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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集技術による遺伝子改変ラットを用いて、PAHの肺血管病変における内膜平
滑筋細胞の由来する細胞を決定し 、CCR2がPAHの内膜病変形成に必須であるかを生体内で解明した。
(A)CCR2 knock-outラットにおけるPAHによる肺血管病変への影響:心エコー、心臓カテーテル検査により血行動
態を評価した。knock-outラットで、血行動態と組織病変の改善を認めた。 (B)Myh11-Cre ラットを用いたPAHモ
デルでの分化型平滑筋細胞のFate mapping解析:現在、ゲノム編集技術を用いて、Mhy11-Cre-ERT2 knock-inラッ
トの作成に成功した。

研究成果の概要（英文）：Using genome-edited rats, we determined the origin of intimal smooth muscle 
cells in pulmonary vascular lesions of PAH and elucidated whether CCR2 is essential for the 
formation of intimal lesions in PAH in vivo.(A) Effect of PAH on pulmonary vascular lesions in CCR2 
knock-out rats: Hemodynamics was evaluated by echocardiography and cardiac catheterization, and 
hemodynamic and tissue lesions were improved in knock-out rats. (B) Fate mapping analysis of 
differentiated smooth muscle cells in a PAH model using Myh11-Cre rats: We have now succeeded in 
generating Myh11-Cre-ERT2 knock-in rats using genome editing technology.

研究分野：小児循環器学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CCR2を介した炎症がラット肺高血圧の肺血管病変の発症、進展に必須であることが判明した。これにより、肺高
血圧の病変形成の機序の解明における、CCR2を介した経路の解明につながる。さらに、CCR2ないしその下流の重
要な経路を標的とする分子標的治療の可能性を開く。さらに肺高血圧の閉塞性肺血管病変の血管平滑筋由来の細
胞の関与が明らかになれば、その分化、遊走が内膜肥厚の形成に繋がるか否かの検討が初めて可能となる。それ
を踏まえて、内膜形成における分子標的治療の開発への可能性が広がる。

※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、研究者個人に帰属します。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肺動脈性肺高血圧(PAH)は、特発性ないし先天性心疾患、膠原病などに二次性に発症する

難治性疾患で、新たな治療法開発には病態解明に基づく新規の治療標的の同定が重 要で

ある。最近、ヒト PAH 類似の特徴的な閉塞性肺血管病変を有するラットモデルを用いて、病

変の進展•退縮における脱分化型血管平滑筋と炎症細胞の関与と網羅的遺伝子発現解析か

ら得られた候補遺伝子 MCP1 受容体(CCR2)を報告した。しかし、内膜脱分化平滑筋細胞の

由来細胞と、さらに CCR2 が PAH の発症、進展及び平滑筋の脱分化に必須か否かは不明

である。一方、従来困難とされてきた遺伝子改変ラット作成に於いて、CRISPR/Cas9 システ

ムによるゲノム編集技術を用いて遺伝子改変ラットの作成に最近 我々は成功した。本研究

では、ゲノム編集技術による遺伝子改変ラットを用いて、PAH の責任病変である肺血管病変

に於ける内膜平滑筋細胞の由来する細胞を決定し、CCR2 が PAH の内膜病変形成に必須

であるかを生体内(in vivo)で解明する事が全体目標である。  

PAH における閉塞性肺血管病変の進展過程と治療による退縮過程の分子機序を解明する 

事は、本症の新規治療法を開発上で重要である。我々はこれまで、内皮機能低下、下流 の 

cGMP、内皮活性化と macrophage の浸潤、平滑筋の形質転換、血管収縮亢進、プロテ アー

ゼの PAH への関与を動物モデル、培養血管平滑筋系、患者検体(Mitani Y. Circulation 1997, 

Mitani Y. Thorax 1999, Mitani Y. FASEB J 2000, Mitani Y. Eur Respir J. 2000, Mitani Y. Eur 

Respir J 2001, Mitani Y. J Appl Physiol 2002, Sawada H, Mitani Y. Chest 2007, Mitani Y. J 

Thorac Cardiovasc Surg 2008, Mitani Y. Int J Cardiol 2011, Sawada H, Mitani Y. J Exp Med 

2014, Yoshida A et al. J Hum Genet 2016, Nishimura Y et al. Front Pharmacol 2017)を用いて

報告しきた。しかし、従来の動物モデルにおいて、Grade1 の病変が再現されるが、Grade 2- 

4 の閉塞性内膜病変は再現できない事が問題であった。  

最近開発された血管内皮細胞増殖因子(VEGF)受容体チロシンリン酸化酵素阻害剤 (Sugen)

投与下に 3 週間の 0.5 気圧の慢性低酸素暴露(Hx)により 4 段階を経て進行 するヒト PAH

様 (SuHx)ラットモデルを用いて、脱分化型平滑筋 (αSMA+SM1+SM2)と炎症細胞浸潤 

(CD68+macrophage)の関与、さらに網羅的遺伝子発現解析から本モデルの病変の進展、薬

物的退縮に関連する炎症と脱分化の 2 関連遺伝子を同定し、炎症性ケモカイン 

MCP1(CCR2 リガンド)が内膜細胞に局在することを見出した (Shinohara T, Mitani Y et al. 

Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2015, Otsuki S, Mitani Y et al. PLos One 2015, Mitani Y. 

