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研究成果の概要（和文）：本研究では、ラット肺高血圧モデルにおいて、閉塞性病変形成における平滑筋細胞の
形質変換に関与する蛋白を、レーザーマイクロダイセクション法により閉塞性病変の組織を選択的に取得して、
プロテオーム解析による網羅的探索を行うことで探索した。プロテオーム解析の結果、非閉塞性病変で発現が増
強している蛋白を29，閉塞性病変で発現が増強している蛋白を23得た。今後はこれらの蛋白の機能解析を行う予
定である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we searched for proteins involved in the phenotypic changes 
of smooth muscle cells in the formation of obstructive lesions in a rat model of pulmonary 
hypertension. To search these proteins, we selectively obtained tissues of obstructive lesions by 
laser microdissection and performed a comprehensive search using proteomic analysis. Proteome 
analysis revealed 29 proteins that are upregulated in non-obstructive lesions and 23 proteins that 
are upregulated in obstructive lesions. 

研究分野： 小児循環器学

キーワード： 肺高血圧症　平滑筋細胞　形質変換　レーザーマイクロダイセクション　プロテオーム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺高血圧症は肺動脈が進行性に狭窄、閉塞する難治性疾患である。この疾患では肺血管を構成する平滑筋細胞が
増殖能を持つタイプに性質が変わることが血管の閉塞に関与しているが、その機序は解明されていない。本研究
ではレーザーマイクロダイセクション法にて肺血管のみを選択的に肺組織から取得し、プロテオーム解析で平滑
筋細胞の性質が変わることに関与しうる蛋白を網羅的に探索した。その結果閉塞病変のない組織から29、閉塞病
変から23の特徴的な蛋白質が得られた。今後はこれらの蛋白の機能を解析して、肺高血圧症の病変形成の機序を
明らかにする予定であり、この機序が明らかになれば、閉塞病変の進行抑制につながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 
 
肺高血圧症は、肺動脈が進行性に狭窄、閉塞する難治性疾患であり、重篤な場合、生命予後が

不良な疾患である。現在の実臨床では、肺血管を直接拡張させる薬剤が開発され、治療に用いら
れている。しかし、それらの薬剤で治癒には至らず、肺移植が行われる例もあり、新たな治療戦
略が必要である。 
肺高血圧病変における血管内腔の閉塞性病変では、平滑筋細胞が増殖能は乏しく収縮能を有

する収縮型から、増殖能および遊走能を有する合成型に形質変換することが関与している。しか
しながら、肺高血圧病変において、この形質変換がどのような機序で起こるのかは分かっていな
い。 
肺高血圧病変において、平滑筋細胞の形質変換に関わる分子が明らかになれば、その機能を抑

制することで閉塞病変の形成を抑制することが期待される。そういった分子の探索方法として
プロテオーム解析を始めとする網羅的解析が挙げられる。しかしながら、肺には肺血管以外にも
肺胞その他の肺組織があるため、肺組織全体の蛋白を用いて網羅的解析を行っても肺血管以外
の機能に関わる分子が大量に検出される可能性が高く、また、肺血管に特異的な因子でも微量な
変化の場合は、肺血管以外の因子の変動に隠れてしまい、検出できない可能性がある。こうした
背景から肺組織全体をサンプルとした網羅的解析は非常に効率が悪いと考えられる。 
研究代表者らはすでに研究代表者らが他の研究で行っているレーザーマイクロダイセクショ

ン法を用いて、肺血管組織のみを選択的に取得して網羅的解析を行うことで、より効率よく、か
つ鋭敏に肺血管病変の形成にかかわる因子を同定できると考えて、本研究を始めるに至った。 
 
２．研究の目的 
 

本研究の目的は、ラット肺高血圧モデルにおいて、肺高血圧症の閉塞性病変における
平滑筋細胞の形質変換に関与する蛋白を、レーザーマイクロダイセクション法により閉
塞性病変の組織を選択的に取得して、プロテオーム解析による網羅的探索を行うことで
同定し、機能を検証することである。 
肺血管閉塞性病変における平滑筋細胞の形質変換を促す蛋白が同定されれば、従来の薬剤で

は治療困難であった進行した肺高血圧症に対する新しい治療ターゲットになりうるほか、血中
にも分泌されるものの場合は、閉塞性病変進行のバイオマーカーとなる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
 
（１）肺高血圧モデルの作成 
 肺高血圧モデルを 7 週齢の雄の SD ラットに VEGF 受容体遮断薬の Sugen5416 を皮下注した後
に、0.5 気圧の低酸素下で 3週間飼育し、その後通常気圧下にて飼育して肺高血圧モデルを作成
した。このモデルでは、その後通常酸素下で飼育すると、週数に従って、肺血管の閉塞性病変の
出現から叢状病変の出現といったヒトの重症肺高血圧病変に極めて類似した病変が得られるた
め、肺高血圧症研究で現在標準的なモデルである。 
 
