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研究成果の概要（和文）：胎生期特有の血管である動脈管は生直後に閉鎖するが、その閉鎖の分子機序は不明な点が多
い。本研究において、我々はPGE2-EP4シグナル経路が動脈管弾性線維の低形成をきたす主要なシグナルであること、PG
E2-EP4シグナル経路においてcAMP経路を介さない下流シグナルとして、NFkB経路が活性化していること、動脈管内皮細
胞の遺伝子発現プロファイルを世界で初めて明らかにした。これらの新たな知見を活かすことによって、動脈管に関す
る新規治療法の開発の可能性が拓かれた。

研究成果の概要（英文）：The ductus arteriosus (DA) is an essential fetal artery that closes immediately af
ter birth. However, the molecular mechanisms remain unknown, especially its vascular remodeling. We found 
that 1) prostaglandin E2 (PGE2) -EP4 signaling decreased elastic fiber formation through degradation of th
e cross-linking enzyme lysyl oxidase, and that 2) NFkB signal could be activated by PGE2-EP4 stimulation v
ia cAMP-independent pathway, and that 3) endothelial cells of the DA exhibited a unique gene profile invol
ved in the regulation of DA-specific morphology and function. These novel findings regarding DA vascular r
emodeling could open a possibility to innovate a new therapeutic strategy for the regulation of DA closure
. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
動脈管は肺動脈と大動脈とを連結している
バイパス血管で、胎生期にのみ開存し、生直
後の肺呼吸の開始とともに直ちに閉塞にむ
かう。生直後の血管収縮に伴う機能的閉鎖か
ら、血管内腔面が閉塞し、血流が遮断され、
最終的には索状の線維性組織（解剖学的閉鎖）
へと変化する。こうした劇的な変化を生じる
ために、隣接する他の血管と異なる構造上の
特徴として、動脈管には血管内膜肥厚や弾性
線維の形成不良が認められる。血管内膜肥厚
部位は、いわば内膜面における接着剤の役割
を果たし、出生後に収縮性刺激に曝された動
脈管が、速やかに恒久的な閉塞へと進むこと
を促していると考えられる。未熟児動脈管や
先天性動脈管開存症では、内膜肥厚の低形成
が認められる場合が知られている。また、弾
性線維の形成不良は、動脈管の弾力性を失わ
せ、速やかに閉鎖するためには合目的である
と考えられる。さらに動脈管は隣接する他の
弾性血管に比して、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な
ど機能的にも違いがあることが知られてい
る。 
従来の動脈管研究は、血管の収縮弛緩に関す
る血管作働性因子の検討が中心であり、血管
構造の違いをきたす分子機序について、血管
分化の視点から取り組んだ研究は遅れてい
た。我々は、脂質メディエーターである PGE2

が、その特異的受容体 EP4 を介して、動脈管
平滑筋細胞からのヒアルロン酸産生を促し、
これが動脈管血管内膜肥厚を生じさせ、閉鎖
を促進することを見出した。本発見により、
我々は「動脈管閉鎖遅延は、将来閉塞すべき
運命にある血管として、その機能的・構造的
分化が不完全・未熟であるために発症する」
と着想するに到った。 
そこで我々は動脈管での PGE2-EP4 下流シ
グナルを詳細に検討した結果、アデニル酸シ
クラーゼアイソフォームよる動脈管内膜肥
厚の相違や新規に発見された cAMP 下流シ
グナル Epac1 の動脈管内膜肥厚促進作用に
ついて明らかにしてきた。さらにＴ型カルシ
ウムチャネルが酸素依存性に活性化し、動脈
管内膜肥厚を促進する働きを有することを
発見した。以上の結果から、PGE2-EP4-cAMP
シグナルやカルシウムシグナルを介する動
脈管内膜肥厚形成の分子機序に関しては、研
究の大きな進展をみることが出来た。しかし、
これらの研究の結果、cAMP 下流シグナル活
性化のみからでは説明し難い、cAMP 経路を
介する以外の動脈管リモデリング機序が存
在する可能性が示唆された。一方、動脈管弾
性線維の形成不良を起こす分子機序に関し
ては、不明な点が多く残された。また、近年
BN ラットと呼ばれる特殊な系統のラットは
弾性線維の異形成・低形成と動脈管開存症を
高率に発症することが報告された。その原因
遺伝子の研究が進められているが、まだ同定
されるには到っていなかった。さらに、動脈

