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研究成果の概要（和文）：実験的肺高血圧の発症、進展において、血管周囲の炎症細胞浸潤が時

間、空間的に関連し、肺血管組織病変の形成に関わる事が証明された。特に、これらの炎症細

胞は、種々の液性因子を産生する事、さらに代表的サイトカインである IL-6と IL-17が関与す

る可能性を示唆した。ヒト肺動脈性肺高血圧病変類似病変において、それらの因子が関与する

可能性があり、新たな研究プロジェクトによる検討が必要である。 

 
研究成果の概要（英文）：We demonstrated that perivascular inflammatory cell infiltration 
may be temporally and spatially associated with the development of experimental pulmonary 
hypertension.  Specifically, we showed that these infiltrating inflammatory cells 
contributed to the disease formation via releasing inflammation-related cytokines, IL-6 
and IL-17.  Further investigation is required to elucidate the role of these cytokines 
in the development of a new animal model, mimicking human pulmonary arterial hypertension. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）全体構想：肺動脈性肺高血圧 (PAH)は、
原発性ないし膠原病、HIV 感染症など幅広い
疾患に関連して二次的に発症する難治性疾
患で、治療法の開発の為には新たな病態解明
が重要である。その為には、病態形成に関わ
るサイトカイン動態及び本症の背景にある
遺伝素因を統合的に理解する事が重要な課
題である。そこで、幾つかの理由から、炎症
性 T 細胞 Th17 及びその上流で働き得る IL-6

を介して肺高血圧が誘発される可能性、さら
に肺高血圧の原因遺伝子である骨形成蛋白
２型受容体 (BMPR2)の遺伝子異常がこの系
を介して肺高血圧を増悪させる可能性を、遺
伝子改変マウス、抗サイトカイン抗体を用い
て証明し、その分子機序を解明する事が本研
究の全体構想である。 

（２）PAH と炎症性サイトカイン：AH の病態
において、原発性、二次性ともに炎症の関
与が示唆されている。すなわち原発性の場
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合、抗核抗体など自己抗体陽性、血中 IL-6, 
IL-1β値の上昇、レイノー症状陽性率が高
い事、肺血管病変にマクロファージ、T リン
パ球、樹状細胞の浸潤、MHC class II のア
レルとの関連が知られ、二次的に発症する
PAHは、種々の膠原病、HIV 感染などに伴う
事が知られる。さらに動物モデルの植物毒
素モノクロタリン誘発性肺高血圧ラット、
慢性低酸素暴露肺高血圧動物モデル、
Vasoactive intestinal peptide (VIP)欠損
肺高血圧マウスでは、肺血管にマクロファ
ージ、T 細胞などの炎症細胞浸潤を認める。
最近、Castleman’s 病、POEMS 症候群など
血中 IL-6値の上昇する疾患でも PAHの合併
が報告され、膠原病、HIV感染症、慢性肺疾
患において、肺高血圧合併例で血中 IL-6値
の上昇が認められ、肺高血圧病態への IL-6
の関与が興味深い。しかし、IL-6 の肺高血
圧の病態における分子機序に関する報告は
ない。 
（３）PAHと IL-6, IL-17：IL-6は免疫応答、
炎症、造血など多彩な生理機能を有するサイ
トカインで、その過剰産生は、関節リウマチ
など自己免疫疾患、Castleman’s病の病態に
関わり、抗 IL-6抗体療法が有効とされるが、
その機序は当初不明であった。一方、最近ヘ
ルパーT細胞のサブセットの中でも、Th1, Th2
と異なる IL-17を産生する新規炎症性ヘルパ
ーT 細胞サブセット(Th17)、それに拮抗する
抗炎症性 T cell サブセット(Treg)が同定さ
れ、IL-17/Tregバランスは、自己免疫疾患モ
デル、慢性炎症に重要な働きをすると報告さ
れ注目される。さらに Naïve T 細胞の Th17
への分化に IL-6 が必要で、Treg へ分化を
IL-6 は 抑 制 す る 事 が明 ら か と な り 、
Th17/Tregバランスに IL-6が重要な役割を果
たす事が in vitro に加え in vivo でも明ら
かとなりつつある。しかし、IL-6, Th17/Treg
バランスの肺高血圧での役割は不明である。
また興味ある事に、最近 IL-2、レチノイン酸、
VIP などは Th17/Tregバランスにおいて Th17
を抑制的に働くと報告されるが、BMP 受容体
II型を介する経路が IL-6, Th17/Tregバラン
スに如何なる影響を及ぼすかは報告されて
いない。 
 
