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研究成果の概要（和文）：結合織疾患に伴う肺動脈性肺高血圧症(PAH)は、膠原病難治性病態の一つであるが発
症機序の詳細は不明である。本研究は、膠原病性肺高血圧症におけるIPAS/HIF-3αシグナル異常の意義を究明
し、IPAS/HIF-3αシグナルを標的とする新規治療法の開発基盤の確立を目的としている。成果としてPAH合併強
皮症患者において有意に高頻度に認められるHIF-3α遺伝子一塩基多型(SNP)を同定し、当該SNP導入HIF-3αは
ET1発現を増強させることを見い出した。SNP保有HIF-3αによるET1発現の増強は血管平滑筋細胞の増殖・遊走を
惹起しPAHの血管リモデリング異常と密接に関連することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a poor prognostic complication of 
connective tissue disease (CTD). Increased expression of endothelin-1 (ET-1) is of particular 
interest for its pathogenic role in PAH. We previously identified non-synonymous single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) of HIF3A gene in the patients with systemic sclerosis (SSc) associated with PAH
 and demonstrated that ET-1 mRNA is induced by overexpression of HIF-3α carrying the SNPs (SNP-HIF3
α) even under normoxic condition. In this study, we aim to further investigate the 
pathophysiological roles of SNP-HIF3α in ET-1 regulation with respect to PAH. We found SSc-PAH 
related SNP-HIF3α is a potent transcriptional activator of ET-1 gene. Upregulated ET-1 by SNP-HIF3
αcaused enhancement of proliferation and migration of pulmonary artery smooth muscle cells. In 
conclusion, SNP-HIF3α might paly a role in dysregulation of pulmonary arterial remodeling and 
contribute to pathogenesis of PAH in SSc.

研究分野： 内科学、膠原病学

キーワード： 一塩基多型　エンドセリン1　低酸素　膠原病　肺高血圧症　HIF
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
	 膠原病性肺高血圧症は、免疫抑制療法の進
化した今日においても膠原病患者の予後改
善を阻む難治性病態の一つである。中でも肺
動脈性肺高血圧症(PAH)は、その約 2/3 を占
める重要な病態であり、肺動脈の血管収縮、
血管リモデリング異常（動脈壁肥厚）、血栓
形成、などによる肺動脈血管抵抗が右心負荷
を増大させ、心機能の著しい低下を惹起する。
近年、PAH における肺動脈血管抵抗の増大に、
局所におけるエンドセリン１（ET1）の増加
による血管内皮細胞増殖および血管収縮の
亢進や、一酸化窒素・プロスタグランジン I2
の低下に伴う血管拡張の減弱などが関与す
ることが示され、ET 受容体拮抗薬、ホスホジ
エステラーゼ５阻害剤などによる治療の有
効性も示されつつあるが、PAH の病態の成立
機序については、不明な点が多く残されてい
る。	
	 低酸素によって活性化される転写因子
Hypoxia-inducible	factors	(HIFs)は、basic	
helix-loop-helix	 (bHLH)-Per-Arnt-Sim	
(PAS)型蛋白ファミリーに属する HIF-1a,	
HIF-2a,	HIF-3aのいずれかのaサブユニット
と HIF-1bサブユニットからなるヘテロ二量
体であり、各種解糖系酵素、グルコース輸送
蛋白、血管内皮増殖因子(VEGF)、造血因子エ
リスロポイエチンなど、多くの遺伝子の発現
を転写レベルで制御し、生体の低酸素適応に
重要な役割を果たしている。近年、HIFs が肺
高血圧症の発症・進展に関与する可能性が基
礎的、臨床的解析により示され、注目されて
いる。例えば、HIF-1 は肺動脈血管内皮細胞
において、ET１や VEGF の発現を転写のレベ
ルで誘導し、血管内皮細胞の増殖やアポトー
シスの制御を介して血管リモデリングの異
常に寄与するらしい。HIF-1 は肺動脈平滑筋
における電位依存性カリウムチャンネルを
抑制し、肺動脈の収縮を助長する。また、
HIF-1a遺伝子のへテロノックアウトマウス
では、慢性低酸素暴露による肺高血圧症の発
症が抑制されることが示されている。さらに、
HIF-2 の恒常的活性化が誘導される遺伝子変
異を持つ家系では、多血症と共に肺高血圧症
が発症することが報告されている。	
	 申請者は、一貫して HIFs による遺伝情報
発現制御機構、生体機能調節機構について究
明を続けている。これまで、HIFs による腫瘍
細胞分化制御、免疫細胞機能制御、高グルコ
ースによる低酸素非依存性 HIFs 活性化と細
小血管障害など、HIFs が低酸素応答のみなら
ず広く生体機能調節に関わることを示して
来た。中でも、HIF-１、HIF-2 機能を抑制す
る内因性分子 IPAS(=	Inhibitory	PAS	domain	
protein)を発見し、組織特異的な低酸素応答
制御（応答抑制）機構の解明に寄与した
（Nature	2001）。IPAS は HIF-3aのスプライ
シングバリアントであり、IPAS/HIF-3aの複
数のアイソフォームが HIF ファミリーのドミ
ナントネガティブ分子として HIFs を介した