管で酸素や PGE2に対して感受性が高い原因
には、それらを感知する内皮細胞の性質が、
隣接する他の血管の内皮細胞の性質と異な
ることが推測された。しかし、これまでに動
脈管内皮細胞の構造的・機能的特性について
詳細に検討された研究は行われていなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
未熟児、先天性心疾患患児では、動脈管を人
為的に閉鎖ないし開存させなくてはならな
い場合がしばしばある。動脈管閉鎖の分子機
序を解明し、新たな治療法を開発することは、
小児医療上、極めて重要な研究課題である。
動脈管は将来閉塞すべき運命にある血管と
して、他の血管には見られない血管構造を有
している。本研究では、その特徴ある血管構
造を形成する分子機序を詳細に解明するこ
とを目的とする。我々の最終目標は、当該研
究の成果を基盤として、動脈管の閉鎖・開存
を制御する新たな治療法を確立することで
ある。 
 
３．研究の方法 
(１）PGE2-EP4 シグナル経路において cAMP 経
路を介さない動脈管リモデリング機序の解
明 
ラット動脈管平滑筋培養細胞に対して、EP4
刺激と cAMP 刺激薬であるフォルスコリンを
使って刺激し、48 時間後に細胞を回収した。
mRNA抽出後にDNAマイクロアレイ法で両者の
遺伝子発現を比較検討した。 
(２）PGE2-EP4 シグナル経路を介さない動脈
管リモデリング経路の同定 
PGE2-EP4シグナルの様に、動脈管血管収縮（機
能的閉鎖）に重要と考えられている因子の中
で、酸素化によって有意に変化をする細胞外
基質を検討した。具体的にはラット動脈管平
滑筋培養細胞を低酸素から正常酸素濃度に
培養条件を移し替えたときに、培養上清中で
変化する蛋白質をLC-MS/MS法にて解析した。 
(３）動脈管が弾性線維低形成をきたす分子
機序の解明 
動脈管では弾性線維の形成不良が認められ
るが、EP4 遺伝子欠損マウスの動脈管には弾
性線維形成不良が認められないことから、
EP4 が弾性線維形成を制御する分子機序を検
討した。また、BN ラットを用いて、弾性線維
低形成、動脈管開存症をきたす原因遺伝子の
探索をするため、DNA マイクロアレイ法にて
BN ラット動脈管の遺伝子発現プロファイル
を検討した。 
(４）動脈管内皮細胞の特性の解明 
動脈管内皮細胞と隣接する他の血管（大動脈
など）の内皮細胞を FACS 法を使って純粋分
離し、動脈管内皮細胞の遺伝子発現を DNA マ
イクロアレイ法にて検討した。 
 
