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研究成果の概要（和文）：細胞内のカルシウム動態を担うイノシトール三リン酸受容体の 2 型
は、肺組織において肺動脈の平滑筋に特異的に発現しており、大動脈平滑筋や気管支平滑筋に

は発現しない。2 型イノシトール三リン酸受容体遺伝子欠損マウスでは肺高血圧症における右
心室肥大が増悪する可能性がある。2 型イノシトール三リン酸受容体が肺動脈の血管トーヌス
を調整する特異的分子であり、肺高血圧症の進展を抑制的に制御する可能性が示唆される。 
 
 
研究成果の概要（英文）：We have found that type 2 inositol trisphosphate receptor, one 
of intracellular calcium release channels, is expressed specifically in the vascular 
smooth muscle cells of the pulmonary arteries not of the systemic arteries nor of the 
bronchi in the lung tissue, and that disruption of the gene of type 2 inositol 
trisphosphate receptor might worsen monocrotaline pyrrole-induced pulmonary 
hypertension. Our results suggest that type 2 inositol trisphosphate receptor might have 
a role for controlling pulmonary vascular tone and negatively regulate exacerbation of 
pulmonary hypertension. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

イノシトール三リン酸(IP3)－IP3受容体

(IP3R)系は、生体においてほぼすべての細胞

に存在し、細胞内カルシウム(Ca2+)動態を担

う。心臓発生の早期から発現が認められ、心

筋の発生、成熟に機能し、また、不整脈や心

不全では、IP3‐IP3R系に異常をきたすこと
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が心筋の病態と密接に関連する可能性が示

唆されている。さらに、心筋肥大に関与する

エンドセリン‐1(ET-1)などの因子は IP3‐

IP3R系を介する可能性がある。以上の結果は、

心筋細胞の分化、増殖、機能維持においてIP3

‐IP3R系は重要であることを示唆するもの

である。一方、生体の循環動態の調節におい

て心臓と肺循環系は密接な関連をもつが、肺

血管におけるIP3‐IP3R系の役割は未だ明ら

かではない。 

先行研究によって、3種類存在する IP3Rの

isoformのうち、type 1と type 3をともに

欠失させたマウスでは心臓および血管系の

発生に重篤な障害をきたすことが判明した。 

一方、肺高血圧の発症や増悪に関与する因子

にVEGFやET-1など、下流にIP3‐IP3R系が

存在する因子がある。これらの因子が適正な

血管新生から逸脱した作用をもつと下流の

IP3‐IP3R系の調節を障害し、細胞増殖、肥

大を促すことにより異常な肺血管リモデリ

ングが誘導される可能性がある。 

 

 

２．研究の目的 

 

循環系において重要であり生体内に広く発

現するIP3‐IP3R系の肺循環における役割を

解明し、さらに、IP3‐IP3R系を介した原発

性肺高血圧症の分子細胞機序を解明し、肺高

血圧症の新たな治療法の開発への基礎的知

見を得ることを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

 

(1) 肺循環におけるIP3Rの各isoformの発

現様式の観察 

①type 2 IP3Rノックアウトマウスを用いた

β galactosidase染色 

type 2 IP3Rノックアウトマウスは、翻訳開

始領域に続いてLacZ遺伝子を挿入している

ため、β galactosidase染色で詳細に内在性

のtype 2 IP3Rの発現を観察することが可能

である。胎生14日から生後1か月までのtype 

2 IP3Rノックアウトマウスから肺組織を取り

出し、パラホルムアルデヒド・グルタルアル

デヒド混合溶液で固定後、X-gal溶液を用い

て室温下でβ galactosidase染色を24時間

行った。染色後の肺組織をパラフィンに包埋

し、作製したパラフィン切片に対しNuclear 

Fast Red染色液で対比染色を行った。また、

同パラフィン切片を平滑筋マーカーである

α smooth muscle actin (SMA)に対する抗体

で免疫組織化学を行った。 

②マウス肺組織の凍結切片またはパラフィ

ン切片を用いてtype 1またはtype 3 IP3R

に対する抗体による免疫組織化学法 

胎生14日、胎生18日および生後2日のマウ

スから取り出した心肺組織を4％パラホルム

アルデヒドで固定後、凍結ブロックに包埋し、

凍結切片を作製した。抗IP3R type 1抗体お

よび抗IP3R type 3抗体による免疫組織化学

を行った。 

 

