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研究成果の概要（和文）：肺動脈性肺高血圧症 (PAH)は予後不良の病態であり、その早期診断、治療が必要とな
るが、その診断に有用な血中のバイオマーカーはまだ確立されていない。PAHの成因には酸化ストレスが関与し
ていることから、本研究では、グルタチオン化蛋白とPGC-1αの2つの酸化ストレスに関わる蛋白がその指標とな
るかをPAHモデル動物で検討した。しかし、対照群の動物と比べ、明らかな変化が認められず、この2つの蛋白は
バイオマーカーとしては適さないと考えられた。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of pulmonary arterial hypertension (PAH) is poor; therefore, 
early diagnosis and treatment is required. However, the useful biomarkers for the diagnosis have not
 been established. In the present study, we examined whether oxidative stress-related proteins, such
 as glutathionylated protein and PGC-1α, could be the biomarkers, because oxidative stress is 
involved in PAH development and progression. As a result, the expression of the two proteins did not
 differ between PAH model and control animal. We concluded that these proteins were not good 
biomarkers for the diagnosis of PAH.

研究分野： 循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
 
我々は、肺高血圧症の早期診断に以前より

取り組み、比較的軽度の肺高血圧症の推定に
有用な指標を従来の検査法（心電図や心エコ
ー図検査）にて示してきたが、さらにその診
断精度を上げる為には、血液中のバイオマー
カーが非侵襲的で有用な検査と考えた。従来、
Brain natriuretic peptide (BNP)や尿酸値
などがバイオマーカーとして用いられてい
るが、平均肺動脈圧を推定する感度・特異度
は十分でない。 
肺高血圧症の成因として、血管壁の異常な

細胞増殖が考えられており、その誘因には血
管壁の炎症、変性や腫瘍性増殖などがある。
そして、その発症には遺伝子異常のみならず、
環境因子が加わって生じることが示唆され
ている。酸化ストレスもその一因子である。
我々は以前より、細胞内のグルタチオン修飾
に関心を持ち、動脈硬化巣における有用性を
示してきた。蛋白の SH 基はグルタチオンと
の 間 で 活 性 酸 素 種  (Reactive oxygen 
species: ROS)により酸化的修飾を受け、S-
グルタチオニル化 (-S-SG)を生じる。このグ
ルタチオニル化は比較的、低濃度の ROS 産生
により生じ、グルタレドキシンなどを介して
蛋白の脱グルタチオニル化を生じる。このこ
とは、蛋白のグルタチオン化は軽度の酸化ス
トレスで生じ、可逆的であると推測される。 
またミトコンドリアの電子伝達系におけ

る ROS 産生は、転写因子のコアクチベーター
である peroxisome proliferator-activated 
receptor- γ (PPAR- γ ) coactivator-1 
protein-α(PGC-1α)を制御し、ミトコンド
リア生合成に関わる。すなわち、PGC-1αは
酸化ストレスの制御に深くかかわっている。
本研究では、グルタチオン化蛋白や PGC-1α
の肺高血圧症診断における有用性を検討す
る。 
 

２．研究の目的 
 
肺動脈性肺高血圧症(PAH)は予後不良であ

り、早期診断・早期治療が必要となる。その
早期診断には心エコーや心電図が用いられ
るが、その感度・特異度はまだ不十分で、軽
度の肺高血圧を診断するのはなかなか困難
である。そこで、これらの指標とともに有用
な血中のバイオマーカーを組み合わせるこ
とにより、さらに診断精度があがれば、肺高
血圧症患者の早期診断、さらには治療につな
がり予後の改善が見込まれる。しかしながら、
現在までに、感度・特異度が十分に確立した
バイオマーカーはない。本研究では、肺高血
圧症の発症機序に関与する酸化ストレスの
観点から、肺高血圧症診断に有用なバイオマ
ーカーを探索することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
<基礎研究> 

PAH モデルとして、VEGF 受容体拮抗薬/低
酸素飼育によるPAHモデルラットあるいは低
酸素飼育による PAH モデルマウスを作成し、
実験に使用した。肺高血圧症の確認には、心
エコーによる肺動脈血流波形の経時的な変
化の測定、最終的にカテーテル検査による右
室圧の測定や心重量/肺組織にて確認した。
採 取 し た 肺 組 織 を 免 疫 染 色 あ る い は
Immunoblot にて、グルタチオン化蛋白や
PGC-1α蛋白発現を検討した。また培養細胞
（ヒト肺動脈平滑筋細胞、ヒト臍帯静脈内皮
細胞）を用いて、in vitro の系でも、それら
の発現を検討した。 
＊当初、臨床研究に着手する予定であったが、
基礎研究の結果が想定通りに出ず、臨床研究
を着手するには不十分と考えられた。 
 
