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研究成果の概要（和文）：長期低酸素暴露による肺高血圧症の程度を野生型と2型イノシトール三リン酸受容体
(IP3R2)ノックアウト(KO)マウスで比較したところ、心エコーによる右心機能、右心室の相対的重量による右室
肥大、肺組織切片における肺動脈中膜肥厚の全てにおいて、KOマウスでは肺高血圧症が増悪していた。
IP3R2は肺内では肺動脈平滑筋に特異的に発現しており、肺動脈平滑筋のアポトーシス抵抗性が亢進し、カルシ
ウム流入分子の一つであるTRPc4の発現が上昇していた。さらに、単離肺動脈平滑筋細胞初代培養において、ス
トア感受性Ca2+流入活性が亢進しており、肺動脈性肺高血圧を増悪させている主な原因経路の一つと考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：Inositol trisphosphate receptor (IP3R) is an intracellular Ca2+ release 
channel. As we found the strong expression of the type 2 IP3R (IP3R2) in the pulmonary arterial 
smooth muscle cells (PASMCs), we investigated the contribution of IP3R2 to pathophysiology of PAH.
IP3R2 knockout (KO) mice treated with chronic hypoxia showed higher PA pressure and RV pressure than
 WT mice in echocardiography. RV hypertrophy and medial wall thickness of PASMCs were more severe in
 KO. There was significant decrease of TUNEL positive cells in KO, suggesting that apoptosis was 
reduced in KO PASMCs. Ca2+ imaging revealed that SOCE was enhanced in KO compared with WT. Taken 
together, chronic hypoxia-induced PAH was deteriorated in IP3R2 KO. The deletion of IP3R2 gene led 
to inhibition of apoptosis and enhanced SOCE in PASMCs, probably resulting in acceleration of the 
progression of PAH induced by chronic hypoxia.

研究分野： pediatric cardiology
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図 1  IP3R2LacZ/+マウス肺の Xgal 染
色（A,B）と抗αsmooth  muscle 
actin 抗体染色（C） 

１．研究開始当初の背景 
肺動脈性肺高血圧症(PAH)とは進行性で予後
不良の疾患である。組織学的には、直径 0.5 
mm 以下の細動脈に、中膜肥厚、内膜増殖、
外膜肥厚、炎症性細胞浸潤、血栓形成、叢状 
病変を認める。近年、PAH に対して様々な
標的治療薬が開発されているが、これらの治
療にもかかわらず治癒には至らず、肺移植が
必要となる場合も少なくない。PAH の主要
な病態は、「血管収縮」と「細胞増殖」の亢
進である。PAH 治療戦略の多くは、血管収
縮と細胞増殖を抑えることを目的とする。肺
動脈平滑筋の収縮と細胞増殖に重要なシグ
ナル経路の一つに、細胞内 Ca2+シグナルがあ
る。細胞内 Ca2+濃度を上昇させる経路には細
胞外からの Ca2+流入と、細胞内 Ca2+ストア
である筋小胞体（SR）/小胞体（ER）からの
Ca2+放出の 2 経路があり、前者に電位依存性
Ca2+チャネル（VDCC）、受容体作動性 Ca2+

チャネル(ROC)、ストア感受性 Ca2+チャネル
(SOC)、Na+/Ca2+交換輸送体などが含まれ、
後者にリアノジン受容体やイノシトール三
リン酸受容体(IP3R)などが含まれる。いずれ
の経路でも、細胞内 Ca2+上昇によって「血管
収縮」と「細胞増殖」が亢進すると考えられ
ているが、PAH の病態形成における細胞内
Ca2+シグナルの詳細は不明で、VDCC 阻害
薬以外は治療薬として使用されていない。私
たちはこの中で、IP3R を中心に研究を進め
てきた。IP3R には、1 型、2 型、3 型の 3 種
(IP3R1, IP3R2, IP3R3)のサブタイプが存在し、
多くの生体機能に重要な役割を担っている。
最近、IP3R1・IP3R2 および IP3R1・IP3R3 ダ
ブルノックアウト(DKO)マウスでは胎盤血
管の障害を発見
し、IP3R が胎生
期から血管新生
に機能している
ことを明らかに
した。これまで
の解析で、私た
ちは IP3R2 の
LacZ ノックイ
ンマウスを用い
て、1)IP3R2 が
体血管平滑筋よ
りも肺動脈平滑
筋に優位に発現
し、2)肺組織の
中では気管支平
滑筋には発現が
なく、肺動脈平
滑筋に特異的に
発現するという
独自の結果を得
た（図 1）。ノッ
クダウン法を用
いた解析により、
大動脈平滑筋で
IP3R1 が血管ト