American Heart Association 2017)。 しかし、本モデルはマウスで病変が再現できず、遺伝子

改変モデルを用いた生体内(in vivo)での解析は困難と考えられた。  

最近、CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集技術の進歩により、ラットを含む大 動物

での遺伝子改変モデルが可能となってきた。そこで、遺伝子改変ラットの専門家で ある大阪

大学大学院医学系研究科実験動物学真下知士博士と共同で標的遺伝子 MCP1 受 容体 

(CCR2)の Knock-out ラットと、Cre Loxp 系を用いてタモキシフェン誘 導性分化型平滑筋マ

ーカー(Myh11)陽性細胞(中膜分化型平滑筋由来細胞)を tdTomato レポーター遺伝子産物

で追跡可能な Mhy11-Cre-ERT2 X LoxP-Rosa26-tdTomato Knock- in (KI)ラットの作成に成

功した。  



２．研究の目的 

そこで本研究では、SuHx ラットモデルに於いて、(1) CCR2 knock-out ラットにおける PAH 

に よる肺血管病変への影響、(2) Myh11-Cre ラットを用いた PAH モデルでの分化型平滑

筋細 胞の Fate mapping 解析(表現型転換後も分化型平滑筋由来細胞を追跡可能)、(3)上

記ラットの交配による CCR2 欠損の肺血管病変、平滑筋の脱分化、炎症への影響の解析

が、具体的な研究課題である。  

３．研究の方法 

(1)CCR2 knock-out (KO)ラットにおける PAH による肺血管病変への影響  

CCR2 knock-out ラットと野生型ラットを用いて、SuHx 処理と対照群の 4群を作成し、処置開

始後 3週、5 週、8 週に心エコーで循環評価を行い、8 週で心臓カテーテル検査による右室

圧、大動脈圧測定後、屠殺し定量的組織評価、免疫染色による評価を行う。 

(2)Myh11-Cre ラットを用いた PAH モデルでの平滑筋細胞の Fate mapping 解析  

Mhy11-Cre-ERT2 X LoxP-Rosa26-tdTomato knock-in (KI)ラットを作成し、3 週、5 週、8 週で

心エコー、心カテによる右室圧測定後、屠殺し共焦点顕微鏡を用いて多重染色により分化型

平滑筋由来細胞を評価する。  

(3) 上記ラットの交配による CCR2 欠損の肺血管病変、平滑筋の脱分化、炎症への影響の 

解析  

上記ラットの交配により、肺血管病変、炎症細胞浸潤に加えて、分化型平滑筋由来 細胞の

動態を共焦点顕微鏡を用いて多重染色により評価する。  

４．研究成果 

(1) CCR2 遺伝子欠損ラットを用いた肺動脈性肺高血圧症の病態の検討 【背景】肺動脈性肺

高血圧症(PAH)では、MCP1 等炎症性サイトカインの増加が示され ている。一方、病態・血

管病変形成における炎症の機序については十分に解っていない。 【仮説】MCP1 の受容体

である CCR2 の抑制により、PAH の血行動態、組織病変が軽減すると考え、その機序につ

いて検討した。【方法】CRISPAR/Cas9 で CCR2 遺伝子欠損ラッ ト(CCR(2-/-))を作成し

た。SU5416 低酸素(SuHx)、またモノクロタリン(MCT)により PAH を誘導した。心臓カテーテ

ルを用いて血行動態を評価し、肺組織標本で血管病変と、免 疫染色による CD68 陽性細

胞の血管浸潤を評価した。【結果】CCR2(-/-)では野生型(WT) と比較し、心臓カテーテルの

右室収縮期圧は減少(SuHx:63.4mmHg,vs.WT66.7、MCT:32.9mmHg,vs.WT42.9)した。SuHx に

よる末梢肺動脈の閉塞病変数が減少し(11.6%,vs.WT16.5)、MCT による中膜肥厚が軽減した

(7.7%, vs. WT16.5)。末梢肺動脈 周囲への血管あたりの CD68 陽性細胞数は減少した

(SuHx:0.31,vs.WT0.82、MCT:3.1,vs.WT4.5)。【結語】CCR2 欠損により、PAH の血行動態と血

管病変が軽減した。CCR2 は炎症性細胞遊走の機序を介して、PAH の血管病変形成に関与

している可能性があ る。 

(2) Myh11-Cre ラットを用いた PAH モデルでの平滑筋細胞の Fate mapping 解析  



Mhy11-Cre-ERT2 X LoxP-Rosa26-tdTomato knock-in (KI)ラットを作成に成功した。生存は

可能であるが、動物により生後早期に腹部膨満など異常をきたし、致死的な例も認めた。現

時点で、例数を増やし、疾患モデル作成可能なラットを準備中である。  

(考察)  

本研究の独自性と創造性は、(1)これまでの独自の研究に基づいて候補遺伝子を網羅的 遺

伝子解析により絞り込んだ点、(2) 内膜細胞の由来として中膜平滑筋に着目した点、(3) ゲノ

ム編集技術を導入して新規に作成した遺伝子改変ラットモデルを用いた点、(4) これらの病

態理解に基づいて従来の肺血管拡張作用に加えて、炎症と脱分化を治療標的として提示 

し、今後の基礎的、臨床的研究へと発展性が期待できる点である。  

MCP1 の CCR2 ノックアウトラットを作成し、疾患モデルを作成が可能であった。MCT および 

SuHx モデルで、CCR2 ノックアウトは、肺血管病変の軽減が認められ、両モデルにおいて、

CCR2 は必須である系であることが示された。CCR2 欠損の肺高血圧抑制機序も含めて、現

在投稿準備中である。  

Myh11-Cre ラットに関しては、疾患モデル作成可能な動物を準備中であり、引き続き 継続し

て研究を実施している。  
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