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研究成果の概要（和文）：重症肺高血圧症には根本的な治療法がない。神経伝達物質 VIP, PACAP

は肺循環、呼吸機能に関与するとされるが、詳細な機能は不明である。実験的肺高血圧モデル

の肺、心臓組織では VIP, PACAP が減少する一方、その受容体 VPAC1, VPAC2,PAC1 の発現は亢進

していた。VIP, PACAP 補充により肺高血圧が改善すると推測し、生体内で VIP、PACAP を産生

させるプラスミドベクターを作製した。静脈内、腹腔内投与等による治療効果を検証する。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Pulmonary hypertension (PH) is critical disease. It has been reported that 
neuropeptides VIP, PACAP involve in pulmonary circulation and respiratory system, 
however, their functions are not fully elucidated. The contents of VIP and PACAP in 
the lung decreased in experimental PH, while the expression of their receptors VPAC1, 
VPAC2 and PAC1 increased. Similar results were obtained from cardiac tissue. To verify 
the hypothesis that replacement of the peptides may improve PH, we constructed plasmid 
vector encoding VIP or PACAP. We have been investigating the more efficient method 
to deliver the plasmid and the effect in PH. 
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１．研究開始当初の背景 
原発性、二次性肺高血圧症における不可逆的
な血管損傷は肺移植以外に根治的治療方法
はない。Vasoactive intestinal polypeptide 
(VIP) 等が次世代の治療薬と期待されてい
たが、肺循環における詳細な機能は不明であ
った。Neuropeptide である VIP は心肺循環系

において自律神経線維に存在し、肺循環、呼
吸機能等に関与しているとされる。原発性肺
高血圧症では VIP の低下が示され、更に VIP
投与により肺高血圧が改善することが報告
された(JCI 111, 1339-1346, 2003)。一方、
VIP と 70%の相同性を持つ PACAP は PACAP 受
容体に加え VIP 受容体にも作用する。VIP、
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PACAP の各々の knockout mice はともに肺高
血圧、右心不全を示し、VIP、PACAP が肺循環
に重要な役割を果たしていると考えられた。
以上より、VIP, PACAP 投与による肺高血圧症
に対する治療効果を検証し、その機序の解明
を計画した。 
既に VIP投与により原発性肺高血圧が部分的
に改善することは報告されていたが、VIP は
生体内での半減期が短く長期投与が困難だ
った。より簡便な投与方法が望まれていた。
ウイルスベクターは動物実験に広く使用さ
れているが、臨床応用へのハードルは依然と
して非常に高い。また、呼吸器に感染させや
すいアデノウイルスベクターは免疫反応を
惹起し、効果は一時的で単回投与のみ可能で
あった。非ウイルスベクターで、複数回の投
与が可能であるプラスミドベクターを効果
的に使用する条件を検討することとした。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、VIP/PACAP 及びその受容体の肺
循環における役割を解明するため、実験的肺
高血圧モデルを用い以下の方法で検討した。 
また、VIP/PACAP 発現プラスミドベクターに
よる肺高血圧に対する治療効果を検討する
ため、VIP 又は PACAP 発現プラスミドベクタ
ーを構築し、更に in vivo で導入する方法を
検討した。 
 
 

３．研究の方法 
(1)モノクロタリン誘発肺高血圧モデル作製、
及び循環動態測定（右室圧、体血圧、心拍数）。 
モノクロタリン 60ｍｇ/kgをラットに皮下注
射し４週間で肺高血圧モデルを作製し Group 
C とした。正常群は group C とした。吸入麻
酔による全身麻酔下に気管挿管し、陽圧換気
を行った。実体顕微鏡下に右内頸静脈よりカ
テーテルを挿入し右室圧を測定した。右室に
入ったことは圧ラインの波形から判断した。
大腿動脈にカテーテルを挿入し体血圧を測
定した。測定後に心臓、肺を摘出し右室/左
室重量比、右室/体重比より右室肥大の評価
を行った。 
 
(2)肺、心臓組織、血液における VIP,PACAP
量測定。VIP/PACAP の共通受容体 VPAC1, 
VPAC1及びPACAP特異的受容体PAC1受容体発
現量の測定。 
ELISA, Western blot analysis, Realtime PCR
により、組織,血液中の VIP,PACAP 含有量, 
VPAC1, VPAC1, 及び PAC1 受容体発現量を測
定した。 
 
(3) 免疫組織学的検討 
肺、心臓組織における VIP/PACAP 及びその受

容体の発現部位を検討するため、肺、心臓の
免疫染色を行った。肺組織はパラホルムアル
デヒドで固定しパラフィン切片を、心臓組織
は固定後凍結切片を作製し、免疫染色を行っ
た。 
 
(4) プラスミドベクターの in vivo における
導入条件検討。 
ラット、マウスへ in vivo においてプラスミ
ドベクターを導入する条件を検証した。哺乳
動物細胞で GFPを発現するプラスミドベクタ
ーpCMS-EGFP を lipofectamine plus
（Invitrogen）を用い静脈内、腹腔内に投与
した。またエレクトロポレーションを用いプ
ラスミド単体を大腿筋内に投与した。肺、肝
臓、大腿筋における GFP 発現は western blot 
analysis で検出した。 
 
