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緒 言

原 発 性 肺 高 血 圧 症(primary pulmonary hyper

tension,PPH)は,肺 血管内皮細胞 と平滑筋細胞 の過

剰 な増殖 を生 じ,肺 細小血管壁 の肥厚 さらに肺血管腔

の狭小化 によって右心不全 に至 る きわめて予後不良 な

疾患 である.年 間発症率 は人 口100万 人 に対 し1～2

人 と され,男 女比 は1:2～3で,30歳 前後 では1:

10と 若年女性 に好発す る.ま た約6%に 常染色体優性

の遺伝性 がある とされる.

これ まで は全 く原 因不 明で あったが,Nichols WC

らが家族性PPHの 家系 にお ける染色体2q31-33部 位

(PIPH1 gene)で の異常 を報告 した1)のを皮切 りに,

PPHの 分 子 生 物 学 的病 因 の解 明 が進 展 す る こ とと

な っ た.そ の後 の検 討 に よ り,こ の(PIPH1遺 伝子 は

骨 形 成蛋 白(bone morphogenetic protein,BMP)の

II型 受容体 を コー ドす る 別4PR2遺 伝 子 であ る こと

が明 らか となった2,3).さ らにこの遺伝 子異 常 は家族

性PPHに お いてのみ な らず,散 発性PPHに おい て

も多 く認め られるこ とが認識 された4).

BMPリ ガ ン ドはTGF-β ス ーパ ー フ ァミリー に属

し,現 在約20種 類 が知 られている.BMPは セ リ ン ・

ス レオニ ンキナーゼ型の受容体(I型 およびII型)に

結合 し,3者 複合体 を形成 し,Smad蛋 白 をリン酸化

して細胞 内 にシグナ ルを伝 達す る.す なわ ち,BMP

リガン ドが働 くために は1型 お よびII型 両 方 のBMP

受容体 の存 在が必須 である.こ のPPHの 病態 におけ

るBMP受 容体異 常 の存 在が,PPHの 病 因解 明 につ

なが るこ とが期待 されて きたが,PPH患 者 のお よそ

半 数 にはBMPR2遺 伝子 の異常 が認 め られ ない こ と

も考 える と,PPHの 病 因をBMPII型 受容体 のみに求

め るの は難 しい と思 われ る.さ らに,こ の 別4PR2

遺伝 子 の変異 が,PPHに おけ る肺血 管異常 の病態形

成 に どの ように関与 しているか について も詳細 は不明

であった.

今 回の研 究 では,PPHの 病 態 にお け るBMPシ ス

テムの関与 を詳細 に検討 す るため,PPH患 者 の肺 組

織 か ら単離 した肺動脈 血管平滑筋細胞(PASMC)の

初 代培養 ・継代 を行 い,BMPシ グナル に必須 とな る

BMP I型 受 容 体,と くにBMP IB型 受 容体 で あ る
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activin receptor-like kinase(ALK)-6の 役 割 に 着 目

して 細 胞 レ ベ ル で の 検 討 を行 っ た5).

材 料 と 方 法

散 発 性PPH患 者(13歳 女 性)の 肺 組 織 か ら単 離 し

たPASMC(こ れ を 以 下PPhPASMCと 表 記 す る)の

初 代 培 養 を 行 っ た.こ れ をpassage5～7ま で 継 代

し,in vitroの 検 討 に 用 い た.対 照 と し て は,28歳,

30歳,73歳 の3人 の 女 性 か ら,肺 癌 あ る い は 肺 移 植

ドナ ー の 手 術 の 際 得 ら れ た 組 織 か ら単 離 し たPASMC

を 用 い た.細 胞 の 単 離 は 共 著 者 で あ る 中 村 ら の 方 法6)

に 基 づ い て 行 わ れ た.10%ウ シ 胎 児 血 清 ・1%ペ ニ

シ リ ン/ス ト レ プ トマ イ シ ン を 含 有 し たDMEM培

地 内 で,37℃,95%air/5%CO2の 条 件 下 で 培 養

を 行 っ た.培 養 し たPASMCか ら,isothiocyanate-

acidphenol-chloroform法 を 用 い てtotal cellular RNA

を 抽 出 し,RT-PCR法 を 用 い てBMP・ ア ク チ ビ ン の

受 容 体,お よ び フ ォ リス タ チ ン の 発 現 検 出 を 行 っ た.

