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研究成果の概要（和文）：動脈管は血中酸素の上昇に応じて収縮し肺動脈は拡張する。高酸素条

件の動脈管でペルオキシレドキシン 4 の発現量が増加した。ペルオキシレドキシンは、血管拡

張を促す Nf-kB の活性化を抑制することから、動脈管の収縮の維持や閉鎖に寄与する可能性が

ある。未熟児の動脈管の収縮・閉鎖機能は不十分である。胎仔の発達に伴って動脈管では

reticulocalbin3 とトロポミオシン 2 の発現量が増加した。これらは平滑筋細胞の遊走能に関

与している可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）：Increased	
 PO2	
 contracts	
 ductus	
 arteriosus	
 (DA)	
 and	
 relaxes	
 pulmonary	
 
artery	
 (PA).	
 One	
 of	
 up-regulated	
 proteins	
 in	
 DA	
 under	
 oxygenated	
 condition	
 was	
 determined	
 
as	
 peroxiredoxin 	
 4, 	
 which	
 regulates	
 NF -kB	
 activity 	
 via 	
 a 	
 modulation 	
 of 	
 I kB-a	
 
phosphorylation.	
 Up-regulation	
 of	
 peroxiredoxin	
 4	
 in	
 DA	
 under	
 oxygenated	
 condition	
 may	
 
contribute	
 to	
 the	
 constriction	
 of	
 ductus	
 arteriosus	
 in	
 response	
 to	
 change	
 in	
 the	
 PO2	
 level	
 
after	
 birth.	
 Functional	
 DA	
 closure	
 depends	
 on	
 gestational	
 maturity.	
 One	
 of	
 up-regulated	
 
proteins	
 in	
 the	
 term	
 DA	
 was	
 determined	
 as	
 reticulocalbin	
 3.	
 Another	
 identified	
 up-regulated	
 
protein	
 was	
 tropomyosin	
 2	
 involved	
 in	
 muscle	
 contraction.	
 These	
 proteins	
 may	
 accelerate	
 
migration	
 of	
 the	
 smooth	
 muscle	
 cells	
 from	
 media	
 to	
 subendothelial	
 space	
 in	
 the	
 term	
 DA,	
 
which	
 contributes	
 anatomical	
 closure	
 of	
 the	
 DA.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 動脈管は胎性期の低酸素状態で開き、生後
酸素に反応して収縮する。一方、肺動脈は胎
生期低酸素状態で収縮しており、生後血中酸
素分圧が上昇すると拡張する。動脈管と肺動

脈の酸素に対する反応の違いの機序は不明
である。動脈管は数時間で自然に閉鎖するが、
未熟児の場合は閉鎖せず開存したままのこ
とがある。新生児の動脈管が閉じないと心疾
患の原因になることから、動脈管の開閉制御
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の機構を研究することの意味は大きい。周産
期の動脈管の収縮・拡張の機構を調べること
は、胎児循環生理の根本間題であるにもかか
わらず、国内外での研究は少ない。	
 
	
 酸素は動脈管平滑筋細胞の酸化還元状態
や活性酸素濃度を変えて、細胞膜表面のカリ
ウム(K)イオンチャネルを閉じ、脱分極を起
こし、カルシウム（Ca）チャネルを開き、細
胞内 Ca2+濃度を増加させる、細胞内小胞体か
らの Ca2+の放出を増加させる、Rho キナーゼ
の活性化を介し筋原線維の Ca2+感受性を増加
させる、ことにより動脈管を収縮させること
がこれまでに報告されている。	
 
	
 
(1)	
 K チャネル：K チャネルには多くのファ
ミリーがあるが、膜電位依存性 K チャネル
(Kv)ファミリーには酸素感受性を示すメン
バー（Kv1.2、1.5、2.1/9.3、3.1b、4.2、4.3）
が報告されている。我々はブタ胎仔、新生仔
の動脈管、肺動脈では Kv1.5 及びそのアクセ
サリーサブユニットの Kvβ1.2 が顕著に発現
していることを報告した。新生児の肺動脈で
は Kvβ1.2 の発現が低下、Kv1.5 の発現が増
大し、動脈管では Kvβ1.2 の発現が増大して
いた。Kvβ1.2 は Kv1.5 電流を抑制すること
から、新生児動脈管では Kvβ1.2 によって
Kv1.5 電流が抑制され、肺動脈では抑制が少
ない状態であることが推定された。動脈管で
は Kv の抑制に伴い Ca チャネルが開き、細胞
内へ Ca2+が流入することから血管が収縮し、
一方肺動脈では逆に拡張すると推定された
(Hayama,	
 Nakanishi. 	
 Pediatric 	
 Research,	
 
