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研究成果の概要（和文）：肺高血圧発症初期に重要な役割を果たす内皮バリアー機能障害のメカニズムについて新知見
を得た。また、肺高血圧モデル動物実験より、トロンビン受容体拮抗薬の病態改善および生存率改善効果が明らかとな
った。トロンビンに対する肺動脈の収縮反応性が、肺高血圧において亢進することを明らかにした。本研究成果に基づ
いて、新たな肺高血圧治療法の発明として国内および国際特許を出願した。

研究成果の概要（英文）：The present study yielded a new mechanism for endothelial barrier dysfunction.  By
 using an animal model of pulmonary hypertension, a thrombin receptor antagonist was found to effectively 
prevent the development of pulmonary hypertension and prolonged the survival. The contractile responsivene
ss of pulmonary artery was found to be enhanced in pulmonary hypretension. As a result, thrombin receptor 
antagonist is suggested to be potentially useful as a new strategy for treatment of pulmonary hypertension
. Proposals of Japanese and international patent for the invention of new treatment for pulmonary hyperten
sion has been submitted.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

肺高血圧症は安静時平均肺動脈圧>25 

mmHg で定義される疾患群である。肺高血圧
の発症や病態には、内皮異常、血小板由来セ
ロトニン、炎症、低酸素、酸化ストレス、ミ
トコンドリア機能異常の関与が示唆されて
いる。近年、プロスタサイクリン、エンドセ
リン受容体拮抗薬、NO 吸入、PDE 阻害剤を
主体に、様々な薬物療法が試みられているに
も関わらず、平均生存期間は未だ 2.8 年に留
まる。従来の薬物にはない作用機序を有する
治療法の開発が急務であり、突破口を開くた
めには新たな視点からの病態解明が必要で
ある。 

肺高血圧症の３大病理所見は、①血管収縮、
②血管リモデリング、③血栓形成である。血
栓は約 70％の症例に認められ、抗凝固療法に
よる予後改善が報告されている(N Engl J 

Med. 1992)。従って、血栓は病態形成に積極
的に関与することが示唆されるが、未だ不明
な点が多い。 

トロンビン受容体 PAR1 を含め、計４種類
のプロテイナーゼ活性化型受容体（PAR1～
4）が、血栓の血管作用を担う重要な分子と
して同定されている（Cell 1991; Nature 

2000）。トロンビン受容体には、平滑筋収縮
作用のみならず、増殖、細胞外基質産生、活
性酸素産生など血管リモデリングに関連す
る作用、血管透過性亢進作用も報告されてい
る。また、トロンビン受容体は血小板活性化
も引き起こす。従って、肺高血圧の病態（血
管収縮、血管リモデリング、血栓形成）にト
ロンビン受容体が重要な役割を果たすこと
が示唆される。 

これまでの独自の研究より、トロンビンに
対する肺動脈の反応特性を明らかにしてい
た。すなわち、体循環系正常動脈の多くがト
ロンビンに対して収縮反応を示さないのに
対し、肺動脈は正常でもトロンビンに対する
反応性を有し、収縮を引き起こすことを見出
した（Br J Pharmacol 2010）。さらに、この
収縮には、Ca2+非依存性、活性酸素及び Rho

キナーゼ依存性の特殊な収縮機構が関与す
ることを明らかにした（Am J Respir Crit 

Care Med 2010）。肺高血圧症では Rho キナ
ーゼ活性や酸化ストレスの亢進が報告さて
おり、血栓を合併したは高血圧症においては、
トロンビン受容体は血管収縮やリモデリン
グを促進し、肺高血圧の病態形成に積極的に
関与することが推察される。 

さらに、体循環系の血管病態学研究より、
平滑筋 PARs の発現亢進がバルーン血管傷害
やくも膜下出血などの病態形成に重要な役
割を果たすことを明らかにした。しかし、発
現亢進のメカニズムは病態によって異なり、
酸化ストレス、炎症、トロンビンが発現誘導
に関わることも明らかにしていた。肺高血圧
においてもトロンビン受容体の発現が亢進
し、病態形成をさらに促進する可能性が考え

られた。また、くも膜下出血後血管攣縮に対
して、新規トロンビン受容体拮抗薬を用いた
治療法開発に実績がある。 

肺高血圧の病態解明に当たっては、適切な
モデル動物の使用が重要な因子となる。現在
汎用されているモデルでは肺高血圧患者に
認められる進行した病理像（求心性内膜過形
成、plexiform 病変）を再現出来な問題点が
ある。既に、進行した病理像も含め、肺高血
圧患者で観察される病理像すべてを再現す
る初めてのモデル動物 SHN モデルの開発に
成功した。このモデルを用いたヒト肺高血圧
におけるトロンビン受容体の役割を明らか
にする。 

 

 

２．研究の目的 

1. 肺高血圧モデル動物を用いて肺高血圧に
おける PARs の役割を明らかにする。特に、
トロンビン受容体 PAR1 を中心に研究を
進め、さらに、PAR1 拮抗薬を用いた新た
な治療法の有効性を検証する。 

① 病態におけるトロンビンの収縮特性を
明らかにする。 

② PARs の発現変化（発現亢進）を明らか
にし、重症度やリモデリング像（内膜
新生、中膜肥厚、外膜線維化、plexiform

病変）との関連を明らかにする。 

③ 肺高血圧の病態における肺動脈のトロ
ンビンに対する反応性の変化を、摘出
肺動脈あるいは摘出心肺標本を用いて、
明らかにする。 

④ トロンビン受容体拮抗薬の治療効果を
検証する。 

2. 肺動脈血管透過性に及ぼすトロンビンの
作用とその機序を明らかにする。 

3. PARs ノックアウトマウスを用いてモデ
ルを作製し、病態形成における PARs の役
割を明らかにする。 

4. 肺高血圧患者剖検例の病理解析を行い、
PARs の発現変化、受容体の発現と重症度
や病理像との相関を明らかにする。これに
より、ヒト肺高血圧における PARs の役割
を明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

