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小児肺高血圧に関連の深い実験モデル：肺動脈性肺高血圧・気管支肺異形成・先天性横隔膜ヘルニア
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小児肺高血圧（PH）が，特発性・遺伝性以外に，心疾患，呼吸疾患，肝門脈疾患や全身疾患など多彩な病態を基礎として発症することは成人と同様であるが，小児の特徴として，肺の発生・発達・成長の影響を大きく受けることは重要である．気管支肺異形成（BPD）や先天性横隔膜ヘルニア（CDH）など，周産期の適応障害や肺の発達成長障害の重要性が強調された小児PHの臨床分類も考案されている．PHの血管病変形成に関する研究は，肺動脈性肺高血圧に見られる血管病変，血管機能変化や遺伝子異常を中心に進められ，実験動物では，モノクロタリン投与ラット，慢性低酸素暴露，SU5416＋慢性低酸素暴露やBMPR2などの遺伝子改変モデルが用いられている．肺発達成長障害に関しては，高濃度酸素投与，人工呼吸器による圧伸展，出生前の炎症などのBPDモデル，nitorofen投与，胎児手術でのCDH作成，横隔膜欠損をきたす遺伝子改変などのCDHモデルからも，新たな知見が得られている．


序説：小児疾患と肺高血圧
肺高血圧（PH）は，安静時の平均肺動脈圧が≧25 mmHgという定義が，国際的に，小児成人を問わず使用されてきた1）．最近のThe 6th World Symposium on Pulmonary Hypertensionでは，成人PHにおいて平均肺動脈圧＞20 mmHg，肺血管肺血管抵抗≧3wood単位への基準改定が提案され話題となったが2），小児でも同基準が採用されることとなった3）．肺動脈圧上昇は，閉塞性血管リモデリング，肺血管の収縮，先天性左右短絡，左心系疾患による左心房圧の上昇，呼吸器疾患，肺静脈病変など多岐にわたる機序によりもたらされる．WHO臨床分類では，これらの機序により大きく5群に分けられている1）．小児でも，PHと関連する肺血管病変は，特発性や遺伝子異常，心疾患，呼吸疾患や様々な全身疾患を基盤に発症するが4），WHO臨床分類は，小児のPHの実地臨床には適用が難しい場合もあり，小児に特化した分類も提唱されている（いわゆるPanama分類）5）（Table 1）．Panama分類では，周産期の適応障害，肺の発達成長障害，および肺低形成の重要性が強調されており6），カテゴリー1, 2には，詳細な周産期や発達の障害が挙げられ，独立したカテゴリー4として気管支肺異形成（BPD）が挙げられている（Table 1）．カテゴリー1は，1.1母体または胎盤異常，1.2胎児の肺血管発達異常，1.3胎児の心疾患に分けられ，先天性横隔膜ヘルニア（CDH）は，カテゴリー1.2.1（Associated with fetal pulmonary hypoplasia）の「1.2.1.c」と分類される．
小児PHの特徴あるいは課題の一つに，小児における治療効果などのエビデンスが少ないことが挙げられるが，小児の肺動脈性肺高血圧（PAH）に対しては，成人領域での知見に基づくアルゴリズムが適用され一定の効果を示している．一方で，肺発達成長障害や周産期の障害に関連する病態（BPDやCDH）を伴う慢性的なPHに対する治療に関する知見は乏しい．PAH治療薬開発や病変形成機序開発を目指した細胞・分子生物学的研究は，PAHに見られる遺伝子異常，血管病変や血管機能変化，PAHの動物モデルを中心に進められてきが，BPDやCDHに見られる病変を再現する動物モデルを用いた研究からも新たな標的分子やシグナルが同定されている．本稿では，肺の発達の機序，PAHの病態，モデル動物の解説に続けて，小児期の肺発達に関連する病態と関連する動物モデルについて概説する．

