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研究成果の概要（和文）： 
 神経堤由来細胞を P0-Cre を用いて追跡可能である慢性低酸素暴露肺高血圧マウスモデルに
おいて、肺動脈圧の上昇、右室肥大、末梢肺動脈の筋性化などの肺動脈性肺高血圧の所見が示
された。肺血管病変構成細胞の一部に神経堤由来細胞が関与する事が免疫組織学的に示された。
エンドセリン受容体拮抗薬が、慢性低酸素暴露肺高血圧モデルにおいて、肺動脈圧の上昇、右
室肥大、末梢肺動脈の筋性化などの肺動脈性肺高血圧の抑制作用を有することが示された。薬
剤効果と神経堤由来細胞の動態は現在の課題である。 
研究成果の概要（英文）： 
 P0-Cre mice, in which P0-Cre positive neural crest-derived cells can be traced in vivo, 
were exposed to chronic hypobaric hypoxia for 3 weeks.  In this model, we could 
demonstrated the typical findings consistent with pulmonary arterial hypertension, 
including increased pulmonary artery pressure, right ventricular hypertrophy, and 
muscularization of small perioheral pulmonary arteries.  In this model, we could 
demonstrated immunohistochemically that some pulmonary vascular cells are neural 
crest-derived.  In this model, we could show that an endothelin receptor antagonist 
ameliorated pulmonary artery pressure, right ventricular hypertrophy, and 
muscularization of small pulmonary arteries.  We are currently investigating the 
kinetics of neural crest-derived cells in pulmonary vessels. 
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１．研究開始当初の背景 

 肺動脈性肺高血圧は、原発性ないし先天

性心疾患、膠原病などに関連して二次性に発

症する難治性疾患で、新たな治療法開発には

更なる病態解明が重要である。そこで、幾つ

かの理由から、肺高血圧性血管病変形成にお

ける神経堤由来細胞の役割を解明し、肺高血

圧治療薬であるエンドセリン受容体拮抗薬

ボセンタンの肺血管病変における神経堤由

来細胞動態への影響を検討する事が本研究
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の全体構想である。 

肺高血圧性血管病変において、内皮細胞の

アポトーシス、機能障害、血管新生、マクロ

ファージの浸潤、平滑筋細胞の増殖、収縮性

亢進、壁細胞の分化増殖、外膜における線維

芽細胞増殖の関与が報告されてきた。我々の

グループは、内皮機能低下、その下流の cGMP、

血管収縮亢進、プロテアーゼ、平滑筋のフェ

ノタイプ変化の肺高血圧への関与を動物モ

デル(Mitani Y. Circulation 1997, Mitani Y. 

FASEB J 2000, Mitani Y. Eur Respir J. 2000, 

Mitani Y.J Appl Physiol 2002, Sawada H, 

Mitani Y. Chest 2007, Mitani Y. J Thorac 

Cardiovasc Surg 2008)、患者検体(Mitani Y. 

Thorax 1999, Mitani Y. Eur Respir J 2001)

を用いて報告してきた。最近、生後に血管が

形成される過程(neovascularization)にお

いて、既存の血管からの芽出する血管新生

(angiogenesis)のみならず、胎児期のみの現

象と信じられていた流血中の内皮前駆細胞

細胞などによる脈管形成(vasculogenesis)