(5) VIP, PACAP 発現プラスミドベクターの 
構築。 
マウス脳組織より mRNA を抽出し、RT-PCR に
より VIP (NM_011702.2),または PACAP 
(NM_009625.2)の cDNA を増幅した。PCR プロ
ダクトをプラスミドベクター pCMS-EGFP, 
pSecTag2 に導入した。構築したベクターを
HEK293 細胞に lipofectamine を用い
transfection させ、PCR, western blot によ
り mRNA, peptide の発現を検証した。 
 
(6)VIP及びPACAP発現プラスミドベクターに 
よる肺高血圧への治療効果検討。 
モノクロタリン誘発肺高血圧モデルに VIP, 
PACAP 発現プラスミドベクターを方法(4)で
検証した方法で導入し、循環動態から治療効
果を検証する。 
 
 
４．研究成果 
(1)肺高血圧モデル作製 
ラットにモノクロタリン 60ｍｇ/kgを一回投
与した。４週間後、右室圧、右室圧/左室圧
比、右室重量/左室重量比の上昇を認め、肺
高血圧症、右肥大を確認した。（Fig. 1） 

Ratio of RV to LV+IVS weight is shown in panel A.  Ratio of  RV 
to body weights is shown in panel B. These ratios in Group M 
are increased significantly. * p< 0.05 

Figure 1

Right / Left Ventricular 
Weight Ratio

Right Ventricular
/ Body weight

Group C Group M

A B

1.4

1.2

0.8

0.4

0.0

mg/g
0.80

0.60

0.40

0.20

0.0

R
a
ti
o

*

*

Ratio of RV to LV+IVS weight is shown in panel A.  Ratio of  RV 
to body weights is shown in panel B. These ratios in Group M 
are increased significantly. * p< 0.05 

Figure 1

Right / Left Ventricular 
Weight Ratio

Right Ventricular
/ Body weight

Group C Group MGroup C Group M

A B

1.4

1.2

0.8

0.4

0.0

mg/g

1.4

1.2

0.8

0.4

0.0

mg/g
0.80

0.60

0.40

0.20

0.0

R
a
ti
o

0.80

0.60

0.40

0.20

0.0

R
a
ti
o

*

*



 

 

Western blot analysis of VPAC2 in right and left ventricles. 
Densitometry of VPAC2 expression reveals significant increase 
with MCT treatment in both right and left ventricles. * p< 0.05
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(2)肺、心臓、血液中 VIP, PACAP 及び受容体
発現量。 
肺高血圧ラット肺及び右心室組織中の VIP, 
PACAP は減少していた。一方、VPAC1, VPAC2
及び PAC1 受容体発現の亢進を認めた。血液
中の VIP 量は不変であった。VIP, PACAP の減
少に対し PAC1, VPAC1, VPAC2 受容体が代償
的に増加していると推測された。これらの結
果より、PACAP，又は VIP を補充することで
肺高血圧を改善する、との仮説の検証に進ん
だ。VIP, PACAP 発現プラスミドベクター作製
と、in vivo での導入条件検討を開始した。 
(Figure 2, 3) 
 

 
 
 

 

 
(3)免疫組織学的検討を行ったが、肺、心臓
組織とも発現部位を未だ十分には解明でき
ておらず、染色条件検討を継続している。 
 
(4) プラスミドベクターの in vivo における
導入条件検討。 
GFP 発現プラスミドベクターpCMS-EGFP を
lipofectamine を用い静脈内、腹腔内に投与
した。投与２日後、肺、肝臓組織において GFP
の発現を認めた。発現は経時的に減少した。
ベクターの再投与により再び GFP の発現が見
られた。エレクトロポレーションによる大腿
筋での発現は数日から数週間継続した。 
静脈内、腹腔内投与では肺組織に導入されや
すいため、肺疾患への応用に都合が良いが、
発現を比較的長期に維持するには定期的な
投与が必要になる。一方、Recombinant VIP, 
PACAP は内因性 VIP, PACAP と同様、前駆体は
シグナルペプチドが存在するため細胞外に
分泌される。従って大腿筋、肝臓等の標的以
外の組織にベクターが導入されても、血中濃
度は上昇し得る。 
以上より、上記の各投与方法による組織への
ベクター導入は確認された。最も治療効果が
高い投与法の決定のため、VIP, PACAP発現 ベ
クターを用いた検討に進んだ。 
 
(5) VIP, PACAP 発現プラスミドベクターの 
構築。 
VIP, PACAP 発現 ベクターは上記研究方法に
より作製した。PCR、制限酵素による切断パ
ターン、シークエンス等の方法により設計通
りのベクターであることを確認した。ベクタ
ーを HEK293 細胞に lipofectamine を用い導
入し、recombinant VIP, PACAP の mRNA, 
peptide 発現を PCR, western blot により確
認した。 
 
(6) VIP 及び PACAP 発現プラスミドベクター   
による肺高血圧への治療効果検討。 
現在、作製したベクターを肺高血圧ラットに
投与し治療効果の検討を行っている。治療効
果は右心圧、右心圧/左心圧比、右心重量/ 
左心重量比、組織内 VIP, PACAP 量、受容体
発現量で評価する。現在、異なる投与方法で
検討中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 

VIP mRNA expression in right and left ven-tricles. 
Quantitative PCR was carried out. GAPDH was 
used for internal control. Expression of VIP mRNA 
is decreased significantly in MCT treated right 
ventricles but not in left ventricles. * p< 0.05 
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