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研究成果の概要（和文）：小児における肺高血圧症は心不全の増悪を引き起こす予後不良の病態である。本研究では肺
高血圧病変における血管内皮由来過分極因子(EDHF)の作用状態、肺高血圧病変進行抑制における役割解明と治療応用に
関してカリウムチャネル制御の点から検討した。モノクロタリン投与または低酸素暴露によって肺高血圧症を呈したラ
ット肺血管組織では内皮依存性弛緩およびEDHF依存性弛緩が低下していた。肺動脈血管内皮細胞におけるKCa3.1, KCa2
.3、平滑筋細胞でのKCa1.1発現低下が確認された。これらはEDHFに依存する血管拡張作用の低下を示し、EDHF経路活性
化に伴う肺高血圧治療の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a poor prognostic condition in children. 
We investigated the involvement and the impact of endothelium-derived hyerpolarizing factor (EDHF) in the 
pathological progression. EDHF-dependent vasodilation in PAH rat induced by monocrotaline or hypoxia was 
significantly lower than in control rats. The expression of KCa3.1 and KCa2.3 of endothelial cells and 
KCa1.1 of smooth muscle cells were significantly reduced. These data suggest that EDHF-dependent 
pulmonary vasodilation is suppressed in PAH. Futhermore, the signal transduction of EDHF would have great 
impact on the treatment of PAH.

研究分野：小児循環器学
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１．研究開始当初の背景 
（１）小児における肺高血圧症には特発性・
遺伝性・先天性心疾患を原因とするものなど
が挙げられる。これらの肺血管組織所見は類
似し、共通の発症機序も示唆されているため、
2008年に発表されたDana Point分類では肺
動脈性肺高血圧症の項に分類されている。病
態の進行とともに、血管内膜の肥厚線維化・
中膜の平滑筋層肥大・叢状病変と呼ばれる複
雑な像を呈する病変が認められ、心不全の増
悪を引き起こし、患児の予後に大きく影響し
ている。 
 
（２）血管内皮は、プロスタサイクリン
(PGI2)、一酸化窒素(NO)、内皮由来過分極因
子(EDHF)の３種類の血管内皮依存性弛緩因
子を産生・放出し、血管機能の恒常性を維持
している。PGI2、NOは作用機序や役割が精
力的に研究され、肺高血圧治療の領域におい
ても既に臨床応用されている。EDHFは以前
より、その存在は知られているが(Feletou & 
Vanhoutte, Br J Pharmacol 1998)、本体は未
だ同定さておらず、作用機序や働きも明瞭で
はない点が多く存在する。しかし、EDHFの
作用は糖尿病や高脂血症などの動脈硬化危
険因子により障害され、EDHFシグナリング
を改善させることによって血管病変の改善
や血管内膜作用の回復の可能性があること
が、体循環系の血管において示唆されている
(Matsumoto T, et al. Eur J Pharmacol 
2006)。一方、EDHF の肺血管での働きや肺
高血圧病態下での作用は明らかではなく、加
療に関する有用性は示されていない。既知の
血管内皮依存性弛緩因子である PGI2 及び
NO はその本体や関連する細胞内シグナル制
御を用いて肺高血圧治療に臨床使用されて
いる。しかし、肺高血圧症患者の予後は未だ
厳しい状態であり、肺血管における EDHF
関連のシグナル経路の解明と治療応用を研
究することが有用ではないかと考えた。 
 
（３）EDHFは血管内皮細胞に対するアゴニ
スト刺激やずり応力などの様々な刺激によ
り産生・放出され、血管平滑筋細胞に作用し
て過分極させることにより血管平滑筋の弛
緩を惹起する。EDHF本体に関する仮説とし
ては、1)cytochrome P450 epoxygenaseを介
し て ア ラ キ ド ン 酸 か ら 産 生 さ れ る
epoxyeicosatrienoic acids (EETs), 2)過酸水
素（H2O2）, 3)K+イオン, 4)gap junctionなど
の説があるが、動物種や臓器差、血管径など
によって反応性に差があり、いずれの説もそ
れだけでは説明がつかない点も多いため、現
在まで不確定であり、複数の EDHF の存在
も示唆されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、このような肺高血圧病変におけ
る 血 管 内 皮 由 来 過 分 極 因 子
(Endothelium-derived hyperpolarizing 