胎児期から小児期の気道と肺血管の発育
BPDは，胎生22週から28週の，未熟な肺への障害に起因し，CDHでは，横隔膜の形成される胎生10週以降，肺は物理的圧迫による障害を受ける可能性がある．
肺の形成は，胎生4週に前腸（anterior foregut）の腹側腹側壁から肺芽（lung bud）が膨らむように発生することから始まる．血管は第6大動脈弓から肺芽に向かい，血管が分岐し主肺動脈の起源となる（Fig. 1）．横隔膜は胎生4週から10週で形成される．近位の気道（気管支，細気管支，終末細気管支）と肺動脈（pre-acinar artery）は胎生16週までにその分岐の大部分を完了し（branching morphogenesis），遠位の気道（呼吸細気管支，肺胞管，肺胞）と血管は，胎生16週以降に形成される．近位の血管は主肺動脈から分岐してangiogenesisにより伸展し，末梢血管（intra-acinar artery）と毛細血管は，胎生16週頃から血管構造のない間質にvasculogenesisにより形成される．その後，末梢肺動脈，毛細管，肺胞は，互いに密着し，胎生26週頃には原始肺胞が形成されガス交換が可能となる7–9）．肺胞は胎生36週頃には成熟肺胞となり，3歳ごろまでは，急速にその数を増やす．3歳以降も，肺胞増加は続くが増加は緩徐となる10）．マウス，ラットなどのげっ歯類は，ヒトに比べ未熟な肺発達段階で出生することは実験動物モデルでは重要である．ヒトの出生時の肺胞数は20×106個であるが，その8歳頃には成人と同様（300×106個）となると推定されている11, 12）．pre-acinar arteryは生下時には，厚い壁を持つが，生後4か月頃には，末梢の肺血管の拡張により，成人と同様レベルまで薄くなる10）．
[image: ]Fig. 1 Overview of the lung developmental stages in humans and rodents

肺形成過程の分子機構は不明な点も多いが，いくつかの中心的な役割を果たす分子が示され，様々な肺疾患の理解に新たな展開をもたらしている13）．肺の発生初期，肺芽では転写因子Nkx2.1が発現し，近位の気道形成にはSox2の発現が重要である．branching morphogenesisの過程には，FGF10, Fgfr2, BMP4, sonic hedgehogなどが関与し，末梢の気道の形成にはSox9, Id2などの働きが重要と考えられている．肺を形成する細胞種は，上皮細胞，内皮細胞（血管，リンパ管），胸膜細胞，平滑筋細胞（気道，血管），周皮細胞，繊維芽細胞，ニューロン，免疫細胞（肺胞マクロファージ）など多彩であり，これらの細胞の起源について様々な議論がある14）．

肺動脈性肺高血圧
PAHの病態や病変の記述には，BPDやCDHなどPH全体に共通する要素が含まれるため，ヒトPAHの病理とPAH実験動物モデルの病変に関して基本的な事項をまず概説する．
肺動脈性肺高血圧の病因
PAHの病因面では，2000年に骨形成因子（bone morphogenetic protein, BMP）受容体II型遺伝子（BMPR2）が同定された15）．In vitroでのBMPR2の機能については，血管内皮細胞では生存因子として16），血管平滑筋細胞では増殖抑制因子として働き17, 18），炎症細胞浸潤などの機序を通して血管炎症制御にも関わることが示されている19, 20）．遺伝的背景の理解も進み，BMPR2遺伝子異常保持者のうちPAHを発症するのは約20％と低い浸透率を示すことから21），PAH発症には遺伝子異常と環境因子の連関が推定され，BMPR2は疾患感受性遺伝子として理解されている．

