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研究成果の概要（和文）：本研究ではエンドセリン変換酵素（ECE）が循環ペプチド系の機能調節に関与するか否かを
、病態モデルを用いて検討した。低酸素誘発性肺高血圧マウスモデルおよびブレオマイシン誘発性肺線維症モデルにお
いて、野生型マウスと比較して、ECE遺伝子欠損マウスが病態発症を抑制したこと、またその分子メカニズムとして前
者ではブラジキニン系、後者ではCGRP系の賦活化が重要であることを明らかにした。以上の結果、ECE阻害が肺高血圧
症および肺線維症の発症を抑制することが期待され、ECE阻害薬が新たな治療手段となることが期待された。

研究成果の概要（英文）：We have investigated the possibilities that endothelin-converting enzyme (ECE) is 
involved in the pathogenesis of pulmonary hypertension and pulmonary fibrosis through other vasoactive pep
tides in addition to endothelin by using genetically modified mice. We have demonstrated that ECE heterozy
gous mice were resistant to develop hypoxia-induce pulmonary hypertension by upregulating bradykinin syste
m. We also showed that ECE heterozygous mice were resistant to induce bleomycin-induced pulmonary fibrosis
 by potentiating CGRP pathway. These results suggest that ECE plays an important role to the pathogenesis 
of pulmonary hypertension and pulmonary fibrosis, and that ECE may be a plausible target for the therapeut
ic intervention to these disorders.
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１．研究開始当初の背景 
 循環調節機能は多くの循環調節ペプチド
系が密接に連関し、相互に調節し合っており、
その調節機能の異常が様々な疾病の成因に
深く関与している。エンドセリン（ET）系、
ブラジキニン（BK）系、利尿ペプチド（NP）
系、レニン・アンジオテンシン（RAS）系な
どがその代表であり、これらの系を制御する
薬剤が臨床応用され心血管疾患の症状や予
後の改善に貢献している。 
 私たちは、エンドセリン系に関して臨床応
用を目指した基礎研究に従事してきた。私た
ちは、エンドセリン系の活性化酵素であるエ
ンドセリン変換酵素（ECE）の精製に世界に
先駆けて成功し、２種類の ECE 遺伝子を単
離・同定した。以後、ECE の神経堤細胞発生
における役割解明、ECE の生化学的特性の解
析、各種病態モデルを用いた前臨床研究と成
果を積み重ね、世界をリードする知見を発信
してきた。 
 現在、エンドセリン受容体拮抗薬は難治性
疾患である肺高血圧症に対して承認され、め
ざましい臨床効果をあげている。それに対し
て、ET 系のもう一方の治療標的である ECE 阻
害薬に関しては開発が遅れており、未だ臨床
応用には至っていない。その理由のひとつと
して、ECE が ET 系の活性化以外に生体内でど
のような酵素活性を示すのかが不明である
ことがあげられる。 
 上記の課題に対して私たちはECEの遺伝子
欠損マウスを作製し、生体で ECE の基質特異
性を解析するというアプローチをとった。そ
の結果、ECE 阻害が心不全モデルで心保護作
用を示すことおよび糖尿病下肢虚血モデル
において血流増加作用を示すこと（論文投稿
中）を見いだした。これらの循環病態改善効
果は ET 系の抑制に加えて、心房性利尿ペプ
チド（ANP）-cGMP-PKG 経路を介していること
を薬理学的に証明した。すなわち ECE 阻害に
より ET系および NP系を同時に制御できる可
能性を示すことができた。この知見をさらに
発展させ、ECE 阻害によって循環調節ペプチ
ド系を包括的に制御することを新たな心血
管疾患の治療戦略とするという本研究案の
着想に至った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では「病態モデルにおいて ECE 阻害
が ET 系のみならず、NP 系、BK 系、RAS 系な
どの複数の循環調節ペプチド系を同時に制
御することにより病態改善効果を示す」とい
う私たちの仮説を肺高血圧症および肺線維
症をモデルとして検証することを目的とす
るものである。 
  