1. 肺高血圧モデル動物の作成 

雄 SD ラット (体重 200g,) にモノクロタ
リン (60 mg/kg) を単回皮下投与し、肺高
血圧モデルを作製した。 

2. 摘出心肺標本を用いた潅流実験 

3. 培養内皮細胞を用いた血管透過性の評価 

 

４．研究成果 

（１）モノクロタリン誘発肺高血圧モデル動
物を用いて、肺高血圧の病態形成における



PAR1 の関与を明らかにした。 

モノクロタリン投与日から PAR1 拮抗薬
atopaxar (30 mg/kg/day; ATP 群)、あるいは
溶媒 (MCT 群) の経口投与を開始し、21 日
間の投与後肺高血圧症の病態を評価した。 

右室収縮期圧は、正常群  (23±3 mmHg; 

n=6) に比べ MCT 群 (74±4 mmHg; n=10) 

で著明に上昇したが、ATP 群 (47±3 mmHg; 

n=15) ではその上昇が有意に抑制された。平
均体血圧および心拍出量には 3群間に有意差
はなかった。 

 

総肺血管抵抗（右室収縮期圧/心拍出量比）
は正常群(0.462 mmHg・min/mL; n=5)と比
較して MCT 群(1.973 mmHg・min/mL; n=5)

で上昇がみられたが、ATP 群(1.023 mmHg・
min/mL; n=6)では有意に抑制された。右室肥
大（右室重量/中隔と左室の重量比）も正常群
(0.259; n=6)と比較して MCT 群(0.43±0.03; 

n=11)で上昇したが、ATP 群(0.31±0.02, n=15, 

p<0.05)で有意に抑制された。 

 

肺動脈中膜肥厚の程度（中膜面積/外弾性板
内面積比）も正常群(0.228; n=3)と比較して
MCT 群(0.555; n=3)で上昇し、ATP 群(0.445; 

n=3)で有意に抑制された。 

（２）モノクロタリン誘発肺高血圧モデル動
物において、PAR1 拮抗薬には、上述の通り
病態改善作用に加えて、生存率改善効果が観
察された(各群 n=16)。新たな肺高血圧治療薬
としての有用性が明らかとなった。 

 
 

（３）摘出心肺標本の還流実験を行い、肺高
血圧モデルにおいてトロンビンに対する収
縮反応性が亢進することを見出した。 

正常ラットの心肺摘出標本に、PAR1 のペプ
チドアゴニスト TFLLR を投与すると、300 

nmol 以上の用量で肺動脈圧上昇が観察され
た。一方、モノクロタリン皮下投与 21 日目
の肺高血圧ラットの心肺標本では、10 nmol

のより低用量から圧上昇反応が観察され、
100 nmol でほぼ最大反応が得られた。 

 

（４）血管透過性亢進の新たな仕組みを明ら
かにした。 

 内皮透過性亢進は肺高血圧の病態形成の
初期に重要な役割を果たす。トロンビンは内
皮透過性を亢進することが報告されている。 

 ブ タ 大 動 脈  (PAEC) お よ び 肺 動 脈
(PPAEC) 内皮細胞を用いてトロンビンが
引き起こす透過性亢進機序の詳細を明らか
にした。 

 経内皮細胞電気抵抗測定を行い、PAEC に
おいて、トロンビンは、PAR1 を介して、刺
激 3~5 分に最大に達する透過性亢進（電気抵
抗低下）反応を引き起こした。この透過性亢
進と一致して、ミオシン軽鎖（MLC）の 2

リン酸化反応が生じることを明らかにした。 

 

この MLC の 2 リン酸化反応と電気抵抗の
低下は Rho キナーゼ阻害剤により阻害され



た。このことから、MLC2 リン酸化と透過性
亢進の相関が示唆される。 

 

 トロンビン刺激前、MLC の 1 リン酸化は
細胞質に均一に分布し（左図）、刺激 3 分後
も同様の局在を示した（中図）。MLC2 リン
酸化は、刺激前にはほとんど観察されず、刺
激後に細胞辺縁部の局在が観察された。同部
位にはアクチン線維束形成が観察された（右
図）。これまでトロンビン刺激により形成さ
れると報告されていたストレスファイバー
は刺激 3 分では観察されなかった。 

 

トロンビン刺激後のアクチン線維束形成
を時間経過で観察すると、刺激 15 分以降に
はストレスファイバー形成が観察された。 

以上の結果から、内皮透過性亢進の機序に
関して以下の新しい考え方が提唱された。 

① 内皮細胞において、pMLC と ppMLC は
異なる制御を受ける。 

② トロンビン刺激早期には、Rho kinase 依
存性にMLCの 2リン酸化とそれに依存す
るアクチン線維束形成が細胞膜直下に生
じ、その結果求心性に内皮細胞が収縮する
ことで、細胞間隙が開裂し、透過性が亢進
する。 

③ 一旦、細胞間接着が障害されると、アクチ
ン線維はストレスファイバー状に再編成
され、後期の透過性亢進の維持に関わる。 

 

PPAEC においてもトロンビンにより透過
性亢進が起こることを、FITC 標識デキスト
ランの透過性評価で観察した。 
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