg/mLであったが、

Vehicle群では 173.5±37.3ρg/mLと有意に

高値であった（p<0.05）。一方 EPL群では

88.4±7.3ρg/mLと Vehicle群に比し有意に

低値であり（p<0.05）、かつ Sham群と同等

であった。 

(6)結果のまとめ 

本研究から以下の所見を得た。MCT誘発

肺高血圧ラットモデルにおいて、初期からの

EPL投与により著しい肺高血圧の存在を反

映する右室圧上昇と続発する右心室機能障

害の防止が可能であった。また、これは左心

室形態と機能に対しても良好な影響を与え

ていた。組織学的にはMCTによって生じる

一連の肺小動脈中膜肥厚と筋性化および右

心室の心筋細胞肥大と心筋間質線維化が

EPLにより有意に抑制された。加えてMCT

投与後無治療群（Vehicle群）で生じた肺組

織でのMR, AT1aRのmRNAの過剰発現が

EPL投与で抑制された。更に組織増殖因子の

なかでも代表的な TGF-β1のmRNAの発現

のMCT投与により惹起される肺組織での発

現上昇が EPLにより抑制された。MCTに誘

発された PHラットでは血清 aldosterone値

が有意に上昇していたが、EPL投与により正

常と同等のレベルに抑制されていた。以上よ

りMCT誘発肺高血圧ラットにおける肺血管

病態形成の少なくとも一部に

aldosterone-MR系が関与する可能性が示唆

された。同時に EPLはMCTによる肺高血圧

における増殖性の肺血管リモデリングを修

飾し得ることが示唆された。 
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