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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、肺高血圧症の発症・進展におけるthrombinシグナル伝達の役割を明らかに
することを目的として、肺高血圧症症例から得られた肺組織と肺動脈平滑筋細胞を用いて検討を行った。その結果、肺
高血圧症症例の肺動脈平滑筋細胞ではthrombinの受容体protease activated receptor 1 (PAR1)の発現が亢進している
こと、肺血管リモデリングの進展にはthrombin /PAR1を介したAkt/mTOR経路やp38MAPキナーゼ伝達経路の活性化が重要
な役割を担っていることが明らかとなった。従って、これらのシグナリングが肺高血圧症の新たな治療標的となる可能
性が示された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the role of thrombin signaling in pathogenesis and progression of 
pulmonary hypertension, we performed the present study by using lung tissues and isolated pulmonary 
arterial smooth muscle cells from patients with pulmonary hypertension. Protease activated receptor 1 
(PAR1), which acts as a thrombin receptor, was highly expressed in pulmonary arterial smooth muscle cells 
from patients with pulmonary hypertension. We demonstrated that thrombin/PAR1 signaling and its 
downstream pathways (Akt/mTOR signaling and p38 signaling) play important roles in progression of 
pulmonary vascular remodeling. These results indicate that thrombin and its downstream signaling pathways 
may be novel therapeutic targets in pulmonary hypertension.

研究分野： 肺高血圧
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１．研究開始当初の背景 
肺高血圧症は、何らかの原因で肺小細動脈

の血管内腔が狭小化・閉塞するリモデリングによ
り肺血管抵抗・肺動脈圧が上昇し、右心不全に
至る難治性疾患である。肺血管リモデリングの本
態は肺動脈平滑筋細胞 (PASMC: pulmonary 
artery smooth muscle cells)、内皮細胞、線維芽
細胞等の異常増殖と考えられているものの、そ
の詳細なメカニズムは明らかになっていない。肺
高血圧症の原因疾患の代表的なものとして特発
性肺動脈性肺高血圧症(idiopathic pulmonary 
arterial hypertension: IPAH)と慢性血栓塞栓性
肺高血圧症(chronic thromboembolic pulmonary 
hypertension: CTEPH)がある。現在、IPAH に関
しては有効な薬剤が複数開発されている。これ
に対し、CTEPH において有効な内科的治療薬
は確立されておらず、CTEPH の詳細な発症機
序の解明と効果的な治療法の開発が急務であ
る。 

IPAH については動物モデル等を用いた基礎
研究により、platelet-derived growth factor が病
態に関与することが明らかとなっている。一方、
CTEPH に関する研究では有用な動物モデルも
存在せず、ほとんどがヒト肺組織を用いた病理
組織学的な検討にとどまっていた。上記のような
状況下で申請者らは、病態の進展に関与すると
考えられる PASMC を CTEPH の血栓内膜摘除
術時に得られた器質化血栓から単離・培養する
ことに世界で初めて成功した (Ogawa A, et al. 
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol. 2009)。さら
に、申請者らは上記の PASMC を用いて、
platelet-derived growth factor が CTEPH の病態
進展に関与することを明らかにしてきている 
(Ogawa A, et al. Am J Physiol Cell Physiol. 
2012)。 

CTEPH では、急性肺塞栓症における肺動脈
内の血栓が溶解されず残存することが発症に関
与することが提唱されている。血栓形成には複
数の因子が関与することが知られており、それら
の中でも凝固因子 thrombin は特に重要な役割
を担うと考えられることから、thrombin が CTEPH
の進展に関与することが予想された。 
 
 
２．研究の目的 

本研究課題では、①thrombin 受容体である
protease activated receptor 1 (PAR1)の肺高血圧
症における発現パターンの検討、②thrombin に
よる肺血管リモデリング進展機構の解明、③
thrombin/PAR1 を標的とした肺高血圧症治療の
可能性に関する検討により、肺高血圧症の発症
における thrombin シグナルの果たす役割を詳
細に明らかにし、thrombin シグナル伝達系を標
的とした新たな肺高血圧症治療の確立を目的と
して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
① 肺高血圧症症例の肺組織・細胞における
PAR1 の発現の解析 

CTEPH 症例の血栓内膜摘除術により摘出さ

れた組織と、IPAH 症例の移植あるいは剖検時
に得られた肺組織をホルマリン固定・パラフィン
包埋処理した後、免疫組織染色法により PAR1
の発現様式を比較検討した。なお、コントロール
としては肺癌等の症例の摘出肺を用いた。さら
に、CTEPH および IPAH の罹患肺の小肺動脈
から PASMC を単離・培養した。なお、コントロー
ルとしては市販の正常ヒト PASMC を用いた。こ
れらの培養細胞を用いて、免疫細胞染色法や
定量 RT-PCR 法により PAR1 の発現様式を比較
した。 

