
横浜市立大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２２７０１

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

解剖学的リモデリングに焦点をあてた動脈管制御法の開発

Molecular mechanisms of remodeling of the ductus arteriosus

７０４０４９９４研究者番号：

横山　詩子（Yokoyama, Utako）

研究期間：

１６Ｈ０５３５８

年 月 日現在  元   ６ １３

円    13,200,000

研究成果の概要（和文）：動脈管の完全な閉鎖には内膜肥厚が重要な役割を果たす。本研究では、内膜肥厚形成
の分子機序を解明することを目的とした。ヒトとラット動脈管を用いて網羅的遺伝子解析を行い、内膜肥厚を誘
導する最も有力な候補遺伝子として組織型プラスミノーゲン活性化因子（tPA またはPLAT）とファイブリン１
（FBLN1）を同定した。PLATは内皮細胞から分泌され、MMP-2を活性化させることで血管の内弾性板を破壊し、動
脈管内膜肥厚を促進することを示した。FBLN1はプロスタグランディンE刺激によりNFkBを介して増加し、細胞遊
走を促進させることで動脈管内膜肥厚を促進することを示した。

研究成果の概要（英文）：The ductus arteriosus (DA) closes after birth to adapt to the robust changes
 in hemodynamics, which require intimal thickening to occur. The tissue-type plasminogen activator 
(t-PA) mRNA expression level was higher in DA endothelial cells (ECs) than in aortic ECs. 
t-PA-mediated marked gelatinase activity was observed at the site of disruption in the internal 
elastic laminae (IEL). In vivo administration of plasminogen to pre-term rat fetuses, in which 
intimal thickening is poorly formed, promoted IEL disruption accompanied by gelatinase activation, 
and enhanced intimal thickening formation in the DA. We also identified Fbln1 as a candidate gene 
for intimal thickening. Fibulin-1 is induced via plostaglandineE-EP4receptor signaling pathway in DA
 smooth muscle cells (SMCs). Fibulin-1 promoted SMC migration in combination with fibulin-1 binding 
protein versican. In conclusions, EC-derived t-PA and SMC-derived fibulin-1 promoted DA intimal 
thickening.

研究分野： 循環生理学

キーワード： 動脈管　発生・分化　生理学　シグナル伝達　リモデリング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胎児期に存在する動脈管は出生後には速やかに閉鎖するが、早産児では出生後の動脈管開存症が生命予後を悪化
させ、ある種の先天性心疾患では出生後にも動脈管の開存が必要である。つまり、動脈管の閉鎖と開存の制御は
小児医療上極めて重要な課題である。動脈管の完全な閉鎖には、胎生中期から始まる解剖学的リモデリングであ
る内膜肥厚が重要な役割を果たす。しかしながら現在の治療では内膜肥厚形成を制御することができておらず、
十分な効果が得られていない。本研究から内膜肥厚における内弾性板断裂から平滑筋細胞の遊走の分子機序が明
らかとなった。これら分子を生体内で誘導することができれば動脈管の制御につながる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

動脈管は出生直後に血管平滑筋の収縮にともなって閉鎖するが、早産児ではしばしば出生後

も開存したままとなる。特に胎生２８週未満の超早産児では動脈管開存症の割合は７５％と非

常に高く、肺高血圧、感染症、呼吸障害などを引き起こして生命予後を悪化させる。一方、肺

動脈閉鎖や、大動脈弓離断のように動脈管に血流を依存する先天性心疾患では、根治手術まで

の期間は生命維持のために動脈管が開存する必要がある。つまり、動脈管の開存と閉鎖を十分

に制御できれば小児の生命予後を大きく改善することができる。 

動脈管の閉鎖に重要な内膜肥厚に最も強く関与する分子機構を明らかにして、それらを制御

することすることが動脈管の閉鎖・開存の制御に重要であると着想した。研究代表者らは、先

行研究でヒトとラット動脈管を用いて網羅的遺伝子解析を行い、内膜肥厚を誘導する最も有力

な候補遺伝子として組織型プラスミノーゲン活性化因子（tPA または PLAT）とファイブリン

１（FBLN1）の２つを同定した。動脈管内膜肥厚は、内弾性板の断裂と中膜の平滑筋細胞の血

管内腔側への遊走によって形成される（引用文献１）。PLAT は血栓溶解作用に加えて、プロテ

アーゼ活性により弾性板の分解や細胞遊走に関与することが注目されている。FBLN1 も細胞

外基質と結合して細胞遊走を亢進させることが示唆されていることから、PLAT と FBLN1 が

内膜肥厚に重要な役割を果たす可能性があると考えた。 

 

