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研究成果の概要（和文）：肺高血圧症は、肺血管の障害によって持続的に肺動脈圧が上昇する致死性の疾患であ
る。肺動脈性肺高血圧症（PAH）患者由来肺動脈平滑筋細胞において、カルシウム感受性受容体（CaSR）発現機
能の亢進を見出した。本研究では、CaSR発現が増殖因子により調節されている可能性を探るため、血小板由来成
長因子（PDGF）受容体とその下流シグナル経路に注目した。その結果、PDGFを長時間暴露させるとCaSRの発現が
増加し、PDGF受容体をノックダウンするとCaSRの発現亢進が抑制されることを見出した。以上の結果は、PAH患
者で亢進したPDGFシグナルがCaSR発現を亢進させ、病態を悪化させることを示している。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a progressive and fatal disease of 
the pulmonary artery. We previously reported that the calcium-sensing receptor (CaSR) was 
upregulated in pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMCs) from idiopathic pulmonary arterial 
hypertension (IPAH) patients. In this study, we examined involvement of platelet-derived growth 
factor (PDGF) on CaSR expression. The expression of PDGF receptors was stronger in IPAH-PASMCs than 
in normal-PASMCs.The PDGF-induced CaSR upregulation was attenuated by the siRNA knockdown of PDGF 
receptors.These results suggest that enhanced PDGF signaling is involved in the CaSR upregulation, 
leading excessive PASMC proliferation and vascular remodeling in IPAH patients. The linkage between 
CaSR and PDGF signals is a novel pathophysiological mechanism contributing to the development of 
PAH. 

研究分野：医歯薬学

キーワード： 肺高血圧症　カルシウム感受性受容体　血管　リモデリング　平滑筋　PDGFシグナル　カルシウムシグ
ナル　肺動脈
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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）は、持続的に肺動脈圧が上昇する進行性かつ難治性の血管疾患である。近年、PAHの
予後は、改善しつつあるが、特徴的な症状がないため、右心不全を起こして初めて診断される症例が多い。PAH
の薬剤は、肺血管を拡張させて、肺動脈圧を降下させるものである。PAH病態が悪化するにつれて生じる肺血管
壁の細胞増殖（肺血管リモデリング）を抑える根本的な薬剤は実用化されていないのが現状である。そのため、
本研究で明らかにした、PAH患者で亢進したPDGFシグナルがCaSR発現を亢進させ、病態を悪化させるメカニズム
は新規治療薬の開発において有益な情報になると期待している。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

肺高血圧症（Pulmonary Hypertension）は、肺血管の攣縮や肺血管壁の肥厚による血管内腔の

狭小化、血栓形成による肺血管抵抗の上昇によって、持続的に肺動脈圧が上昇する進行性かつ難

治性の血管疾患である。病態が進行すると血管壁の肥厚に伴って動脈壁全体が硬化し、肺血流量

が低下して、右室に負荷がかかるため右心不全に陥る。これまでに複数の肺高血圧症の発症因子

が見つかっているが、それらが複雑に関連しているため、未だに正確な発症機構は解明されてい

ない。肺高血圧症分類の第 1群であり、最も典型的な臨床像を示す肺動脈性肺高血圧症（PAH）

の主な原因は、肺動脈平滑筋の過収縮（痙攣）と肥厚（リモデリング）の亢進である。これらの

病態は、細胞内 Ca2+濃度の過度の上昇によって形成される。この細胞内 Ca2+過負荷の要因となる

Ca2+流入経路として、様々な Ca2+透過性イオンチャネルが報告されている。しかし依然として、

PAH の病態変化には、その他の経路不明な Ca2+シグナルが関わっていることが推測されている。

我々は、PAH の病態形成を担う新規 Ca2+シグナル分子として Ca2+感受性受容体（CaSR）を同定し

た。特発性肺動脈性肺高血圧症（IPAH）の患者から摘出した肺動脈平滑筋細胞（PASMCs）におい

て、CaSR の発現増加および機能増強が認められた。CaSR の発現亢進による細胞内 Ca2+濃度の過

負荷は、PASMCs の異常増殖を促進し、肺血管リモデリングを形成するため、PAH につながること

を証明した。さらに、肺高血圧症モデル動物の病態は、CaSR 拮抗薬によって改善することも示

した。以上より、CaSR の発現亢進が PAH の病態機構に関与していること、また、CaSR 拮抗薬が

新規 PAH 治療薬として有望であることを明らかにした。 

 

