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研究成果の概要（和文）：本研究は、骨髄移植および肺移植を介して、肺動脈性肺高血圧症（PAH）における血
管病変構成細胞の起源を解明することを目的とした。本研究では、緑色蛍光タンパク質（GFP）ラットから骨髄
移植したキメララットを、さらに雄ラットに雌ラットの肺を移植したラットを用いて、Sugen5416+慢性低酸素症
（Su / Hx）により肺高血圧症（PH）を誘発した。その結果、肺血管病変構成細胞は骨髄由来細胞である可能性
が強く、骨髄移植により骨髄機能を落とすことで重症肺高血圧症が抑制されたため、同細胞の動員・集積過剰が
その病態進行に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To trace BM-derived cells, we prepared chimeric rats transplanted with BM 
cells from green fluorescent protein (GFP) transgenic rats. Male rats were transplanted with lungs 
obtained from female rats and vice versa. Pulmonary hypertension was induced in the transplanted 
rats via Sugen5416 treatment and subsequent chronic hypoxia (Su/Hx).In the chimeric Su/Hx models, 
GFP-positive cells were observed in the pulmonary vascular area. Moreover, the right ventricular 
systolic pressure was significantly lower compared with wild-type Su/Hx rats without BM 
transplantation (P = 0.009). In male rats that received LT and Su/Hx, BM-derived cells carrying the 
Y chromosome were also detected in neointimal occlusive lesions of the transplanted lungs received 
from female rats.BM-derived cells participate in pulmonary vascular remodelling in the Su/Hx rat 
model, whereas BM transplantation may contribute to suppression of development of PAH.

研究分野：呼吸器内科関連
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺動脈性肺高血圧症（PAH）の臨床課題は、薬剤抵抗性病変の克服である。内皮細胞の障害とその修復異常が同
病変のカギとなる。修復は血管内皮前駆細胞（EPCs）がおこなうが、おもに組織由来、骨髄由来の二種類があ
る。前者は生理的障害の、後者はより強い障害の修復をになう。本研究では同病変に骨髄由来EPCsが存在し、そ
の動員・集積過剰がその病態進行に関与する可能性が示唆された。本研究成果から、骨髄由来EPCsを正常に操れ
ば薬剤抵抗性病変への新たな治療展開ができる可能性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１。研究開始当初の背景 

