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研究成果の概要（和文）：肺動脈肺高血圧症(PAH)への転写因子GATA-2の関与, 骨髄由来免疫抑制細胞
MDSC）・マクロファージの役割.1) ヒトPAH肺組織ではGATA2+CD68+マクロファージ細胞浸潤が多数集簇. 2)ヒト
PAHで末梢血MDSC増加を認めた.3) GATA2-KOマウスを樹立し、PAHを誘導. GATA2-KOでは,WTより右心負荷が低か
った. 肺動脈リモデリングは有意差はなかった. 一方GATA-2 KOで炎症細胞浸潤を多く認めた.これらより, ヒト
PAHではGATA2発現上昇, マウスGATA2-KOにて右心負荷が低いことと一致したが, 炎症細胞浸潤は相反する結果で
検討が必要である. 

研究成果の概要（英文）：We investigated the role of transcription factor GATA-2 and Myeloid derived 
suppressor cell (MDSC) and macrophage in pulmonary arterial hypertension (PAH). 1)  In human 
pulmonary tissues, there are more GATA2+CD68+ macrophage cell infiltrated in PAH compared to healthy
 control. 2) Peripheral MDSC subsets were significantly increased in human PAH compared to controls.
 3) We established GATA2 conditional knock out  mice, and those mice and control mice were induced 
PAH in hypoxia condition. Right ventricle hypertrophies were highly occurred in controls compared to
 GATA2-KO. The pulmonary arteries remodeling was equally occurred in both group. On the other hand, 
there were more inflammatory cells infiltrated in GATA-2 KO. In human PAH, GATA2 expression might be
 upregulated, however, we could not have definite tendency in inducing PAH in GATA2-KO model. We 
would like to investigate additional experiments.

研究分野：膠原病

キーワード： 肺動脈性肺高血圧症　転写因子GATA2
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１． 研究開始当初の背景 
近年、PAH において肺血管拡張薬(エンドセ
リン受容体拮抗薬など)は著しく進歩し、病態
の改善へつながっているが依然として予後
は不良である。CTD-PAH では炎症性機序が
重要視され、免疫抑制療法が非常に効果的で
ある報告を数多く認めている。特に、当科で
は CTD-PAH に対して世界的に見て最も積極
的に免疫抑制療法を行い非常に優れた治療
効果を認めた事を報告し、特に全身性エリテ
マトーデス(SLE)での免疫抑制療法の効果は
良好で血管拡張薬との併用により約 70％の
症例で肺動脈圧は正常化した。しかし、免疫
抑制療法の効果をあまり認めない症例も少
ないながら存在し、またステロイド増量に伴
う副作用出現もあり、今後は、(1)CTD-PAH
の病態のさらなる解明と(2)免疫抑制療法の
適応症例を選択できるバイオマーカーの開
発は必須であると考えた。 
(1) CTD-PAH の病態の解明-MDSC・単球・
マクロファージの役割- 

MDSCは、マクロファージ、樹状細胞や好
中球の前駆体であり、癌や慢性炎症において、
T 細胞の機能異常や、組織の再構築、線維化
などをもたらす未成熟な骨髄性細胞の不均
一な細胞集団として知られる。自己免疫疾患
におけるMDSCの役割は報告が少なく、マウ
スの自己免疫性脳症では、Th17細胞を誘導し
自己免疫現象を増悪させる可能性を示唆さ
れてたが、ヒトではほとんど解明されていな
い。ヒト PAHにおいて末梢血 MDSCが増加
していることが報告されたが、その詳細は不
明である。筆者は PAH において MDSC（特
に単球系サブセット）と、それが分化したマ
クロファージ(特にM2タイプ)が肺組織内で、
組織の再構築、線維化、T,B細胞の機能異常、
分化異常などをもたらす重要な役割を持つ
可能性は高いと考える。MDSC,マクロファー
ジの活性化や、分化異常の機序として特に着
目したいのは①単球やマクロファージの分
化に不可欠な転写因子 GATA-2の役割と②自
然免疫作動に重要である Toll 様受容体(TLR)
とそのリガンドの役割である。 
① 転写因子 GATA-2の役割 
転写因子 GATA-2 は造血幹細胞の分化、
及び間葉系幹細胞の機能に重要な役割
を持ち、GATA-2 変異（発現障害）を原
因とする MonoMac 症候群では末梢血の
単球減少や肺胞マクロファージの著し
い減少と機能障害を認め、抗酸菌感染、
肺胞蛋白症を呈することが知られてい
る。また、GATA-2 は強力な肺血管収縮
物質で PAH の病因となるエンドセリン
やその受容体発現を制御する重要な役
割を果たす。筆者らは PAH において、
GATA-2 の過剰発現が末梢血の単球、