４．研究成果 
(１）PGE2-EP4 シグナル経路において cAMP 経



路を介さない動脈管リモデリング機序の解
明 
ラット動脈管平滑筋培養細胞に対して、EP4
刺激とフォルスコリン刺激との遺伝子発現
を比較検討した。両者において、有意に発現
の変化が見られた遺伝子を抽出し、MetaCore
というパスウェイ解析ソフトウェアを用い
て、さらに解析を行ったところ、フォルスコ
リン刺激に対して、EP4 刺激では炎症系のシ
グナルはスウェイが亢進していること、とく
に NFkB 経路が活性化していることが示唆さ
れた。EP4 刺激の下流に NFkB 経路が活性化し
ているという報告は非常に少なく、今後動脈
管の閉鎖に NFkB 経路が如何に関与している
のかを検討してゆく必要がある。 
(２）酸素化による動脈管平滑筋培養細胞上
清での細胞外基質の変化 
LC-MS/MS 解析を行い、低酸素下(酸素 1%)及
び正常酸素下(酸素 21%)のそれぞれで培養し
たラット動脈管平滑筋細胞の上清中の分泌
タンパク質を網羅的に調べた。その結果、酸
素濃度の上昇により動脈管平滑筋細胞から
分泌されるエラスチン、ファイブロネクチン、
バイグリカンの分泌が通常酸素下の培養条
件で減少する事が分かった。これらは細胞外
マトリックスの主要構成因子であり、中でも
エラスチンは血管において弾性線維を形成
し、血管に弾力性を与える働きをしている事
が知られている。 
そこで RT-PCR 解析、Western blot 法による
解析を行い、低酸素下から通常酸素下になる
ことで動脈管平滑筋細胞においてエラスチ
ン mRNA（図１）、トロポエラスチン蛋白質（図
２）の発現が減少する事を確認した。  
 (３）動脈管が弾性線維低形成をきたす分子
機序の解明 
1. PGE-EP4刺激による動脈管平滑筋弾性線維
低形成 
我々はまず、胎生 21 日目のラット動脈管か
ら血管平滑筋細胞を分離培養し、長期間（14
日間）、培地の上清などを交換せずに培養す
ることによって、エラスチン架橋形成を調べ
ることが可能となる実験系を確立した。この
培養実験系を使って、培養上清中に PGE2 や
EP4 刺激を与え、エラスチン架橋形成への影
響を調べた。その結果、PGE2 （10-6M）や EP4
刺激（ONO-AE1-329, 10-6M）を与えた平滑筋
細胞では、対照群に比して、有意にエラスチ
ン架橋形成が低下していた。この低下の程度
は、エラスチン架橋形成に働くlysyl oxidase 
(LOX) 阻 害 剤  -aminopropionitrile 
fumarate （BAPN）を加えたものと同等であ
った。一方、EP1/3刺激（sulprostone, 10-6M）
や EP2 刺激（butaprost, 10-6M）では、対照
群に比して変化がなかった。バリンに標識し
た実験によって、新たに形成される弾性線維
の形成が不良であることを認めた。 
2. PGE-EP4 刺激による LOXタンパク質の低下 
胎生 21 日目のラット動脈管と大動脈から血
管平滑筋細胞を分離培養し、PGE2 や EP4 刺

