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研究成果の概要（和文）：本研究は動脈管機能的・構造的に閉鎖する分子機序を解明し、新たな治療法を開発す
ることを目的とした。そのために、ポリフェノールが動脈管収縮やリモデリングに及ぼす影響、転写因子NR4A1
が動脈管閉鎖に果たす役割の解明、出生前後での動脈管のミトコンドリア機能特性について検討を行った。レス
ベラトロールでは有意に動脈管を収縮させると共に、Cox2とEP4の発現を低下させること、Nr4a1発現量は酸素化
で有意に増加しNr4a1にはアルロン酸産生促進能があること、動脈管では出生後にミトコンドリア呼吸や解糖系
活性が低下する可能性があること、が判明した。本研究は今後の動脈管創薬を考える上での基礎となる。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the molecular mechanisms of 
functional and structural closure of ductus arteriosus and to develop new therapeutic strategies. To
 this end, we investigated the effects of polyphenols on ductal contraction and remodeling, the role
 of the transcription factor NR4A1 in ductal closure, and the mitochondrial functional 
characteristics of ducts before and after birth. We found that resveratrol significantly constricts 
ductus arteriosus and decreases the expression of Cox2 and EP4, that Nr4a1 expression is 
significantly increased by oxygenation and that Nr4a1 has the ability to promote hyaluronic acid 
production, and that mitochondrial respiration and glycolytic system activity may be decreased after
 birth in ductus arteriosus The study is a key step in the future development of drugs for ductus 
arteriosus wound healing. This study provides a basis for future arteriolar drug discovery.

研究分野： 発達循環器学

キーワード： 動脈管　転写因子　内膜肥厚　メタボローム　ミトコンドリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈管閉鎖機転を知ることは、未熟児ならびに先天性心疾患患児をはじめ、小児医療上、極めて重要な研究課題
である。本研究は、これまでに十分に検討が及んでいなかった観点から、動脈管の分化・成熟に関わる分子機序
を検討し、動脈を選択的かつ効果的に閉鎖させる新たな治療法の確立にむけて展開ができると考えている。未熟
児・新生児医療の現場からは、PGE２合成阻害剤やPGE２製剤に代わる新たな治療法の開発が強く望まれており、
本研究の意義は臨床的にも極めて大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
動脈管は胎生期にのみ開存し、生直後の肺呼吸の開始とともに閉鎖にむかう。生直後の血管収縮