肺動脈性肺高血圧の病変形成と機序に関する課題
PAHは病因的にはheterogeneousな疾患であるが，肺血管病変として共通する部分は以下に集約され，これらは，BPDやCDHの血管病変と共通する部分もある．①血管拡張因子の低下22），収縮因子の上昇23），血管平滑筋の機能変化24）による血管収縮，②末梢血管の減少25），③遠位末梢動脈の筋性化，④血管平滑筋増殖による中膜肥厚，⑤閉塞性新生内膜病変，⑥叢状病変，⑦炎症細胞浸潤である．肺移植を実施されたPAH患者から摘出された肺組織に見られた，肺血管病変を示す20）（Fig. 2）．閉塞した末梢肺動脈（Fig. 2B）の内腔では，α-smooth muscle actin（SMA）を発現する細胞を認める．また，肥厚した内膜病変（Fig. 2C）にもα-SMA陽性細胞が存在する．叢状病変（plexiform lesion, Fig. 2D）でもα-SMA陽性細胞を認め，壁の肥厚した病変血管周辺にはCD34陽性細胞の集積が見られ，異常な血管チャネル形成が示唆される．これらの病変のPAH病態における役割については，様々な議論が続けられている．①血管収縮と②～⑥の肺血管リモデリングの，いずれがどの程度本症の肺血管抵抗の上昇に寄与するのか26），また③遠位末梢動脈の筋性化や⑤新生内膜病変を担う細胞の起源は詳細には理解されていない．新生内膜病変については，血管内皮細胞の異常増殖とする報告が見られるが27），内膜にはα-SMAを発現する細胞も見られ（Fig. 2），その由来に関しては，議論が分かれている28–30）．叢状病変ではアポトーシス抵抗性内皮細胞のクローナルな増殖や血管内皮前駆細胞の関与が示されているが31–33），これらの機序には慎重な意見もある．また，BMPR2などの疾患関連遺伝子の変異の病変形成機序における役割は未解明である．
[image: ]Fig. 2 Pulmonary vascular lesion in human pulmonary arterial hypertension


肺動脈性肺高血圧の動物モデル
PHの領域で利用されてきた“標準的”モデルとして，モノクロタリン（MCT），慢性低酸素暴露について示し，比較的最近開発された血管内皮増殖因子（VEGF）受容体阻害剤SU5416＋慢性低酸素暴露（Sugen/hypoxia）モデル34, 35）について概説する．
a）モノクロタリンモデル
1960年代の研究で，ラットにマメ科植物Crotalaria spectabilisの種を，経口摂取させると，右室拡大を伴ううっ血性心不全で死亡することが知られていた36）．その後，MCT（60 mg/kg）1回の皮下注射により，初期の血管障害に引き続き，14日後には右室肥大を示すことが示された37）．MCT投与後，2～4日には，代謝産物monocrotaline pyrroleによる内皮障害を示し，MCT投与後8日目には，通常平滑筋層のない（normally non-muscular）末梢肺動脈への平滑筋層の出現（muscularization）が観察されるようになる（Fig. 3B）．投与12日目には肺動脈圧上昇と右室肥大を認める37–40）．MCT投与後8日目には，有意な肺への炎症細胞（マクロファージ）浸潤を認める41）．血管病変とPHは進行し，投与後3週ごろから死亡する個体が現れ，5週以降の生存率は30％以下である42–44）．MCTモデルでは，進行期でも内膜病変形成は認めない．MCTモデルにおいてもBMPR2の発現低下やBMPシグナリング減弱が示されており，ヒトPAHとの機序における接点を示唆する報告と考えられる45, 46）．MCTの毒性には種差があり，マウスではMCT投与によりPHは誘発されない．
[image: ]Fig. 3 Pulmonary vascular lesion in animal models of pulmonary arterial hypertension


b）慢性低酸素暴露モデル
急性の低酸素下で肺動脈圧が上昇することはBradfordとDeanにより最初の記載があり47），実験的にはVon EulerとLiljestrandにより観察され48），心臓カテーテル法の導入後，ヒトでも同様の現象が観察された49）．ラットやマウスの慢性低酸素暴露では，チャンバー内の10％酸素濃度環境が用いられることが多い．窒素ガス混入により酸素濃度をコントロールする（normobaric）またはチャンバー内から持続的に脱気を行うことによりチャンバー内の気圧を1/2気圧にコントロールする（hypobaric）装置が使用されている．本モデルでは，低酸素環境への暴露により，初期には急性の低酸素性肺血管収縮が惹起され，低酸素暴露4日目には慢性の肺動脈圧上昇が観察される50）．その後，2週間にかけて肺動脈圧は上昇を続ける．

