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研究成果の概要（和文）：BMPR2遺伝子変異は肺動脈性肺高血圧患者で見られるがその役割は明らかではない。炎症機
序は、肺動脈性肺高血圧の病態で関与が示されている。BMPR２を減少させたマウスにおいて、TNF-α投与による、肺高
血圧モデルが作成を試みた。BMPR２ヘテロノックアウトマウス（+/-）とコントロールマウスにTNF-αを投与し、肺高
血圧、血管病変を検討したが、BMPR（+/-）において肺高血圧は惹起されなかった。GM－CSF投与は、野生型マウスにお
いて、低酸素誘発肺高血圧を悪化させ、抗GM－CSF抗体投与は低酸素誘発肺高血圧を改善した。これらから、BMPR２減
少により上昇する炎症機序と病変との関連を示した。

研究成果の概要（英文）：Role of BMPR2 mutation in the pathogenesis of pulmonary arterial hypertension (PAH
) has not been established. The inflammatory mechanisms are shown to be involved in clinical and experimen
tal pathology of PAH. This study was planned to clarify the association of inflammatory mechanisms and BMP
R2 gene mutation in the context of pulmonary hypertension by using the genetically modified animal models.
 We administered TNF alpha to BMPR2 hetero knockout (+/-) mice or control mice and assessed pulmonary hype
rtension and vascular lesions. Twoweek administration of TNF alpha did not induce pulmonary hypertension n
or pulmonary vascular disease in the BMPR2 (+/-) mice. GMCSF administration aggravated hypoxia induced pul
monary hypertension in wild type mice, and anti GMCSF antibody administration improved the hypoxia induced
 pulmonary hypertension.  Thus, an association of inflammatory mechanisms induced by reduced BMPR2 with pu
lmonary hypertension was demonstrated using animal models.
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１．研究開始当初の背景 
肺動脈性肺高血圧（PAH）は、原発性以外に
先天性心疾患、新生児呼吸器疾患、門脈圧亢
進症、自己免疫疾患など幅広い疾患に関連し
て発症する、難治性の病態である。2000 年
に TGF-superfamily である BMP(bone 
morphogenetic protein)に対する受容体遺伝
子（BMPR２）が肺動脈性肺高血圧の疾患責
任遺伝子と同定されて以来 10 年が経過した
が、BMPR２遺伝子異常がいかに肺血管病変
を来すのかは未だ不明である。疫学研究から、
BMPR２遺伝子異常保持者が臨床的 PAH を
発症するのは約２０％に過ぎないことが明
らかとなった。このことは、BMPR2 遺伝子
異常の肺高血圧における意義は、『肺高血圧
発症において他の遺伝的、環境的因子に対す
る感受性が増すことである』ことを示唆する。
組織学的には内膜中膜を中心とした血管壁
の構成要素の肥厚と叢状病変 (plexiform 
lesion)で特徴づけられる。これらの血管病変
形成には、血管壁の各層を構成する、血管内
皮、血管平滑筋、繊維芽細胞ばかりでなく、
マクロファージ、樹状細胞、リンパ球などの
炎症細胞も重要な役割を担っていると考え
られている。さらに、PAH 患者では IL-1、
IL-6、TNF-など血中の炎症性サイトカイン
の上昇が認められ、臨床的にも炎症機序の関
わりが示唆されている。しかし、BMPR2 と
炎症の関連に関する知見は極めて限られて
おり、また炎症がどのような機序で血管リモ
デリングを来すかは、明らかではない。我々
は、siRNA を用いて BMPR２の発現レベル
を減少させた培養肺動脈血管内皮細胞にお
いて、TNF-刺激時の p38MAPK リン酸化
が遷延し、その結果 Granulocyte-macophage 
corony stimulating factor(GM-CSF)の産生
が促進されること、さらにヒト肺動脈性肺高
血圧患者の肺組織において GM−CSF 蛋白レ
ベルが上昇し、GM−CSF 蛋白は主に病変血
管に局在することを示した。（Sawada H, , 
Circulation 2009; 120 (18): S339）。GM−
CSFの PAHにおける役割は、これまでに、
検討されていないが、臨床的並びに実験的動
脈硬化病変における内膜細胞増殖において
は、GM-CSFは病変促進的に働くことが報告
されている。また、GM-CSFは血管平滑筋増
殖や骨髄からの血管内皮由来細胞の動員作
用も報告され、これらの機序は、肺高血圧で
も関与が示唆されている。これらの研究結果
から、BMPR２のもつ抗炎症効果の破綻が、
肺高血圧発症において重要であるという仮
説に至り、今回の研究を計画した。 
 本研究のもう一つの目的は、ヒト PAH
の病変を再現するマウスモデルの作成で
ある。ヒト PAHにおいて、その病態に最
も悪影響のある、つまり治療の標的とすべ
き病変は、血管閉塞性の内膜肥厚である。
従来 PAH研究に用いられる動物モデルの
血管病変は中膜肥厚が主体であり、内膜肥
厚を来すマウス PAHモデルの報告は非常

