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研究成果の概要（和文）：　本研究では、酸素濃度の変化によりラット肺小動脈及び動脈管平滑筋細胞の遺伝子
発現がどのように変化するのかをDNAマイクロアレイ法で調査した。それぞれの平滑筋細胞を低酸素状態で48時
間培養後に正常酸素状態で24時間培養した群で発現の変化した遺伝子を調査した。肺小動脈及び動脈管平滑筋細
胞で、酸素濃度の上昇により、transmembrane protein 104やolfactory receptor 1262の発現が優位に上昇し、
ankyrin repeat domain 37の発現が優位に低下した。今後、肺小動脈や動脈管において、今回の研究で得られた
遺伝子の機能を調査していく。

研究成果の概要（英文）：　In this study, we determined what factors dominantly expressed by an 
increase of oxygen concentration expressed in fetal rat pulmonary arterial and ductus arteriosus 
smooth muscle cells. Fetal rat pulmonary arterial and ductus arteriosus smooth muscle cells 
incubated under hypoxia for 48hours, and then incubated under normoxia for 24hours. The total RNA 
was extracted from these cells and was exhaustively gene-analyzed. DNA microarray revealed that 
transmembrane protein 104 and olfactory receptor 1262 were up-regulated by an increase of oxygen 
concentration in fetal rat pulmonary arterial and ductus arteriosus smooth muscle cells. And ankyrin
 repeat domain 37 was down-regulated by an increase of oxygen concentration in fetal rat pulmonary 
arterial and ductus arteriosus smooth muscle cells. We will continue to investigate the molecular 
mechanism of these gene factors. 

研究分野：小児循環器学
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１．研究開始当初の背景 
 
ヒトを含む哺乳動物は、母胎からの出生に
より劇的な環境変化に曝される。胎生期にお
いて、酸素供給は、肺からでなく、母体血中
から胎盤を介して行われるため、胎児の血中
酸素濃度は低い。出生後、肺呼吸の開始に伴
い、新生児の血中酸素濃度は急激に上昇する。
この酸素濃度の上昇により、肺小動脈は拡張
し、胎生期に主肺動脈から下行大動脈へのバ
イパス血管として働く動脈管は収縮する。ヒ
トを含む哺乳動物は、胎内環境から胎外環境
への変化を瞬時に感知し、各器官を適応させ
る。出生直後の環境変化に速やかに適応する
ためには、これらの血管において、胎生期か
ら既に酸素感受性を促す変化が生じている
ことが推測される。 
酸素が肺小動脈に与える影響については、
低酸素が肺血管を収縮させる分子機構や、平
滑筋細胞の遊走や増殖を促進し、肺高血圧症
を誘発することがこれまで報告されている。
しかし、出生前後の酸素濃度の変化が、肺小
動脈の構造変化に及ぼす影響については殆
ど報告されていない。また、動脈管について
は、酸素濃度の変化が血管の構造に与える影
響を研究した報告は少なく、動脈管内腔の低
酸素化が血管構造の構築に重要であるとい
う報告と、酸素濃度の上昇が動脈管平滑筋細
胞遊走を促進するという報告しかない。した
がって、肺小動脈と動脈管が、出生前後に血
管の機能や構造を成熟させて、酸素濃度の変
化を感知する機構を獲得すること及びその
分子機序はいまだ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、胎生後期ラット肺小動脈平滑
筋細胞培養技術を開発し、生理学的手法や細
胞生物学的手法を用いて、胎生期から新生児
期の血中酸素濃度の変化が、肺小動脈及び動
脈管の血管機能や構造を成熟させ、酸素感知
機構を獲得する分子機序を明らかにするこ
とを最終目標とする。 
 
３．研究の方法 

 
妊娠ラットをイソフルレン吸入麻酔下で
帝王切開し、在胎 21 日の胎仔を摘出する。
肺呼吸が開始される前に、胎仔を断頭により
安楽死させ、速やかに左肺小動脈を摘出する。
10匹程度の肺小動脈を集めた後、肺小動脈を
collagenase/dispase 、 elastase 、 trypsin 
inhibitor、 collagenase II、bovine serum 
albumin を含む HBSS 溶液で酵素処理をし
て、細胞培養用プレートに撒き、37 度 CO2

濃度 5%インキュベータで培養した。肺小動
脈平滑筋細胞が 60~70%位の密度になったら、
平滑筋細胞を継代し、4~5継代目の平滑筋細
胞を実験に使用した。細胞培養液は 2~3日ご
とに交換した。採取した平滑筋細胞の確認に

