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研究成果の概要（和文）：肺動脈性肺高血圧症（Pulmonary Arterial Hypertension：PAH）は遠位の肺動脈に原
因不明の狭窄・閉塞を来たす、厚労省指定難病である。PAH治療に使用可能な薬剤は何れも血管拡張薬のみであ
り、新規機序に基づく創薬が必要である。 本研究では、重症PAHラットモデルを用い、PAH病態形成においてAHR
が鍵を握ることを明らかとした。さらに、AHR下流の分子メカニズムを明らかにした。また、血液検体、ゲノム
解析からAHRシグナルのヒトPAH病態への関与も示唆し、AHRシグナルがPAHの新規治療ターゲットとなることを示
唆した。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a severe disease which causes 
stenosis and occlusion in the pulmonary small arteries and arterioles, leading to elevation of 
pulmonary arterial pressure and eventually to right-sided heart failure. Current therapeutic drugs 
for PAH are vasodilators only, and the patients with advanced PAH have still poor prognosis. 
Therefore, development of a novel therapeutic drug other than vasodilators has been awaited. Aryl 
hydrocarbon receptor (AHR), a nuclear receptor/transcription factor, detoxifies xenobiotics and 
regulates the differentiation and function of various immune cells. In this study, we demonstrated 
that AHR is an essential transcription factor for the pathogenesis of PAH using several PAH rat 
models and human specimens. These results suggest that AHR is a novel therapeutic target for PAH. 

研究分野：循環器内科学
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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（Pulmonary Arterial Hypertension：PAH）は肺動脈に原因不明の狭窄・閉塞を来して肺動
脈圧の上昇から右心不全に至り、内科的治療に不応の場合は未だ予後不良の指定難病である。PAH治療に使用可
能な血管拡張薬には限界があるため、新規メカニズムに基づく創薬が待たれている。 本研究では、免疫シグナ
ルに着目し、PAHに関与する新規メカニズムとして芳香族炭化水素受容体AHRを同定しその下流シグナルを明かに
した。即ち、動物モデル、ヒト検体の解析から、AHRがPAH病態形成の鍵を握り、AHRとその下流分子がPAHの新規
創薬ターゲットとなり得ることを示した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
肺動脈性肺高血圧症（Pulmonary Arterial Hypertension：PAH）は遠位の肺動脈（肺小動脈や肺細小
動脈）に原因不明の狭窄・閉塞を来して肺動脈圧の上昇から右心不全に至り、内科的治療に不応
の場合は未だ予後不良の指定難病である。PAH 治療に使用可能な薬剤は何れも脈平滑筋を弛緩
する血管拡張薬で、平滑筋弛緩と別の新規機序に基づく創薬が必要である。  
研究代表者はマウスで最も汎用される PAH モデル動物である低酸素誘発性肺高血圧症（低酸
素性 PH）マウスで、低酸素により肺動脈内皮細胞から分泌される炎症性サイトカインの
interleukin-6(IL-6)が肺で Th17細胞を誘導して、Th17細胞由来の interleukin-21(IL-21)が PAH病態
を促進することを報告した 1。 低酸素性 PHマウスは、肺動脈平滑筋の肥厚のみが誘導される軽
症～中等症 PAHモデル動物で、右室収縮期圧（RVSP）も 40mmHg程度にしか上昇せず、肺動脈
の閉塞・亜閉塞状態を伴う PAHの重症病変は誘導出 来
ない限界がある。一方、ラットでは VEGFR2 阻害薬の
Sugen5416 の前処置後に低酸素(Hypoxia)負荷をする
Su/Hxモデルが開発され、RVSP正常値は 30mmHg程度
であるのが体血圧を超える 100mmHg 前後まで上昇し
て、病理組織学的にも低酸素性 PHマウスでは見られな
い閉塞性病変が出現する利点がある 2。研究代表者らは
IL-21 の発現制御を上流で担う転写因子として芳香族環
状炭化水素受容体(Aryl hydrocarbon receptor: AHR)が報
告されていたため 3、AHR（図 1）に焦点を当てて研究
を開始した。予備検討の結果、AHRが Su/Hxラットモ
デルの病態形成に関与する可能性を見出した。しかしな
がら、そのメカニズムやヒトでの関与は不明であった。  
 
