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研究成果の概要（和文）：キルギス共和国の高地性肺高血圧症患者群よりキルギス国立心臓病内科センターとの
共同研究で、キルギス共和国より搬送した血液サンプルの解析を行った。高地肺高血圧患者群では酸化ストレス
によると考えられるd-ROM、BAPの上昇が認められた。p53  codon  72C/G遺伝子多型に差を認めたことから、肺
高血圧患者群では酸化ストレス応答の違いにより低酸素性肺高血圧の発症が惹起される可能性が示唆され、低酸
素由来の酸化ストレスが肺血管リモデリングの誘因である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed blood samples from Kyrgyz Republic from a group of patients with
 high altitude pulmonary hypertension in Kyrgyz Republic in collaboration with Kyrgyz National Heart
 Disease Center. In the high altitude pulmonary hypertension patient group, d-ROM and BAP, which are
 considered to be caused by oxidative stress, were analyzed. The results from difference in p53 
codon 72C / G gene polymorphism suggests that the oxidative stress response may cause the onset of 
hypoxic pulmonary hypertension in the pulmonary hypertensive patient group, and hypoxia-derived 
oxidative stress could be the trigger of vascular remodeling.

研究分野： 呼吸器内科

キーワード： 低酸素性肺高血圧　酸化ストレス　マイクロRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高地居住者における低酸素性肺高血圧の発症にp53遺伝子多型が関与していることが示唆された。d-ROM検査を用
いた検討では、肺高血圧を発症していない高地居住者においても血中酸化ストレスの上昇を認めており、p53遺
伝子多型によるストレス応答の反応の違いにより、肺血管のリモデリングの発症に違いが生じている可能性があ
る。低酸素以外の喫煙などによる酸化ストレスに関しても、同様にp53遺伝子が肺循環に関与する可能性があ
り、今後の臨床研究が望まれる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
低酸素性肺高血圧症、右心不全は在宅酸素療法が必要な慢性閉塞性肺疾患などの慢性呼吸不

全患者に合併する予後不良の病態である。低酸素性肺高血圧症を認める患者肺の病理組織では
末梢の肺動脈に血管平滑筋が遊走、同部位での平滑筋細胞の増殖、周囲の膠原線維の増殖を来
し、肺血管リモデリングとよばれる不可逆的な肺血管内腔狭窄を引き起こす。低酸素性肺高血
圧の代表的疾患として高所性肺高血圧症(High-altitude pulmonary hypertension: HAPH)があ
げられる。HAPH は標高 2500m 以上の住民の 5～10％にリスクがあるとされ、高地居住者におけ
る重要な疾患の一つである。本研究の実施予定地であるキルギス共和国は国土の 40%が標高
3000m を超える高地にあることから、HAPH は同国において国民病の一つとされている。 
我々はこれまで低酸素刺激や酸化ストレスにより誘導される癌抑制遺伝子である p53 に注目

し、低酸素性肺血管細胞の増殖や肺血管リモデリングの病態解析を行ってきた。p53 の発現を
抑制した培養肺細胞では低酸素下での細胞増殖能が亢進しており 1、p53 遺伝子変異マウスにお
いては慢性低酸素暴露により肺血管抵抗の上昇と右心負荷の上昇、肺血管リモデリングの増悪
を認めた 2。また、肺高血圧の成因に関与する血管内皮細胞から産生される NOは cGMP を介し
て肺血管平滑筋の拡張を来すが、申請者は外因性 NOが培養肺血管平滑筋細胞の増殖を p53 の発
現を介して抑制し 3、その増殖抑制効果は低酸素性環境下の培養における肺血管細胞増殖にも
発現されることを報告している 1。加えて最近、血管内皮型 NO合成酵素(eNOS)を遺伝子導入し
た血管内皮前駆細胞(EPC)の全身投与が肺高血圧症患者に対して有用であったとする臨床応用
研究が報告されている 4。HAPH 患者においても同様に、肺血管リモデリングに関与すると想定
されている血中 EPC の発現、血管内皮由来の NO活性の重要性が示唆される。 
さらにHAPHのNO活性に関して、我々はキルギス共和国の高地適応動物であるヤクにおいて、

