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研究成果の概要（和文）：低酸素誘発性肺高血圧症（HPH）マウスでIL-6の作用を遮断するIL-6受容体抗体を投与する
とHPH病態が抑制された。低酸素負荷でTh17細胞がマウス肺に著明に集積したが、IL-6阻害でその集積は抑制された。T
h17細胞が分泌するサイトカインに焦点を当てて解析した所、IL-6の下流でTH17由来のIL-21がHPH病態の誘導に重要な
働きをすることをIL-21受容体欠損マウスの解析で解明した。IL-21は肺胞マクロファージをM2マクロファージに極性化
して肺動脈平滑筋細胞の増殖を促進することも明らかになった。以上より、IL-6/IL-21シグナルは肺高血圧症の病態形
成に重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms of interleukin-6(IL-6)-mediated pathogenesis of PAH have 
been elusive. Here, we identified IL-21 as a novel downstream target of IL-6-signaling in PAH. First, we 
found that IL-6 blockade by the monoclonal anti-IL-6 receptor antibody, MR16-1, ameliorated 
hypoxia-induced pulmonary hypertension (HPH) and prevented the hypoxia-induced accumulation of Th17 cells 
and M2 macrophages in the lungs. Consistently, the expression levels of IL-17 and IL-21 genes, one of the 
signature genes for Th17 cells, were significantly upregulated after hypoxia exposure in the lungs of 
mice treated with control antibody, but not in those treated with MR16-1. Whereas IL-17 blockade with an 
anti-IL-17A neutralizing antibody had no effect on HPH, IL-21 receptor-deficient mice were resistant to 
HPH and exhibited no significant accumulation of M2 macrophages in the lungs. These findings suggest that 
IL-6/IL-21-signaling is critical in the pathogenesis of pulmonary arterial hypertension.

研究分野：循環器内科学、血管生物学、血管病学
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１． 研究開始当初の背景 
肺動脈性肺高血圧症（Pulmonary Arterial 

Hypertension：PAH）は肺動脈に狭窄や閉塞が
存在して肺動脈圧が上昇する予後不良の難
治性疾患である。PAHの治療には、プロスタ
グランジン I2製剤、エンドセリン受容体拮抗
薬、ホスホジエステラーゼ 5（PDE5）阻害薬
などの多くの薬剤が近年開発されて、予後は
著明に改善しつつあるが、進行した PAH は
未だ予後不良であり、新規の分子機序に基づ
く治療法の開発が期待されている。 

PAH患者の病理組織上の特徴的な所見の 1
つの叢状病変（plexiform lesion）周辺には T
リンパ球、Bリンパ球、マクロファージをは
じめとする炎症性細胞が浸潤することが報
告されており、炎症は PAHの病態形成に重要
だと考えられている。また、近年の臨床研究
では PAH 患者血清で炎症性サイトカイン
interleukin-6(IL-6)が有意に増加して PAHの重
症度と相関することが報告されている（Soon 
E.et al. Circulation 122, 920-927, 2010）。また、
実験医学的には肺組織で IL-6 を過剰発現す
る遺伝子改変マウスは PAH を自然発症する
だけでなく、低酸素負荷誘発性肺高血圧モデ
ル（Hypoxia-induced PH：HPH）マウスを作
製した際に野生型マウスに比して PAH の病
態が増強されると報告されていた（Steiner 
MK et al. Circ. Res.104, 236-244, 2009）。以上の
報告から、IL-6が PAHの病態形成に重要な役
割を担う可能性が示唆されていたが、IL-6が
PAH の病態を正に制御する上での標的分子
と下流の分子機構はこれまで不明であった。 

 
２． 研究の目的 
 本研究は、PAH発症における IL-6の下流の
標的分子の同定と IL-6 による PAH の発症メ
カニズムの解明を目的として進めた。 
 
３. 研究の方法 
(1) 抗 IL-6受容体抗体（MR16-1）による IL-6
阻害の HPHモデルへの効果 
C57BL6/Jマウスを 10%酸素濃度の低酸
素チェンバーで 4週間飼養してHPHモデ
ルマウスを作製してコントロール抗体ま
たはMR16-1を低酸素負荷直前に 2mg静
注、1週間毎に 0.5mg腹腔内投与した。
低酸素負荷後 28日目に右心カテーテル
を施行後、マウスの肺組織解析の為に肺
組織サンプルの採取をした。 