に限られている。ごく最近、血管内皮増殖
因子受容体阻害剤 Sugen 投与と低酸素環
境に暴露されたラットは、内膜肥厚や叢状
病変などヒト PAHと類似の病変を形成す
ることが示され、血管内皮の生存が病変形
成に重要であることが示唆された。一方で、
BMPR２は、肺動脈血管内皮細胞の生存を
促進する因子であると考えられており、そ
のシグナルの欠損は、血管内皮細胞の生存
を阻害すると考えられる。そこで本研究で
は、BMPR2の抗炎症効果並びに抗アポト
ーシス効果の肺動脈病変形成における役
割を示すため、BMPR２自体のへテロノッ
クアウトマウス、さらに最近新しく同定さ
れた BMPR２シグナルの下流因子、
Math6 ノックアウトマウスを用いること
とした。Math6 はクロマチン免疫沈降に
より最近同定された BMPR2 の下流シグ
ナルで、その欠損マウスでは、血管新生が
阻害されることが示されている。これらの
動物モデルを用い、IL-6, TNF-など炎症
性刺激を加えることにより、肺動脈圧上昇
を伴う肺血管病変を作成することを試み
る。さらに、その機序を明らかにするため、
GM-CSF を含む炎症性メディエーターを
測定し, 上昇を認めた場合、それらの阻
害により、病変形成が抑制されるか否かを
明らかにする。 
２．研究の目的 
肺動脈性肺高血圧の責任遺伝子（BMPR２
）が同定されたが、BMPR2遺伝子変異の肺
動脈性肺高血圧の病変形成における役割は
明らかではない。炎症機序は、肺動脈性肺高
血圧の病態において臨床的にも実験的にも
関与が示されている。最近BMPR２の抗炎
症効果について、p38のリン酸化を介したＧ
Ｍ－ＣＳＦ発現亢進と肺動脈性肺高血圧の
病変との関連を示した。今回、2種類の
BMPR２シグナル関連遺伝子改変動物モデ
ルを用いて、in vivo において、BMPR２遺
伝子変異と炎症機序の関連、炎症機序と肺高
血圧病変形成との関連、を明らかにするため
に、本研究を計画した。 
３．研究の方法 
動物モデルの作成  
BMPR２（＋/—）マウスは、東京大学宮園
浩平教授から供与を受け、当施設で飼育す
る。 Reconmbinant murine TNF-は
Peprotech社から入手し、1.5gを 1日 1
回、2週間、腹腔内投与する。 
肺高血圧、右心室肥大の評価ペントバルビ
タ ー ル 麻 酔 下 に 、 1.4F Micro Tip 
Catheter(Millar 社)を右頚静脈から右心
室内に挿入し、右心室収縮期圧を測定する。
摘出心を用いて、右室重量と左室重量を測
定し、重量比を求め、右心室肥大の指標と
する。 
肺血管病変の評価 
右心室圧測定後、肺を PBSにて還流後、



摘出し左肺をフォルマリン固定し、H&E
染色、エラスチカワンギゾン染色にて評価
する。病変構成細胞の同定には、抗
PECAM-1(CD31)抗体、（BDbioscience）, 
抗—smooth muscle actin抗体（DAKO）
を用いた免疫染色を行なう。抹消の肺動脈
の筋性化については、当研究室から報告し
た方法により定量評価する。 
炎症機序の評価 
圧測定後、心穿刺により血液を採取し、血
清分離後 -８０℃にて保存する。血清
GM-CSF レベルを ELISA（Quantikine 
kit, R&Dsystem）により測定する。肺組
織の炎症細胞浸潤はマウスマクロファー
ジマーカー抗体（Mac-3, BDbioscience）, 
T-cellマーカー（CD−３, BDbioscience）, 
B-cellマーカー(B220, BDbioscience), 樹
状細胞マーカー（CD11c, Abcam）による
免疫染色により評価する。 
抗GM−CSF抗体投与による病変抑制の検
討 
TNF-投与マウスまたは、低酸素誘発肺
高血圧マウスに、抗 GM−CSF 中和抗体
（22E9, Probio Science）またはコントロ
ール IgG2(100g/dose)を 2回/週、腹腔内
投与する。抗 GM−CSF 中和抗体投与群
コントロール IgG2投与群において、上
記の方法で、肺高血圧、血管病変、炎症
機序の評価を行う。 
 
４．研究成果 
培養細胞を用いて、siRNA により BMPR２を減
少させた場合、TNF-αなどの炎症刺激や低酸
素によるストレスが増強されることをしめ
した。（2011American Heart Association で
発表）これらの、培養細胞で見られる現象の
in vivo での意義を検討するため研究を行
っている。 まず、これまでに、動物モデル
の確立を目指し、TNF-αの投与による、肺高
血圧モデルが作成可能か検討を行った。まず、
野生型マウスを用いて、TNF-α（0.5, 1.5, 4.5 
μg）による、in vivoでの GM－CSF誘導能を
検討したところ、4.5 μg 投与したマウスで、
血中 GM-CSF が検出可能であった。しかし、
これらのマウスは、２４時間以内に死亡した。
これらから、in vivo で GM－CSF は TNF-α
により誘導されることが示されたが、GM－
CSFを検出可能なまでに上昇させる TNF-αは、
致死的である可能性が考えられた。そのため、
投与量を 1.5μg とし、BMPR２（+/-）とコン
トロールマウスに投与し、肺高血圧、血管病
変を検討した。２週間後、肺高血圧を評価し
た。BMPR２マウスで優位な右室圧の上昇は
見られなかった。 野生型マウスにおいては、
GM−CSF 投与は、低酸素誘発肺高血圧を悪化
させ、抗 GM−CSF抗体投与は低酸素誘発肺高
血圧を改善した。（Sawada H, J Exp Med. 
2014）依然 BMPR２の肺高血圧病変形成での

役割は不明である。また、炎症反応は、臨床
的、疫学的に血管病変形成に関与が示唆され
るが、いかに病変形成に関わるかは不明であ
る。上記の TNF-αを含め、炎症刺激さらには
炎症に関わる機序について、BMPR２異常マ
ウスを用いて今後検討を行っていく予定で
ある。 
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