２．研究の目的 
本研究の目的は（1）重症 PAHモデル動物(Su/Hxラット)、（2）ヒト重症 PAH患者の臨床検体を
用いて基礎・臨床両面から AHR の PAH 病態形成での役割とその分子メカニズムを解明するこ
とである。 これまで Su/Hxモデルラットでは「Sugen5416の VEGFR2阻害作用によって抗アポ
トーシス性の肺動脈内皮細胞が出現することで PAH の重症病態が誘導される」と考えられてい
た。しかし、厳密な証明はされていなかった 4。一方、Su5416は AHRリガンド活性が有ると近
年報告されており 5、研究代表者らの予備検討の結果、AHRの活性化が PAH病態形成に関与す
る可能性を見出したが、その詳細は全く不明であった。そこで、本研究では、重症 PAH モデル
（Su/Hxラット）を用い、PAH病態形成における AHRの役割と下流シグナルの解明、ヒト PAH
病態への AHRの関与の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 遺伝子欠損ラットは CRISPR/CAS9 法を用いて作製した。Su/Hx モデルは、20mg/kg/BW の
SU5416を皮下投与後 3週間低酸素（10％O2）下で飼育後、常酸素（21％O2）下で飼育すること
で作製した。PAH病態の評価は、右心カテーテルによる RVSP（右室収縮期圧）、右室/左室重量
比、肺小動脈の中膜肥厚・血管閉塞率により検討した。ヒト検体を用いた研究は、国立循環器病
研究センター倫理委員会の許可を得て実施された。RNA-sequencing、ChIP-sequencing は
NextSeq500を用いて施行した。AHR luciferase reporter アッセイは Indigobioscience社製のアッセ
イシステムを使用した。統計は
Prism softwareを用いて解析した。 
 
４．研究成果 
①AHR を介した重症 PAH 病態形
成メカニズム 
研究代表者らは、本研究研究開始
時、SuHxラットの PAH重症化に、
従来提唱されていた VEGFR2阻害
作用よりもむしろ AHR が重要で
あることを、AHRをラットでノッ
クアウト、AHRのリガンド投与実
験、VEGFR2 阻害剤投与実験で、
示しつつあった。そこで、本研究で
は、経時変化の解析や N数追加、
また、より強力な VEGFR2阻害剤
による VEGFR2の関与の有無を行

 
図 1．AHR はダイオキシンなどの芳香族
炭化水素を感知する化学物質センサー
の機能をになう転写因子である 

 

図２．AHR リガンド FICZ はラットに PAH を発症させた 



い（図１～３）、加えて、新たな研究成果として後
述する、メカニズム解析、ヒトでの AHRの関与を
明かにして、論文化した（Masaki T, Nakaoka Y, etal, 
PNAS2021）。 
  
一方、漢方薬の青黛はヒトの潰瘍性大腸炎
(Ulcerative Colitis; UC)に対して臨床的に顕著な有
効性を示すが 6、青黛には AHRリガンド活性のあ
る indigoや indirubinが含有される。興味深い事に、
青黛は薬剤誘発性 PAH を来すと報告されて 7、同
様の症例が集積したことから 2016年 12月厚生労
働省は緊急注意喚起を発表した（ 薬生監麻発 1227
第 10号）。以上より、「青黛」は UCの病態を改善
する一方、肺動脈リモデリングを進めて薬剤誘発
性 PAH を来
す二面性の
ある薬剤と
考えられる
が、その分子
機構は不明
である。薬物
誘発性 PAH
である、青黛
誘発性 PAH6