(2) Th17細胞の動態解析 
マウス肺を 37℃でコラゲナーゼ、DNaseI
入りのDMEMで 40分~60分処理した懸濁
液を 40mセルストレーナーでろ過して
PBS-F液（FBS2%入り PBS）にペレット
を再度懸濁し、CD16/32に対する抗体でプ
レインキュベート後、抗 CD4抗体でゲー
ティングして、IFN-、IL-4、IL-17A、IL-21
に対する抗体による FACS解析を行った。 

(3) quantitative RT-PCR解析 
マウス肺と気管支肺胞洗浄液（BALF）由

来肺胞マクロファージからRNAを TRIzol 
(Invitrogen)で抽出し、QuantiFast 
SYBRGreen RT-PCRキットでｑRT-PCR解
析を施行した。 

(4) マウス肺組織の免疫組織染色 
免疫組織染色は、肺サンプルを 4%PFAで
固定後、スクロース置換して OCTコンパ
ウンド（SAKURA）に包埋し、10m厚で
凍結切片を作製して、免疫組織染色を
DAB 発色もしくは蛍光染色にて施行した。 

(5) ヒト肺組織の免疫組織染色 
ホルマリン固定後にパラフィン包埋され
たヒト肺組織標本を 5m厚で薄切して、
10mMのｐH6.0のクエン酸ナトリウム緩
衝液にて加熱処理、もしくはプロテイナー
ゼ Kの 3分間の処理による抗原賦活化処
理を行った後、1%過酸化水素／メタノー
ル液処理をして、1%BSAもしくは 5%ス
キムミルク PBS-tにてブロッキング施行
した。1次抗体で一晩インキュベート、洗
浄後に 2次抗体で処理して洗浄後に DAB
で発色を行った。 

(6) マウス肺胞マクロファージの単離調整 
0.9mLの PBSを気管内滴下した後に回収
した BALF液を 40mセルストレーナー
でろ過して、マクロファージ分画の割合を
確認すると、84%前後であった。この方法
で得たマクロファージ分画を細胞培養に
用いて IL-6, IL-21刺激の効果を検討した。 
 

(7) ヒト肺動脈平滑筋細胞の増殖アッセイ 
HPASMCs（Lonza）を 96穴細胞培養プレ
ートに 2×103細胞/wellで培養し、MTSア
ッセイ（Cell Titer 96 kit, Promega）で細胞
増殖を検討した。また、マウス肺胞マクロ
ファージを IL-21存在下で培養した上で、
そのコンディションドメディウムを用い
た増殖アッセイも行った。 
  
４．研究成果 
（1） 抗 IL-6 受容体抗体（MR16-1）による

IL-6阻害の HPHモデルへの効果：マウ
スを通常の空気（酸素濃度 21%）より
も低い酸素濃度（10%）に曝露するこ
とで作製される低酸素負荷誘発性肺高
血圧症（ Hypoxia-induced Pulmonary 
Hypertension; HPH）マウスの肺組織で
IL-6の発現を検討した。IL-6は低酸素
負荷後 2 日目をピークとして、肺細小
動脈の内皮細胞、平滑筋細胞で発現が
誘導された。HPHマウスに抗 IL-6受容
体抗体を投与すると、コントロール抗
体の投与群に比べて HPH 病態が有意
に抑制された（図 1 A-D）。 

（2） HPH 病態における Th17 細胞とその産
生サイトカインの解析：関節リウマチ



をはじめとする自己免疫疾患では、ヘ
ルパーT 細胞の１サブセットである
Th17 細胞がその病態形成に重要だと
報告されているが、肺高血圧症での
Th17細胞の役割は不明であった。そこ
で、我々は HPHマウス肺での Th17細
胞の動態と Th17 細胞の産生するサイ
トカインを解析した。HPHマウス肺で
は低酸素負荷後 3日目に、Th17細胞が
著明に増加して、さらに Th17細胞が主
に産生する炎症性サイトカインの
IL-17や IL-21が共に低酸素負荷により
肺組織での発現が有意に増加すること
が明らかになった。次に、HPHマウス
肺において低酸素負荷で増加する
Th17 細胞、IL-17, IL-21 の動態に対す
る抗 IL-6受容体抗体(MR16-1)の効果を
検討した所、MR16-1 投与はコントロ
ール抗体投与に比べて有意に低酸素負
荷後の肺組織での Th17 細胞、
IL-17,IL-21 の増加を抑制していた（図
2A-D）。以上より、HPH の病態形成に
IL-6 と Th17 細胞を介したシグナルが
重要であることが示唆された。 