低酸応答の抑制に重要な役割を果たしてい
ることが申請者を含め複数のグループによ
り明らかにされている。	
	 申請者らは、IPAS/HIF-3a遺伝子のノック
アウトマウス(KO)を作成した。IPAS/HIF-3a	
KO マウスでは、HIF-1、HIF-2 に対する抑制
作用が減弱し、「脱抑制」の状態となるため、
HIF-1、HIF-2 標的遺伝子の低酸素誘導性発現
が亢進する。IPAS/HIF-3aKO マウスは、正常
に誕生するが、徐々に右室拡大、径 30μm 未
満の肺細動脈の筋性動脈化、さらに肺血管内
皮細胞での ET1 産生の亢進などヒト肺動脈性
肺高血圧症に極めて類似した形質を示した。
IPAS/HIF-3aKO マウス由来の肺血管内皮細胞
に、IPAS/HIF-3aファミリー遺伝子を再導入
すると、ET1 産生の亢進は是正された。すな
わち、IPAS/HIF-3a遺伝子の異常が、HIF-1、
HIF-2 機能の制御異常とともに、肺動脈性肺
高血圧症に発症進展に関わる可能性を示す
結果である。申請者は、この IPAS/HIF-3aKO
マウスにおけるヒト肺高血圧症類似の形質
に着目し、膠原病性肺高血圧症患者における
IPAS/HIF-3a遺伝子の一塩基多型(SNP)を解
析した。米国 NCBI の SNP データベース
(dbSNP)には約 1000のヒト HIF-3a遺伝子 SNP
が登録されているが、そのうちヒト HIF-3a
遺伝子エクソン領域の SNP について、強皮症
性肺高血圧症患者遺伝子における SNP 陽性率
を解析した。その結果、肺高血圧症を有する
強皮症患者において（肺高血圧症を有さない
強皮症患者および正常人に比べ）有意に高頻
度で認められる SNP を複数同定した。予備的
検討では、これらの SNP を導入した変異
IPAS/HIF-3aでは、ET1 遺伝子を含む低酸素誘
導性遺伝子の発現が増強することが判明し
た。すなわち、膠原病性肺高血圧症の発症・
進展に IPAS/HIF-3a遺伝子の変異あるいは
IPAS/HIF-3a機能変化が関与する可能性が高
いと考え、本研究提案に至った。	
	
２．研究の目的	
IPAS/HIF-3a遺伝子の SNP あるいは変異が、
膠原病性肺高血圧症の発症進展に①どのよ
うに関わるか＜患者における SNP 保有率や
SNP と臨床像の関連の解析、疾患別保有分布
の解析など＞、②いかなるメカニズムで関わ
るか＜SNP 保有 IPAS/HIF-3aの機能解析＞を
解明し、膠原病性肺高血圧症の病態における
IPAS/HIF-3aシグナルの意義を究明し、
IPAS/HIF-3aシグナルを標的とした肺高血圧
症新規治療法開発の基盤を確立することを
目指す。	
	
３．研究の方法	
	 本研究の具体的な遂行計画は、①膠原病性
肺高血圧症患者における IPAS/HIF-3a遺伝子
異常（多型）の解析、②IPAS/HIF-3a遺伝子
異常がもたらす IPAS/HIF-3a分子機能の変調
ならびに HIF シグナルの異常の肺高血圧症に
おける役割の究明、③IPAS/HIF-3aシグナル