MDSC、肺胞マクロファージの増加や機
能亢進をもたらして炎症を起こす可能
性や、エンドセリンやその受容体が過剰
発現することで、肺血管収縮を増強する
可能性を探究したい。 

② Toll 様受容体(TLR)とそのリガンドの役
割 
筆者は、マウス MDSC が TLR-9 を発現
し、TLR-9 リガンド(CpG)刺激により成
熟したマクロファージへ分化すること
を報告した。さらにヒトMDSCは単球系、
顆粒球系サブセットがあり、筆者はヒト
単球系 MDSCが TLR-2,4,7,8を発現し、
そのリガンド刺激により成熟した
M1/M2 マクロファージへ分化すること
を見出した。CTD-PAH において、自己
抗体である U1RNP 抗体と SSA/Ro 抗体
陽性率は有意に高いと報告されたが、病
態への関与は不明である。それらの抗体
の対応抗原は U1RNA・70ｋ蛋白質複合
体と細胞質 uridine-rich RNAであり、こ
れらは TLR リガンドとして作用する可
能性がある。筆者はこのような自己抗体
が単球系MDSCを刺激、活性化してM2
マクロファージへ分化を促し、組織の炎
症や線維化をもたらす可能性を探究す
る。 

(2) 免疫抑制療法の適応症例を選択できるバ
イオマーカーの開発 
筆者は、SLE の末梢血 PBMC を分離し、
その細胞分画をフローサイトメトリーによ
り詳細に調べることで、抗体産生する
plasmablast やほかの B,T 細胞の分画異常が
疾患活動性に関与し、加療により正常化す
る傾向があることを報告した。本研究にお
いてPAH 患者の末梢血のMDSC, 単球や各
種リンパ球サブセットを詳細に検討し、健
常人との比較や、治療前後での変化をみる
ことで、疾患活動性に関わるサブセットを
探究し、免疫抑制療法の適応症例の選択に
役立てたい。 

 
２．研究の目的 
肺動脈肺高血圧症(PAH)、特に膠原病性肺動
脈肺高血圧症(CTD-PAH)発症には炎症性機序
が重要でだがその解明は十分でなく、免疫抑
制療法適応の指標もない。近年骨髄由来免疫
抑制細胞(MDSC)は慢性炎症で増加し、PAH
患者の末梢血 MDSC が増加していると報告
されたが詳細は不明である。MDSCはマクロ
ファージの前駆体であり、肺胞マクロファー
ジは組織障害、線維化や再構築、T,B 細胞を
活性化させる重要な役割を持つ。転写因子
GATA-2 は単球マクロファージ系の分化に根
本的な役割を持ち、さらに肺血管収縮に重要
なエンドセリン発現も制御する。またMDSC



は Toll 様受容体(TLR)を介して活性化する。
本研究では PAH 病態解明のため、MDSC の
TLR を介した分化や活性化と、GATA-2の病
態への関与、免疫抑制療法適応の指標を探究
することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) 転写因子 GATA-2 の肺組織への分布と発
現の程度について 
PAH症例の肺組織と、正常肺組織を GATA-2
で免疫染色して、その分布と発現の程度を比
較する。 
(2) 末梢血単核球（PBMC）の各サブセット分
画と GATA-2の発現について 
PAH 症例と健常人の末梢血単核球を分離し、
単球、MDSC,各リンパ球サブセットの蛍光標
識 し た 表 面 マ ー カ ー （ 抗
CD14,CD3,CD56,CD19,CD27,CD33,CD38,CD4
3,CD44,CD45RA,CD5,CD11b,CD24, CD69, 
CD71, CD95,CCR7, CXCR3, 
CXCR4,CD200R,HLA-DR,IgD,IgM,IgG, IgA抗
体）に加え、抗 GATA-2,抗エンドセリン受容
体抗体で染色し、フローサイトメトリーを用
いて、各サブセット分画の割合や、数を調べ、
健常者との比較、あるいは PAHの治療前後で
比較することで、疾患特異性、疾患活動性の
指標になるサブセットを探究する。さらにそ
れらの GATA-2やエンドセリン受容体の発現
を各サブセット間での比較し、また健常者と
PAH症例との間での比較をする。なお、筆者
は MDSC が健常者でも存在していることを
確認済である。また, 健常者と肺高血圧症例
の PBMC を分離し, さらに Macs beads にて
単球を分離する. RNA を抽出して、RT-PCR
を行い, GATA2の発現量について検討する. 
(3) 転写因子 GATA2の PAHの病態への関与 
GATA2 コンディショニングノックアウトマ
ウスを樹立する. 
GATA2floxマウスはGATA2のDNA結合に重
要なエクソン５両端に floxを入れており、そ
のマウスに ER-Cre マウスと掛け合わせる. 
マウスの ER-Cre は細胞特異的なプロモータ
ーで制御されてなく、エストロゲン（タモキ
シフェン）投与により GATA2 のエクソン５
が欠損することで全身の GATA2 の機能欠損
を来たす.生後 10-12 週のマウスを, 低酸素室