factor, EDHF)の作用状態、及び EDHFの肺
高血圧病変進行抑制における役割解明と肺
高血圧症への治療応用の開発に関して、主と
して、カリウムチャネル制御の点から検討し
ていくことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）EDHF に対する反応を①コントロール
（正常肺動脈圧）ラットと②肺高血圧ラット
から摘出した肺動脈で検討する。各々におけ
る血管弛緩反応、膜電位変化・チャネル電流
を測定する。さらに、血管内皮細胞における
KCa3.1, KCa2.3 channel の mRNA、平滑筋細
胞の KCa1.1 mRNA レベルの変化を観察する。
また、免疫組織染色を用いて発現を確認する。
EDHF に対する血管の反応に関しては NO 合成
阻害剤、PGI2阻害剤使用下での実験やKCa3.1, 
KCa2.3 channel活性化剤を使用して施行する。 
 
（２）次に、KCa3.1, KCa2.3 channel 活性化
剤が肺高血圧ラットに与える影響を検討す
る。KCa3.1, KCa2.3 channel を活性化させる
SKA-31, SKA-20 は、EDHF の発現・作用を増
強させる作用があるとされ(Hasenau AL, et 
al. Acta Physiol 2011)、EDHF 作用による肺
高血圧症ラットの肺動脈圧、右室心筋重量の
軽減や組織学的な平滑筋細胞の増殖・内膜肥
厚線維化や中膜筋層肥大などの改善が認め
られか否かを検討する。さらに、平滑筋細胞
の形質転換の状態や KCa1.1 channel 電流
量・膜電位の変化について検討する。 
 
４．研究成果 
（１）正常および肺高血圧ラットにおける
EDHF 産生・遊離の状態および EDHF に対する
肺血管の反応を検討するため、摘出した肺血
管の血管張力測定、電気生理学的検査
(Patch-clamp 法、多光子共焦点レーザー顕微
鏡を用いた電位測定）、血管内皮細胞の
KCa3.1, KCa2.3 channel 発現を Western blot
を用いて観察した。   
モノクロタリン投与または低酸素暴露に
よって肺高血圧を呈したラットの肺血管組
織を摘出し、血管張力測定を施行して、内皮
依存性弛緩および EDHF 依存性弛緩について
観察する。EDHF 依存性弛緩の検討では PGI2
阻害剤、NO 産生阻害剤、グアニル酸サイクラ
ーゼ阻害剤などを適宜使用して施行する。肺
高血圧ラットにおいては内皮依存性の血管
弛緩反応低下が認められた。肺血管の EDHF
に対する反応についてもコントロールラッ
トと比較して有意に低値であった。 
次に、各々のラット群において、血管内皮細
胞の KCa3.1, KCa2.3 channel、平滑筋細胞の
KCa1.1 Channel の発現量を Western blot、
免疫組織染色、および電気生理学的手法を用
いて検討した。血管内皮細胞の KCa3.1, 
KCa2.3 channel の発現量が低下しており、さ
らに電気量の低下が認められた。 
 



（２）EDHF の作用増強によって肺高血圧の改
善が得られるか否かの検討を施行するため
に、KCa3.1, KCa2.3 channel の活性化剤であ
る SKA-31, SKA-20 を肺高血圧ラットに投与
して実際の肺動脈圧や右室心筋重量などを
測定した。さらに、血管張力測定、電気生理
学的検査、分子生物学的検査、組織染色に関
しても SKA-31, SKA-20 投与の有無による変
化を検討し、EDHF の効果を観察した。 
 SKA-31, SKA-20を投与群と非投与群とで肺
動脈圧、右室心筋重量などを測定し、肺動脈
の組織所見の相異について検討したが、有意
な変化は認められなかった。投与方法や経過
観察期間などの問題もあるかもしれないが、
今後の検討課題である。 
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