を標的とする膠原病性肺高血圧症の新規分
子療法開発の基盤構築、の３つの柱より構成
される。	
(1) 膠 原 病 性 肺 高 血 圧 症 に お け る
IPAS/HIF-3a遺伝子多型の解析	
	 すでに、東京女子医科大学に登録されてい
る「肺高血圧症を有する強皮症患者」とその
対照群遺伝子の解析において、疾患群に高頻
度に検出されるヒト IPAS/HIF-3a遺伝子 SNP
を複数同定した。他の膠原病患者へ対象を拡
大し解析する。同定された SNP の他、NCBI	
dbSNP に登録済みの IPAS/HIF-3a遺伝子エク
ソン SNP を中心に、強皮症さらに MCTD など
他の膠原病も含めた肺高血圧症患者とその
対照群を対象に解析を行う。	
	
(2) 膠 原 病 性 肺 高 血 圧 症 患 者 で 認 め た
IPAS/HIF-3a遺伝子 SNP が分子機能に与える
影響の解析	
	 予備検討では、強皮症性肺高血圧患者で検
出された SNP は IPAS/HIF-3aによるエンドセ
リン（ET１）など低酸素誘導性遺伝子発現を
増強させる証左を得ている。SNP 保有
IPAS/HIF-3aの機能について、以下のごとく
解析する。	
	 2-1）SNP 導入 IPAS/HIF-3aが低酸素誘導性
遺伝子発現に与える影響の解析	
	 上 記 SNP を 導 入 し た ヒ ト 、 マ ウ ス
IPAS/HIF-3a発現プラスミドは既に作成され、
予備的検討が行われている。ヒト、マウス由
来の血管内皮細胞、血管平滑筋細胞、肺胞上
皮細胞等に SNP 保有 IPAS/HIF-3a遺伝子を導
入し、低酸素暴露時の ET１をはじめとする
HIF-1、HIF-2 標的遺伝子の発現をリアルタイ
ム PCR 法などで解析する。	
2-2)SNP 導入による IPAS/HIF-3a機能変調の
メカニズムの解析	
	 SNP 導入 IPAS/HIF-3aによる（ET１などの）
発現誘導のメカニズムを解析する。SNP は
IPAS/HIF-3aの分子構造のうち、とくに DNA
結合領域、二量体形成領域に存在することか
ら、SNP 導入 IPAS/HIF-3aと HIF-1bの二量体
形成様相について免疫沈降法で解析する。さ
らに SNP 導入 IPAS/HIF-3a強発現下での
HIF-1、HIF-2 標的遺伝子のプロモーター占拠
様相についてクロマチン沈降法で解析する。	
	
(3)IPAS/HIF-3a遺伝子異常がもたらす肺動
脈性肺高血圧症類似形質とその是正の試み	
	 IPAS/HIF-3aKO マウスでは、右室拡大、非
筋性肺細動脈の筋性動脈化と共に肺血管内
皮細胞での ET1 産生の亢進などヒト肺動脈性
肺高血圧症類似の形質を示す。血管内皮細胞
における SNP 導入 IPAS/HIF-3a発現が肺動脈
リモデリング異常に与える影響と肺高血圧
症治療薬による形質是正の可否などについ
て解析する。	
	
４．研究成果	
(1)	 膠 原 病 性 肺 高 血 圧 症 に お け る

IPAS/HIF-3a遺伝子多型の解析	
	 	
	 東京女子医科大学が所有する「肺高血圧症
を有する強皮症患者」とその対照群である
「肺高血圧症を有さない強皮症患者」「正常
人」遺伝子を対象として、米国 NCBIdbSNP に
登録されているヒト HIF3A 遺伝子 SNP のうち
エクソン領域に存在する SNP 全てについてダ
イレクトシーケンス法でその有無を解析し
た。ヒト HIF3A 遺伝子エクソン 5 ならびに 6
領域に存在する 2 つの SNP が、肺高血圧症を
有する強皮症患者においてアリル頻度、ゲノ
タイプ数いずれも統計学的有意に高く認め
られた。エクソン 5／6SNP を共に有する例も
存在した。	
	 一方、当該 SNP の保有頻度について、東京
女子医大が所有する「肺高血圧症を有する全
身性エリテマトーデス患者」および「肺高血
圧症を有する混合性結合織病患者」とそれぞ
れ肺高血圧症を有さない対照群の遺伝子を
同じくダイレクトシーケンス法で解析した
結果、SNP は検出されなかったことから、当
該 SNP は肺高血圧症を有する強皮症患者に特
異性をもって認められる SNP である可能性が
示唆された。	 	
	
