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研究成果の概要（和文）：最近、TRPチャネルというCaを細胞内に入れる受容体が肺にも存在することが発見さ
れた。
本研究では、慢性低酸素暴露肺高血圧ラットでは、肺組織のTRPV4mRNA発現が亢進していた。閉塞性肺血管病変
をもたらす、Sugen肺高血圧ラットの摘出肺動脈およびBMP２Rノックアウトラット＋モノクロタリン＋投与の摘
出肺動脈では、TRPV4刺激薬により、肺動脈血管の収縮が亢進していることを見出した。これらの結果は、モノ
クロタリン肺高血圧モデルでは認められなかった。この収縮亢進に見合うTRPV4ｍRNAの増加は肺組織全体では、
検出できなかった。今後は、肺血管平滑筋や内皮細胞での発現を検討する必要がある。

研究成果の概要（英文）：Isolated pulmonary arterial vascular contraction was accentuated by TRPV4 
channel stimulator in experimantal pulmonaryn ypertesion in rat, where the PH was induced  
Sugen-chronic hypoxia model and BMP2R knockout rat model injected with monocrotaline (60mg). In 
lungs from  monocrotaline-induced pulmonary hypertension, BMP2R knockout rat and 
Sugen-hypoxia-induced pulmonary hypertension, no significant changes in lung TRPV4 mRNA levels was 
detected compared to contol rats of each model. In chronic hypoxia model, 14days after the hypoxia 
exposure showed significant increase in TRPV4 mRNA levels compared to the levels of 2 days hypoxic 
exposure. Since whole lung mRNA could not  differentiate the sources such as endothelial cells,
amooth muscle cell and/or other cells, further studies will be necessary to focus solrly to 
pulmonary smooth muscle cells and endothelial cells.

研究分野： 集中治療学　救急医学　ペインクリニック　麻酔学　

キーワード： 肺高血圧　TRPV　一酸化窒素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺動脈肺高血圧症に治療薬は、肺高血圧患者の生存期間を延長し、生活質の向上をもたらすが、肺動脈血管の組
織的変化が正常化するわけでなく、治癒を目指した治療がさらに求められている。現在、臨床使用されている治
療薬は、エンドセリン受容体拮抗薬、一酸化窒素ーcyclic-GMP系を活性化する薬剤、プロスタサイクリン系の３
種がある。肺高血圧でTRPV4チャネルが亢進しているとしたら、同チャネルを抑制することは、新たな治療薬の
開発につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 

TRVP チャネルは、もともと神経線維の末端で起動電位を発生させるチャネルとして、麻

酔科領域では、注目されてきた。神経末端や脊髄後角には、TRPV チェネルが存在し、痛み

の伝達に関与している可能性が指摘されている。TRPV チャネルの活性化は、細胞内に Ca

イオンを流入させる。Ca イオンの上昇は、細胞内の一酸化窒素合成酵素（NOS）を活性化

させ、NO 産生から、NO 依存性の酵素活性（グアニレートシクラーゼなど）を介して生理

的作用をもたらす。最近、肺循環においても、TRPV チャネルの存在が発見された。TRPV

チャネルは、いくつかのサブファミリーを持つことも指摘されているが、肺血管内皮細胞や

肺血管平滑筋に存在するようである。これまでの報告で、培養細胞を用いた研究では、血管

内皮細胞では TRPV１の活性化により NO 産生が高まると報告されている。 

肺高血圧では、肺血管壁での NO 産生が低下し、NO－ｃGMP 系の賦活薬は、肺高血圧の発

症を抑制し、ｃGMP の分解を抑える PDE-5 阻害薬は肺高血圧の治療薬として臨床使用される

ようになった。肺動脈性肺高血圧患者の 10 年生存率は以前に比し改善しているが、治癒には至

らないため、さらなる薬剤の開発が求められている。そこで、NO－ｃGMP 系を効率よく賦活

する薬剤があれば、治療効果のさらなる改善が期待できるかもしれない。 

 

２．研究の目的 

 

TRPV チャネルの活性化は、細胞内に Ca イオンを流入させる。Ca イオンの上昇は、細

胞内の一酸化窒素合成酵素（NOS）を活性化させ、NO 産生から、NO 依存性の酵素活性（グ

アニレートシクラーゼなど）を介して生理的作用をもたらす。ＮＯ―ｃＧＭＰ系の賦活は、

慢性および急性の肺高血圧の治療に使用されている。最近、肺循環においても、TRPV チャ

ネルの存在が発見された。急性肺障害においては、TRPV４阻害薬がその発症を抑える可能

性がある。そこで、肺高血圧における TRPV4 の発現や TRPV4 刺激による肺血管反応性を

調べた。 

 