に関しては、
①青黛を混
餌によりラ
ットに摂取させ、低酸素下 3週間飼育後 2週間常酸素下で飼育すると、
PAH 病態の悪化が見られ、青黛誘発性 PAH をラットで再現することが
できた。この系を Ahr-KOで検討したところ、PAH病態の悪化がキャン
セルされた。さらに、青黛に豊富に含まれる indirubinのラットへの投与実験においても AHR依
存性に PAH が重症化したことから、青黛誘発性 PAH の原因は成体に含まれる indirubin 等の過
剰摂取による AHR活性化が原因である可能性を強く示唆した（図４）。 
 AHR のヒトでの関与を IPAH 患者の剖検肺で検討し、血管内皮細胞や病変部の免疫細胞で、
AHRの核内移行や CYP1A1の発現が確認され、AHRが IPAH肺で活性化していることが確認さ
れた。 
AHRの活性化にはリガンドの存在が必要なため、
AHR luciferase レポーターアッセイを血清にて施
行した。その結果、健常者に比べ、PAH患者では
活性が有意に上昇しており、重症なほど活性が高
く、予後が不良であることが示され、AHRのヒト
での関与が示されただけでなく、血清 AHR 
luciferase 活性評価が PAH のバイオマーカーとな
ることが示された（図５）。 
 SuHx ラットの全肺及び肺血管内皮細胞の
RNA-sequencing, ChIP-sequencing から、血管内皮
細胞での AHR 依存性の炎症性シグナルの惹起と
Endthelin-1, Interleukine-1 receptor 1 等の既知の PAH病態形成に関わる分子の AHRによる直接的
な発現制御が見られた。病態形成が完成する時期には、T cell receptor signalや Th17応答関連分
子の濃縮、Th17 分化に関与する Il6, Tgfb の発現亢進を見出した。実際、Th17 細胞様の IL-21+ 
CD4+ T細胞が AHR依存性に肺の病変部位へ集簇することが示された（図 7）。 
さらに、PAH 患者の中でも特に AHR 依存性が高いことが想定される青黛誘発性 PAH 患者と
SuHxラットの PBMCの RNA-sequencingから、AHR依存性に炎症性シグナルの惹起、自然免疫
反応の惹起、モノサイト
／マクロファージ関連
分子の濃縮が示唆され、
AHR依存性にMRC1+マ
クロファージが病変部
位へ集簇することが示
された（図 8）。ヒト剖検
肺においても、AHRの核
内への局在化、AHRの代
表 的 下 流 分 子 の

 

図５．VEGFR2 阻害は

PAH の主たる病因で

はない 

 

図３．Ahr-KO は Su/Hx モデルに耐性を示した 

 

図４．AHR が青黛誘発性 PAH の原因と示唆された 

 
図６．ヒト血清 AHR 活性化能は予後を規定 

 
図７．AHR 依存性の Th17 様 T細胞の集簇 



CYP1A1の発現誘導が、血管内皮
細胞や病変部の免疫細胞で確認
された。骨髄移植実験からは、血
管内皮と骨髄由来細胞の AHR の
いずれも病態形成に関与するこ
とが示唆された。以上の結果を
PNAS 誌に報告した（Masaki T, 
Nakaoka Y et al, PNAS2021）。 
 
②AHR下流分子の同定 
①の成果から PAH病態形成における AHRの重要性を示せたが、AHRが血管リモデリングを引
き起こすメカニズムについては、不明のままである。そこで、AHR 依存的に発現誘導される細
胞内シグナル分子と分泌タンパク質に着目し、PAHへの関与を検討した。 

