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論  文  内  容  の  要  旨 

 

【背景】肺動脈性肺高血圧症（PAH）は進行性かつ致死的な疾患である。PAH は肺小動脈の内膜

過形成、中膜肥厚、叢状病変などの閉塞性肺血管疾患（PVD）、および肺動脈への炎症細胞の浸潤

により特徴づけられる。最近、血管内皮増殖因子受容体チロシンキナーゼ阻害剤である SUGEN

をラットに投与し慢性低酸素にさらすことによりヒトの PAH 様 PVD を再現した動物モデル、通

称 SUGEN モデルが作製された。しかし SUGEN モデルは致死的ではなくまた閉塞性 PVD は進

行せず一部の病変ではむしろ改善していたという点でヒトの PAH とは異なる点がある。そこで

我々は SUGENモデルにさらなる刺激を与えることで新たな致死的かつ進行性のモデルが作れる

のではないかと考えた。ここで我々は「DOHAD 仮説」に注目した。この仮説は、ヒトの出生時

体重と成人後の冠動脈疾患による死亡率の間に密接な関係があることに基づいて提唱されたもの

である。胎児発育不全は、胎盤循環障害やエピジェネティックな変化と関連することが報告され

ているが、ヒトや動物モデルにおいて胎児発育不全を引き起こすような周産期の侵襲が実際に

PVDを増悪させるかどうかは不明であった。そこで我々は「周産期低酸素症が SUGEN ラットの

閉塞性 PVDと生存予後を悪化させる」、「閉塞性 PVDの悪化は PVDの主要構成成分である肺動

脈平滑筋細胞（PASMC）のエピジェネティックな変化が関係している可能性がある」 という仮

説を立てた。 

【方法】周産期低酸素症は臨床の現場においては母体の低酸素症、喫煙、糖尿病、子癇前症など、

新生児においては NICU での低酸素症などに関連するため、我々は周産期侵襲として低酸素症に

着目した。妊娠ラットを妊娠後期から出生後まで低酸素にさらすことで周産期低酸素症ラットを

作製した。周産期低酸素症の有無、SUGEN 処理の有無で計 4 群のラットを作製し、7 週齢で

SUGEN を投与したのちに 15 週齢で評価した。追加実験として SUGEN 投与直前のタイミング

である 7 週齢でも評価を行った。 

【結果】周産期低酸素症は SUGEN モデルにおいて有意な早期死亡を誘発したが他の 3 群のラッ

トは実験終了時まで死亡しなかった。周産期低酸素症は血行動態の評価において SUGEN ラット

の右室収縮期圧、右室圧/体血圧比、右室肥大を悪化させた。また病理学的評価において周産期症

は SUGEN ラットの内膜過形成、中膜肥厚、叢状病変などの閉塞性 PVD を悪化させ、肺動脈周

囲へのマクロファージの浸潤を有意に増加させた。一方で周産期低酸素症は SUGEN ラットの肺

胞構造および右室の繊維性変化には影響を与えず、死亡原因として気管病変や右室心筋症は否定

的と考えられた。また SUGEN 投与直前のタイミングである 7 週齢の評価において、周産期低酸

素症のみでは体重、血行動態、肺血管の病理学的評価に影響を与えなかった。これらの結果から

周産期低酸素によるSUGENラットの生存率および肺高血圧の悪化はSUGEN投与前における生

理的、組織学的な変化では説明できず、PVD 構成細胞のなんらかの機能的変化が関与している可

能性が示唆された。ここで我々は PAH 患者において PVDの構成成分である PASMC の増殖能お

よび炎症反応性が亢進しているという報告に注目した。SUGEN 投与前の 7 週齢ラットから採取、

培養した PASMC を用いて増殖能と炎症反応性を検証した。各種解析により、周産期低酸素症は

培養 PASMC の増殖能と炎症性サイトカイン分泌を亢進させることが示された。培養 PASMC に

おいて表現型変化が維持されている背景にはエピジェネティックなメカニズムが関与している可

能性が考えられた。エピジェネティックな変化のメカニズムとして DNA メチル化、ヒストンア

セチル化、microRNA の関与が知られているが、我々は肺血管疾患における主要なエピジェネテ

ィック変化である DNA メチル化に着目した。周産期低酸素症およびコントロールラットから採

取培養した PASMC に対してメチル化 DNA 免疫沈降シーケンシングを行った結果、2 群間でメ



チル化に有意な差があった領域が複数同定された。これらの領域に関連する遺伝子についてエン

リッチメント解析を行い、これらの遺伝子と有意に関連する機能を同定した。その結果 DNA の

メチル化変化が起こっていた領域には Wnt シグナル、T 細胞の遊走、分子シャペロンなど細胞増

殖や炎症反応性に関わる機能が関連していることが判明した。 

【結語】我々の確立した新たな PAH モデルは致死的かつ進行性であり、SUGEN ラットの周産期

低酸素曝露による閉塞性 PVD の悪化と早期死亡は培養 PASMC の表現型変化と関連していた。

培養 PASMC の表現型変化はエピジェネティックな変化によって特徴づけられており、周産期低

酸素症が PASMC のエピジェネティックな変化を介して SU ラットの閉塞性 PVD を悪化させる

可能性を示唆するものである。      



 論文審査の結果の要旨 

【背景】肺動脈性肺高血圧症（PAH）は進行性かつ致死的な疾患である。PAH は肺小動脈の内膜過形

成、中膜肥厚、叢状病変などの閉塞性肺血管疾患（PVD）、および肺動脈への炎症細胞の浸潤により特

徴づけられる。最近、血管内皮増殖因子受容体チロシンキナーゼ阻害剤である SUGEN をラットに投与し