２．研究の目的 

近年、PAH の予後は改善しつつあるが、特徴的な症状がないため、右心不全を起こして初めて

診断される症例が多い。そのため、早期診断は困難で QOL は不良である。PAH の臨床知見から、

既存薬に抵抗性を示す患者が多いこと、単剤療法と比較して早期からの併用療法が奏効するこ

とが知られている。既存薬は、肺血管を拡張させて、肺動脈圧を降下させるものである。PAH 病

態が悪化するにつれて生じる肺血管壁の細胞増殖（肺血管リモデリング）を抑制する根本的な薬

剤は実用化されていない。これまでに我々は、PAH で発現亢進する CaSR の抑制が、過剰な細胞

増殖や肺血管リモデリングを改善することを見出した。そのため、CaSR が新規 PAH 治療薬の分

子標的になり得ることが期待される。本研究課題では、IPAH の患者から単離した PASMCs を用い

て、過剰な肺血管リモデリングを抑制する化合物を探索することを目指した。スクリーニング系

の指標として、主に MTT 法による細胞生存率（細胞増殖率）を利用した。候補化合物の CaSR に

対する阻害作用は、Ca2+イメージング法、生化学的手法などを適用し、in vitro レベルで機能解

析した。さらに、肺高血圧症モデル動物を用いて、in vivo レベルでも候補化合物の薬効評価を

行った。 

 

３．研究の方法 

（1）肺高血圧症モデル細胞を用いたスクリーニング系の構築 

正常ヒト（Normal:肺高血圧症以外の肺疾患患者：対照群）、IPAH 患者（CaSR の高発現細胞群）、

慢性血栓塞栓性肺高血圧症患者（CTEPH：IPAH とは原因の異なる肺高血圧症で、CaSR 低発現細胞

群、本実験では対照群として扱う）由来の PASMCs を利用して、様々な薬物のリモデリングに対

する薬効を評価した。 

 

 



（2）CaSR の発現を制御する分子の探索 

正常ヒト肺動脈平滑筋細胞（Normal-PASMCs）を用いて、PAH 患者で増加していることが報告

されている増殖因子・炎症性サイトカイン・エンドセリン・セロトニンなどによる CaSR の発現

が制御について、ウエスタンブロット法により CaSR のタンパク質発現量を検討した。さらに、

IPAH 患者、CTEPH 患者および対象群（肺高血圧症以外の肺疾患患者）より作製したヒト肺動脈平

滑筋の培養細胞株から総 RNA を抽出して、逆転写（RT）法により cDNA を作製し、定量的リアル

タイム PCR 法により、細胞内 Ca2+動態に関連する分子の mRNA 発現量を比較解析した。さらに同

様の細胞株からタンパク質を抽出して、ウェスタンブロット法により、細胞内 Ca2+動態に関連す

る分子のタンパク質発現量を比較解析した。 

 

（3）肺高血圧症リモデリングを制御するシグナル伝達分子の同定 

対照群、血小板由来増殖因子（PDGF）暴露群、IPAH 患者由来の PASMCs を用いて、細胞生存率

（MTT 法）、細胞増殖率（BrdU アッセイ）、アポトーシス誘導率（Caspase 3/7 アッセイ）を測定

した。薬物暴露群や IPAH 細胞で共通して特異的に発現機能変化するシグナル伝達分子の阻害薬

や siRNA 存在下における細胞増殖能や細胞生存率を解析した。これらの結果により、肺高血圧症

リモデリング（細胞異常増殖）に対するシグナル伝達分子の関与を決定した。 

 

（３）肺高血圧症モデル動物を用いた PAH 治療薬の開発 

モノクロタリン誘発性肺高血圧症ラットを作製した。次に、シグナル伝達分子の選択的阻害薬

を各種モデル動物に腹腔内投与した。カプランマイヤー曲線により生存率・死亡率に対する阻害

薬の効果を解析した。Millar システムを用いて、肺高血圧症の指標である右室圧を観察し、肺

高血圧症に対する阻害薬の治療効果を右室収縮期圧で評価した。さらに、心臓や肺動脈を摘出し、

ヘマトキシリン－エオジン染色により右室肥大や肺高血圧症リモデリングに対する薬効も評価

した。 

 

４．研究成果 

(1) 肺高血圧症モデル細胞を用

いたスクリーニング系の構築 

IPAH-PASMCs の細胞増殖速度

は、Normal-PASMCs および CTEPH-

PASMCs のものよりも 1.5 倍ほど

早かった。IPAH-PASMCs に CaSR

拮抗薬である NPS2143 を投与す

ると、その細胞増殖は濃度依存的

に抑制された（IC50 = 2.64 M）。

一方、NPS2143 は Normal-PASMCs  

図 1 CaSRを標的としたスクリーニング系 
正常ヒト（Normal）、IPAH患者、CTEPH患者由来の PASMCsにおい
て、CaSR 制御薬の細胞生存率に対する作用を MTT 法で測定した。
CaSR拮抗薬である NPS2143 および Calhex 231 は、IPAH細胞で
のみ細胞増殖を抑制した。一方、CaSR作動薬である R568は、IPAH
細胞でのみ細胞増殖を促進した。［Yamamura et al., PLoS One 
(2015)より抜粋］ 