2006)。	
 
(2)	
 Ca チャネル：Ca チャネルは細胞膜のＧ
蛋白によって開閉が制御されているが、動脈
管における Ca チャネルの酸素感受性はまだ
研究されていない。酸素化によって動脈管に
発現しているα、β、γサブユニットの修飾
をプロテオミクスによって解明する必要が
ある。	
 
(3)小胞体：平滑筋細胞では、細胞膜から流
入する Ca2+が小胞体に存在するリアノジン受
容体を刺激し Ca2+が放出される。またイノシ
トール３リン酸が筋小胞体よりの Ca2+放出を
うながすことにより、細胞内 Ca2+濃度が上昇
して平滑筋収縮が起こる。小胞体にはリアノ
ジン受容体、Ca2+-ATPase,	
 Calsequestrin,	
 
PhospholambanなどのCa2+	
 結合タンパク質が
存在し、Ca2+と結合して小胞体からの	
 Ca2+	
 放
出や Ca2+取り込みを制御している。動脈管細
胞では酸素で小胞体からの Ca2+放出が増加す
る。肺動脈では逆に、低酸素で小胞体からの
Ca2+放出が増加する。この差の機序は不明で
ある。Ca2+結合タンパク質は酸素濃度の増減
によって修飾を受ける可能性があることか
ら、プロテオミクスの手法によって解明する
必要がある。	
 

(4)	
 筋原線維 Ca2+感受性：血管平滑筋の収縮
は、細胞内 Ca2+濃度増加とは別に、筋原線維
の Ca2+に対する感受性増加によっても制御さ
れている。即ち、GTP 結合蛋白（GTP-Rho	
 A
や GTP-Rho	
 B）は Rho キナーゼを活性化し、
Rho キナーゼの活性化はミオシン軽鎖ホスフ
ァターゼをリン酸化し、結果的にその活性を
落とすことで、ミオシン軽鎖はリン酸化され、
Ca2+に対する感受性が上がり、収縮がうなが
さ れ る (Kajimoto,	
 Nakanishi 	
 et 	
 al.	
 
Circulation	
 2006)。動脈管ミオシンは酸素
により Ca2+に対する感受性が増加し、肺動脈
では逆に低下する。その違いの機序は不明で、
Rho,	
 Rhoキナーゼに関するシグナル伝達系の
酸素による修飾についてプロテオミクスに
よって解明する必要がある。	
 
	
 酸素の増減によって発現量や翻訳後修飾
が変動するタンパク質は動脈管の酸素感受
性に寄与する可能性が高い。しかし、これま
でに動脈管・肺動脈の酸素感受性をターゲッ
トとした網羅的プロテオミクスの研究はな
い。これは対象とする新生児や胎児の動脈管
組織が極めて小さいことが大きな壁となっ
ている。微量タンパク質の発現変動を検出可
能にする蛍光色素を用いた蛍光標識二次元
電気泳動法を用いれば、変動するタンパク質
を敏感に検出することが可能である。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 本研究では、(研究１)動脈管及び肺動脈の
酸素濃度の増減によって発現変動するタン
パク質及び(研究２)胎仔の発達に伴って変
動する大動脈、肺動脈、動脈管のタンパク質
群を蛍光標識二次元電気泳動法及び質量分
析計 TOF/MS によるプロテオミクスの手法を
用いて同定する。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 血管試料の採取及び窒素/酸素処理	
 
研究１：妊娠30日（満期）家兎胎仔の動脈管
及び肺動脈を可及的速やかに採取し、実体顕
微鏡下氷冷生理食塩液中で血液成分などの付
着 を で き る 限 り 除 去 し 、 Nakanishi ら
（Nakanishi	
 T	
 et	
 al.,	
 1993）の方法に従っ
て、窒素（95%	
 N2-5%	
 CO2）又は酸素（95%	
 O2-5%	
 