も関与する事が知られる。そこで我々は、肺

高血圧における骨髄幹細胞動態に着目し、蛍

光色素 eGFP を発色する遺伝子改変マウス由

来骨髄を移植した慢性低酸素暴露肺高血圧

マウスにおいて、骨髄由来非血球系幹細胞が

肺血管内皮細胞に、骨髄由来血球系幹細胞が

血管周囲のマクロファージに分化する事を

認めた。さらに、エンドセリン受容体拮抗薬

ボセンタンが、骨髄由来内皮前駆細胞の取り

込みを促進し、骨髄由来マクロファージの浸

潤を抑制する事を認めてきた（日本小児循環

器学会 2008、American Heart Association 

2008）。しかし、体血管疾患で確認されてい

る骨髄由来平滑筋細胞は認められず、血管平

滑筋、壁細胞の由来における体循環と肺循環

の違いが推測された。 

 従来から神経堤細胞は心臓流出路、大動脈

弓、中心肺動脈、房室弁形成など心血管発生

に重要な細胞として広く知られる。最近、平

滑筋、周細胞、心筋幹細胞、神経、心臓弁間

質細胞が神経堤由来細胞である場合が報告

され、神経堤細胞の生後の幹細胞としての役

割が注目される。一方、従来から肺動脈の発

生においては、①中心肺動脈から芽出する

angiogenesisの機序で末梢に進展する事、②

肺末梢において、血管系前駆細胞が集合、融

合する vasculogenesis の機序で末梢肺動脈

を形成する事、③両者の肺動脈が融合すると

いう過程を経ることが報告されてきている

（Susan KS et al. Am J Respir Cell Mol 

Biol.22: 157-165, 2000）。しかし、神経堤

由来細胞が、末梢肺血管周囲の周細胞に分化

するか否か、周細胞から遊走、分化して形成

されると報告される末梢肺血管の筋性化な

ど肺高血圧性血管病変へ関与するか否かは

これまで報告されていない。また、神経堤細

胞において、エンドセリン A, B 受容体が発

現する事、エンドセリンが神経堤細胞の遊走、

分化に関わる事、エンドセリン A受容体欠損

マウスでは、神経堤由来細胞が形態形成に関

わる大動脈弓、心臓流出路、房室弁、肺動脈

の奇形を来す事が知られ、エンドセリンは神

経堤細胞に関わる病態に重要な役割を果た

す。しかし、エンドセリン拮抗薬ボセンタン

が、神経堤由来細胞の肺血管病変への関与を

調節するか否かは明らかではない。 

 最近、我々は神経堤由来細胞を特異的に追

跡できる遺伝子改変マウス P0-Cre/Rosa26R

（神経堤細胞特異的にレポーター遺伝子

LacZが発現）を用いて慢性低酸素暴露肺高血

圧モデルを作成した。また、前述の骨髄移植

慢性低酸素暴露肺高血圧マウスにおいて、エ

ンドセリンは壁細胞の遊走、分化によりなる

とされる末梢肺血管の筋性化を抑制する事

を証明している（日本小児循環器学会総会



 

 

2008） (Kato T, Mitani Y et al. American 

heart Association 2008)。 

 

２．研究の目的 

そこで本研究の目的は、神経堤由来細胞の分

化を追跡できる P0-Cre/LacZマウスを用いて

マウス肺高血圧モデルを用い、神経堤由来細

胞が肺血管病変にどのように関与するかを、

LacZ 染色および多重蛍光染色を用いた共焦

点レーザー顕微鏡による解析で明らかにす

る事、さらにボセンタンの肺高血圧性血管病

変における神経堤由来細胞動態への影響を

検討する事である。 

 

３．研究の方法 

研究体制は、代表研究者が直接実験を行う

に際して、それぞれの分野の研究協力者の援

助ないし話し合いの下でなされる状況を確

立する。すなわち、P0-Cre/Rosa26Rマウスの

作成とその評価は、同施設小児科の三谷義英

博士、肺高血圧モデルの作成、血行動態•肺

血管病変の評価は、同施設麻酔科の丸山一男

博士、共焦点顕微鏡による解析は、同小児科

リサーチアソシエートの加藤太一博士の協

力を得、代表研究者が実験を施行し統括する。 

 

平成２１年度 

１ P0-Cre/Rosa26R マウス（神経堤由来細胞

が特異的に発現するマウス）の作成 

 神経堤細胞に特異的に発現する protein 

0(P0) promoter下に Creを付けた遺伝子を発

現するマウスと LoxP-LacZを発現するマウス

を掛け合わせにより作製し、そのマウスでは

P0 を発現する神経堤細胞がレポーター遺伝

子 LacZ 発現細胞として追跡できる。これを

用いて、心臓、胸部大動脈、胸腺、下顎骨、

胸腺、中心肺動脈と肺の周細胞、肺血管病変

で発現する事を確認している。このマウスは

共同研究者の熊本大学教授山村研一博士か

ら既に提供されており、遺伝子型の確認は、

既報の従い PCR 法により行う。（三谷義英博

士の協力） 

 

２ 慢性低酸素マウス肺高血圧における肺高

血圧の作成と病変の評価 

 生後７週から0.5気圧の低気圧チャンバー

（当研究室備品）で２１日間飼育し、マウス

を評価後に屠殺する。肺高血圧と肺血管病変

の評価は、直接右室の穿刺により右室圧測定、

屠殺後の右室／左室重量比測定を行い、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, Maruyama 

K et al. Circulation 1997;96(2):689-97) 

(Zaidi SH, Rabinovitch M et al. Circulation. 

2002;105(4):516-21) (Mitani Y, 

Rabinovitch M. J Appl Physiol. 

2002;93(5):1770-8) (Jiang B, Mitani Y, 

Maruyama K. Chest. 2004;125(6):2247-52) 

(Jiang BH, Mitani Y, Maruyama K. Lung. 