c）SU5416投与＋慢性低酸素暴露モデル
MCTモデルや慢性低酸素モデルでの，肺血管の構造変化は，末梢の通常平滑筋層を認めない血管へのα-SMA陽性細胞層の出現（muscularization）であり（Fig. 3A, B, D），ヒトPAH（Fig. 2）のように新生内膜の形成は認めない50）．これは，PAH研究を行う上での大きな課題であったが，2010年に内膜病変や叢状病変を認めるヒトPAHに類似するモデルとして登場したのがSU5416投与＋慢性低酸素暴露（Sugen/hypoxia）モデルである35）．
Sugen/hypoxiaモデルを開発したグループの研究者は，『ヒトPAHの病変血管では，異常な血管内皮細胞の増殖による不規則な血管新生が見られる』という観察に基づき，VEGFの阻害によるPAHモデルの作成の着想を得たと述べている51）．仮説は，VEGFは血管内皮細胞の維持に重要な因子であり，VEGFの阻害により血管内皮細胞は機能障害から細胞死に至り，アポトーシス抵抗性の血管内皮細胞の異常増殖が誘発され，PAH病変を形成するという機序であった．VEGF受容体阻害剤SU5416は，Sugen社において，がん治療薬として開発されたVEGF受容体/tyrosine kinaseを阻害する低分子化合物であり，high-throughput screeningの過程で発見された52）．SU5416の血管新生阻害は，他の実験動物においても実証されている53, 54）．正常酸素下でのSU5416の投与では，軽度の肺動脈圧の上昇を認めるのみであった．慢性低酸素暴露と組み合わせたモデルは，SU5416（20 mg/kg）の単回皮下投与後，低酸素環境に3週間暴露することにより，肺小動脈に内皮細胞の増殖による閉塞性病変を認めるモデルとして報告された34）．通常，ラットを3週間の低酸素暴露後に正常酸素環境に戻して飼育すると，2～3週後にはPHは軽快し，肺血管病変も退縮するが，Sugen/hypoxiaモデルでは3週間の低酸素暴露の後，正常酸素環境に戻した後もPHと血管病変は進行し，組織的には，叢状病変を認めるようになることが示された35, 55, 56）（Fig. 3C, E, F）．このSU5416の単回皮下投与/低酸素暴露/正常酸素再開によるモデルが，現在Sugen/hypoxiaモデルとして，病変形成機序や薬効評価の研究で用いられるようになった51）．同モデルを用い，エンドセリンレセプター拮抗薬による病変退縮効果を検証したところ，後期に見られる線維性閉塞病変は治療抵抗性を示し，早期治療の有益性を示す実験結果を示した57）．Sugen/hypoxiaモデルは，マウスにおいても作成が試みられ，高度PH，内膜形成を伴う血管リモデリングを認めると報告されている58, 59）が，内膜形成による血管閉塞性病変は認められるが，稀であり，高度PHには寄与しないという見解や，マウスでのSugen/hypoxiaモデルの再現は困難であるとする意見も見られる60）．

d）遺伝子改変モデル
PAHの病因に関連が示唆される様々な遺伝子をターゲットとし，全組織での遺伝子改変に加え，組織特異的，時間特異的に遺伝子発現を制御し肺血管病変形成などの表現型が解析されている．遺伝性PAH感受性遺伝子BMPR2の発見以降は，BMPR2遺伝子改変モデルの解析が進んでいるが課題も多い．誌面の制限のため，遺伝子改変モデルについては，記述に替え，Gomez-Arroyoらの総説60）を挙げる．