(2) 膠 原 病 性 肺 高 血 圧 症 患 者 で 認 め た
IPAS/HIF-3a遺伝子 SNP が分子機能に与える
影響の解析	
	 	
	 2-1）SNP 導入 IPAS/HIF-3aが低酸素誘導性
遺伝子発現に与える影響の解析	
	 上述のエクソン 5／6 の SNP を導入した
IPAS/HIF-3a（SNP	IPAS/HIF-3a)、および野
生型 IPAS/HIF-3aの発現ベクターを作成し
HeLa 細胞に安定導入した。SNP	IPAS/HIF-3a
恒常発現HeLa細胞株（SNPHeLa）、IPAS/HIF-3a
恒常発現 HeLa 細胞株（WtHeLa）が、それぞ
れ導入遺伝子産物を同レベルで発現するこ
とをウエスタンブロット法で確認した。
SNPHeLa,	WtHeLa を正常酸素分圧下、低酸素
分圧下で培養後 ET1mRNA 発現を RTPCR 法で解
析した結果、SNPHeLa では正常酸素分圧下に
おいても低酸素培養下と同程度に ET1mRNA の
発現が亢進していた。培養液中の ET1 濃度を
ELISA 法で測定した結果、やはり SNPHeLa で
は正常酸素分圧下においても低酸素培養下
と同程度に ET1 濃度が上昇していた。一方、
ヒト肺動脈血管内皮細胞(HPAEC)で作成した	 	 	
SNP 導入および野生型 IPAS/HIF-3a恒常発現
細胞株（SNPHPAEC および WtHPAEC）でも同様
に正常酸素分圧下における ET1 の発現亢進が
mRNA ならびにタンパク質のレベルで観察さ
れた。すなわち、SNP 保有 IPAS/HIF-3aは、
低酸素誘導性分子 ET1 の発現を酸素分圧にか
かわわらず誘導することが示唆された。	
	
2-2)SNP 導入による IPAS/HIF-3a機能変調の
メカニズムの解析	
	 ヒト HIF-3aエクソン5／6は PAS 領域をコ



ードする。PAS 領域は IPAS/HIF-3aの2量体形
成など分子間結合に関わる領域であること
から、同エクソンに存在する SNP が HIF-1b
との 2量体形成に与える影響について免疫沈
降法を用いて解析した。前出の SNPHeLa 細胞、
WtHeLa 細胞を正常酸素分圧、低酸素分圧下で
培養した後、総細胞抽出液を調整し、抗ヒト
HIF-3a抗体あるいは抗ヒト HIF-1b抗体を用
いて免疫沈降し、それぞれ抗ヒト HIF-1b抗体、
抗ヒト HIF-3a抗体でブロットした結果、いず
れ の 抗 体 で 沈 降 し た 場 合 も SNP 導 入
IPAS/HIF-3aと HIF-1bの結合は、野生型
IPAS/HIF-3aとの結合と比較して増強してい
た。特に SNP 導入 IPAS/HIF-3aと HIF-1bの結
合は正常酸素分圧下でも増強していること
が確認された。	
	 続いてSNP導入 IPAS/HIF-3aとHIF-1b複合
体が ET1 遺伝子プロモーターに与える影響に
ついて解析した。ヒト ET1 遺伝子は転写開始
点より約 150bp 上流までに低酸素に応答して
活性化する配列が存在する。この領域には複
数の転写因子結合配列が確認されているが、
低酸素応答性配列（HRE）が近傍の GTG 配列
を含む類似配列とともに含まれることが示
されている。この領域への IPAS/HIF-3aの結
合をクロマチン免疫沈降法（ChIP 法）で解析
した。SNPHeLa 細胞、WtHeLa 細胞を正常酸素
分圧、低酸素分圧下で培養後、細胞を固定し
断片化クロマチンを得、抗ヒト HIF-3a抗体を
用いて免疫沈降した。ET1 遺伝子転写開始点
から上流約 150bp を含む領域は、いずれの細
胞でも低酸素下で多く回収（増幅）されたが、
SNPHeLa 細胞では正常酸素分圧、低酸素分圧
を問わず WtHeLa 細胞より多くの断片が回収
された。すなわち、SNP 導入 IPAS/HIF-3aは
野生型 IPAS/HIF-3aに比べより高い親和性で
ET1 遺伝子プロモーターに結合することが示
唆された。	
	 次に ET1 遺伝子プロモーター活性に与える
影響を解析した。上述の ET1 遺伝子プロモー
ター配列を含むルシフェラーゼレポーター
を作成しSNPHeLa細胞、WtHeLa細胞に導入後、
正常酸素分圧、低酸素分圧下培養を行いレポ
ーター活性を測定した。両細胞において、ET1
遺伝子プロモーターは低酸酸素培養下でよ
り強く活性化された。SNPHeLa 細胞において
は正常酸素分圧下培養においても低酸素分
圧下培養 WtHeLa 細胞と同等のプロモーター
活性を誘導されていた。さらにプロモーター
配列から HRE,	近傍類似 GTG 配列を欠損させ
たルシフェラーゼレポーターを作成して解
析した結果、WtHeLa 細胞では HRE のみが ET1
遺伝子プロモーター活性化に寄与している
のに対し、SNPHeLa 細胞では HRE,	近傍類似
GTG 配列の双方がプロモーター活性化に重要
であることが判明した。	
	 以上より、SNP 導入 IPAS/HIF-3aは、野生
型 IPAS/HIF-3aには認めないメカニズムとし
て、酸素分圧を問わず、ET1 遺伝子プロモー
ター配列の二箇所を介してより高い親和性