２．研究の目的 

胎児期に存在する動脈管は出生後には速やかに閉鎖するが、早産児では出生後の動脈管開存

症が生命予後を悪化させ、ある種の先天性心疾患では出生後にも動脈管の開存が必要である。

つまり、動脈管の閉鎖と開存の制御は小児医療上極めて重要な課題である。動脈管の完全な閉

鎖には、胎生中期から始まる解剖学的リモデリングである内膜肥厚が重要な役割を果たす。し

かしながら現在の治療では内膜肥厚形成を制御することができておらず、十分な効果が得られ

ていない。本研究では、動脈管の閉鎖に必要な内膜肥厚形成の分子機序を解明することを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

（１）ラット動脈管における t-PA 発現の検討 

動脈管と大動脈の内皮細胞における t-PA 発現を比較するために、胎生 21 日目(胎生満期)

の胎仔ラットから動脈管と大動脈を摘出し、FACS を行った。FITC 標識 抗 CD31 抗体と抗 CD45

抗体を内皮細胞と血球に対する標識として用いて、CD31+,CD45-の領域を内皮細胞として分離し

た。分離した内皮細胞から RNA を抽出し、定量 PCR で t-PA 発現の検討を行った。 

 

（２）内皮由来の MMP による内弾性板断裂の検討（in vitro） 

ラットの新生仔大動脈から分離した血管平滑筋細胞の細胞表面にフィブロネクチンとゼラ

チンのコーティングを行い、細胞播種と細胞コーティングを繰り返すことで、弾性線維を有す

る合計 7層の平滑筋細胞積層体を構築した(引用文献２)。最上層には、臍帯静脈内皮細胞を積

層し、内皮細胞と弾性線維が存在する 3 次元血管モデルを作製した。3 次元血管モデルに対し

て、プラスミノーゲンの添加の有無を行い、弾性線維の変化と MMP 活性の変化を検討した。 

 

（３）胎仔ラット動脈管の内弾性板断裂と内膜肥厚形成の検討（in vivo） 

胎生 19 日目の胎仔ラットにプラスミノーゲン(20µg/body)の腹腔内投与を行い、胎生 20 日

目の胎仔ラットの動脈管を摘出した。パラフィン切片を作成し、内弾性板断裂と内膜肥厚形成

をエラスチカ・ワンギーソン染色で検討した。また、MMP 活性を、in situ ザイモグラフィーで

検討した。 

 

（４）フィブリン 1の細胞遊走に対する作用機序 (in vitro) 



ガラスチャンバーに動脈管平滑筋細胞を播種し、EP4 アゴニスト刺激を加えた後に、スクラ

ッチアッセイにより 72時間後の細胞遊走面積を計測した。 

 

（５）フィブリン 1とバーシカンの細胞遊走に対する作用機序 (in vitro) 

内皮細胞と平滑筋細胞の共培養系で、平滑筋細胞遊走が促進するかどうかについて、シリコ

ン製インサートを用いて検討した。内皮細胞はバーシカンを発現している EA.hy926 細胞を実

験に用いた。内皮細胞、平滑筋細胞に対し、バーシカンおよびフィブリン１を標的とした siRNA

を用いて遺伝子を抑制し、細胞遊走を評価した。 

 

（６）フィブリン 1の動脈管内膜肥厚作用の検討 (in vivo)  

EP4-/-マウスの動脈管でエラスチカ染色を行って内膜肥厚を評価した。野生型マウスと EP4-/-

マウス新生児動脈管組織の蛍光免疫染色を行い、フィブリン 1の発現を比較した。 

 

４．研究成果 

（１）ラット動脈管の内皮細胞における t-PA の高発現 

動脈管の内皮細胞は、大動脈の内皮細胞と比較して t-PA が高発現していた（2.7 倍、n=6、

p<0.01）。免疫組織染色で、t-PAが胎生19日目の未熟な胎仔期から動脈管の内皮細胞に存在し、

胎生 19日目には内弾性板が断裂しておらず、胎生 21 日目には内弾性板が断裂していることを

確認した。 

 

（２）ラット動脈管の内皮細胞における MMP-2 の活性化 

動脈管の内皮細胞で MMP-2 の高発現を認めた（6.7 倍、n=6、p<0.05)。また、t-PA の基質で

あるプラスミノーゲンの添加により、動脈管の内皮細胞で MMP-2 の活性化が生じることを確認

した。動脈管と大動脈のいずれの内皮細胞でも、MMP-9 の発現は認めなかった。 

 