気管支肺異形成
気管支肺異形成の病態
BPDは，28週以下の早産児（肺の発生段階ではcanalicular期，Fig. 1）への機械的刺激や酸素，炎症など様々な障害により発生する疾患であり，急性呼吸障害を発症し，人工呼吸器により酸素を投与された早産児においては，感染や炎症，酸素毒性，人工呼吸による物理的刺激（baro- or volu-trauma）が生後の肺発達や成熟を阻害することによるとされる61）．Northwayらにより最初に記載された62）酸素毒性や肺の過伸展を主な機序として捉えるBPDの概念をold BPDと呼ぶのに対して，最近の極めて未熟な早産児に見られるBPDは，“new BPD”と呼ばれ，肺発達の阻害という機序に重点が置かれる63）．本病態について，日本国内では1990年代から臨床症状，X線所見（泡沫状気腫状陰影），子宮内炎症（絨毛膜羊膜炎や臍帯炎など）などにより，元来のBPDを含む，新生児慢性肺疾患（CLD）を定義分類されてきたことから，CLDの疾患名が主に使用されている64）．欧米では2000年のNational Institute of Child Health and Human Development（NICHD）のworkshopで新しい“BPD”として定義65）され，現在欧米を中心とする論文などではBPDという疾患名が主に用いられている．このような国内外での定義の差異には留意が必要であるが，本稿で引用する多くの文献では，NICHDの基準を採用していることから，本稿ではBPDの記載とする．
BPDに伴う肺の変化は，遠隔期予後にも影響を与え，学童期から成人期にもPHが持続することが最近示され66, 67），成育サイクルを通しての管理への議論が必要である．最近の周産期管理の改善により，超早産児の生存率の上昇により，BPDの罹患率は増加すると考えられ，BPDに伴う肺血管障害に対して，小児循環器医にも深い理解が求められる68）．

気管支肺異形成の病理
BPDに見られる肺組織の変化はでは，肺胞の形成不全と肺血管の発達成長障害により特徴づけられる6, 63）．肺発達段階の阻害により，肺胞は大きくなり数は減少し（alveolar simplification），結果的にガス交換面積が減少する69）．肺胞壁の肥厚により，肺胞内の吸入気と肺胞毛細管のガス拡散距離が拡大する（Fig. 4A）．肺胞形成異常は，ダウン症候群などの染色体異常児の肺でも見られる（Fig. 4B）．このような肺構造の変化は，適切なガス交換を障害しPHなどの肺血管障害の原因となる70）．また新生児期早期のPHは重症BPD発症の予測因子であること71）も示されており，BPDの病態には血管と気道相互の影響が重要であることが示唆される．
[image: ]Fig. 4 Lung pathology of patients with pulmonary hypertension (PH) associated with bronchopulmonary dysplasia (BPD) and down syndrome


気管支肺異形成の動物モデル
BPDの動物モデルには，マウス72），ラット73）などのげっ歯類が広く用いられるが，ウサギ74），未熟ヒツジ75），未熟ブタ76），ヒヒ77）などの大型実験動物も用いられる．マウスとラットが主に用いられる理由として，妊娠期間が短いこと，生後2～3週間で肺の成熟を完了する（Fig. 1）こと，そして満期で出生した時，肺の発達段階は，saccular stageであり（Fig. 1），ヒトの在胎26週程度で出生するヒトと同等の発達段階であることが挙げられる．これらは満期で出生したマウス，ラットを早産の肺障害モデルと用いることの妥当性を支持するが，マウス，ラットは，saccular stageの肺で必要なガス交換が可能であり，この点はヒトの病態と厳密には異なる点は，注意が必要である72, 73, 78, 79）．動物モデルでBPDを作成するために，a）高濃度酸素投与（hyperoxia），b）出生前の炎症により肺病変を惹起するモデルc）VEGFシグナル阻害d）人工換気による肺進展などが使用されている．
a）高濃度酸素投与モデル
新生ラットを7～14日，高濃度酸素（60～100％）に曝露するモデルを用いBPDの病態が検討されている73）．新生ラットに95％の高濃度酸素を投与したモデルでは，肺胞の拡大，肺胞数の減少，肺血管密度の減少などヒトBPDと同様の肺病変を認め，PHが惹起され80），同モデルでは，血管内皮依存性の血管弛緩反応が低下している81）．新生ラットの7日間の高濃度酸素暴露は，10か月齢の成体ラットの肺胞構造にも影響することが示されており82），周産期の障害が成人期に与える影響が動物モデルでも示唆される．

b）出生前炎症モデル
絨毛羊膜炎（chorioamnionitis）など胎内での炎症はヒトBPDの増悪因子である．出生前にエンドトキシンを羊水内に投与すると，高濃度酸素BPDモデルの肺気道病変を増悪させ83），肺血管病変を増悪させることが示されている84）．