３．研究の方法 

 

 

慢性低酸素暴露肺高血圧モデル、ＭＣＴ肺高血圧モデル、Ｓｕｇｅｎ肺高血圧モデル、ＢＭ

ＰＲ－２ノックアウトモデル、ＭＣＴ肺高血圧ラットを用いた人工呼吸誘発肺障害モデル

を用いて、ＴＲＰＶ４ｍRNA の発現とＴＲＰＶ４刺激薬による血管反応性について調べた。 

 

動物モデル 

 

Sugen 肺高血圧ラット 

 SD ラットに血管内皮増殖因子（VEGF）受容体阻害薬 Sugen5416（20ｍｇ／ｋｇ）を皮

下注射後に 3 週間の慢性低酸素暴露（1/２気圧 10％酸素）を行い、低酸素暴露終了後に 1

気圧の空気下に戻し、さらに１０週間飼育（Sugen 投与後 13 週間経過）したラットは、閉

塞性肺血管病変を持つ肺高血圧を発症するので、Sugen 肺高血圧ラットモデルとして使用



されている。我々はすでに、同モデルについて報告している（Shinohara T, et al . Am J 

Physiol Lung Cell Mol Physiol 308:L523-538, 2015; Otsuki S, et al. Plos One. 10(2) 

e0118655 doi:10.1371/journal. Phone. 0118655, 2015） 

 

慢性低酸素暴露肺高血圧ラット 

 Male sprauge dawley rat ７週齢を慢性低酸素暴露チャンバー（１／２気圧 １０％）で飼育

し、１、２，３，５，７，１４日間の低酸素暴露終了後に肺組織を摘出し、TRPV4ｍRNA の RTPCR

を行った。 

 

モノクロタリン(MCT)肺高血圧ラット 

 Male Sprague-Dawley rat ７週齢にモノクロタリン６０ｍｇ／ｋｇを皮下注射し、３，７，１

６、２１日後に肺組織を摘出し、RTPCR にて TRPV4 mRNA を測定した。 

 

BMP2R ノックアウトラット 

 BMP2R 遺伝子変異が肺動脈性肺高血圧症で多発し、家族性肺高血圧の２５％で BMP2R 遺伝子変

異が認められることから、BMP2R 遺伝子変異が肺高血圧に関与する可能性が示唆されている。

BMP2R の遺伝子変異を持つマウスでは、軽度な肺高血圧が発症する。マウスでは、肺動脈圧の測

定が困難であるが、ラットにおいては可能であるので、BMP2R ノックアウトラットでの研究が求

められる。BMP2R ノックアウトラットが肺高血圧を発症しやすいかについては、現在、検討中で

ある。従って、BMP2R ノックアウトラットが実験的肺高血圧の実験モデルとして確立されている

わけではない。一方、BMP2R 遺伝子と TRPV4 の関係については、全く不明であるため、TRPV4 ノ

ックアウトラットの摘出肺組織での TRPV4 mRNA の発現解析を行った。ＢＭＰ２Ｒ（＋／－）変

異ラットは、CRISPER-Cas9 を用いた single nucleotide insertion による frame sift を起

こし、BMP2R たんぱく翻訳の premature termination を起こした。このラットの摘出肺に対し

て、TRPV4 mRNA 解析を行った。さらに BMP2R ノックアウトラットにモノクロタリンを投与し、

摘出肺動脈の TRPV4 刺激による収縮を測定した。同モデルについて我々は、すでに報告している

（Kabwe JC, Sawada H, Mitani Y, Oshita H, Zhang E, Maruyama J, Hirayama M, 

Maruyama K.  Role of BMPR2 Mutation in Monocrotaline-induced Pulmonary 

Hypertension: Analysis Using Rats with a Crispr/Cas9-induced Truncating BMPR2 

mutation. Abstract presented in Japanese Circulation Society. 2019. 3. 31. Yokohama 

Japan）。 

 

 

 

４．研究成果 

 