ーヌスに関与すると報告されており(Zhou, 
BBRC, 2008)、私たちの結果から肺動脈平滑
筋では IP3R2 が血管トーヌスに主要な役割
を担う可能性が示唆される。そこで PAH モ
デルマウスを作製し、IP3R2 ノックアウト
(KO)マウス と野生型で比較することにより、
PAH の病態に IP3R2 がどのような役割を
果たすかを解析することを着想した。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、長期低酸素暴露で観察さ
れた IP3R2KO マウスにおける PAH の増悪
の機序を分子レベルで解明することである。
個体で観察された PAH の増悪所見である肺
動脈中膜肥厚の原因として肺動脈平滑筋細
胞の増殖亢進や細胞内 Ca2+シグナルの異常
が認められるかを、単離肺動脈平滑筋細胞の
初代培養を用いて細胞レベルで確認する。さ
らに、Ca2+依存性のシグナルカスケードの異
常の本質を明らかにし、PAH を増悪させて
いる主な原因経路は何かを分子レベルで解
明する。 
３．研究の方法 
長期低酸素暴露によるPAHモデルマウス
を作製し、IP3R2KO マウスで観察された
肺動脈中膜肥厚の増悪の機序を解明する。
IP3R2KO マウスと野生型マウスを低酸素
下で飼育し、個体レベルでは心エコーによ
る右心機能評価、左右の心室の重量測定に
よる右室肥大の評価、心臓カテーテル検査
による右室圧測定を行う。細胞レベルでは、
単離肺動脈平滑筋細胞を用いて、細胞増殖
の亢進の有無、アポトーシスの低下の有無、
細胞遊走の亢進の有無、細胞内 Ca2+動態、
特に Ca2+流入の上昇の有無を観察する。 
４．研究成果 
(1)IP3R2 の肺動脈における発現様式の解析：
肺の発生段階にそって、胎生期から成獣まで
の IP3R2 の発現を観察した。IP3R2 の LacZ 遺
伝子ノックインマウスを用いて、X-gal 染色
を全胎仔および組織切片で実施することで、
発現様式を詳細に観察しえた。また、中膜及
び内膜マーカーであるα-smooth muscle 
actin、および CD31 に対する抗体を用いた免
疫組織化学法を同時に行った。その結果、肺
動脈の発生の初期から成熟期のすべてにお
いて、気道に併走した肺動脈第 1分岐から末
梢肺動脈まで、α-smooth muscle actin 陽性
である中膜に発現していることがわかった。
一方、やはりα-smooth muscle actin 陽性で
ある気道平滑筋には IP3R2 の発現は見られな
かった。以上より IP3R2 は平滑筋の中でも肺
動脈平滑筋に特異的なマーカー分子になり
得る可能性が示唆された。 
(2)低酸素曝露による肺高血圧モデルの
IP3R2KOマウスと野生型マウスとの比較：10％
酸素の低酸素下で8週間飼育すると再現性よ
く肺高血圧を作製できた。低酸素曝露の
IP3R2KO マウスにおいて、野生型に比較して
心エコー検査で肺高血圧所見の増悪が観察
された。さらに、体重あたりの右心室重量が



増加し右室肥大が認められた。また IP3R2KO
マウスの肺組織切片では、肺動脈中膜肥厚の
増悪が観察された。 
(3)IP3R2KO マウスの肺組織における TRPc チ
ャネルの発現変化：IP3R2KO マウスにおいて
低酸素曝露で誘発された肺高血圧症が増悪
していた機序に関して、肺高血圧症の増悪に
関わるカルシウムシグナル分子の一つであ
る TRPc チャネルに着目した。TRPc のサブタ
イプのうち、TRPc1, c4, c6 はストア感受性
Ca2+流入（SOCE）や受容体作動性 Ca2+流入
（ROCE）を介して肺高血圧症の増悪因子であ
る肺血管収縮を引き起こす。野生型および
IP3R2KO マウスを用いて 8 週間の低酸素暴露
による肺高血圧症モデルマウスを作製し、採
取した肺組織のlysateを用いて抗TRPc1, 抗
TRPc4, 抗 TRPc6 抗体によるウエスタンブロ
ットを行った。ポジティブコントロールとし
て脳組織 lysate を用いた。抗 TRPc1 抗体は
今回コントロールにおいてもバンドが得ら
れなかったが、低酸素暴露の肺組織において、
野生型に比べて KO マウスで TRPc4 の発現が
上昇し、TRPc6 の発現は変化がなかった。 
(4)マウス肺動脈平滑筋初代培養細胞を用い
たカルシウムイメージング：ラットの肺動脈
平滑筋細胞(PASMC)初代培養法を参考にマウ
ス PASMC 初代培養実施した。培養後 5日から
6日後に4％酸素下で24時間培養し、蛍光Ca2+

指示薬 Fluo4-AM をロードし共焦点顕微鏡を
用いて SOCE および ROCE を測定した。低酸素
濃度下培養によって、野生型 PASMC において
も正常酸素濃度下培養に比較して SOCE が増
加し、さらに、低酸素濃度下培養を行った
IP3R2KOマウス PASMCではさらにSOCEが増加
していた。IP3R2KO マウスに認められた低酸
素暴露による肺高血圧症の増悪に SOCE の増
加が関与する可能性が示唆された。 
(5)IP3R2KOマウス肺におけるアポトーシス活
性：IP3R2KO マウスにおいて低酸素暴露によ
り誘発された肺高血圧症の所見が増悪して
いた原因の一つとして、アポトーシス抵抗性
の関与がないか検討した。野生型および
IP3R2KO マウスの肺切片を用いた TUNEL 染色
を行い、TUNEL 陽性細胞の割合を比較したと
ころ、IP3R2KO マウスで TUNEL 陽性細胞が少
なくアポトーシス抵抗性が亢進していると
考えられた。その機序として、IP3R2 が bcl2
を介した cytochrome c の放出を促進すると
いう報告があることから、IP3R2KO マウスで
は bcl2-cytochrome c を介したアポトーシス
の促進機構が抑制される可能性が考えられ
た。 
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