肺組織での eNOS の発現亢進と血液中の内因性 NO阻害物質である Asymmetric 
dimethylarginines(ADMA)値が低下していることを見出した 5。ヤクの対照動物であるウシでは
高地環境暴露による肺胞酸素分圧低下、慢性低酸素血症により引き起こされる低酸素性肺高血
圧症から著明な肺血管リモデリングを来す 6。高地適応動物であるヤクでは肺血管の eNOS の発
現亢進と ADMA の低下による NO 産生亢進により低酸素性肺高血圧に対する耐性獲得が得られて
いるものと我々は推定している。一方、ヒトにおける低酸素暴露による血中 ADMA に関しては、
高地登山により肺動脈圧の上昇と高山病を発症した患者群の血中 ADMA 値が有意に低下してい
たとの報告がある 7。血清中の ADMA 値は原発性肺高血圧症や慢性肺血栓塞栓症、強皮症に合併
した肺高血圧症においても上昇し、予後や重症度と相関すると報告されていることから 8 9、ADMA
は肺高血圧症における血中のバイオマーカーとして有用であるだけではなく、NO産生や
p53,EPC が関与する肺血管リモデリングにおける循環機能因子としての役割を持つ可能性があ
る。 
 

２．研究の目的 
 本研究は国土の多くが海抜 3000m 以上の高地にあるキルギス共和国の高所性肺高血圧患者を
対象として、低酸素性肺高血圧患者における循環血液中の一酸化窒素(NO)活性、疾患遺伝子特
性を明らかにし、慢性呼吸器疾患の進行とともに生ずる慢性低酸素性肺高血圧の診断、治療応
用へと展開するための研究基盤を確立することを目的とする。具体的には(1)血中内因性 NO 阻
害物質である ADMA の測定、(2)血液中の p53,血管内皮前駆細胞関連遺伝子の解析、(3)肺高血
圧患者の p53,ADMA 関連遺伝子多型の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
本研究はキルギス共和国の患者群から血液を採取し、血中の NO活性、血球細胞中の遺伝子、

p53,ADMA 関連遺伝子多型を測定し、低酸素性肺高血圧の原因遺伝子、病態解析、新規バイオマ
ーカーの検索を行った。 
 具体的にはキルギス国立心臓病・内科センター、または同国の共同研究施設において低地居
住コントロール群、高地居住非肺高血圧患者群、高地居住肺高血圧患者群を選択、同患者群か
ら血液サンプルを採取し血清 ADMA や NO2/NO3 値、血液細胞/エクソソーム中の p53,EPC 関連遺
伝子の発現、p53,ADMA 関連遺伝子多型の解析を行い、高地居住者の低酸素刺激による肺循環遺
伝子発現の影響や病態を明らかにすることを試みた。キルギス共和国で採取した血液検体は当
地で液体窒素で冷凍し、ドライアイスにパッキングされた検体を国際航空便にて当該施設まで
輸送し、検体の測定時まで-80℃の冷凍庫で保存した。 
 
 [患者選択] 
(1) 低地居住コントロール群：首都ビシュケク(海抜 800m)居住の非肺高血圧患者 
(2) 高地居住の非肺高血圧患者群：海抜 2500m 以上に居住の非肺高血圧患者 
(3) 高地居住の肺高血圧患者群：海抜 2500m 以上に居住の HAPH 患者 
   
 上記患者群を対象に、キルギス国立心臓病・内科センター、または同国の共同研究施設にお
いて呼吸機能検査と胸部画像・心臓超音波検査を施行した患者より、研究協力に自由意志で参
加に同意を得られた患者を被験者として選択した。 



 高地居住の肺高血圧患者に関しては胸部画像もしくは心臓超音波検査により肺高血圧症の存
在が疑われた群より、心臓超音波検査にて予測平均肺動脈圧が 30mmHg 以上と判明した群を選
択した。 
 ただし①間質性肺炎、重症 COPD 合併などの慢性肺疾患を有する患者、②炎症反応高値の患者、
③ 過度の多血症（Hb値；男性 21g/dl、女性 19g/dl 以上）、④膠原病合併患者、⑤互 明らか
な慢性心疾患、肺血栓塞栓症による肺高血圧症患者は除外項目として上記解析群より除いた。 
 
 [検体処理] 
(1) 通常の血清採血管に加え、Paxgene DNA・RNA 採血管を用いて患者より血液を採取し、DNA・

RNA 抽出時まで-20℃で保存する。通常の採血管で採取した血液は遠心分離による血清分離
後、測定時まで-80℃で冷凍保存した。Paxgene DNA・RNA 採血管は採血後ただちに管内に
存在する DNA もしくは RNA 安定剤により安定化し、約 72 時間は常温で安定とされる。血球
成分抽出に必要な遠心分離などの特別な処置を必要とせず、採血後-20℃の冷凍保存により
検体処理に伴う核酸の劣化変性が生じないため、海外を含む多施設での解析に有用であっ
た。 
 

(2) 血中 NOマーカーの測定 
上記患者群の保存血清より、内因性 NO 阻害物質である ADMA 値を ELISA 法を用いて測定、
また血清中の NO2/NO3 を Griess 法により測定した。 