c）血管内皮増殖因子シグナル阻害
上記のBPDモデルでは，VEGFシグナリング低下と肺血管の減少が示されているが，SU5416投与により新生ラットのVEGFシグナルを阻害し，血管新生を抑制すると，肺胞形成も阻害され，BPDと同様の肺所見が形成される53, 85）．VEGFシグナリングの阻害因子である，soluble fms–tyrosine kinase1（Flt1）を妊娠ラットの羊腔内に投与すると，新生ラットにBPD同様の変化をもたらす86）．この所見は，臨床的にFlt1はpreeclampsiaの羊水で上昇し，preeclampsiaはBPD発症のリスク因子であることに一致する87–89）．これらの所見は，気道の形成と血管形成が，相互に影響することを示し，BPDにおける肺発達成長障害とPH発症の関係を考える上で重要である．

d）人工呼吸器を用いた肺過伸展モデル
未熟ヒヒ90），未熟ヒツジなど91）の大型実験動物を1～3週間人工呼吸管理を行うと，ヒトBPDと同様の肺の組織変化をきたす．これらのモデルは，未熟動物を使用していることから，“new BPD”をよく再現するモデルである．これらのモデルは，高頻度振動換気92）や一酸化窒素吸入療法93）など，主に治療介入の効果検証目的で利用されている．


気管支肺異形成動物モデルを用いた肺高血圧治療
治療効果としては，sildenafilなどcyclic GMP系薬剤の効果がラットモデルに用いられている．sildenafilは，hyperoxia BPD-PHモデルにおいて，PHと肺胞発育障害を改善することが示されている80）．グアニル酸シクラーゼ刺激剤であるriociguatもラットにおいて，肺胞構造変化の改善に伴いPHが改善されることが示されている94）．マウスのBPDモデルでは，PDE5の増加とcyclic GMPの減少が示され，sildenafilによりこれらの回復とともにPHが改善することが示されている95）．また，PDE5阻害により血管新生が促進されることがin vitroでも示され96），sildenafilによりBPD肺の血管新生促進の可能性も示されている．これらの一連の研究成果が，sildenafilが臨床的BPD–PHにしばしば使用されている理由と考えられるが97），その効果や機序について臨床的に高いエビデンスを示す研究はなく今後の課題である．


先天性横隔膜ヘルニア
先天性横隔膜ヘルニアの病態理解
CDHは，比較的頻度の高い（3000出生に1）疾患であり，先天的な横隔膜の欠損により，胎内で，腹部臓器が胸腔内に脱出し，心臓肺などを圧迫し，出生後の新生児に，新生児遷延性肺高血圧を伴う高度の低酸素血症をきたす，予後不良疾患である98）．高度の肺低形成，左心室低形成，左心室機能低下，他の染色体異常や奇形症候群の合併などが，予後不良因子である．PHは，新生児期の手術後も持続する場合があり，亜急性期，遠隔期まで持続し，死亡率上昇と関連することが報告されている99）．

先天性横隔膜ヘルニアの病理
CDHの肺では，肺胞増加の阻害，肺胞壁の肥厚などの気道の異常，肺血管の密度の減少，外膜と中膜の肥厚が見られ，血管病変や通常筋層を持たないintra-acinar arteryにも筋性化が見られる100–103）．
胸腔内臓器の圧迫をきたす同様の新生児疾患であるcongenital pulmonary airway malformation（CPAM）に見られる肺低形成やPHは，CDHに見られるPHよりも軽度であることから104），CDHの重症PH発症には胸腔内臓器の圧迫以外の因子が関与すると考えられている．横隔膜欠損を生じる遺伝子欠損マウスが多数報告されているが，それらの多くが，肺の形成異常も伴うことはこの仮説を支持し，臨床的にもいくつかのCDH原因遺伝子が同定され，横隔膜ヘルニアに伴うPH発症には遺伝子異常や環境因子の関与の程度が大きいとされている105）．染色体異常や奇形症候群に伴うcomplex CDHが40％程度あることや，染色体の部分欠失などの解析からも106），CDH発症における遺伝子異常の役割が推定されている．臨床的にはCDHの家族内の検索から，ZFPM2（FOG2）107, 108），GATA4109） and GATA6110）などの遺伝子が疾患遺伝子として挙げられている．