AHRの下流で PAH
病態形成に関与する
分子のスクリーニン
グのため、SuHxラッ
ト肺を用いた RNA-
seq解析を施行し、血
管内皮細胞でAHR依
存性に発現誘導がか
かる分子として、分泌
タンパク質として
Ccl2 様のケモカイン
Cytl1を同定した（図 9）。ChIP-seqの結果から、Cytl1は、AHR
によって間接的に誘導がかかる分子であることが示唆され
た。初代肺動脈微小血管内皮細胞（HMVEC）の培養系への
FICZの添加は、CYTL1 mRNAの発現を亢進した。そこで、
で KOラットを作製し、PAH病態への関与を検討した。 
また、AHR依存性が特に高い、細胞内シグナル分子の一つ
として基質未同定のセリンスレオニンキナーゼ Stk32bを同定した（図 9）。本分子は、AHRによ
って直接的に転写誘導がかかることが ChIP-seqにより示唆された（図 10）。このキナーゼは PKA
や PKCと同じスーパーファミリーに属し、魚類～哺乳類まで種を越えて比較的保存性が高いキ
ナーゼである（図
10）。Su/Hx モデルの
各臓器を検討した結
果、Stk32bは、肺で特
異的にAHR依存性に
誘導がかかった。
STK32B mRNA は
HMVECの FICZ刺激
で 1.2 倍程度の誘導
がみられた。STK32B
の血管内皮細胞に対
する作用を検討する
ため、kinase dead（優
性抑圧変異体）と野
生型の STK32B を作
成し、アデノウイル
スベクターにより HMVECに導入した。その結果、EndMT関連分子の発現が誘導され、内皮細
胞の接着の中心的役割を果たす VE-cadherinの部分的消失がみられた。即ち、STK32Bが PAH病
態に重要な内皮間葉転換(EndMT)を誘導する分子であることが示された。 
そこで、STK32B による EndMT 誘導メカニズムを明らかにするため、STK32B のリン酸化基
質の同定を TMT/FeNTA法によるリン酸化プロテオミクスにより探索・同定を試みた（研究分担
者・小迫英尊教授、徳島大学・藤井節郎記念医科学センター）。その結果、2倍以上にリン酸化さ
れるペプチドを 268個同定できた。その中には、EndMTに関連する分子や RNA輸送に関わる分
子が同定された。さらに、GFP-Trap IP/MS法で Stk32と直接結合するタンパク質の同定が同定さ
れた。そこで、Stk32b欠損ラットを作製し、SuHxモデルを検討し、論文投稿準備中である。 
 
③ヒト PAHの病態形成への AHRの関与の包括的解明  
研究代表者らは、AHR-KO ラットと野生型(WT)ラットを用いた骨髄移植実験から、血管内皮細
胞だけでなく骨髄由来細胞との両者が PAH病態形成に重要である結果を得た(Masaki et al. PNAS 

 

図 8．AHR 依存性の MRC1+マクロファージ集簇 

 
図９．PAH 関連新規分子の同定 

 

図 10．Stk32b は AHR が直接誘導 

 

図 10.STK32B は種を越えて保存 
 

図11.STK32Bリン酸化基質同定 



2021)。また、ヒトの青黛誘発性 PAH患者および Su/Hx重症 PAH ラット PBMCでの RNA-seq解
析を行った結果、ヒトとラットの PBMC で共通して単球／マクロファージ関連分子の発現が増
加し、炎症性シグナルが増強した。更に予備実験で、PAH患者の一部で血清中の IL6, Il-21が上
昇する結果が得られている。以上の実験結果を踏まえて、以下を検討した。  
炎症性サイトカインの網羅的発現解析（FACSによるビーズ解析） を行い、IL-6など PAH患
者で増加している物質を同定した。また、 ヒト PAH患者の全ゲノム情報解析から AHRおよび
下流標的遺伝子の SNP探索を国循バイオバンクに登録された PAH患者のゲノム検体を用いて実
施した。その結果、AHR関連遺伝子に PAH患者で有意に存在するミスセンスバリアントを同定し
た。また。ヒトの末梢血単核球を用いた RNA-seq 解析から PAH 患者で増加する遺伝子群を
網羅的に同定した。さらに、PAH重症度と PBMCの遺伝子発現、血液中サイトカイン量との関
係性を明らかにした。また、PAH ラットモデルの遺伝子発現解析から、AHR依存性に Il6 mRNA
の発現が亢進するとの結果を得た（Masaki T, Nakaoka Y et al, PNAS2021）。そこで、ヒト PBMC を
用いた RNA-seq 解析の結
果、 IL-6 シグナル分子が
AHR 依存性に発現変化す
る結果を得られ、PAH 病態
形成において AHR シグナ
ルと IL-6 シグナルがクロスト
ークしていることが示唆され
た。 
本研究により、AHR が

PAH 病態を形成するメカニ
ズムが明らかとなった（図
12）。 
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