激によって、培養上清と平滑筋細胞における
LOX タンパク質の発現変化を検討した。その
結果、PGE2 や EP4 刺激で培養上清と平滑筋
細胞におけるLOXタンパク質が動脈管平滑筋
細胞では顕著に低下したが、大動脈平滑筋細
胞では変化が認められなかった。また、EP1/3
刺激（sulprostone, 10-6M）や EP2 刺激
（butaprost, 10-6M）では、対照群に比して
変化がなかった。さらに LOX タンパク質をア
デノウィルスベクターを使って、過剰発現さ
せ、１と同様の実験を行ったところ、EP4 刺
激（ONO-AE1-329, 10-6M）で、有意に低下し
たエラスチン架橋形成は、LOX タンパク質過
剰発現によって、回復した。 
3. PLC を介する EP4刺激による LOXタンパク
質の低下 
先行研究によって、PGE2 や EP4 刺激は cAMP
をセカンドメッセンジャーとして、その下流
シグナルを活性化して、動脈管の血管拡張や
血管リモデリングに関与することが判明し
ている。そこで EP4 刺激による LOX タンパク
質の低下の原因となるシグナル経路を検討
した。その結果、cAMP 下流経路として働く
PKAや Epacは EP4刺激によるLOXタンパク質
の低下に関与していないことが判明した。一
方、EP4 刺激下で、各種シグナル経路の阻害
剤を同時に与えたところ、Gβγ阻害剤
（gallein）、protein kinase C 阻害剤（bis: 
bisindolylmaleimide I）、phosphoinositide 
3-kinase (PI3K) 阻害剤（LY294002）を与え
たところ、これらのシグナル経路は EP4 刺激
によるLOXタンパク質の低下に関与していな
かった。唯一、phospholipase C (PLC) 阻害
剤である U73122 を加えたところ、EP4 刺激に
よるLOXタンパク質の低下を阻止することが
できた。 
4. EP4 刺激によるリソソームにおける LOXタ
ンパク質分解促進 
PGE2 や EP4 刺激での LOX mRNA 発現をリル
タイム定量 PCR 法で測定をしたところ、EP4
刺激で LOX mRNA発現には変化が認められな
かった。また、LOX は細胞内では LOX 
proenzyme として存在し、細胞外に出ると
BMP1 プロテアーゼによって、架橋形成活性を
持つ LOX と架橋形成活性を持たない
propeptide になるが、 EP4 刺激で LOX 
proenzyme 発現には変化が認められなかった。
以上のことから、EP4 刺激は LOX タンパク質
の分解を促進していることが疑われた。そこ
でリソソームでのタンパク分解を抑制する
塩化アンモニウム（NH4Cl）や bafilomycin
を加えると、EP4 刺激による LOX タンパク質
の低下を抑制することができた。さらにクラ
スリン誘導によるエンドサイトーシスを抑
制するchlorpromazine (CPZ)を加えたところ、
EP4 刺激による LOX タンパク質の低下を抑制
することができた。以上のことから、PGE2 や
EP4 刺激はクラスリン誘導による LOX のエン
ドサイトーシスを亢進し、リソソームでの分
解を促していることが考えられた。この LOX



の低下がEP4を介して動脈管特異的に生じる
ことが、動脈管での弾性線維形成低下の主要
な要因となっていると考えられた。 
５．BN ラット動脈管の遺伝子発現プロファイ
ル 
弾性線維の異形成・低形成と動脈管開存症を
高率に発症することが知られている BN ラッ
トの動脈管遺伝子発現プロファイルを調べ
たところ、対照ラット動脈管に比べ、
Tenascin-N (Tnn)の発現が有意に低下し、
aggrecan (Acan)の発現が有意に低下してい
ることを見出した。また、EP4 の発現も有意
に低下していた。 
 (４)動脈管内皮細胞の特性の解明 
胎生 21 日及び新生仔動脈管から内皮細胞を
純粋単離することができた。図３A 右下の
CD31 陽性、CD45 陰性分画に認められる細胞
群が内皮細胞と考えられた。単離した細胞群
から mRNA を抽出し、内皮細胞特異的および
平滑筋細胞特異的遺伝子発現を調べたとこ
ろ、右下の分画には内皮細胞特異的遺伝子の
発現が、左下の分画には平滑筋細胞特異的遺
伝子発現が多かった。 
DNA マイクロアレイ法を用いて、ラット動脈
管内皮細胞特異的に発現をする遺伝子を調
べたところ、Affymetrix GeneChip® Rat Gene 
1.0 ST Arrayに存在する26,469プローブ中、
大動脈内皮細胞に比べて2倍以上に発現増加
をしているものを 82 遺伝子同定することが
できた。この中には Tgfb2 や Vegfa など既
に内皮での役割が知られているものの他に
これまで全く役割を知られていない遺伝子
が多数含まれていた。発現の多い遺伝子群の
中には、受容体へのリガンドとなる Tgfb2、
Vegfa、Fgf10、Efnb、Ctgf、Fbn1、受容体蛋
白質である Cxadr、Met、Chrm5、イオンチャ
ネルである Trpc5、Cacnb3 などが、血管リモ
デリングに関与する可能性の高い遺伝子と
して挙げられた。 
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