先天性横隔膜ヘルニアのモデル
CDHの病態研究には，げっ歯類では，a）teratogenic，b）geneticが用いられ，ヒツジなど大動物では，c）胎児期手術により作成したモデルが用いられている．外科的モデルはウサギでも作成される111）．
a）teratogenicモデル
もっともよく使われるモデルは，nitrofenモデルである．げっ歯類の母体にnitrofen投与を行った場合，生後間もなく呼吸不全とチアノーゼを来たし死亡することが知られていた112）．nitorofenの催奇形性は器官形成期に生じるため，nitrofen（50 mg/kg/day）を，ヒトの胎生4～6週に相当する，E8-9（マウス），E8-12（ラット）の妊娠母個体に経口投与すると，ヒトCDH類似の横隔膜の欠損と肺低形成を生じる．興味深いことに，投与時期により，生じるCDHの左右が異なる．早期の投与により左側のCDHを生じるのに対し，後期の投与では，右側CDHとなる113）．

b）遺伝子異常モデル
臨床的CDHで見られた単一遺伝子異常の数が限られるのに対し，遺伝子改変マウスでは，現在までに，70種類以上の遺伝子欠損により，その表現型の一部として横隔膜欠損を生じることが知られている105, 106）．retinoid signaling pathway114）やCOUP-TFII（NR2F2）115），FOG2108），GATA4116），WT1117），PBX1118）などが知られている．これらの遺伝子欠損マウスでは，横隔膜欠損と同時に，肺の形成異常も伴う．転写因子PBX1の欠損により，横隔膜欠損を生じることが示されているが，同マウスでは，血管収縮弛緩因子のアンバランスをきたし，新生児期の肺血管拡張が阻害され，PHに関わっていることが示された118）．横隔膜形成と肺循環を同時に制御するシグナルとして興味深いモデルである．

c）ヒツジ胎仔手術モデル
妊娠羊に，妊娠80～110日で胎児に横隔膜欠損を作成する119）．げっ歯類のモデルが，CDHの発症機序や遺伝的側面の理解に利用されるのに対し，大型動物のモデルはCDHの治療介入の研究につながり，本モデルを用い，気管閉塞により肺の発育が促されることを示す一連の研究から120），臨床での，fetal endoscopic tracheal occlusionの臨床試験につながった121）．


先天性横隔膜ヘルニア動物モデルへの治療効果
nitorofenモデルの母体ラットにsildenafilを投与すると，CDHを伴う新生ラットの肺病変とPHが改善すると報告されている122）．またsildenafil＋bosentanの投与よる効果も示されている123）．nitrofenモデルや遺伝子改変モデルの多くが，出生後早期に致死であり生体での評価が困難であり，胎児期の肺に対する母胎投与の治療効果を示すことに限られていた．最近報告された研究では，全身ノックアウトでは横隔膜欠損を生じて致死である転写因子PBX1の遺伝子を，肺組織のみで欠損させたコンディショナルノックアウトを作成し，生存可能なモデルを用い横隔膜形成に関わる遺伝子が生後早期の肺循環異常をきたすことを示している118）．PBX1欠損マウスでは肺血管拡張薬に抵抗性を示すようである．臨床的に今後，横隔膜欠損と肺循環障害の新たな理解につながることが期待される．


結論
最近20年余りの，PH領域の病態理解や治療法の進歩には著しいものがある．これらの基礎には，多数の動物モデルを使用した研究が果たしてきた役割も大きい．MCTや，低酸素のモデルに加え，マウスを中心に遺伝子改変技術も導入され，PAHについては様々な側面から検討されている．ヒトPAHの組織像に非常に近いSugen/hypoxiaモデルラットが開発されたのは2010年のことである．小児疾患に関連する，肺の発達，成長などの疾患モデルからも，様々な知見が集積されている．臨床では，BPDやCDHに限らず，時に“ちょっと変わった経過のPH”を経験する．従来“個人の素因”と説明されていたものと思われる，このようなPH例の背景にある原因を考える時，肺の発達・成長異常や胎児期周産期における障害の分子機序やモデル動物の表現型の観察は，何か臨床的にも重要な洞察を与えてくれるのではないかと考える．これらは，小児期PHだけではなく，成人期PHの背景にも関わってくる問題であるのかもしれない．
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[image: ]Fig. 2 Pulmonary vascular lesion in human pulmonary arterial hypertension