２．研究の目的 
（１）IL-6発現亢進、Th17/Treg のバランス
の変化を野生型及び BMPR2•Nrf2 ダブル欠損
マウスの肺高血圧モデルで検討する事、（２）
IL-6の関与は抗 IL-6受容体抗体投与、IL-17
の関与は IL-17欠損マウスないし抗 IL-17抗
体を用いて、肺高血圧への影響を検討する事、 
（３）病変抑制と関連して、IL-6の下流で働
き得る肺高血圧関連物質エンドセリン、血小
板由来増殖因子(PDGF)の発現、血管壁肥厚、
内皮活性化への影響、in vitro で BMP の

Th17/Treg分化への影響を検討する。 
３．研究の方法 
野生型マウス、BMPR2•Nrf2欠損マウスにおけ
るIL-6, IL-17/Tre系の時系列の検討に低酸
素暴露day0, 2, 10, 21で屠殺し組織を採取
する。次に、各マウスで、低酸素の有無及び
抗 IL-6 受 容 体 抗 体 投 与 (clone 
MR16-1,Chugai, 200μg/kg,day0に1回腹腔
内投与)かcontrol rat IgG1(Cappel)投与か
の４群に分け、day21で抗体療法の肺高血圧
指標への効果を検討した。BMPR2•Nrf2KOマウ
スでは、適宜各々単独欠損マウスでも検討す
る。適当な日数でサイトカイン動態への影響
も検討した。 
（１）ノックアウトマウスの準備と肺高血圧
モデル作成 BMPR2(+/-)マウス（東京大学宮
園浩平博士より供与）、Nrf2(-/-)マウス(筑
波大学山本雅之博士より供与)、IL-17(-/-)
マウス（東京大学岩倉洋一郎博士より提供）
の７週齢雄を用いて肺高血圧の検討を行う。
交配させる事により、前2者のダブル欠損マ
ウスを作製する。 

1/2 気圧（380 mmHg, 10%酸素）２１日間
の慢性低酸素暴露マウスを作成する。低酸素
暴露には既報の麻酔科備品の低酸素チャン
バーを用いた。 
（２）実験的肺高血圧の評価 

肺高血圧モデルを作成した後に、経胸壁右
室穿刺により右室圧を測定した後、心肺組織
を摘出する。心は右心室を左心室より切離し、
その重量比から右室肥大を評価する。気管切
開下の人工呼吸下で開胸し、右室切開により
脱血還流し、4%パラホルムアルデヒドで固定
し、肺組織切片を抗α平滑筋アクチン抗体で
染色する。肺血管病変の評価として、本来血
管平滑筋を持たない肺胞や肺胞管レベルの
末梢肺動脈での血管平滑筋を持つ血管の割
合（末梢血管での筋性血管出現率）で求める 
(Mitani Y et al. Circulation 1997)、(Zaidi 
SH, Rabinovitch M et al. Circulation. 
2002)。 
（３）肺組織からの T細胞の採取と免疫学的
解析 
 肺組織を細かく切った後 collagenase type 
II, 0.001% DNase で浮遊し、anti-CD4 beads 
(Dynabeads mouse CD4)を用い CD4+T 細胞を
得た。刺激下(PMA, ionomycin, BrefeldinA)、
非刺激下で処置の後、CD4, CD45, IL-17, IL4, 
IFNγ, FoxP3抗体で染色し、小児科備品の FACS 
Calibur flow cytometer (Becton Dickinson)
を用い CD4+CD45+ 細胞に gatingして解析す
る。Naïve T細胞は、anti-CD4 beads, CD62L 
Microbeadsを用いて採取し、Dynabeads Mouse 
CD3/CD28 T cell expanderで刺激する。その
後、IL-6 ないし TGFβを加え、BMP2, 4, 7存
在下で培養し、Th17/Tregの分化を解析する。 
（４）RT-PCR による mRNA 発現及び Western 



 