は、肺動脈平滑筋細胞特異的マーカーは存在
しないため、α-smooth muscle actin抗体（平
滑筋細胞マーカー）と vimentin 抗体（線維
芽細胞マーカー）で肺小動脈平滑筋細胞を共
染色し、α-smooth muscle actin抗体のみ染色
していることを確認した。 
次に、採取した胎生 21 日ラット肺小動脈
平滑筋細胞と動脈管平滑筋細胞を用いて、そ
れぞれの平滑筋細胞をO2濃度5%の低酸素状
態のインキュベータにいれ、48時間培養した。
その後インキュベータの O2濃度を 21%の正
常酸素状態にかえて、24時間培養した。その
後平滑筋細胞を回収し、RNA を抽出した。
対照はO2濃度5%の低酸素状態のインキュベ
ータで 72時間培養した平滑筋細胞を用いた。
それぞれの平滑筋細胞から抽出した RNA を
用い、DNA マイクロアレイ法により、網羅
的遺伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
 DNA マイクロアレイ法により得られた結
果から、O2濃度 5%の低酸素状態の平滑筋細
胞と比べ、出生時の酸素濃度の変化を模した
O2濃度 5%の低酸素状態から 21%の正常酸素
状態に変化させた平滑筋細胞で 1.5倍以上の
変化をきたした遺伝子を抽出した。 
 胎生 21 日ラット動脈管平滑筋細胞で変化
の見られた遺伝子の一覧は図 1のとおりであ
る。 

 変化をきたした遺伝子は、Tmem104、
Gal3st4や Slc16a3などの細胞膜の構成する
因子が多かった。また、Gタンパク質共役型
受容体シグナル伝達経路に関与する
Olr1262、Vom1r30 や Vom1r37 などが多
かった。 
 酸素濃度の上昇により、動脈管平滑筋細
胞内で生成される過酸化水素が、細胞膜に
存在する電位依存性カリウムチャネルを不
活化し、細胞膜脱分極を惹起し、動脈管を
収縮させることが明らかになっている。し
かしながら、どのような機序で過酸化水素
を感知するのかという点は明らかでない。
本実験で得られた細胞膜の構成因子が過酸
化水素の感知機構に関与しているかどうか
を今後検討していく必要がある。 



 また、動脈管の収縮には、prostaglandin 
E2や thromboxane A2のGタンパク質共役
型受容体が関与していることが明らかにな
っている。本実験で得られた因子が、これ
らのシグナル伝達に関与しているのか、ま
た、新たなシグナル伝達経路に関与するの
かどうかを今後検討していく。 
 胎生 21 日ラット肺小動脈平滑筋細胞で変
化の見られた遺伝子の一覧は図 2のとおりで
ある。 

変化をきたした遺伝子は、動脈管平滑筋細
胞と同様に、Tmem104や Slc16a4などの細
胞膜の構成する因子が多かった。また、Gタ
ンパク質共役型受容体シグナル伝達経路に
関与する Olr1262や Vom1r37などが多か
った。 
 肺小動脈は、動脈管と異なり、酸素濃度
の低下により、収縮する。低酸素により肺
小動脈平滑筋細胞内で生成される活性酸素
が、細胞膜に存在する電位依存性カリウム
チャネルを不活化し、細胞膜脱分極を惹起
し、肺小動脈を収縮させることが明らかに
なっている。動脈管と同様に、どのような
機序で活性酸素を感知するのかという点は
明らかでない。また、肺小動脈の拡張には、
prostaglandin I2や endothelinのGタンパ
ク質共役型受容体が関与していることが明
らかになっている。 
 動脈管と肺小動脈は酸素濃度上昇により、
電位依存性カリウムチャンネルがその変化
を感知し、それぞれ収縮と拡張を引き起こ
す。また、Gタンパク質共役型受容体シグ
ナル伝達経路も、別の経路で動脈管と肺小
動脈の収縮と拡張に関与している。しかし
ながら、今回の実験から酸素濃度の上昇に
より、まったく正反対の発現変化をする遺
伝子は同定できなかった。酸素濃度の上昇
により、Tmem104や Vom1r37は、動脈管
と肺小動脈で共に発現が上昇している。こ
れらの因子が、平滑筋の収縮や拡張に関与
しているのか、酸素感知機構の成熟に関与
しているのかを今後検討していく必要があ
る。 
 また、動脈管平滑筋細胞と肺小動脈平滑
筋細胞においては、酸素濃度の上昇により、
正反対に発現が変化する因子は同定できな
かったが、それぞれの内皮細胞や他の隣接
する細胞間での相互作用が正反対である可
能性もあるため、実際に in vivo での機能
的変化にどのような役割をするのかを検討

していく必要がある。 
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