本研究の主たる結果：１．ラットに血管内皮増殖因子（VEGF）受容体阻害薬 SU5416（20

ｍｇ／ｋｇ）を投与下に慢性低酸素暴露を行って作成したＳｕｇｅｎ肺高血圧ラットの摘

出肺動脈では、ＴＲＰＶ４刺激薬による収縮が、正常ラットに比し、亢進していた。２．

BMP2R ノックアウトラットの摘出肺動脈血管では、正常に比べ、TRPV4 刺激薬による収

縮が増強し、BMP2R ノックアウトラットに MCT を投与したラットでは、摘出肺動脈血管

の収縮がさらに亢進していた（図１）３．慢性低酸素暴露肺高血圧ラットモデル（１／２気



圧１４日間暴露）の摘出肺組織では、低酸素暴露開始から７日までは、ＴＲＰＶ４ｍＲＮＡ

の発現亢進を認めなかったが、１４日後には、発現亢進が認められた（図２）。４．モノク

ロタリン（ＭＣＴ）（60ｍｇ／ｋｇ一回投与）によるＭＣＴ肺高血圧ラットの摘出肺組織の

ＴＲＰＶ４ｍＲＮＡでは、投与前、投与後、３、７、１６、２１日後で、有意差を認めなか

った（図３）５．ＢＭＰＲ－２のノックアウトラット（ＢＭＰＲ－２ＫＯ）の摘出肺組織の

ＴＲＰＶ４ｍＲＮＡは、正常ラットと差を認めなかった。６．ＢＭＰＲ－２ＫＯラットとＭ

ＣＴを投与した正常ラットでは、投与２１日後の肺動脈圧に差を認めず、摘出肺組織のＴＲ

ＰＶ４ｍＲＮＡレベルに差を認めなかった（図４）。７．ＭＣＴ肺高血圧モデルにおいて、

高１回換気量による人工呼吸は、急性肺障害を起こすが、摘出肺組織のＴＲＰＶ４ｍＲＮＡ

レベルは低１回換気量群と差を認めなかった。 

結果として、Ｓｕｇｅｎ肺高血圧モデル、BMP2R ノックアウトラット、BMP2R ノック

アウトのモノクロタリン投与では、ＴＲＰＶ４刺激により摘出肺動脈の収縮が亢進してい

る事実を発見した。 

 

 

図１ BMP2R ノックアウトラット BMP2R ノックアウト＋モノクロタリン投与ラット

における摘出肺動脈の TRPV4 刺激薬（GSK101679A）による収縮 

 

 

７０ｍKCL 収縮を 100％として、TRPV4 刺激薬 GSK1016790 による収縮を計測した。 

KO-MCT: BMP2R ノックアウトラットにモノクロタリン 60mg を皮下注後 3 週経過 

WT-MCT:  正常ラットにモノクロタリン 60mg 皮下注後 3 週経過 

WT-sal:    正常ラット 

BMP2R ノックアウトラットの摘出肺動脈では、TRPV4 刺激薬による収縮が亢進していた。 

 

GSK1016790A 
80 

KO-MCT 
亭 WT-MCT

WT-sal 

60 j 

＇ ＊ 

I T 才
_J 

(_) ~ 40 

~ 
/I  t 

~ 

芝it゚゚.... 
; ヽ

20 1 .,;r-/ fl 

ヽ

゜ -6 

Log10 [M] 



図２  低酸素暴露開始後の経時的 肺 TRPV4 ｍRNA の変化 

 

 

 

 

 

 

慢性低酸素暴露肺高血圧ラットの摘出肺組織の TRPV4ｍRNA は Day2 vs. Day14; Day7 

vs Day 14 で有意差を認めた。 

 

 

図 3 モノクロタリン肺高血圧ラットの摘出肺におけるｍRNA の経時的変化 

  
 モノクロタリン投与の摘出肺 TRPV4 mRNA は、モノクロリン投与後日数で、有意な群間差を
認めなかった。 
 
 
図４ BMP2R ノックアウトラットの肺組織 TRPV4ｍRNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wild type とBMP2Rノックアウトラットにおいて、摘出肺組織TRPV4 mRNAに差を認めなかった。

さらに、モノクロタリン投与 21 日目の摘出肺 TRPV4 mRNA レベルは、Wild type と BMP2R ノッ

クアウトで有意差を認めなかった。図 1で示したように、TRPV4 刺激により摘出肺動脈血管の

収縮亢進が BMP2R ノックアウトラットで認められたが、図４で肺組織の TRPV4ｍRNA レベルは上

昇していなかった。このｍRNA は肺組織全体での結果であるので、肺を構成する全ての細胞の総

和であり、個々の細胞についての増減は不明である。次段階として、肺血管内皮細胞、肺血管平

滑筋のそれぞれについての TRPV４発現を検討する必要がある。 
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