本研究の学術的背景、研究課題の核心をなす学術的「問い」  

（1）学術的背景 

肺動脈性肺高血圧症（PAH）の肺動脈病変には、現行の選択的肺血管拡張薬でも残存する薬剤

抵抗性病変が存在する。薬剤抵抗性病変では、内皮細胞の障害とその後の修復異常が報告され

ている。その修復は血管内皮前駆細胞（EPCs）がになうが、おもに組織由来、骨髄由来の二種

類がある。内皮細胞に生理的または非生理的な細胞死がおこると、肺組織にあるEPCs（Lung-

EPCs）が活性化され新たな細胞に置きかわる。しかし、より強い障害がおこると、炎症細胞や

骨髄由来のEPCs（BM-EPCs）が動員され、炎症反応とともに修復反応がおこる（Korbling M et 

al. Bone Marrow Transplant. 2003）。私たちは、マウスモデル（Hxモデル）のGFP骨髄移植実

験、およびラットモデル（Su/Hxモデル）の異性間肺移植実験から、薬剤反応性中膜病変には主

にLung-EPCsが、薬剤抵抗性plexiform lesionなどには、BM-EPCsが存在する可能性を示した。 

（2）研究課題の核心をなす学術的「問い」 

PAH患者のさらなる予後改善のため、薬剤抵抗性病変の克服が現状の課題である。私たちは薬

剤反応性病変にはLung-EPCsが、薬剤抵抗性病変にはBM-EPCsが存在する可能性を示した。これ

らの結果を踏まえ、それぞれの病変部位にあるEPCsの特徴をしらべ、由来を明らかにし、その

機能を正常に操れば、薬剤抵抗性病変に対するこれまでにない新しいコンセプトの治療薬開発

が出来ると考えた。  
 
２。研究の目的 

（1）本研究の目的 

本研究では、GFP発現ラットへの肺移植および骨髄移植により以下の目的を達成する。 

A) EPCsの機能解析：PAHおよび正常ラットのEPCsを分取し、オミックス解析・機能解析によ

りその特徴を明らかにする。 

B) 非Lung-EPCsの由来解明：ラットモデルの骨髄細胞をトラッキングし、肺動脈病変部へ動

員された非Lung-EPCsの由来を明らかにする。 

C) 新たな治療法開発への応用展開：BM-EPCcを含めた骨髄由来細胞の動員・集積の抑制、正

常骨髄への置換、またはアポトーシスの誘導により治療効果を確認する。 
 
３。研究の方法 

（1）PAHおよび正常ラットにおけるEPCsの機能解析 

私たちは、GFPマウス骨髄移植モデルや、ラットの異性間肺移植モデルで、中膜病変には

Lung-EPCsが、plexiform lesionなどより進行した複雑な病変に非Lung-EPCsが集積することを

示した。本解析では、PAHと正常ラットのLungおよび非Lung-EPCsを分取し、オミックス解析・

機能解析により比較し、その特徴を明らかにする。特に非Lung-EPCsはアポトーシス抵抗性や増

殖能に注目する。 

（2）ラットモデルで肺動脈病変部へ動員された非Lung-EPCsの由来解明 

ラットの異性間肺移植実験により、肺動脈病変部で非Lung-EPCsの存在する可能性が示された

が、その由来は不明である。一般的にBM-EPCsと予測されるが、他組織の正常血管にあるEPCsで

あれば、骨髄由来にくらべ効率的に修復再生をになう可能性が高い。肺動脈病変部へ動員され

た細胞の由来を明らかにするため、骨髄細胞をトラッキングする。同様に肺および骨髄移植実

験をおこない、肺動脈病変部へ動員されたGFP陽性細胞を病理学的に確認する。 

（3）新たな治療法開発への応用展開 



肺動脈病変部の非Lung-EPCsが骨髄由来であり、アポトーシス抵抗性や高増殖能、代謝プロフ

ァイルなどの特徴が明らかとなった場合、同細胞の動員・集積が過剰なのか、それとも動員さ

れた細胞がモノクローナルに増殖しているのか確認する。それらの結果を応用し、肺動脈病変

の進行を抑制する新たな治療法を目ざす。  

 
４。研究成果 

上述した（1）PAHおよび正常ラットにおけるEPCsの機能解析、では両肺から分離した細胞群で

メタボローム解析を実施した。しかし、そのデータの解釈に時間を要し、未だその結果のバリ

デーションが未実施のため本報告書では割愛する。（2）ラットモデルで肺動脈病変部へ動員さ

れた非Lung-EPCsの由来解明、についてはCan J Cardiol. 2021 Jun;37(6):913-923.の結果を提

示し成果報告とする。（3）新たな治療法開発への応用展開、については未だ具体的な治療戦略

の成果に結びついていないが、本研究では骨髄細胞の動員・集積過剰がその病態進行に関与す

る可能性が示唆されたため、今後はこの点に注目して次戦略を目指す。 

以下に現在までの結果を提示する。 

（1）GFPラット骨髄細胞の移植後Su/Hx処理をしたラットでは、軽度の肺高血圧症を発症した 

図1AおよびBに、それぞれGFP骨髄キメララットおよびSu/Hxラットを生成するためのプロト

コルを示す。 GFP陽性細胞の

末梢血中濃度は、野生型ラッ

トよりもGFP骨髄キメラおよび

GFPトランスジェニックラット

で高値を示した（図1C）。野

生型コントロールとキメラコ

ントロールの右室収縮期圧

（RVSP）は、それぞれ23.3±

1.6および22.5±1.3 mm Hg（P 

= 0.7）であった。 骨髄移植

の有無にかかわらず、Su/Hxラ

ットのRVSP値は、それぞれ

93.2±7.8および40.3±2.7 mm 

Hgであった（P = 0.003;図

1D）。一方、RV / LV + S値

は、野生型コントロールとキ

メラコントロールの間で差が

無かった（0.27±0.03対0.23

±0.01、P = 0.3）。さらに、

RV / LV + S値は、野生型Su/Hxラットと比較してGFP骨髄キメラSu/Hxラットで低かった（P = 

0.03;図1E）。肺動脈リモデリングに関して、GFP骨髄キメラSu/Hxラットでのグレード1と2病変

の合計比率は18.9±3.8％であり、野生型Su/Hxラットの47.3±3.6％に比し、明らかに低値であ

った （P = 0.003;図1F、G）。 

（2）キメララットの肺動脈病変におけるGFP陽性細胞の分布と局在 
GFP 骨髄キメララット肺細胞における GFP 陽性細胞を、フローサイトメトリーによって確認
した（図 2A）。 コントロールおよび Su/Hx ラットにおける造血幹細胞（HC：CD31- / CD45 + 
/α-SMA-）の割合は、それぞれ 69.7±1.3％および 69.8±1.7％であった（図 2B）。これらの
結果は、以前の我々の報告と一致した（Nishimura R et al. Am J Physiol Lung Cell Mol 