４．研究成果 
 
(1) PAH モデルラットの心/肺重量、肺組織の
検討 

PAH モデルラットでは、上記のいずれの方
法にても、上図に示すような肺動脈の中膜肥
厚が認められた（HE 染色:Hematoxylin Eosin
染色、EVG 染色: Elastica van Gieson 染色）。
また、下図のように、右室、肺重量の増加、
右室圧の増加がPAHモデル動物にて認められ
た。 

以上から、PAH モデルとして妥当であると考
えられ、以後の実験を行った。 
 
(2) グルタチオン化蛋白に関する検討 

我々が作成したグルタチオン化蛋白抗体
を用いた検討では、上図のように、control



群とPAHモデルラット群の肺組織において有
意な差異はなく、主に気管上皮細胞が染色さ
れ（茶色）、肺動脈では染色されなかった。 

また左図のように、 
肺組織から抽出し
た蛋白を本抗体で
Immunoblot をする
と、3つのバンドが
検出され特異性が
不明であった。さ
らにいずれのバン
ドにても control
群と PAH 群での差

異が見られなかった。培養細胞に GSSG 添加
や過酸化水素水処理をして、バンドの特異性
も検討したが、明らかでなかった。そこで本
抗体による PAH の検出は困難と判断した。 
 
(3) PGC-1αに関する検討 

 
上図（左）は、PAH モデルラットの肺組織

における PGC-1αの蛋白発現であるが、PAH
ラット群で発現量が低い傾向にあった。しか
しながら、個体差が大きく、また複数回の実
験では一定の傾向が得られなかった。そこで、
培養細胞にて低酸素培養下での PGC-1αの蛋
白発現を検討した。肺動脈平滑筋細胞にて、
低酸素培養下での PGC-1αの蛋白発現が低下
する傾向が見られた（上図：右）。 

上図は、PGC-1α抗体による免疫染色であ
るが、上記の培養細胞で平滑筋細胞における
変化が見られたため、肺動脈壁の陽性細胞の
分布を詳しく検討した。免疫染色では、
control 群と PAH 群において、有意な差は認
められなかった。 
Rao らの報告(Mol Cell Biochem, 2012)に

よれば、ラット肺動脈平滑筋細胞において
PGC-1αの発現は低酸素培養にて24時間にて
増加し、以後、経時的に発現が低下していた
ため、PAH の病態が形成されてしまった状況
ではなく、その形成過程において PGC-1αの

発現が増加していることが推測された。 
そこで、PAH モデルラットは VEGF 受容体拮抗
薬（SU5416）+低酸素飼育 3 週間に、さらに
室内気での 5週間の飼育が必要であるが、低
酸素飼育直後（3 週間目）でも検討をおこな
った。 

結果は、上図のように、PAH モデルラット
にて一定の傾向になく、PAH 発症過程の早期
の段階でも、PGC-1αの発現に関して結論付
けるのは困難であった。 
 上記以外にも、低酸素飼育による肺高血圧
モデルマウスも作成し、上記のような実験を
行ったが、ラットと同様に一定の結果が得ら
れず、肺高血圧発症における PGC-1αの役割
は明らかにできなかった。 
  
 グルタチオンはユビキタスに存在するペ
プチドで、そのグルタチオニル化されたタン
パクもユビキタスに存在すると考えられ、ま
た PGC-1αは転写因子のコアクチベータであ
り、その発現量が元々、少ないことが、本研
究の結果が一定でなかった理由の一つと思
われた。さらに PAH 発症・進展過程における
酸化ストレスもその進展に伴い、単調に増加
していく訳でもないため、実験の時期の違い
や肺高血圧症の程度により、差異が生じる可
能性があり、このことも本研究にて推定して
いた結果が得られなかった一因と考えられ
た。 
 
 以上の基礎研究の結果を踏まえ、当初予定
していた患者検体を採取して、臨床応用への
検討を行う研究は、有用なデータが出る可能
性が低く断念した。 
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