 
(3) 血液細胞、エクソソーム中の遺伝子発現の解析 

上記患者群より採取した Paxgene RNA 採血管より RNA を抽出、同様に患者保存血清より、
miRUCURYTM Exosome Isolation Kit (EXIQON)を用いてエクソソームを単離し RNA を抽出、
逆転写酵素を用いて cDNA を作成し p53 関連遺伝子である p21, Sirt1, miR34a、EPC のマー
カーである CD31, CD34, miR126 などのｍRNA/miRNA の発現を real-time RT-PCR にて測定
する。 
 
予備実験として VEGFR 阻害剤(SU5416)投与低酸素暴露(SuHx)肺高血圧ラット、慢性低酸素
暴露肺高圧ラットモデルを用いて血清中の分泌型 RNA、血液細胞中の miRNA をマイクロア
レイを用いた網羅的解析を行い、肺高血圧に特異的に変動する血液バイオマーカーとして
のエクソソーム中の miRNA の特定を試みた。また、同様に肺組織中の同標的遺伝子の発現
についても検討した。低酸素性肺高血圧ラットモデルは 7週齢の SDラットを 10%酸素濃度
の低酸素環境下に 4週間暴露し実験に使用した。また SuHx ラットモデルは SU5416 を投与
（20mg/kg, 皮下注）後に 10%酸素濃度の低酸素環境下に 3週間暴露し、その後 2週間通常
酸素濃度下で飼育した後実験に使用した。ラットはペントバルビタールによる麻酔後に人
工呼吸管理下で開胸し右心室より圧カテーテルを挿入し肺動脈圧を測定、左肺は 10cmH₂O
圧で 10%ホルマリンを気管より注入固定し肺血管組織診断に使用、右肺は RNA later で固
定後に組織中の RNA 抽出に使用した。右心室より血液を採取、遠心分離により血清を-80
度で保存、血清中のエクソソームは exoRNeasy Serum/Plasma kit（Qiagen）を用いて抽出
し、RT-PCR による miRNA マイクロアレイによる検討(Kurabo. Co. LTD.)を行った。 

 
(4) p53,ADMA 関連遺伝子多型と低酸素性肺高血圧との関連の検討 

上記の様に選択した被験者より採取した DNA 採血管より DNA を抽出し、PCR 法にて遺伝子
多型を含む DNA 断片を増幅し、制限酵素断片長多型性（PCR-RFLP）により判定した。解析
を行った遺伝子は p53 codon72 C/G 多型(Rs1042522)、p53 の主たる調節因子である MDM2
の P2 プロモーターの多型である MDM2 SNP309 G/T 多型(Rs2279744)である。 

  
４．研究成果 
予備実験として行った肺高血圧ラット
モデルでの検討では、低酸素暴露ラット
モデルでは肺小動脈の中膜の飛行を主
体とするHeath-Edwards分類 2度の血管
リモデリング、SuHx モデルでは
Heath-Edwards 分類 4度相当の瘤状の血
管腫様病変である蔓状変化の出現を認
めた。（右図） 
 平均肺動脈圧はコントロール群(14.6±3.2 mmHg)に比して有意に低酸素群(23.5±5.1 mmHg)、
SuHx 群(33.1±10.8 mmHg)で上昇していた。右心室(RV)と左心室(LV)・中隔(S)重量比(RV/LV+S)
もコントロール群(0.19±0.05 mmHg)に比して有意に低酸素群(0.32±0.08 mmHg)、SuHx 群(0.40
±0.10 mmHg)で上昇していた。  
エクソソーム中の miRNA 発現は miRNA アレイのクラスター解析の結果より、コントロールに

比して有意に変動を認めた群から 9個の遺伝子群(miR-30e, miR-664-1-5p, miR-874, 



miR-202-5p, miR-494-3p, miR-326-5p, miR-25-5p, miR-652-5p, miR-103-3p)を RT-PCR による
遺伝子発現の検討に選択した。またリファレンスジーンとして miR-191 を選択した。 
 LightCyclerTMシステムによる miRNA
遺伝子発現の半定量を行い、肺組織中の
同遺伝子群の発現や肺動脈圧、右心肥大
の程度との相関を検討した。コントロー
ル、低酸素群、SuHx 群間で上記 miRNA
発現では miR-30e と miR-103-3p で肺高
血圧モデル群の発現が低下する傾向に
あったが、三群間で統計学的に有意な変
化は認められなかった（右図）。また
miR-664-1-5p が血清エクソソーム中と組織中の発現で有意な正の相関を示した。また、miR-30e
と miR-103-3p が平均肺動脈圧と負の相関を認める傾向にあった。 
 