ま た,Id-1,plasminogen activator inhibitor(PAI)-

1,L19のmRNAレ ベ ル を,Roche Diagnostic社 の

LightCycler-FastStart DNA master SYBR Green I

シ ス テ ム を 用 い た リ ア ル タ イ ム 定 量PCRで 評 価 し た.

ゲ ノ ムDNAはPPH患 者 の 末 梢 血 白 血 球 か ら,

genomic DNA isolation kitを 用 い て 採 取 し た.

BMPR2遺 伝 子 の 各exonに つ い てPCRで 増 幅 を 行

い,PCR産 物 の シ ー ク エ ン ス を 決 定 した.

細 胞 増 殖 能 は チ ミ ジ ン取 り込 み ア ッ セ イ に よ り評 価

した.48時 間 の 細 胞 培 養 後,低 血 清 培 地 に置 換 し,実

験 に 応 じ たgrowth factorを 添 加 し た.24時 間 後

[methyl-3H]標 識 チ ミ ジ ン を添 加 し,37℃ で3時 間

培 養,取 り込 ま れ た3Hを シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ

で 測 定 し た.

細 胞 内 シ グ ナ ル の 評 価 を行 う た め にreporter gene

assayを 行 っ た.ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ

ド(Xvent2-Luc,3TP-Luc,Tlx2-Luc)そ れ ぞ れ を,

pCMV-β-galactosidase(β-gal)プ ラ ス ミ ド と と も に

transient transfectionを 行 っ た.Luciferase活 性/β-

gal活 性 の 比 を用 い てBMPシ グ ナ ル の 評 価 を行 っ た.

BMP受 容 体 の 機 能 抑 制 の た め に,PASMCに お い

てBMP受 容 体 の 細 胞 外 ドメ イ ン お よ び 膜 貫 通 領 域 を

発 現 す る ド ミ ナ ン トネ ガ テ ィ ブ モ デ ル の 作 製,お よ び

small interfering RNA(siRNA)を 用 い たBMP IB型

受 容 体(ALK-6)遺 伝 子 の サ イ レ ン シ ン グ(Elbashir

らの方法7,8)による)を 行 った.Id-1mRNA定 量,

細胞増殖 能(チ ミジ ン取 り込みア ッセイ)の 評価 を行 っ

た.一 方,対 照細胞 には正常ALK-6を 過剰発現 させ,

非導 入細 胞 とのId-1遺 伝 子発 現 強度 の比 較 を試 み

た.なお,本研究 は学内倫 理委員会 の承認 を受 けてい る.

結 果

PPH患 者 の摘 出肺組織 標本 で は,肺 血管 内皮細胞

と平滑筋細胞 の過剰増殖がみ られ,肺 細小血管壁の肥

厚 ・肺血管管腔 の狭小化 を来 していた.PASMCの 形

態 は紡錘状 で,対 照細胞 と比較 して非常 に強い増殖 を

認 めていた.チ ミジ ン取 り込み アッセイで増殖能 を比

較 した ところ,PPhPASMCのDNA合 成能 は対 照細

胞 の約5倍 ～20倍 に相当 した(図1).

BMPH型 受 容 体(BMPR II)のmRNAに つ い て

RT-PCR法 で検 討 したが,最 初 の7つ のexonに つ

い てはPPhPASMCと 対照PASMCで 発 現 パ ター ン

に違 い を認 め なか った.ま た,全12exonをPCR法

で増幅 し,シ ー クエ ンス を検討 したが,BMPR2遺 伝

子 には変異 を認めなかった.

アクチ ビンII型 受容体(ActR II),BMP I型 受容

体(ALK-2,-3,-6),フ ォリス タチ ン(ア クチ

ビ ン ・BMPに 結 合 しそ の働 き を阻害 す る蛋 白)の

mRNAの 発現 を検討 したところ,PPhPASMCに は,

対 照PASMCで は認 め られ ないALK-6の 発現 増強

を認 め ることが明 らかになった.定 量PCR法 で も,

pphPASMCで のALK-6mRNAの 発現 は対 照細 胞

の10倍 以上 であ った(図2).

チ ミジ ン取 り込み アッセイでpphPASMCの 細胞増

殖 能 を評 価 した.PASMCの 細 胞 増 殖 を促 進 す る

growth factorと して知 られ るPDGF-BBに よ り,

pphPASMCの 増 殖 能 は濃 度 依 存 的 に増 加 し た.