A. Control (Unused donor). B. Occlusion of small pulmonary artery. C. Neointimal formation and medial thickening. D. Plexiform lesion. Movat pentachrome staining and immunostaining with CD34 (endothelial cell marker) and α-smooth muscle actin are shown.
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[image: ]Fig. 3 Pulmonary vascular lesion in animal models of pulmonary arterial hypertension

A. Chronic hypoxic exposure in mice. B. Monocrotaline induced pulmonary hypertension in rats. C. Sugen5416/hypoxia model. D. Small pulmonary artery (PA) with neomuscularization immunostained with α-smooth muscle actin. E and F. Small PA occluded by intimal formation and plexiform lesion in Sugen/Hypoxia rat. EVG: elastic van Gieson staining; vWF: von Willebrand factor; α-SMA: α-smooth muscle actin
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[image: ]Fig. 1 Overview of the lung developmental stages in humans and rodents

During embryonic stages (embryonic day (E) ~8.0–9.5 in the mouse, E8–13 in the rat, and 4–7 weeks in the human), lung development is initiated by the emergence of lung buds from the foregut endoderm. In the pseudoglandular stage (E 11.5–16.5 in the mouse, E13–18 in the rat, and 5–16 weeks in humans), the surrounding mesenchyme coordinates the branching pattern of the proximal and distal airways. In the canalicular stage (E16.5–17.5 in the mouse, E18–20 in the rat, and 16–26 weeks in humans), the proliferation and differentiation of the distal airway epithelium results in the appearance of alveolar epithelial cells types I and II, and the formation of pulmonary capillaries. In the saccular and alveolar stages (E 17.5 to postnatal day (P) 5 in the mouse, E20–P5 in the rat, and 26–36 weeks in humans), the vascularization and alveolarization processes progress, and the production of surfactant begins. In rodents, the alveolar stage starts postnatally (P5 to ~P30), whereas, in humans, it starts in utero (36 weeks to ~7–10 years). E: embryonic day; P: postnatal day
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Table 1 10 Basic Categories of Pediatric Pulmonary Hypertensive Vascular Disease*5)		Category		Description

		1		Prenatal or developmental pulmonary hypertensive vascular disease

		2		Perinatal pulmonary vascular maladaptation

		3		Pediatric cardiovascular disease

		4		Bronchopulmonary dysplasia

		5		Isolated pediatric pulmonary hypertensive vascular disease (isolated pediatric PAH)

		6		Multifactorial pulmonary hypertensive vascular disease in congenital malformation syndromes

		7		Pediatric lung disease

		8		Pediatric thromboembolic disease

		9		Pediatric hypobaric hypoxic exposure

		10		Pediatric pulmonary vascular disease associated with other system disorders

		*pulmonary hypertensive vascular diseaseと記載され肺高血圧（pulmonary hypertension）という記述ではない．厳密な肺高血圧の定義に当てはまらない病態も含めて，pulmonary hypertensive vascular diseaseと記載されている．
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[image: ]Fig. 4 Lung pathology of patients with pulmonary hypertension (PH) associated with bronchopulmonary dysplasia (BPD) and down syndrome

A. Small pulmonary artery (PA) with intimal lesion (top) and enlarged alveoli with thickened alveolar wall (bottom) in a patient with BPD. B. Small PA with medial hypertrophy (top) and enlarged alveoli with structural simplification (alveolar simplification, bottom) in a patient with Down syndrome and PH.
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Pathology of the Animal Models of Pulmonary Arterial Hypertension

A. Chronic Hypoxia, Mouse D. Chronic Hypoxia, Mouse: Neomuscularization

Control 3 weeks

Normoxic control 3 week hypoxia
, r

=
. i

B. Monocrotaline, Rat
Control 3 weeks

F. Sugen/hypoxia, Rat: Plexiform Lesion
i@ wi MA o

C. Sugen/hypoxia, Rat
Control 8 weeks