CO2）飽和Krebs-Henseleit緩衝液中37℃で培
養し、液体窒素を用いて急速凍結後-80℃に保
存し分析試料とした。	
 
研究２：妊娠30日（満期）、妊娠27日（早期）、
妊娠21日（超早期）の家兎胎仔及び家兎新生
仔（生後2日）から大動脈、肺動脈、動脈管を
研究1と同様にして採取し、直ちに急速凍結し
-80℃に保存した。	
 
	
 (2)	
 蛍光標識二次元ディファレンスゲル電
気泳動法（2D-DIGE）による発現量の変動解析	
 
血 管 組 織 試 料 を プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤
（Complete,	
 Roche	
 Molecular	
 Biochemicals）



 

 

と脱リン酸化阻害剤を含む緩衝液によりホモ
ジナイズした。8Mウレア、4%CHAPS、10mM	
 Tris,	
 
pH	
 8.0を含む可溶化用緩衝液によりタンパク
質を抽出可溶化した。研究１の抽出タンパク
質試料は	
 50μgをそれぞれCy3又はCy5で最小
標識し、非標識の抽出したタンパク質試料を
加えてそれぞれ500μgとし、血管ごと一括し
て同一ゲル上で等電点（pH	
 3-10）/SDS	
 (10%	
 ア
クリルアミド)二次元電気泳動を行った。研究
2では、胎生21日,	
 27日及び新生仔の各組織抽
出タンパク質試料25μgをそれぞれIC-3-OSu
（同仁化学研究所）、胎生30日の各組織抽出
タンパク質試料25μgをそれぞれIC-5-OSu（同
仁化学研究所）を用いて戸田らの蛍光標識法
(Tosifusa	
 Toda 	
 et 	
 al .	
 J	
 Electrophoresis	
 
2007;51:21-26)に準拠して実施した。同じ組
織から抽出したタンパク質試料を、胎生21日
（IC-3）と胎生30日（IC-5）、胎生27日（IC-3）
と胎生30日（IC-5）、新生仔（IC-3）と胎生30
日（IC-5）で混和し、等電点(ZOOM	
 Strips	
 
pH3-10	
 NL, 	
 Invitrogen)/10% 	
 SDS -PAGE	
 
(NuPAGE	
 10% 	
 Bis -Tris	
 Gel 	
 IPG 	
 Well, 	
 
Invitrogen）二次元電気泳動を行った。	
 
	
 (3)	
 質量分析用試料の調製と測定	
 
	
 二次元電気泳動法により分離されたタン
パク質スポットを EXQuest	
 Spot	
 Cutter	
 (バ
イオラド)を用いて切り出し、洗浄、ジチオ
スレイトールによる還元処理、ヨードアセト
アミドによるアルキル化処理後、ゲル内トリ
プシン消化し、ZipTip（ミリポア）を用いて
脱塩し濃縮して、測定用試料とした。マトリ
ックスには、α-cyano-4-hydroxycinamic	
 
acid	
 を 用 い 、 タ ー ゲ ッ ト に は 、 MTP	
 
AnchorChip	
 600/484	
 を用いた。Autoflex	
 II	
 
MALDI-TOF/TOF-MS（ブルカー・ダルトニクス）
により質量分析を行った。検索ソフト
（MASCOT）を用いたペプチドフィンガープリ
ンティング法及び MS/MSの結果に基づいてタ
ンパク質を同定した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
	
 研究 1：肺動脈試料の二次元電気泳動の結
果を図 1に示した。窒素処理条件で発現が増
加したスポットが 12 個、高酸素条件で発現
が増加したスポットが 3個認められた。分子
量の変動を示したスポットは 2 個であった。
分子量の変動を示したスポットのうち、図中
に矢印で示したタンパク質は質量分析の結
果からトロポミオシンの一種と同定された。
DA および PA の両試料において、窒素処理
によりトロポミオシンの泳動速度は遅くな
り、酸素処理によって泳動速度が速くなる傾
向を示した。 
	