 
② thrombin による肺血管リモデリング進展機構
の解明 

肺高血圧症症例から得られた PASMC に
thrombin を投与して、以下の検討を行った。各
種の特異抗体を用いたウェスタンブロット法によ
り、mTOR をはじめとする細胞内シグナル伝達
分 子 の 発 現 量 や リ ン 酸 化 修 飾 等 に 対 す る
thrombin の効果を検討した。また、定量 RT-PCR
法を用いて、細胞内シグナル伝達分子等の
mRNA 発現量を解析した。並行して、Fura-2AM
を用いて細胞内カルシウム動態の解析を行うと
ともに、細胞の増殖や生存、遊走能に対する
thrombin の作用を検討した。上記の結果を肺組
織切片での結果と比較し、培養細胞の肺高血
圧モデルとしての有用性を検証した。 

 
③ thrombin/PAR1 を標的とした肺高血圧症治
療の可能性に関する検討 

培養細胞による肺高血圧モデルに対して
thrombin 受容体拮抗薬や thrombin 阻害薬を用
いて、上記②で検討した項目について解析し、
その治療効果を検討した。 

 
 

４．研究成果 
① 肺高血圧症症例の肺組織・細胞における
PAR1 の発現の解析 

肺高血圧症例とコントロール例の肺組織を用
いて、thrombin の受容体である PAR1 の発現様
式を免疫組織染色法により比較した。その結果、
コントロール肺では PAR1 の発現は肺動脈の内
皮細胞に限局しているのに比べ、CTEPH 症例
の肺組織では、内皮細胞のみならず PASMC に
おいても PAR1 が発現していることが見出された。
また、肺高血圧症症例から単離・培養した
PASMC での検討でも、コントロールの細胞に比
べて PAR1 の発現が亢進していた。 

 
② thrombin による肺血管リモデリング進展機構
の解明 

platelet-derived growth factor やエンドセリンな
どの肺高血圧症を誘発する物質や低酸素刺激
を加えることにより、細胞レベルで肺高血圧症疑
似状態を作製して行われた研究成果はこれまで
にも多く報告されている。そこで、CTEPH 症例の
肺動脈から得られた PASMC に対して thrombin
を投与したところ、細胞増殖が誘導された。即ち、
thrombin 投与により、これまでに報告されている



肺高血圧症細胞モデルと類似の反応が誘導さ
れることが明らかとなった。さらに、各種の細胞
内シグナル伝達分子を解析したところ、thrombin
刺激によりAkt/mTOR 経路やp38MAP キナーゼ
経路が活性化を受けることが観察された。  

また、Fura-2AM を用いて細胞内カルシウム動
態を解析したところ、肺高血圧症症例から単離
培養した PASMC において、thrombin 刺激により
ストア作動性カルシウム流入による細胞内カル
シ ウ ム 濃 度 の 上 昇 が 認 め ら れ た 。 さ ら に 、
thrombin 刺激により、ストア作動性カルシウム流
入の調節分子である STIM1 と Orai1 のｍRNA
の発現が誘導されることから、thrombin がこれら
の分子の発現調節を介して細胞内カルシウム濃
度を調節していることが示唆された。 

 
③ thrombin/PAR1 を標的とした肺高血圧症治
療の可能性に関する検討 

肺高血圧症例の PASMC に対して thrombin
受容体拮抗薬や thrombin 阻害薬を投与したとこ
ろ、細胞内カルシウム濃度の上昇が抑制され、
同時に細胞増殖も低下した。そこで、thrombin
の受容体である PAR１に対するアゴニストを投与
したところ、thrombin 刺激時と同様の効果が認
められた。従って、thrombin は PAR1 を介して
PASMC の肺高血圧症疑似状態を進展させるこ
とが示唆された。 

さらに、thrombin の存在下で Akt/mTOR 阻害
薬を投与したところ、アポトーシスが誘導されると
ともに、細胞増殖も抑制された。一方、p38 阻害
剤処理により、thrombin 刺激に伴う STIM1 と
Orai1 の発現の増加が抑制されるとともに、ストア
作動性カルシウム流入と細胞増殖が抑制された。
また、thrombin 刺激の阻害により，アポトーシス
の指標となる caspase-3 の活性化が観察された。 
 
 以上の結果から、肺高血圧症の進展には
thrombin /PAR1 を介した Akt/mTOR 経路や
p38MAP キナーゼ経路の活性化が重要な役割
を担っており、上記のシグナリングが肺高血圧症
の新たな治療標的となる可能性が示された。 
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