に伴う機能的な閉鎖過程を経て、血管内腔面が閉塞し、索状の線維性組織へと変化して器質的にも

閉鎖する。そのため、動脈管は隣接する他の弾性大血管と異なる機能的、構造的特徴を有する。機能

的特徴として重要なのは酸素やプロスタグランジン E2 (PGE2) に対して感受性が高いことである。一方、

構造的には生理的な血管内膜肥厚や弾性線維の形成不良が認められる。血管構造の変化は、胎生

後期に急速に進行し、内腔の狭小化や血管弾性の低下をきたし、出生後に収縮性刺激に曝された動

脈管が、恒久的な器質的閉鎖へと進むために必須である。未熟児や先天的な動脈管開存症（PDA）で

は、内膜肥厚の低形成や弾性血管化など血管構造の異常が認められることが知られている。 

動脈管研究は、主に機能的な血管収縮弛緩機序について生理学的・薬理学的な取り組みが先行

して進められてきた。その後、分子生物学的研究の進展に伴って、動脈管に特徴的な血管構造変化

を生じる分子機序を解明する研究が国内外において活性化し、新たな知見が研究代表者らをはじめと

して産み出されてきている。特に、動脈管で強い血管弛緩作用のある PGE2 には受容体 EP4 を介して

動脈管の構造変化を制御する働きも有している、という研究代表者らの発見は重要な転換点となった。

さらに転写因子 TFAP2B が PDA を伴う Char 症候群の原因遺伝子であることが判明し、遺伝学的研究

や遺伝子改変動物の研究から、動脈管閉鎖に関わる機構が遺伝子・分子レベルで明らかになりつつ

ある。こうした国内外の一連の研究によって動脈管閉鎖の分子機序に関しての理解がこの 10 年の間

に大きく進んできている。にもかかわらず、PDA に対する薬物治療は、従来通りのまま、インドメタシン

などシクロオキシゲナーゼ（Cox）阻害剤のみで新たな薬剤は開発されていない。このように動脈管の閉

鎖は胎児循環から新生児循環に変換する過程にとって極めて重要な現象であるが、その閉鎖を制御

するための人為的介入方法については多くの問題点が残されており、動脈管閉鎖を制御する新たな薬

剤開発が求められている。 

 