 動脈管試料の二次元電気泳動の結果を図 2
に示した。窒素処理で発現が増加したスポッ
トが 4個、高酸素条件で発現が増加したスポ

ットが 11 個認められた。分子量の変動を示
したスポットは 2 個あり、そのうち１つは、
肺動脈でも同様の変動を示したトロポミオ
シンの一種であった。高酸素条件の動脈管で
増加を示したタンパク質のうち、図中に矢印
で示したタンパク質は質量分析の結果から
ペルオキシレドキシン 4と同定された。	
 
	
 トロポミオシンは、アクチンと結合し筋肉
の収縮・弛緩の調節を担う。刺激により平滑
筋細胞内の Ca2+濃度が上昇すると、Ca2+がトロ
ポミオシンと結合し、トロポミオシンの構造
が変化し、アクチンからトロポミオシンが外
れ、ミオシンとアクチンの結合が生じて筋が
収縮する。トロポミオシンの翻訳後修飾とし
てアセチル化が報告されている。アセチル化
されたトロポミオシンはアクチンに結合し
やすくなり、アクチンファイバーを補強し、
アクチンのミオシンとの結合を通して筋収
縮制御に寄与しているものと考えられてい
る。また、アセチル化されたトロポミオシン
は、アセチル化されていないものに比べて
SDS-PAGE における泳動速度が速くなり、みか
けの分子量に違いが生じる（Skoumpla	
 K	
 et	
 
al.,	
 2007）。本研究におけるトロポミオシン



 

 

の分子量シフトは、アセチル化・非アセチル
化されたトロポミオシンの量的変動を示し
ている可能性がある。すなわち、酸素処理に
よって泳動速度が速くなる傾向が示された
ことから、高酸素条件でこれらの血管のトロ
ポミオシンのアセチル化が進む可能性があ
る。トロポミオシンのアセチル化が血管の収
縮・弛緩に果たす役割についてはさらなる検
討が必要である。 
	
 高酸素条件の動脈管で増加を示したタン
パク質として、抗酸化作用をもつペルオキシ
レドキシン 4 が見つかった。1 時間の高濃度
酸素の刺激により、動脈管においてはこのタ
ンパク質が誘導されたことになる。ペルオキ
シレドキシンは、抗酸化作用をもつ酵素であ
り、多くの組織・細胞の細胞質に豊富に存在
し、活性酸素である過酸化水素や活性窒素で
あるペルオキシナイトライトを消去する作
用をもつ。過酸化水素は、チロシンリン酸化
酵素を始めとした多くのタンパク質のシス
テイン残基を酸化しタンパク質の機能を変
えることにより、シグナル伝達に関与する
（Rhee SU et al., 2005）。細胞質内の活性酸
素が増えると、動脈管ではカリウムチャネル
が阻害され、動脈管が収縮すると報告されて
いる（Reeve HL et al., 2001）。本研究におい
てペルオキシレドキシンの増加が示された
ことから、高酸素条件の動脈管では特異的に
活性酸素である過酸化水素を除去する作用
が活発であると推定される。ペルオキシレド
キシンには、炎症や免疫応答に関わる転写因
子である Nf-kB の活性化を抑える作用が報
告されている（Jin D-Y et al., 1997）。Nf-kB
は酸化ストレス（過酸化水素）により活性化
され、誘導型シクロオキシゲナーゼ２
（COX-2）や誘導型一酸化窒素合成酵素
（iNOS）を誘導する（Panwalkar A et al., 
2004）。ペルオキシレドキシンが Nf-kBの活
性化を抑え、その結果 Cox-2や iNOSの誘導
を抑制するならば、血管拡張作用が抑えられ
ることになる。ペルオキシレドキシンは生後
の動脈管の収縮の維持や閉鎖に寄与する可
能性がある。 
 
	
 研究 2：胎仔動脈管試料の蛍光標識二次元
電気泳動の結果を図 3 に示した。胎生 21 日
と 30日試料を混和したものを A、胎生 27日
と 30 日試料を混和したものを B、新生仔と
30日試料を混和したものを Cとした。胎仔の
発達に伴って発現量が増加したスポットを
丸印で示し、減少したものを長方形で囲んで
示した。増加したタンパク質の一つは、心血
管試料のいずれにおいてもアルブミンであ
った。（図 3 ABCに星印で示した。） 
	