（３）内皮由来の MMP による内弾性板の断裂（in vitro） 

内皮細胞と弾性線維が存在する 3次元血管モデルを作製し、プラスミノーゲンの添加を行い、

48 時間の培養を行ったところ、プラスミノーゲン添加群でのみ、弾性線維の断裂と MMP の活性

化が確認された。これらの変化は、t-PA の silencing を行うことで抑制された。このため、t-PA

によるプラスミノーゲンのプラスミンへの変換を介して、MMP が活性化し、弾性線維が断裂し

たことが示された。 

 

（４）胎仔ラットへのプラスミノーゲン投与による動脈管の内膜肥厚形成の促進（in vivo） 

胎生 19 日目の未熟な胎仔ラットに対して、プラスミノーゲンの胎仔投与を行ったところ、

胎生 20 日目の胎仔ラットの動脈管で MMP 活性が増加していた（1.3 倍、n=6、p<0.05）。また、

内弾性板断裂と内膜肥厚形成の促進が確認された(内膜肥厚部の面積：2.0 倍、n=6-8、p<0.001)。 

 

（５）ヒト動脈管の内膜肥厚部における t-PA 高発現と MMP 活性化 

ヒト動脈管の内膜肥厚部と中膜に対する定量 PCR では、内膜肥厚部で t-PA が高発現してい

た（3.7 倍、n=5、p<0.05）。免疫組織染色では、内皮細胞における t-PA の高発現を確認した。

in situ ザイモグラフィーでは、内膜肥厚部と内弾性板における MMP 活性化を確認した。 

 

（６）フィブリン 1産生の分子機序 (in vitro) 

フィブリン 1mRNA の発現は、ラット動脈管平滑筋細胞において、EP4 刺激によって約 300 増

加した(n＝6-10, p<0.001)。ウエスタンブロッティングでは、フィブリン 1蛋白は濃度、時間

依存的に発現が増加し、EP4 刺激による増加は、約 30 倍 (ｎ＝5, ｐ＜0.01)と顕著であった。

EP4 刺激で増加したフィブリン１蛋白の増加は、EP4 アンタゴニストによって完全に抑制された。 



 

（７）フィブリン 1の細胞遊走に対する作用機序 (in vitro) 

EP4 アゴニストによる刺激でラット動脈管平滑筋細胞の遊走が促進した。また、この細胞遊

走促進作用は、フィブリン１を標的とした siRNA によって有意に抑制された。また、フィブリ

ン１動脈管平滑筋細胞にリコンビナント蛋白を添加したところ、フィブリン 1C、フィブリン 1D

どちらのアイソフォームによっても細胞遊走は亢進した(ｎ＝11-14,p<0.01)。 

 

（８）フィブリン 1とバーシカンの分泌責任細胞の同定 (in vitro, in vivo) 

FACS 解析の結果、フィブリン１の発現は、ラット動脈管内皮細胞と平滑筋細胞で有意差は

認めなかったが、バーシカンの発現においては、内皮細胞に有意に高く発現していた(n=5-6, 

p<0.01)。マウス新生児動脈管の蛍光免疫染色においても、野生型では、内膜肥厚部、中膜平滑

筋細胞層にフィブリン１の局在を認め、内膜肥厚部に一致した部位でバーシカンと共局在して

いた。以上の結果より、フィブリン１は主として平滑筋細胞由来であり、バーシカンは内皮細

胞由来であることが示唆された。     

 

（９）フィブリン 1とバーシカンの細胞遊走に対する作用機序 (in vitro) 

動脈管平滑筋細胞と内皮細胞を共培養すると、EP4 刺激により平滑筋細胞は内皮方向に向か

って著明に遊走した。siRNA を用いて平滑筋細胞でのフィブリン１または内皮細胞でのバーシ

カンの発現を抑制すると、平滑筋細胞の内皮方向への細胞遊走は有意に抑制された(ｎ＝6-18, 

p<0.05)。 

 

（１０）フィブリン 1の動脈管内膜肥厚作用の検討 (in vivo) 

野生型マウスでは動脈管は閉鎖しており、内膜肥厚が十分に形成されていた。内膜肥厚部と

中膜平滑筋細胞層にフィブリン１が発現しており、EP4-/-マウスでは、平滑筋細胞におけるフィ

ブリン１の発現が抑制されていた。これらの結果よりフィブリン 1が動脈管内膜肥厚に関与す

る可能性が示唆された。 
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