２．研究の目的 

動脈管閉鎖機転を知ることは、未熟児ならびに先天性心疾患患児をはじめ、小児医療上、極めて重

要な研究課題である。これまでに動脈管の分化・成熟に関わる分子機序を検討し、動脈を選択的かつ

効果的に閉鎖させる新たな治療法の確立に関する研究は十分に進捗していなかった。そこで本研究で

は、動脈管のみが生後に閉塞し、隣接する大動脈や肺動脈が閉塞しない理由を解明し、その特性を利

用して医療に活かすことを目的とした。具体的には以下の疑問点を解明することを試みた。 

１． 動脈管の構造的変化を促進し、かつ動脈管特異的な血管収縮作用を有する因子（化合物）が存在

するか？ 

２． 動脈管の特性を生み出す転写因子カスケードはどのように働いているのか？  

３． 動脈管の組織代謝は他の大血管とは異なる特性を有するのか？ 異なるとするなら、エネルギー産

生の主たる場であるミトコンドリアに原因があるのか？  

以上の疑問点を解明するために３年間で以下の研究を実施した。 

 
３．研究の方法 

1) 血管リモデリング促進作用を有する動脈管収縮因子(化合物)の探索 

動脈管開存症の治療に使用されるCox阻害剤は動脈管収縮作用がある一方、PGE2-EP4によ

る内膜肥厚形成を抑制する可能性がある。本研究では内膜肥厚形成を促進し、かつ選択的

に動脈管収縮作用を有する因子（化合物）を見つけ出すため、先行研究において動脈管収縮

作用があると考えられる物質を選別し、動脈管平滑筋細胞の増殖能、遊走能、ヒアルロン酸産生

能など、動脈管リモデリングに関わる機能を計測し、器質的閉鎖に及ぼす役割を検討した。その



候補因子としてポリフェノールについて重点的に検討を行った。ポリフェノールは先行研究におい

て、母体が大量に摂取すると胎児の動脈管が早期閉鎖をするという報告がなされているために候

補因子として取り上げた。最初に母体へのポリフェノール投与が胎児の早期動脈管閉鎖を誘発す

るかを検討した。妊娠17日目から母体ラットにレスベラトロール（50mg/kg）を1日1回腹腔内投与し、

20日目に帝王切開して、急速凍結割断法にて、動脈管断面図を記録し、Image Jにて動脈管と大

動脈の直径を計測した。次いで、胎生21日のWistarラットの動脈管組織から培養平滑筋細胞を抽出

して、レスベラトロールがCox2やEP4遺伝子発現に及ぼす影響を検討した。 
 

2) 転写因子 NR4A1 が動脈管閉鎖に果たす役割の解明 

動脈管の特性のひとつに酸素反応性が高く、酸素分圧の上昇にとって血管収縮が強くなることが挙げ

られる。しかし、酸素分圧の上昇が解剖学的閉鎖に及ぼす影響は調べられていなかった。そこで胎生

21 日、生後 2 日の Wistar ラットの動脈管(DA)、肺動脈（PA）、上行大動脈(AO)組織から培養平滑筋細

胞(SMC)を抽出して、Agilent SurePrint G3 Rat GE 8X60K, V2 Microarrays (Agilent®)で組織の網羅的

遺伝子解析を行った。d2DA/e21DA＞2.0 かつ d2PA/e21PA＜-2.0（生後 DA で発現増加、PA で発現

低下）した遺伝子は 19 個存在した。これらの遺伝子のなかで転写因子 Nr4a1 に注目し、DA における

解剖学的閉鎖に及ぼす役割を検討した。まず、培養容器の酸素濃度を異なる 3 群( A 群:4%で保持、B

群: 4％で 48 時間培養後に 21％で 2 時間経過、C 群: 4％で 48 時間培養後に 21％で 24 時間経過)に

分けて培養し、RT-PCR で Nr4a1 発現量を測定した。さらにプロスタグランジン E1(PGE1)刺激下で、

Nr4a1 阻害剤 DIM-C-pPhOH (c-DIM8), DIM-C-pPhCO2Me(c-DIM14)を 1,5,10[μM]投与し、遺伝子

発現やヒアルロン酸産生能に及ぼす影響を検討した。 

3) 動脈管の代謝特性の解明 

動脈管の酸素感受性の機序にミトコンドリアでの活性酸素の産生や ATP 消費が関与することが示唆さ

れている。しかし、動脈管の代謝動態の特徴は十分に理解されていない。そこで、胎生 21 日の Wistar

ラットを帝王切開で娩出した後に、第一呼吸をさせないで解剖した群と第一呼吸をさせた後で解剖した

群とに分けて、動脈管(DA)と大動脈(AO)を摘出した。これを Agilent Technologies 社製細胞外フラック

スアナライザーXFe24 を用いて、動脈管の代謝特性を明らかにすることを試みた。 

 
４.  研究の結果 
1) レスベラトロールが胎仔動脈管に及ぼす影響 

妊娠 17 日目から母体ラットにレスベラトロール（50mg/kg）を 1 日 1 回腹腔内投与し、20 日目 

 

 

に動脈管と大動脈の直径を計測したところ、レスベラトロールでは有意に動脈管直径の減少

を認めた（図 1）。図中の Diclofenac は動脈管を強力に収縮させる Cox 阻害剤のひとつで、陽

性対照として用いた。次に動脈管培養平滑筋細胞を用いて、レスベラトロールが Cox１，２や



プロスタグランジン E 受容体 EP4 の mRNA 発現に及ぼす影響を調べたところ、レスベラトロー

ルは濃度依存的に Cox2 と EP4 の発現を低下させることが判明した（図２）。 

2) 転写因子 NR4A1 が動脈管閉鎖に果たす役割の解明 

動脈管平滑筋細胞を低酸素状態（酸素濃度 4%）から正常酸素濃度（21%）に変化させると、Nr4a1

発現量は有意に増加したが、大動脈平滑筋細胞では増加を認めなかった（図３）。さらにプロスタ

グランジン E1(PGE1)刺激下で、Nr4a1 阻害剤 DIM-C-pPhOH (c-DIM8), DIM-C-pPhCO2Me(c-

DIM14)を 1,5,10[μM]投与すると、濃度依存的にヒアルロン酸産生能が低下した（図４）。 

 

3) 動脈管の代謝特性の解明 

ラット動脈管の代謝特性を細胞外フラックス アナライザーを用いて調べたところ、動脈管では血中酸素

濃度の増加が想定される呼吸の開始によって、予想に反して、ミトコンドリア呼吸及び解糖系の活性が

低下した。 一方、大動脈においては呼吸の開始によるミトコンドリア呼吸及び解糖系の活性への影響

は認めなかった（図５、図において B は呼吸開始前、A は呼吸開始後、OCR は酸素消費速度でミトコン

ドリア呼吸を反映し、ECAR は細胞外酸化速度で解糖系の活性を反映しているといわれる）。 
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