  
３．研究の方法 
1) ECE 遺伝子欠損マウスにおける低酸素誘
導性肺高血圧症モデルの表現型の解析 

 マウスを10％低酸素環境下に3週間暴露す
ることにより肺高血圧モデルを作成する。私
たちは予備実験としてECE遺伝子欠損マウス
のヘテロ接合体（ECE-1+/-）では、野生型マ
ウスと比較して、肺動脈圧の上昇が有意に抑
制されていることを観血的圧測定法にて確
認した。そこで、表現型をさらに詳細に解析
することによって、ECE-1 の低下が肺高血圧
症に抵抗性を示す分子メカニズムの解明を
目指す。 
 肺組織における血管のリモデリングを HE
染色にて解析し、肺高血圧症の特徴的病理像
である内膜増殖、中膜肥厚、外膜線維化をス
コア化し、野生型マウスと ECE-1+/-マウスで
比較する。 
 さらに右室重量測定および右室心筋の病
理組織像で心筋の肥大を定量化し、野生型マ
ウスと ECE-1+/-マウスとで比較する。 
 
2) ECE遺伝子欠損マウスにおけるブレオマイ
シンによる肺線維症モデルの表現型の解析 
 マウスにブレオマイシンを気管内投与し、
肺線維症モデルを作成する。1 週間後および
2 週間後の炎症所見ならびに線維化所見を、
HE 染色、マッソントリクローム染色を用いて
評価する。低酸素誘導性肺高血圧症モデルと
同様の手法で血行動態ならびに右室重量測
定および右室心筋の病理組織像で心筋の肥
大を定量化し、野生型マウスと ECE-1+/-マウ
スとで比較する。 
 
3) 循環調節ペプチドのプロファイルの解析 
 ECE-1+/-マウスにおいて、疾患発症状態で
生体内の循環調節ペプチドを定量すること
によりECE-1による循環調節ペプチドの代謝
を調べる。 
 具体的には肺組織および血清中からペプ
チドを C18 カラムを用いて抽出する。各系の
循環調節ペプチドをELISAキットを用いて定
量し、野生型マウスおよび ECE-1+/-マウスで
正常状態および肺高血圧状態で比較する。測
定するペプチドは、big ET-1, ET-1, BK, ANP, 
BNP, CNP, Ang I, Ang II, Ang-(1-7)である。  
さらに、特異的な抗体を用いて免疫染色する
ことにより、循環調節ペプチドの局在を明ら
かにすることで ELISA のデータを補完する。 
 
4) 各種阻害薬を用いた検証実験 
 各循環調節ペプチド系に対する特異的な
受容体拮抗薬や阻害薬を用いてECE阻害によ
る表現型はどの系によって影響を受けてい
るのかを生体で検証する。具体的には、BK2
受容体拮抗薬（HOE140）、NP 系下流シグナル
の PKG 阻害薬（DT-3）、Ang-(1-7)受容体拮抗
薬（A-779）をマウスに投与し、肺高血圧に
関する影響を、野生型マウスおよび ECE-1+/-
マウスの血行動態および病理組織像で検討
する。同時に ET 受容体拮抗薬（BQ123 および
BQ788）との治療効果もあわせて比較する。 
 



４．研究成果 
 低酸素誘発性肺高血圧マウスモデルにお
いて、ECE-1+/-マウスは野生型マウスと比較
して、低酸素に伴う肺高血圧症の発症が抑制
されたことを血行動態および組織学的変化
から確認した。その分子メカニズムは、ET 系
の抑制ではなく、BK 系の賦活化であることを
ペプチドレベルおよび BK 受容体阻害薬を用
いた実験系で証明した。 
 ブレオマイシン誘発性肺線維症モデルに
おいて、野生型マウスと比較して、ECE-1+/-
マウスが線維化の進展を抑制したことを確
認した。その機序としては、ECE の欠損によ
り炎症が抑制され、その結果として線維化が
抑制されることが示唆された。その分子メカ
ニズムとしては ET系の抑制とともに CGRP 系
の賦活化が関与していることを示した。 
 すなわちECE阻害はエンドセリン系を抑制
すると同時に BK系や CGRP 系の賦活化により、
エンドセリン受容体拮抗薬を上回る臓器保
護を示す可能性が示唆された。 
 以上の結果、ECE 阻害が肺高血圧症および
肺線維症の発症を抑制することが期待され、
ECE 阻害薬が新たな治療手段となることが期
待された。 
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