（２）モデルの肺高血圧評価 
モデル動物の肺高血圧症の評価として、頸静脈からカテーテルを挿入して、右室圧測定を行っ

た。間接的な肺高血圧評価として、摘出した心臓の右室 / 心室中隔＋左室の重量比（Fluton 
index）を計測し、右室肥大の評価を行った。 
 
（３）肺血管組織のプロテオーム解析 
 上記肺高血圧モデルの肺組織からレ―ザーマイクロダイセクション法にて肺血管病変の組織
を得た。収縮型が多い病変と合成型が多い病変のそれぞれから血管組織を取得し、両者の蛋白の
発現を比較することで、閉塞性病変に特異的な蛋白を検索することを試みた。具体的には、得ら
れた組織から蛋白を抽出し、プロテオーム解析を行った。解析は nanoLC-MS/MS によって直接解
析するショットガン分析法にて行い、解析ソフトとしては MASCOT (Matrix Science 社)を使用
する。NCBI gene, GeneMANIA、タンパク質間結合データベース(PPI データベース)などのデータ
ベースを参考に、2群間で大きく発現の異なる蛋白のうち、平滑筋細胞の形質変換に関連する蛋
白を検討した。 
 
（４）同定した蛋白の肺血管病変における発現の確認 
 同定した蛋白について、免疫染色により、肺血管閉塞性病変と非閉塞性病変での発現量と発現
部位を比較した。 
 



４．研究成果 
 
（１）肺高血圧モデルの作成 
 
研究代表者らの既報をふま

えて、当初は低酸素 3 週間の
後、通常気圧下 5 週時点での
同一個体における閉塞性病変
と非閉塞病変の組織をそれぞ
れレーザーマイクロダイセク
ション法にて得て、比較する
予定としていたが、閉塞性病
変の比率が想定よりも少な
く、時系列で病変の再検討を
行った。7 週齢の雄 SD ラット
に対し、Sugen5416 皮下注後 3
週間の低酸素と 5週間（8週モ
デル）または 10 週間（13週モ
デル）の通常気圧下で飼育し
たラットを作成した。（２）に
詳説するが、血行動態及び組
織評価をした結果より、当初
の 8 週モデルの同一個体内で
の閉塞病変と非閉塞病変の比
較よりも、8 週モデルと 13 週
モデル間で病変を比較する方が解析に適切であると考えられた。 
 
（２）モデルの肺高血圧評価 
 
低酸素負荷も Sugen5416 投与も行っていないコントロール群に比べ、8 週モデルと 13 週モデ

ルにおいてそれぞれ有意に右室圧は上昇していた。また、右室肥大の評価項目である Fluton 
index もコントロール群に比べ、8 週モデルと 13 週モデルにおいてそれぞれ有意に上昇してい
た。組織所見としては図 1のように、8週モデルと比較して、13 週モデルにおいて閉塞病変が多
く認められた。 
 
（３）肺血管組織のプロテオーム解析 
 
8 週モデルと 13週

モデルのそれぞれの
肺血管組織に対し
て、図 2 のごとく、
レーザーマイクロダ
イセクションにて組
織を取得した。 
8 週モデルの肺組

織においても一部閉
塞性病変が認められ
るため、8週モデルの
組織の取得において
は図2上段のように、
形質変換があまり起
こっていないと想定
される血管組織をで
きるだけ取得して、
13 週モデルとの差を
検出しやすくした。 
 これらの組織から
タンパク質を抽出
し、プロテオーム解
析のサンプルとし
た。 
  

図 1. 8 週モデルと 13 週モデルの組織像 



プロテオーム解析で
は、P<0.05, log2FC>0.5
をカットラインとしたと
ころ、発現の異なる蛋白
が 718 得られた。 
そのうち 8 週モデルで

特異的に発現が多く認め
られた蛋白が 29、13 週モ
デルで特異的に発現が多
く認められた蛋白が23認
められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（４）同定した蛋白の肺血管病変における発現の確認 
 
 プロテオーム解析で得られた蛋白について免疫染色に
て発現を確認した（図４）。 
一部の蛋白は平滑筋細胞とは異なる細胞で発現が見ら

れたが、8 週モデルと 13 週モデルでの発現量については
おおむねプロテオーム解析での傾向と同様であった。 
 
今後はこれらの蛋白のうち、発現部位などから肺高血

圧病変における平滑筋細胞の形質変換に関与しているこ
とが疑われる蛋白の機能解析を進める予定である。 
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