ラットモデルでの結果をもとに、キルギス共和国の高地性肺高血圧症患者群よりキルギス国

立心臓病内科センターとの共同研究で、キルギス共和国より搬送した血液サンプルの解析を主
に行った。得られた患者群より、検体の破損などを除いた遺伝子解析が可能であったコントロ
ー ル群 36名、高地コントロール群 41 名、高地肺高血圧群 33名から DNA 遺伝子を抽出し、p53
遺伝子多型と MDM2 遺伝子多型の検討を行った。高地肺高血圧群で有意に p53 codon72 C allele
が多い結果となったが、p53 遺伝子の制御因子である MDM2 SNP309 遺伝子多型には有意な差は
認めらなかった（下表）。 
 
p53 and MDM2 genotype frequencies in Kyrgyz patients 

p53 codon 72 genotype         

  CC CG GG p value 
 

Bishkek Control 3 (8.3%) 8 (22.2%) 25 (69.4%) Reference - 

Highlander 3 (7.3%) 14 (34.2%) 24 (58.5%) 0.512 Reference 

HAPH 4 (12.1%) 18 (54.5%) 11 (33.3%) 0.010 0.097 

    
 

 
MDM2 SNP309 genotype         

  GG GT TT p value 
 

Bishkek Control 9 (25.0%) 17 (47.2%) 10 (27.8%) Reference - 

Highlander 10 (24.4%) 22 (53.7%) 9 (22.0%) 0.423 Reference 

HAPH 10 (30.3%) 16 (48.5%) 7 (21.2%) 0.483 0.336 
 
p53 and MDM2 allele frequencies in Kyrgyz patients 

p53 codon 72 allele       

  C G p value 
 

Bishkek Control 21.1% 78.9% Reference - 

Highlander 23.2% 76.8% 0.738 Reference 

HAPH 38.2% 61.8% 0.010 0.050 

     
MDM2 SNP309 allele       

  G T p value 
 

Bishkek Control 48.6% 51.4% Reference - 

Highlander 51.2% 48.8% 0.747 Reference 

HAPH 54.5% 45.4% 0.486 0.687 

 
 
 
 
 



血清 NOx 値と
ET-1 値は高地居住
者群 でコントロ
ール群に比して有
意に上昇していた
が、肺高血圧の有
無による差は認め
られなかった（右
図）。 
 
 
 
 
 
 
また ADMA値には三

群間で優位な差は認
められなかった。
d-ROMs テストを用
いた抗酸化ストレス
の測定を行ったとこ
ろ、コントロール群
に比して血清 d-ROM
と BAP 値の有意な上
昇が高地コントロー
ル群に認められたが、
肺高血圧 の有無に
よる差は認められな
かった（右図）。 
 
低酸素ラットを用いた研究では血清エクソソーム中のmiR-30eとmiR-103-3pが平均肺動脈圧

と相関する傾向にあった。血清エクソソームの発現は miR-664-1-5p を除き、肺組織の発現と相
関しなかった。肺動脈平滑筋細胞は低酸素下で増殖が亢進することが知られており、低酸素性
肺血管リモデリング病態に関与していることが想定されている。本研究で標的遺伝子の一つと
して検討された miR-103 に関して、Deng らは低酸素性肺高血圧ラットモデルの肺血管において
miR-103 が有意に低下しており、miR-103 を導入した培養肺動脈細胞では低酸素による細胞増殖
が抑制されたと報告している 7)。また同様に miR-30e の血管平滑筋での発現に関して、Liu ら
はmiR-30eの培養血管平滑筋細胞の導入により、miR-103と同様に細胞増殖が抑制されること、
また miR-30c の over expression モデルでラット頸動脈の頚動脈バルーン傷害による内膜増生
が抑制されることを報告しており 8)、肺高血圧モデルで同 miRNA の低下を認めた本研究の結果
に矛盾しない。同遺伝子群の肺内での発現は血清中エクソソームの発現と相関しなかったが、
肺血管細胞の肺内に占める割合は低く、肺胞上皮細胞などにおける遺伝子発現により影響を受
けるためと考えられ、今後肺血管における同遺伝子発現の検討が必要である。 
またキルギス共和国における、高地性肺高血圧患者検体を用いた検討では、高地居住により

NOx、ET-1 の産生が亢進しており、気圧低下による低酸素の影響が示唆され、その酸化ストレ
スによると考えられる d-ROM、BAP の上昇が認められる。しかしながら、p53  codon  72C/G 遺
伝子多型に差を認めたことから、肺高血圧患者群では酸化ストレス応答の違いにより低酸素性
肺高血圧の発症が惹起される可能性が示唆され、低酸素由来の酸化ストレスがその誘因である
可能性が示唆された。 
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