2007;185(5):303-8.) (Sawada H, Mitani Y, 

Maruyama K et al. Chest 

2007;132(4):1265-1274) (Mitani Y, 

Maruyama K et al. J Thorac Cardiovasc Surg 

2008;136(1):142-9.) (Kato T, Mitani Y et al, 

American Heart Association 2008) （丸山一

男博士の協力） 

３ 神経堤由来細胞の肺血管での分布と肺血

管構成細胞、血管周囲神経への分化の評価  

 神経堤細胞特異的な P0発現が LacZ染色に

より評価できる事から、組織染色による評価

を行う。組織染色では、肺組織断片を 2%パラ

フォルムアルデヒドないし 0.2%グルトアル

デヒドを含む PBS で固定し、 Bluo-Gal 

(GIBCO-BRL)を含む溶液で染色する。また多

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=17721804&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum�


 

 

重染色には、抗 LacZ 抗体による免疫染色を

行い、血管内皮細胞は抗 CD31 抗体、血管平

滑筋は抗α-アクチン抗体、線維芽細胞は抗

ビメンチン抗体(ビメンチン陽性、CD31陰性)、

周細胞は抗 NG２抗体を用いて染色し、当科備

品の焦点レーザー顕微鏡(Fluoview FV1000, 

Olympus)により評価する。また神経堤由来細

胞が血管周囲神経に分化し、血管収縮特性に

関わる可能性も考慮して神経系も評価し、

Neurofilament M、 synapsin 1をマーカーと

して用いるほかに、血管拡張をもたらす神経

細胞で陽性になるとされる CGRP および、血

管収縮をもたらす神経細胞で陽性になると

される NPYでも染色する。 

 肺血管病変部位において神経堤由来細胞

がどの細胞に分化してどの程度関与してい

るかを、各細胞系列のマーカーで陽性となっ

た細胞のうちの、抗 LacZ 抗体陽性率を算出

した上で、コントロール群における正常肺血

管での値と比較することにより、定量的に評

価する。この評価法は骨髄由来細胞の病変部

位への関与を定量評価する際にこれまで用

いてきた方法である（Kato T, Mitani Y, et 

al. American heart association 2008）。（加

藤太一博士の協力） 

 

平成２２年度 

4 P0-Cre/Rosa26R 慢性低酸素暴露肺高血圧

マウスにおけるボセンタンの効果の検討 

 低 酸 素 暴 露 の 有 無 、 ボ セ ン タ ン

(Actelion)(bosentan sodium salt 

30mg/kg/day, days 0-21 連日腹腔内投与)な

いし生食連日投与の４群で評価した。低酸素

曝露肺高血圧マウスにおいて、本研究と同量

の bosentan sodium salt が肺高血圧を改善

することをすでに報告し（2008年日本小児循

環器学会）、現在論文作成中である。21 日間

の飼育後、上記の方法で、右室圧測定、右室

/左室＋心室中隔重量比の測定、肺血管病変

の評価を行う。（三谷義英博士、丸山一男博

士の協力） 

 

５ ボセンタンの効果と神経堤由来細胞動

態の検討 

 上記の４群のマウスにおいて、平成２１年

度と同様に、組織固定後LacZ染色を行い、切

片を作成して組織を観察する。同様に神経堤

由来細胞がどのような細胞系列に分化して病

変に関与しているかを蛍光抗体を用いた多重

免疫染色を行った上で、共焦点レーザー顕微

鏡で観察し、肺血管病変部位における神経堤

由来細胞の関与を平成２１年度に記載した方

法と同様の定量評価を行う。さらに平滑筋な

どのapoptosis（TUNEL法、アネキシンV染色、

活性化caspase3染色）との関係も免疫染色に

より検討する。仮にボセンタン投与が神経堤

由来細胞動態に有意な影響を及ぼさない場合

は、神経堤由来細胞の免疫染色を主体として

研究を総括する。（加藤太一博士の協力） 

 

４．研究成果 

❶神経堤由来細胞の分化を追跡できる

P0-Cre/LacZマウスを作成し、慢性低酸素暴

露肺高血圧モデルを作成した。神経堤由来

細胞が肺血管病変にどのように関与するか

の検討の為に、多重蛍光染色を用いた共焦

点レーザー顕微鏡による解析を行った。 

 本肺高血圧モデルにおいて、右室圧上昇、

右室肥大、末梢肺血管の筋性化を確認した。

多重染色には、抗LacZ抗体、血管内皮細胞

は抗CD31抗体、血管平滑筋は抗α-アクチン

抗体、線維芽細胞は抗ビメンチン抗体(ビメ

ンチン陽性、CD31陰性)、周細胞は抗NG２抗

体を用いて染色した。また神経系細胞のマ

ーカーNeurofilament M、 synapsin 1、血

管拡張性神経細胞のマーカーCGRP、血管収



 

 

縮性神経細胞のマーカーであるNPY発現を

検討した。LaxZは一部の末梢平滑筋細胞に

発現し、神経系細胞にも発現を認めた。 

❷P0-Cre/LacZマウスを用いた低酸素暴露

肺高血圧マウスへのエンドセリン受容体拮

抗薬の効果 

 0.5 気圧の慢性低酸素暴露３週間で肺動脈

圧の上昇、右室肥大、末梢肺動脈の筋性化を

認めた。ボセンタンの連日腹腔内投与を行い、

肺動脈圧低下、右室肥大改善、末梢肺動脈の

筋性化指標の低下を認めた。現在、多重染色

により、神経堤由来細胞肺血管病変への関与

へのボセンタンの効果を検討中である。上記

を集計し、現在投稿準備中である。 
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