慢性低酸素にさらすことによりヒトの PAH様 PVDを再現した動物モデル、通称 SUGENモデルが作製され

た。しかし SUGENモデルは致死的ではなくまた閉塞性 PVDは進行せず一部の病変ではむしろ改善してい

たという点でヒトの PAHとは異なる点がある。そこで我々は SUGENモデルにさらなる刺激を与えること

で新たな致死的かつ進行性のモデルが作れるのではないかと考えた。ここで我々は「DOHAD 仮説」に注

目した。この仮説は、ヒトの出生時体重と成人後の冠動脈疾患による死亡率の間に密接な関係があるこ

とに基づいて提唱されたものである。胎児発育不全は、胎盤循環障害やエピジェネティックな変化と関

連することが報告されているが、ヒトや動物モデルにおいて胎児発育不全を引き起こすような周産期の

侵襲が実際に PVDを増悪させるかどうかは不明であった。そこで我々は「周産期低酸素症が SUGENラッ

トの閉塞性 PVD と生存予後を悪化させる」、「閉塞性 PVD の悪化には PVD の主要構成成分である肺動

脈平滑筋細胞（PASMC）のエピジェネティックな変化が関与する可能性がある」という仮説を立てた。 

【方法】周産期低酸素症は臨床の現場においては母体の低酸素症、喫煙、糖尿病、子癇前症など、新生

児においては NICU での低酸素症などに関連するため、我々は周産期侵襲として低酸素症に着目した。

妊娠ラットを妊娠後期から出生後まで低酸素にさらすことで周産期低酸素症ラットを作製した。周産期

低酸素症の有無、SUGEN処理の有無で計 4群のラットを作製し、7週齢で SUGENを投与したのちに 15週

齢で評価した。追加実験として SUGEN投与直前のタイミングである 7週齢でも評価を行った。 

【結果】周産期低酸素症は SUGEN モデルにおいて有意な早期死亡を誘発したが他の 3群のラットは実

験終了時まで死亡しなかった。周産期低酸素症は血行動態の評価において SUGEN ラットの右室収縮期

圧、右室圧/体血圧比、右室肥大を悪化させた。また病理学的評価において周産期症は SUGEN ラット

の内膜過形成、中膜肥厚、叢状病変などの閉塞性 PVDを悪化させ、肺動脈周囲へのマクロファージの

浸潤を有意に増加させた。一方で周産期低酸素症は SUGEN ラットの肺胞構造と右室の線維性変化には

影響を与えず、死亡原因として気管病変や右室心筋症は否定的と考えられた。また SUGEN投与直前の

タイミングである 7週齢の評価で、周産期低酸素症のみでは体重、血行動態、肺血管の病理学的評価

に影響を与えなかった。これらの結果から周産期低酸素による SUGEN ラットの生存率および肺高血圧

の悪化は SUGEN投与前における生理的、組織学的変化では説明できず、PVD 構成細胞の何らかの機能

的変化が関与している可能性が示唆された。ここで我々は PAH患者において PVDの構成成分である

PASMC の増殖能および炎症反応性が亢進しているとの報告に注目し、SUGEN 投与前の 7週齢ラットか

ら採取、培養した PASMC を用いて増殖能と炎症反応性を検証した。各種解析により周産期低酸素症は

培養 PASMC の増殖能と炎症性サイトカイン分泌を亢進させることが示された。培養 PASMCにおいて表

現型変化が維持されている背景にはエピジェネティックなメカニズムが関与している可能性が考えら

れた。エピジェネティックな変化のメカニズムとして DNAメチル化、ヒストンアセチル化、microRNA

の関与が知られているが、我々は肺血管疾患における主要なエピジェネティック変化である DNAメチ

ル化に着目した。周産期低酸素症およびコントロールラットから採取培養した PASMC に対してメチル

化 DNA免疫沈降シーケンシングを行った結果、2群間でメチル化に有意な差があった領域が複数同定

された。これらの領域に関連する遺伝子についてエンリッチメント解析を行い、これらの遺伝子と有

意に関連する機能を同定した。その結果 DNAのメチル化変化が起こっていた領域には Wntシグナル、

T 細胞の遊走、分子シャペロンなど細胞増殖や炎症反応性に関わる機能が関連することが判明した。 
【結語】我々の確立した新たな PAH モデルは致死的かつ進行性であり、SUGEN ラットの周産期低酸素

曝露による閉塞性 PVD の悪化と早期死亡は培養 PASMC の表現型変化と関連した。培養 PASMC の表現

型変化はエピジェネティックな変化により特徴づけられており、周産期低酸素症が PASMC のエピジェ

ネティックな変化を介して SUGEN ラットの閉塞性 PVDを悪化させる可能性を示唆するものである。 

【審査の内容】約 20分間のプレゼンテーションの後に、主査の新実教授から、疾患の疫学や病態・

分類、生存率悪化の原因、低酸素条件の設定などを中心に 10 項目、第一副査の奥田教授から、周産

期侵襲の設定、病理学的評価の方法、細胞培養の手技などを中心に 10項目の質問がされた。杉浦教

授からは Barker 仮説、低酸素による胎児侵襲のメカニズム、新生児期の肺高血圧などに関して 10 項

目の質問がなされた。いずれの質問にも概ね満足のいく回答が得られ、学位論文の主旨を十分に理解

していると判断した。本研究は、肺動脈性肺高血圧の新たな動物モデルの作成ならびにエピジェネテ

ィックな変化についての解析を行い、臨床・研究の両面において意義のある結果が得られた研究であ

る。以上をもって、本論文の著者には博士（医学）の称号と与えるに相応しいと判断した。 

 論文審査担当者 主査  新実 彰男     副査  奥田 勝裕、杉浦 真弓 

 