(2)フローサイトメトリー(FACS)による肺血

管内皮細胞の単離 

胎生14日、胎生18日、生後2日のマウス肺

組織をハサミで細かく刻み、コラゲナーゼ溶

液とnon-enzymatic dissociation bufferに

反応させ単細胞に分散した。分散した細胞を、

血管内皮細胞表面マーカーであるPECAMに対

する蛍光（フィコエリスリン）抗体で染色し

た。さらに死細胞である7-アミノアクチノマ

イシンD陽性細胞を除き、PECAM陽性細胞を

FACSで分離した。同じ方法で得られた肺組織

分散細胞をmagnetic beadでラベルした抗



PECAM抗体で染色し、magnetic separatorで

分離し、FACSによる方法を比較した。単離細

胞からRNAを抽出し、バイオアナライザーを

用いて品質を確認した。 

 

(3)type 2 IP3Rノックアウトマウスおよび野

生型マウスにおける肺高血圧症モデルの作

製と比較 

モノクロタリンピロール静脈注射または

10％低酸素下6週間飼育によりtype 2 IP3R

ノックアウトマウスおよび野生型マウスに

肺高血圧症モデルマウスを作製した。各々の

マウスにおいて、イソフルレン吸入麻酔下心

臓超音波検査を行った。さらに、ペントバル

ビタール・キシラジン腹腔内注射による麻酔

下で、体重、摘出した全心重量、切り出した

右心室重量、心室中隔および左心室を合わせ

た重量を微量秤量計で測定した。摘出した肺

組織を4％パラホルムアルデヒドで固定し、

パラフィン切片作製した。肺組織切片を用い、

弾性繊維染色であるエラスティカ染色、ヘマ

トキシリン・エオジン染色、抗α SMA抗体

による免疫組織化学を行い、肺動脈径に対す

る中膜壁厚の割合、炎症所見の有無、内膜肥

厚の有無、末梢肺動脈のmuscularizationの

割合を観察し、type 2 IP3Rノックアウトマ

ウスと野生型マウス間で比較した。 

 

 

４．研究成果 

 

(1) 肺組織におけるtype 2 IP3Rの発現様式 

type 2 IP3Rノックアウトマウスの肺組織を

用いて、β galactosidase染色とαSMAとの

二重染色を試みた。胎生 14日から生後 1か

月のマウス肺組織において、type 2 IP3Rの

発現を表す LacZ陽性細胞は同時に αSMAが

陽性であった。LacZ陽性細胞は気道と併走す

る血管、すなわち肺動脈の血管平滑筋に特異

的に観察された。さらに、肺動脈主幹部や上

行大動脈では内膜と中膜が、動脈管や下行大

動脈では内膜のみが、そして左右の肺動脈以

降の末梢肺動脈では中膜のみが LacZ陽性で

あった。したがってtype 2 IP3Rは血管の部

位によって発現領域が異なることがわかっ

た。肺組織の凍結切片を用いた抗type 1 IP3R

抗体による免疫組織化学では、気道上皮組織

および肺血管ともに一様に染色が認められ

た。 

 

(2)肺血管内皮細胞の単離方法の確立 

本分散法では、胎生 14日マウス胚から取り

出した肺組織は容易に分散したが、発生が進

むにつれ凝集が認められ、分散細胞を得られ

る割合が低下した。また、長時間の酵素処理

や、振盪などの物理的刺激を加えると死細胞

が増加した。したがって、肺組織の分散は、

獲得できる細胞が少なくはなるが、短時間37

度に incubationする方法を採用した。肺血

管内皮細胞を分離する方法として FACSと

magnetic separatorとで比較したところ、

magnetic separatorではさらに死細胞の割合

が高くなり、細胞へのダメージが強いことが

予測された。分離された細胞から抽出した

RNAはバイオアナライザーによる RNA 

Integrity Number値から品質が高いことを確

認した。 

 

(3)ノックアウトマウスを用いたtype 2 IP3R

遺伝子欠損による肺高血圧症への影響 

野生型およびノックアウトマウスの尾静脈

からモノクロタリンピロールまたは溶媒で

あるジメチルホルムアミドのみを静脈注射

した。各マウスに対して、静脈注射2週間後

に心臓超音波検査をおこなった。長軸像・短

軸像・四腔像の観察と、肺動脈血流速度の測



定を行ったが、各マウス間で有意な差は認め

られなかった。モノクロタリンピロールを注

射した野生型マウスに比較してモノクロタ

リンピロールを注射したノックアウトマウ

スのほうが右心室/（中隔＋左心室）重量比

が高い傾向にあった。一方、肺組織を用いた

エラスティカ染色像やヘマトキシリン・エオ

ジン染色像は野生型とノックアウトで差は

認められなかった。さらに、有意な中膜壁の

肥厚も観察されなかった。しかし、まだ実施

した個体数、施行回数ともに少ないため回数

を増やす必要があると考えられた。また、モ

ノクロタリンピロールは非常に不安定な物

質であるため、本ロットの至適濃度を検討す

る必要があると考えられた。低酸素飼育によ

る肺高血圧症モデルは現在実施中である。 
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