Physiol、 308 (2015)、 
pp. L746-L758）。GFP
陽性肺間葉系細胞
（CD31- / CD45-/α-
SMA+）は、コントロール
ラットと比較して、GFP
骨髄キメラ Su/ Hx ラッ
トで有意に増加した（図
2B; P = 0.03）。 逆
に、GFP 陽性肺血管内皮
細胞（PVEC）（CD31 + / 
CD45-）では有意差はな
かった（図 2B）。 免疫
蛍光法により、GFP 骨髄
キメララットでは、コン
トロールおよび Su/Hx ラ
ットともに肺組織に GFP
陽性細胞が確認された
が、野生型ラットでは確
認されなかった（図
2C）。 さらに、GFP 骨
髄キメラ Su/Hx ラットで
は、肺動脈病変の内膜に
GFP およびα-SMA ともに
陽性となる細胞が確認さ
れた（図 2D）。 

（3）骨髄細胞移植後ラットでは、Su/Hxによる肺動脈圧上昇が抑制された 
上述した結果より、移植による骨髄再建が肺高血圧症を抑制する可能性が示唆された。そこ
で、Su/Hx ラットにおけ
る PAH 発症に対する BM再
建の影響を評価するため
に、同種異系の骨髄移植
を、GFP トランスジェニ
ック修飾なしの野生型ラ
ットで実施し、続いて
Su/Hx により肺高血圧を
誘導した（図 3A、B）。
骨髄再構成された Su/Hx
ラットは、再構成なしの
Su/Hx ラットよりも有意
に低い RVSP および RV/
（LV + S）値を示した
（図 3C、D）。 さらに、
再構築された Su/Hx ラッ
トは、再構成なしの
Su/Hx ラットと比較し
て、閉塞性病変（グレード 1および 2）が有意に少なかった（図 3E）。 

（4）肺移植後にSu/Hx処理をされたラットは重度のPAHを発症した 
骨髄細胞が肺血管病変の進展に関与することを確認するため、肺移植（LT）実験を実施した
（図 4A）。 LT1 週間後、レシピエントラットは Su/Hx 処理を受けた（図 4B）。 LT + Su/Hx ラ
ットでは、単核細胞が肺血管および気管支周囲に集積した（図 4C）。 コントロールおよび LT
コントロールラットの RVSP 値は、それぞれ 23.3±1.6 および 33.8±1.3 mm Hg であった（P = 
0.001）。Su/Hx ラットと LT + Su/Hx ラットの RVSP 値は、それぞれ 76.3±9.5 および 76.3±
7.0 mm Hg であった（P> 0.999;図 4D）。 LT + Su/Hx ラットの RV/LV + S は 0.48±0.06 であ
り、Su/Hx ラットと有意差はなかった（0.49±0.04、P = 0.9;図 4E）。 血管リモデリングに関



しても、LT + 
Su/Hx ラットにお
けるグレード 1お
よび 2の病変の割
合は 38.5±4.3％
であり、Su/Hx ラ
ットと有意差はな
かった（P = 0.2;
図 4F）。 

 

 

 

 

 

 

（5）重度の閉塞性病変に、多数のY染色体陽性細胞が存在した 
血管病変における Y染
色体細胞を確認するた
め、XY染色体の蛍光
in situ ハイブリダイ
ゼーション（FISH）お
よび免疫蛍光（IF）染
色を行い、血管領域
（内膜、中膜、および
血管内腔）における Y
染色体陽性細胞の集積
を検出した。 多数の
Y染色体陽性細胞が重
度の閉塞性病変で確認
された（グレード 2;
図 5A、グレード 0;図
5B）。 血管領域内の
細胞の総数に対する Y
染色体細胞の割合を骨
髄由来細胞比として計
算した。骨髄由来細胞
比は、LT + Su/Hx ラ
ットで LTラットより
も高値であった（図
5C）。 LT + Su/Hx ラ
ットでは、閉塞性病変
の重症度に応じて骨髄
由来細胞比が増加した
（図 5D）。 
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