 

blot による蛋白発現解析 
摘出肺の total RNA を TRIzol reagent 

(Invitrogen)を用いて抽出し、逆転写酵素に
よ り cDNA を 作 成 し 、 IL-6,IL-6 受 容
体 ,IL-17,IL-1β,TNFα,IFNγ,IL-4,IL-10, 
TGFβ, endothelin, PDGFを Real time PCR (小
児科備品の Light Cycler, Roche) により
mRNA発現を解析する。得られた蛋白を、IL-6
受容体、STAT3、phospho-STAT3抗体を用いて
Western blot法により解析する。(Mitani Y. 
FASEB J 2000) 
（５）組織の免疫染色（三谷義英が担当） 
 免疫染色は、抗 VCAM1, MOMA2, CD4抗体を
用い、ABC法ないし当科備品の焦点レーザー
顕微鏡(Fluoview FV1000, Olympus) で行う 
(Mitani Y. Eur Respir J. 2001)(Mitani Y, 
et al Thorax 1999)。 
４．研究成果 
（１）BMPR2(+/-)Nrf2(-/-)慢性低酸素暴露
モデルの作成 
 BMPR2(+/-)Nrf2(-/-)マウスの３週間慢性
低酸素暴露により肺高血圧モデルを作成し
た。しかし、野生型マウスと比べて収縮期右
室圧の増悪は明らかではなく、肺血管病変の
中膜肥厚、筋性化率に差があるかさらなる検
討が必要である。 
（２）野生型慢性低酸素暴露マウスにおける
IL-6-Stat3系の働き：IL-6mRNA、可溶性 IL-6
受容体蛋白、下流の Stat3、リン酸化 Stat3
蛋白の発現を、それぞれ realtime RT-PCR、
western immunoblotで検討した。慢性低酸素
暴露マウス肺において、IL-6mRNA 発現は亢進
し、可溶性 IL-6 受容体蛋白発現と Stat3 の
リン酸化の亢進を認めた。そこで、IL6 受容
体機能抑制性抗体を投与したが、慢性低酸素
暴露マウスの収縮期右室圧は低下しなかっ
た。肺血管病変の中膜肥厚、筋性化率に差が
あるかさらなる検討が必要である。 
（３）IL-17 欠損マウスにおける慢性低酸素
暴露肺高血圧への影響：IL-17 欠損マウスと
野生型マウスの低酸素暴露の肺血管病変へ
の影響：３週間慢性低酸素暴露では、収縮期
右室圧に有意な変化を来さなかった．肺血管
病変の中膜肥厚、筋性化率に差があるかさら
なる検討が必要である。 
（４）VEGF 受容体拮抗薬 Sugen/慢性低酸素
暴露（３週間）マウスモデルの作成：新規モ
デルである Sugen/hypoxiaマウスモデルの作
成実験を行った。ラットでの標準的 Sugen 投
与量 10mg/kg１回、週２回 X３週間、100mg/kg
１回投与を行ったが、低酸素暴露のみに比べ
て、有意な収縮期右室圧の上昇は認めなかっ
た。そこで、100mg/kgにおいて、下流のシグ
ラルを検討した。下流の MAP kinase は
100mg/kg により、１−３週において抑制効果
を認めた。そこで、Sugen100mg/kg 投与を
BMPR2(+/-)Nrf2(-/-)マウスで肺高血圧増悪

効果を検討した。しかし、右室圧としては有
意な増悪を認めなかった。肺血管病変の組織
学的検討で、増悪傾向も認めており、現在さ
らに検討中である。 
（５）Sugen/慢性低酸素ラットモデルの作
成：このプロトコールでは、経時的な収縮期
右室圧の上昇を認め、3-5 週から内膜肥厚、
5-13 週で叢状病変などヒト肺動脈性肺高血
圧類似の肺血管病変を認めた。それらにおい
て、IL-6mRNA、可溶性 IL-6 受容体蛋白、下
流の Stat3、リン酸化 Stat3 蛋白の発現を、
そ れ ぞ れ realtime RT-PCR 、 western 
immunoblot で検討した。経時的に IL-6mRNA
発現は亢進し、可溶性 IL-6 受容体蛋白発現
と Stat3 のリン酸化の亢進の傾向を認めた。
このモデルは、ヒト肺動脈性肺高血圧と組織
病変が類似であり、病変形成と IL-6-Stat3
系、IL-17 系の関わりを検討する、現在のプ
ロジェクトに繋がった。 
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