図1　 pphPASMCと 対 照PASMCの 細 胞 増 殖 能 の 比 較

[methyl-3H]標 識 チ ミ ジ ン取 り込 み ア ッ セ イ に よ り定 量 的 評

価 を行 っ た.**,p<0.01vs control PASMC.
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ACTHや ア ンギオテ ンシ ンII刺 激 で は細胞増殖 に影

響 を与 えなか った.一 方,cyclic AMPの ドナ ーであ

るBtcAMPやforskolinはpphPASMCの 増 殖 を 著

明 に抑 制 した.ア クチ ビ ンは細 胞 増 殖 を抑 制 し,

TGF-β1は 二峰性 の変化 を示 した.BMP-2,-7は,

pphPASMCの 増殖 に促進的 に働 き,BMP-4,-6は

抑制的 に働 いた(図3).

PPhPASMCの 増 殖 を促進 したBMP-2,-7に よ

る反応 とは異 な り,対 照PASMCで はBMP-2,-7

は増殖 に抑制 的 に働 いた(図3).PDGF-BBは 対 照

PASMCの 増殖 を促進す るの に対 し,BMP-4,-6,

アクチ ビンについては対照細胞で は細胞増殖能 に影響

を与 えなかった.

BMPのtarget geneで あ るId-1遺 伝 子 発現 レベ

ルの解析 を行 った ところ,Id-1の 発 現 はBMP-2の

存在下 で強 く,TGF-β1の 影響 は受けなかった.逆 に,

TGF-β1のtarget geneで あ るPAI-1の 発 現 は

TGF-β1の 存 在下 で増 強 され,BMP-2は 添 加 して

も不変 で あ った.ル シ フェラーゼ ア ッセ イ を行 い,

BMP・ アクチ ビ ンの細胞 内 シグナル であ るSmadシ

グナルの活性化 の評価 を行 った.BMPに よって活性

化 さ れ るSmad1/5/8経 路 に 反 応 す るXvent2-

Luc,Tlx2-Lucを 用 いたア ッセイで は,BMP-2添 加

時のみに有意 に強いル シフェラーゼ活性 を認め たが,

ア クチ ビ ン添加 時 には不 変 であ った.ア クチ ビ ンに

よって活性化 され るSmad2/3経 路 に強 く,Smad1

/5/8経 路 には弱 く反応す る3TP-Lucに ついて は,

アクチ ビン ・BMP-2添 加時 ともにルシ フェラーゼ活

性 の増 強傾向 を認 めた.こ れ らの結果 か ら,PASMC

において リガ ン ドに反応す るBMPシ ステ ムの存在 が

示唆 された.

図2　 pphPASMCと 対 照PASMCで のALK-6mRNA発 現

レベ ル の 相 違

リ ア ル タ イ ムPCR法 に よ り定 量 的 評 価 を行 っ た.**,p<0.01

vs control PASMC.

多 くの平滑筋細胞 の増殖 にはMAPK経 路 が関与す

るこ とが知 られてい る.BMP/Smadシ グナ リング と

MAPK経 路 との間 のク ロス トーク も多種 の細胞 で認

識 されている.ERKの 阻害剤 であ るU0126と,p38経

路 の阻害剤 であ るSB203580を 用 い てMAPK経 路 の

抑 制 を試 みた ところ,両 剤 ともpphPASMCの 細胞増

殖 を濃度依存的 に抑制 した.ま た,PDGF-BB,BMP-

2そ れぞれ の存 在下 に両 阻害剤 の添加 を行 った とこ

ろ,PDGF-BB,BMP-2そ れぞれの細胞 増殖促 進効果

をMAPK経 路 阻害剤 が打 ち消す ことが 明 らかになっ

た.PDGF-BB,BMP-2のpphPASMC増 殖促進作用

は,少 な くとも一部 はMAPK経 路 の活性化 を介 して

いる ことが明 らか となった.BMP・ アクチ ビンに結合

し そ れ ら の 働 き を 阻 害 す る フ オ リ ス タ チ ン を

pphPASMCに 添加 す るも,細 胞増殖 能は不 変 であっ

た.内 因性BMPの 非特異的なブ ロックは,総 合 的に

は細胞増殖能 に影響 を及 ぼさない もの と考 え られた.