 胎生 21、27、30 日および新生仔の動脈管
試料のそれぞれの二次元電気泳動パターン
を図 4のAからDに示した。動脈管、肺動脈、

大動脈の二次元電気泳動の結果から、胎仔の
発達に伴って発現量の変動が明らかなスポ
ットを含む１ヵ所を拡大し、図 4の Eから P
に示した。動脈管では、黒矢印と黒三角で示
した 2 つのスポットが、胎生 21 日や新生仔
に比べて胎生 27 日と 30 日で増加していた。
しかし、肺動脈や大動脈では大きな増減は観
察されなかった。白矢印で示したスポットは
動脈管でみられるが、肺動脈や大動脈ではみ
られなかった。一方、白三角で示した 2つの
スポットは肺動脈や大動脈では明瞭である
が、動脈管ではほとんど観察されなかった。
黒矢印と黒三角で示したタンパク質は質量
分析の結果から、それぞれ EF ハンドモチー
フを持つ Ca 結合タンパク質である
reticulocalbin3 と筋収縮に関係する繊維構成
タンパク質であるトロポミオシン 2であった。 
	
 胎児のアルブミンは胎児自身の肝臓で合
成され、その産生量も胎児の発達と共に増加
し、成人で一定値を保つ。血管試料からは極
力血液成分を除去したが、太い血管の外膜に
ある小血管（脈管の脈管）などは除いていな
いので、その中に血液成分は残存している。
動脈管・肺動脈・大動脈のいずれの試料でも
胎生 21 日ではほとんどみられなかったアル
ブミンが、胎生 27 日以降では明瞭に観察さ
れたことから、胎生 21 日の家兎胎仔ではア
ルブミンの合成が少ないと思われる。胎仔性
アルブミンであるαfetprotein が検出されて
いることから、アルブミンよりαfetproteinが
未熟胎仔では優勢なのかもしれない。 
	
 動脈管の成熟に従って発現が増加する 2つ
のタンパク質を質量分析法により帰属した。
一つは、reticulocalbin3であり、心筋や平滑筋
に発現し、細胞内では小胞体内腔に分布する。



 

 

このタンパク質の詳しい生理的な機能はま
だ知られていない。しかし、低浸潤製の乳癌
細胞（MCF-7）より高浸潤性の乳癌細胞
（MDA-MB-435）でより高発現であることか
ら、細胞の遊走能に関与している可能性があ
る。 
	
 トロポミオシン 2 は筋の収縮に寄与する。
平滑筋細胞、心筋細胞、骨格筋細胞に高発現
し、この遺伝子の変異はミオパチーの１種の
原因となる。前立腺癌や高浸潤性の乳癌細胞
（MDA-MB-435）、食道扁平上皮癌で発現が
高いこと、クラゲの単核の筋細胞では遊走が
止まるとこのタンパク質をコードする転写
物が激減することが報告されている。このタ
ンパク質も細胞の遊走能に関係している可
能性がある。満期胎児の動脈管では、血管内
皮の肥厚と平滑筋細胞の遊走能の亢進があ
ることから、これらの二つのタンパク質は血
管平滑筋の遊走に関係している可能性が考
えられる。胎生 21 日や新生仔の閉じた動脈
管では、これらの発現量は低く大動脈や肺動
脈並みになっていることから、満期胎児の動
脈管に必要なタンパク質量の増加であると
思われる。 
	
 まだ未同定であるが、動脈管（白矢印）や
肺動脈・大動脈（白三角）に特異的に発現し
ているタンパク質も検出された。このように
胎児の発達に伴うタンパク質の変動を詳細
に検討することにより、特異的なタンパク質
の発現情報を得て、胎児の血管発達のレベル
を示すマーカータンパク質の発見や動脈管
開存症などに対する新しい治療法の開発に
つなげたい。	
 
	
 
	
 本基盤研究により、成熟胎仔動脈管では、
アクチン-ミオシン相互作用を制御するタン
パク質（トロポミオシン 2）の発現が高まり、
Ca2+濃度依存の制御（reticulocalbin3）を受け、
ペルオキシレドキシンのような酸化還元状
態に関係するタンパク質によりその機能が
制御されているという図式を導きだすこと
ができた。	
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