（3） Th17 細胞から低酸素条件下で分泌さ
れる IL-17,IL-21の機能解析：HPHマウ
スに抗 IL-17中和抗体を投与して HPH
病態に対する効果を検討した所、IL-17
阻害では HPH 病態の形成に対して有
意な阻害効果は認められなかった。一
方、 IL-21 受容体ノックアウト
（IL-21RKO）マウスでは野生型マウス
に比べて HPH の病態形成が有意に抑
制されていた（図 3）。以上より、IL-6
シグナルの下流では IL-21がHPH病態
形成に重要であることが示唆された。 

（4） IL-21による HPH病態形成の分子メカ
ニズムの解析：HPH マウス肺では、
M2 マクロファージと呼ばれるマクロ
ファージの中で M2 マーカーとされる
Fizz1やMrc1などの発現が優位なマク
ロファージが増えた状態となり、M2
マクロファージに極性化する現象が鍵
となることが報告されていたが

（Circulation 2011; 123:1986-95）、HPH
モデルでの M2 極性化の分子機構の詳
細は不明だった。そこで HPHモデルで
の M2 極性化と IL-6/IL-21 シグナルと
の関連に焦点を当てて解析を行った。
抗 IL-6受容体抗体を投与されたマウス
肺ではコントロール抗体を投与された
マウスに比べて肺組織の M2 マクロフ
ァージの集積が有意に抑制されていた。
また、IL-21RKO マウス肺では野生型
マウス肺に比してHPH病態でのM2マ
クロファージの集積が有意に抑制され
ていた。興味深いことに、マウスの肺
から気管支肺胞洗浄で単離した肺胞マ
クロファージを試験管内で IL-21 を添
加して培養すると M2 マクロファージ
マーカーの発現が誘導された。以上の
結果から、IL-21は HPHマウス肺での
M2 マクロファージ極性化に重要であ
ることが示唆された。 

（5） ヒト肺動脈平滑筋細胞（HPASMC）と
M2 マクロファージの共培養による増
殖の検討：HPASMCを血清除去後、IL-6、
または IL-6と遊離型 IL-6受容体で刺激
しても増殖反応は見られなかった。ま
た、HPASMCを IL-21で刺激しても同
様に増殖反応は観察されなかった。一
方、マウス肺から気管支肺胞洗浄で単
離したマクロファージを IL-21 で処理
して M2 極性化を誘導した細胞を
HPASMCと共培養すると IL-21未処理
のマクロファージとの共培養に比して、
有意に HPASMC の細胞増殖が誘導さ
れた。更に、この IL-21 処理マクロフ
ァージと HPASMC との共培養条件に
CXCL12 の受容体 CXCR4 の化学的ア
ンタゴニスト AMD3100 を添加すると
共培養による増殖応答が遮断された。 

（6） 特発性肺高血圧症（IPAH）患者の肺組
織での IL-21 と M2 マクロファージマ
ーカーの発現解析：肺移植を受けた
IPAH患者での IL-21とM2マクロファ
ージマーカー（Mrc1 と Arg1）の発現
を免疫組織化学で検討した所、IPAH患
者肺では非肺高血圧症患者肺に比べて
有意に IL-21 と M2 マクロファージマ
ーカーの発現が亢進していた（図 4）。     

以上より、IL-6 は Th17 細胞を肺組織



で誘導して、主に Th17細胞から分泌さ
れる IL-21 が肺内のマクロファージを
M2 極性化へと誘導することで肺動脈
平滑筋細胞の増殖を促進して、肺高血
圧症の病態形成に関わることが明らか
となった。ヒトの PAH患者肺において
もHPHモデルマウスと同様に IL-21の
発現亢進と M2 マクロファージ極性化
が 観 察 さ れ た こ と か ら 、
IL-6/Th17/IL-21シグナル軸はHPHモデ
ルマウス系だけでなくヒト PAH でも
重要な役割を担う可能性が示された
(図 5)。 
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