(10%酸素)で飼育し, タモキシフェンは 1ug
を day 1,2,3,8,9,10 に腹腔内投与し day 20-22
に PAH の誘導の有無を解析する.肺病変は、
肺動脈のリモデリングの有無や, 炎症細胞浸
潤の程度をスコアリングをする.心臓は, 右
心負荷の有無を評価する.肺動脈性肺高血圧
症を発症すると肺動脈の弾性板が解離し,こ
の解離の程度を 100 カ所の動脈で確認し,リ
モデリングの指標とする. 
 
４．研究成果 
(1) 転写因子 GATA-2 の肺組織への分布と発
現の程度について 
ヒト PAHの肺組織と、正常肺組織を GATA-2
で免疫染色して、その分布と発現の程度を比
較した。PAH肺組織、肺胞周辺には細胞浸潤
が多数集簇し、これらは GATA-2を強く発現
した。正常肺組織にも同様な細胞が散見され
たがごくわずかであった。これらの細胞を
CD68,サイトケラチンで染色し、これら
GATA-2発現細胞は CD68陽性の MDSC・単
球・マクロファージ系の細胞であることを確
認した。これらの細胞の分化の程度や機能に
ついてはさらに検討していく必要がある。 
(2) PAH症例における末梢血単核球（PBMC）
の各サブセット分画について 
PAH 症例と健常人の末梢血単核球を分離し、
単球、MDSC,各リンパ球サブセットの蛍光標
識した表面マーカーで染色し、各サブセット
の割合を PAH と健常人で比較した。MDSC
分画は健常人で 2％以下で存在している。
PAH 症例では 4-6％程度に増加していること
を確認した。これらの割合は、ステロイドや
免疫抑制療法により変化する可能性がある
が、さらに症例を蓄積して検討する必要があ
る。また, 健常者と肺高血圧症例の PBMCを
分離し, さらに Macs beads にて単球を分離
する. RNAを抽出してたが、GATA2やエンド
セリン受容体の発現などについては今後検
討していく予定である。 

 
(3) 転写因子 GATA2の PAHの病態への関与 
私たちは, 図2のようなGATA2コンディショ
ニングノックアウトマウスを樹立した . 

 
GATA2floxマウスはGATA2のDNA結合に重



要なエクソン５の両端に flox を入れており、
そのマウスに ER-Cre マウスと掛け合わせる. 
マウスの ER-Cre は細胞特異的なプロモータ
ーで制御されてなく、エストロゲン（タモキ
シフェン）投与により GATA2 のエクソン５
が欠損することで全身の GATA2 の機能欠損
を来たす. 表のような条件で比較検討した. 

 
生後 10-12週のマウスを, 低酸素室(10%酸素)
で飼育し , タモキシフェンは 1ug を day 
1,2,3,8,9,10に腹腔内投与し day 20-22に PAH
の誘導の有無を解析する.肺病変は、肺動脈の
リモデリングの有無や, 炎症細胞浸潤の程度
をスコアリングをする.心臓は, 右心負荷の
有無を評価する. マウスは表 2 のような条件
で比較する. GATA2-KO マウスでは, 図 3 の
ように,一部, 肺動脈の弾性板が解離してお
り,この解離の程度を 100 カ所の動脈で確認
し,リモデリングの指標とした.  

 
GATA2-KO と WT マウスを,低酸素室で飼育
し PAH を誘導した.タモキシフェンを腹腔内
投与し解析.動脈の弾性版解離をみて肺動脈
リモデリング, 炎症細胞浸潤, 心重量で右心
負荷を評価.GATA2-KO マウスでは,WT より
右心負荷が低い傾向であった. 肺動脈リモデ
リングはGATA２-KO, WTの両者で認めたが
有意差は明らかでなかった. 一方 GATA-2 
KOで炎症細胞浸潤を比較的多く認めた.これ
らより, ヒトにおいて, PAHではGATA2発現
上昇を認め, マウスでは GATA2-KO にて右
心負荷が低いことと一致したが, 炎症細胞浸
潤について相反する結果となり, 細胞の種類
や,機能について更なる検討が必要である. 
4）膠原病 PAH に関して, 炎症性機序を病態
とするシェーグレン, 全身性エリテマトーデ
スと,線維化を病態とする強皮症に関して, 
免疫抑制療法の効果を比較検討して学会発
表した. 
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