で結合し、ET1 遺伝子プロモーターを強く活
性化することが示唆された。	
	
(3)IPAS/HIF-3a遺伝子異常がもたらす肺動
脈性肺高血圧症類似形質とその是正の試み	
	
	 IPAS/HIF-3aKO マウスの表現形質のもっと
も顕著な特徴の一つに肺血管のリモデリン
グ異常があった。血管内皮細胞における SNP
導入 IPAS/HIF-3a発現が肺動脈リモデリング
に与える影響について解析した。前述の	 	 	
SNP 導入および野生型 IPAS/HIF-3a恒常発現
HPAEC 株（SNPHPAEC および WtHPAEC）あるい
はコントロールベクター導入 HPAEC 株
(mockHPAEC)を正常酸素分圧下で培養し、培
養上清を調整した。各培養上清をヒト血管平
滑筋培養液に添加したところ、SNPHPAEC 上清
は血管平滑筋の増殖、遊走を誘導した。
WtHPAEC ならびに mockHPAEC では見られなか
った。SNPHPAEC による誘導活性は血管平滑筋
培養液にリコンビナント ET1 を 50-100	ng/ml
の（最終）濃度で添加した場合と同等であっ
た。さらに、SNPHPAEC 培養上清による血管平
滑筋増殖・遊走誘導は、ET 受容体阻害剤（100
μM ボセンタン）によってほぼ完全に消失し
たが、ホスホジエステラーゼ 5 阻害剤（100	nM
シルデナフィル）では有意な変化は認めなか
った。すなわち、SNP 導入 IPAS/HIF-3aが肺
動脈内皮細胞において発現を増強させたET1
は、パラクラインに働き血管平滑筋の増殖、
遊走を惹起することにより肺血管リモデリ
ング異常をもたらす可能性が示された。この
血管平滑筋に対する影響は ET 受容体阻害剤
により特異的に抑制することが可能であり、
SNP保有HIF-3aが関連する肺高血圧症の特異
的治療薬となりうることが示唆された。	
	
（4）結論と展望	
肺高血圧症合併強皮症患者で高頻度に認め
られた SNP 保有 HIF-3aは、ET1 遺伝子プロモ
ーターの強い活性化を介して ET1 産生亢進を
促し、肺血管リモデリング異常を惹起する可
能性が示された。今回実験計画に挙げながら
達成できなかった IPAS/HIF-3a遺伝子ノック
アウトマウスの肺高血圧症類似形質の救済
実験、SNP 導入 IPAS/HIF-3a遺伝子マウスに
おける肺高血圧モデル作成などの解析は今
後遂行すべき研究である。 
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