次 に,pphPASMCに お いて,BMP受 容体 の ドミ

ナ ン トネ ガテ ィブモ デ ル を作 製 す る こ とに よ り,

BMP受 容 体 の 機 能 抑 制 を試 み た.II型 受 容 体

(ActR II,BMPR II)DN,BMP I型 受容 体 の うち

IA型(ALK-3)DNの 導 入 で は,PASMC増 殖 能

に有 意 な変化 を認 め なか っ たが,BMPIB型 受容 体

(ALK-6)DNの 導入 に よ り細胞 増殖能 は抑 制 され

た(図4A).ま たId-1mRNAの 発 現 を検 討 した

ところ,BMP-2添 加 によ り増強 したId-1発 現 は,

図3　 BMP・ ア ク チ ビ ンがPASMCの 細 胞 増 殖 能 に 与 え る影

響

そ れ ぞ れ のgrowth factor(100ng/ml)で24時 間 刺 激 後 の細 胞

増 殖 能 をチ ミ ジ ン取 り込 み ア ッセ イ で 評 価 した.*,p<0.05;

**
,p<0.01vs control group.
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ALK-6DN導 入 に よ り有意 に抑制 された(図4B).

同様 に,small interfering RNA(siRNA)を 用 いて,

ALK-6mRNAの 発 現抑 制 を試 み た.ALK-6を 特

異 的 に ノ ッ ク ダ ウ ン す るsiRNAを 作 製 し,

pphPASMCに 導入 を試 み た.チ ミジ ン取 り込み ア ッ

セ イで は,ALK-6siRNA導 入 によ り細 胞増殖 能 は

約40%ま で 抑 制 さ れ た(図5A).ま た,Id-1

mRNAの 発 現 を検 討 した と ころ,Id-1の 発 現 は

ALK-6siRNA導 入 に よ り抑 制 され,こ れ は特 に

BMP-2存 在下 で顕著 であった(図5B).

ALK-6発 現 を欠 く対照PASMCに,野 生型(正 常)

ALK-6の 導 入 を試 み た.BMPのtarget geneで あ

るId-1の 発現 について検 討 した ところ,特 にBMP-

2存 在下 で,ALK-6導 入 によ り濃度 依存 的に,有 意

に強 いId-1発 現 を認 めた.こ れ らの結果 か ら,PPH

A

B

図4　 ド ミナ ン トネ ガ テ ィ ブ モ デ ル を用 い たBMP受 容 体 の 機

能 抑 制

A)BMP/ア ク チ ビ ン のI型 ・II型 受 容 体 の ド ミ ナ ン ト ネ ガ

テ ィ ブ をpphPASMCに 導 入 し,細 胞 増 殖 能 の 変 化 を チ ミジ ン

取 り 込 み ア ッ セ イ で 評 価 し た.NTF,nontransfection

control;Mock,ベ ク タ ー の み.B)ALK-6ド ミナ ン トネ ガ

テ ィ ブ 導 入 時 のId-1遺 伝 子(BMPのtarget gene)発 現 を

BMP-2存 在 下/非 存 在 下 そ れ ぞ れ で 比 較 した.*,p<0.05;

**
,p<0.01.

患者 のPASMCが 対照細 胞 と比 べ て強い増殖 能 を も

つ原 因 として,ALK-6の 存在 は重要 な因子 であ る可

能性 が示唆 された.

考 察

PPHの 家 族例 ・散発 例 で,BMPR2遺 伝 子 の変異

が存在す る ことが知 られ1-4),PPHの 病 因解明 につな

が る ことが期待 され て きた.し か し,PPH患 者 のお

よそ半 数 にはBMPR2遺 伝子 の異常 が認 め られ ない

こ とも考 えると,PPHの 病 因 をBMP豆 型受容体 のみ

に求め るのは難 しい と思われ る.

今 回我 々は,BMP II型受容体 とともにBMPシ ステ

ムを構 成 し,そ れぞれがBMPシ グナ リングに必須で

あるBMPリ ガ ン ドお よびI型 受容体 の,肺 動脈血管

平滑筋細胞 における役割 を検討 した.今 回検討 した症

例で は,BMPR2遺 伝子 に変異 を認 めず,ま たPASMC

にはBMPR IIの すべ て のキー ドメイ ンの発 現 を認 め

た.対 照PASMCと の比較 で特筆すべ き点は,対 照細

胞 はALK-6の 発 現 を 欠 い て い た の に 対 し,

pphPASMCで は明 らかな発現 を認めた ことである.