および CTEPH-PASMCs の細胞増殖

には影響を与えなかった。NPS2143

とは構造的に異なる種類の CaSR

拮抗薬である Calhex 231 も、

IPAH-PASMCs の過剰な細胞増殖を

濃度依存的に抑制した（IC50 = 

1.89 M）。また、CaSR 活性化薬で

ある R568 は、IPAH-PASMCs の細胞

増殖を有意に促進した（EC50 = 

0.33 M）（図 1）。このスクリーニ

ング系を用いて、臨床で使用され

ている PDE5 阻害薬であるシルデ

ナフィルを細胞増殖の抑制効果に

ついて検討した。IPAH-PASMCs の

過剰な細胞増殖を濃度依存的に抑

制した（IC50 = 16.9 μM）。一方、

シルデナフィルは、Normal-PASMCs

および CTEPH-PASMCs の細胞増殖

には影響を与えなかった（図 2）。

IPAH-PASMCsに CaSR拮抗薬である

NPS2143 または Calhex 231 をシル

デナフィルとともに投与すると、

その過剰な細胞増殖は相加・相乗

的に抑制された。 

 

(2) PDGF 受容体下流シグナルと

CaSR の発現と機能連関に関与す

る分子の機能解析 

Normal-PASMCs を PDGF で刺激す

ると、細胞増殖や細胞遊走の亢進

が認められた。また、PDGF の暴露

は、Normal-PASMCs における CaSR

の発現増加を誘導した。PDGF受容

体の発現は、IPAH-PASMCs の方が

高かった。PDGF 刺激による PDGF

受容体のリン酸化は、IPAH-PASMCs

で長く持続した。その下流シグナ

ルである ERK や Akt のリン酸化も

IPAH-PASMCs で促進していた。

PDGF受容体の siRNA ノックダウ

ンは、PDGF 暴露による CaSR 発現

亢進を減少させた(図３)。 

 

図 2 スクリーニング系を利用したシルデナフィルの細胞増殖抑制
効果 
正常ヒト（Normal）、IPAH患者、CTEPH患者由来の PASMCsにお
いて、PDE5阻害薬の細胞生存率に対する作用を MTT法で測定し
た。シルデナフィル（PDE5 阻害薬）は、IPAH 細胞でのみ細胞増殖
を抑制した。［Yamamura et al., EJP (2016)より抜粋］ 

 
図 3 PDGFによる CaSRの発現亢進 
A）正常ヒト由来（Normal）の PASMCs に PDGF を暴露すると、
CaSR の発現増加が認められた。増加した発現レベルは、IPAH-
PASMCs と同程度だった。B）IPAH 細胞において、PDGF 受容体
（PDGFR）を siRNA ノックダウンすると、CaSR の発現が抑制され
た。［Yamamura et al., FASEB J (2019)より抜粋］ 
 



（３）肺高血圧症モデル動物を用いた薬効解析 

肺高血圧症モデル動物であるモノクロタリン誘発性ラットの CaSR 発現量は、PDGF 受容体の

阻害薬であるイマチニブ投与によって低下した。さらにイマチニブと NPS2143 を併用投与する

と MCT モデルにおける平均肺動脈圧の低下が観察された（図 4）。 

 

本研究成果により、PAH の肺血管リモデリングを亢進させる CaSR の発現調節機構に、PDGF シ

グナルが関与していることが示唆された。本研究による知見は、PAH の発症機構の解明や新規治

療薬の開発に大きく貢献すると考えられる。 

 

 

 
図 4 NSP2143とイマチニブ併用投与による右室圧（RVP）の抑制効果 

A）モノクロタリンラット（MCT ラット）において右室圧（RVP）は亢進し、その亢進はイマチニブ（ima）と
NPS2143 併用投与により抑制効果が強く認められた。A）原図。B）平均肺動脈収縮期圧（RVSP）のま
とめ。［Yamamura et al., FASEB J (2019)より抜粋］ 
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Activator of G-protein signaling 8 is involved in VEGF-induced choroidal neovascularization

Scientific Reports 1560～
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
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肺高血圧症におけるカルシウムシグナル

BIO Clinica 139-146

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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肺動脈性肺高血圧症の肺血管リモデリングに対するフィンゴリモドの抑制効果

 １．発表者名
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