PASMCに 対 す るBMPの 作 用 と し て は,

pphPASMCに おい てはBMP-2,-7は 増 殖促 進 的

に,BMP-4,-6は 抑制的 に働 くことが明 らか になっ

た.対 照PASMCで はBMP-2,-7は 増殖抑 制 に働

A

B

図5　 siRNA法 を用 い たALK-6の 機 能抑 制

A)ALK-6遺 伝 子機 能 を ノ ックア ウ トす るsiRNAを 作製 し,

pphPASMCに 導 入,細 胞 増 殖 能 の変 化 をチ ミ ジ ン取 り込 み

ア ッセ イ で評 価 した.B)ALK-6siRNA導 入 時 のId-1遺

伝 子(BMPのtarget gene)発 現 をBMP-2存 在 下/非 存 在下

でそ れぞ れ比較 した.*,p<0.05;**,p<0.01.
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いてお り,相 反す る作用 を示 した.ド ミナン トネガテ ィ

ブ法 やsiRNA法 を用 い たALK-6の 機 能抑制 に よ り

pphPASMCの 細胞 増殖 能やBMPシ グナルが抑制 さ

れ る ことも考慮 に入 れ る と,PPH患 者 のPASMCに

お けるALK-6機 能の重 要性 が明 らか となった.対 照

細胞 へ の正常ALK-6の 過剰発現 で は,BMP-2の シ

グナルが増 強 されてお り,ALK-6がPPhPASMCと

対 照細胞 の増殖 能の差 を決定づ ける重 要因子 である可

能性 が示 唆 された.

またpphPASMCに フオリス タチ ンの添加 を行 って

も細胞増殖能 には変化が起 こ らない ことよ り,内 因性

ア ク チ ビ ン ・BMPを 非 特 異 的 に 阻 害 し て も,

pphPASMCの 増殖 能 を変化 させ るには至 らない もの

と考 え られ た.こ の こ とか ら もPASMCで はさ まざ

まなBMP・ アクチ ビ ンの リガ ン ドが細胞増殖 に複雑

に関与 している可能性が考え られた.ま た本研 究で は,

PDGF-BBお よびBMP-2の 細 胞増 殖 が少 な くとも

一部 はMAPK経 路 を介 している ことが明 らかになっ

た.こ れまでのBMP-Smad経 路 の重要性 に加 えて,

MAPKと の シグナル クロス トークが存在 す る可能性

も示 され た.

BMPのI型 ・II型受容体 お よび リガ ン ドの組 み合

わせ は細 胞 に よって異 なるが,ALK-6/BMPR IIの

組み合 わせ はBMP-2,-7を リガ ン ドとす るこ とが

知 られてい る.ま た,実 験 的に培養細胞 に受容体 を過

剰 発現 させ た際,BMPの リガ ン ドはII型 に比べI型

受容体 によ り強い親和性 を示す ことが知 られている.

ドミナ ン トネ ガテ ィブお よびsiRNAを 用 い たALK-

6の 機 能抑 制 によ り細胞増殖能 の抑制 およびBMPシ

グナ ルの減弱 がみ られた ことか ら,こ のpphPASMC

におけ るBMP・I型 受容体(ALK-6)・II型 受容体

のシステムが細胞増殖機構 に深 く関わっていることが

示唆 された.

結 論

原発性肺 高血圧症(PPH)患 者 の肺組織 か ら単離培

養 した肺動脈 血管平滑筋細胞(PASMC)を 用い て,

BMP IB型 受容体 であ るactivin receptor-like kinase

(ALK)-6の 役割 を中心 に細胞 レベルでの検 討 を行 っ

た.ALK-6はPPH患 者 のPASMC増 殖 に重 要 な役

割 を果 た している可能性が示唆 された.既 知 の知見 も

含 め,BMPI型 ・II型両方 の受容体機能 およびBMP

リガ ン ドを含 めたBMPシ ステムが重要であ ると考 え

られ,今 後 のPPH病 因の解 明 に重要 な手 がか りであ

ると考 え られる.
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