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研究成果の概要（和文）：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。我々は、動脈管が閉塞すべき運命にある血管として、特徴的な血管構造と機能を有して
いることに注目し、「動脈管の分化・成熟を制御する分子機序を詳細に解明すること」を目的とした。その結
果、1) NFkB抑制により動脈管閉鎖が促進されること、2) 動脈血の酸素化によって内膜肥厚促進やエラスチン分
泌の減少など、動脈管リモデリングに影響を及ぼすこと、3）トロンボキサンA2が動脈管閉鎖を促進すること、
４）リポ多糖による胎内感染ラット新生仔動脈管では、動脈管閉鎖が遅延すること、が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The ductus arteriosus (DA) is essential for fetal circulation and closes 
immediately after birth. It is very important to investigate the molecular mechanism of DA closure. 
In addition to the well-known vasodilatory role of PGE2, we previously found that PGE2-EP4 signal 
plays a critical role in charactering the DA structure. In the present study, we found that 1) NFkB 
inhibition promoted DA closure, 2) Oxygenation in blood after birth promoted intimal cushion 
formation and decreased secretion of elastin from DA smooth muscle cells, 3）Thromboxane A2 promoted
 DA closure, ４）Lipopolysaccharide delays closure of the rat DA by induction of inducible nitric 
oxide synthase but not prostaglandin E2. Our studies emphasize that a better understanding of DA 
vascular remodeling could encourage the design and development of novel pharmacological treatments 
for patients with patent DA or DA-dependent congenital heart diseases. 

研究分野：発達循環生理学
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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、索状の線維性組織（解剖学的閉鎖）
へと変化する。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。これら
の構造変化は、内腔の狭小化や血管の弾力性
低下をきたし、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。一方、未熟児動脈管や先
天性動脈管開存症では、内膜肥厚の低形成や
弾性線維の大動脈化が認められることが知
られている。さらに動脈管は他の弾性血管に
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
違いがあることが分かっている。 
 従来の動脈管研究は、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
取り組みによって進められてきた。一方、動
脈管に特徴的な血管リモデリングを生じる
機序に関しては、国外において、細胞外基質
フィブロネクチンの発現を阻害し、血管内膜
肥厚を抑制して動脈管開存状態に保つとい
う研究（Mason CA, et. al. Nat Med 1999）や血
小板血栓形成が動脈管閉鎖に重要な役割が
あるという研究（Echtler K, et. al. Nat Med 
2010）が報告されているが、不明な点が多く
残されている。我々は PGE2がその特異的受容
体 EP4 を介して、動脈管血管内膜肥厚を促進
すること及び動脈管弾性線維の形成不良の
主因となることを先行研究で明らかにした。
このことは PGE2-EP4 シグナルが、動脈管拡張
という機能的役割以外に、血管組織のリモデ
リングを促し、動脈管の解剖学的閉鎖に対し
て促進的な役割を担うことを示しており、
「動脈管の恒久的な閉鎖には機能的閉鎖の
みならず、構造的分化が重要である」ことが
明らかとなった。こうした我々の先行研究は、
PGE2-EP4シグナルが細胞外基質の組成を変化
させ、動脈管リモデリングを促すという、新
たな制御機序を示してはいたが、動脈管細胞
外基質についてはまだ十分に機能が調べら
れていない分子が多く残されてい宅ファイ
ル。さらに PGE2-EP4 の下流シグナルは cAMP
経路と非 cAMP 経路が多岐に分かれて、異な
る血管リモデリングを起こすことが明らか
となったが、非 cAMP 経路には未解決の課題
が残されていた。一方、PGE2-EP4 刺激のよう
に動脈管の血管トーヌスに影響する他の因
子がリモデリングに果たす役割の検討は、世
界的にも殆どなされていない。また、我々は
世界に先駆けて動脈管内皮細胞の網羅的遺
伝子発現プロファイルを明らかにし、動脈管
内皮細胞特異的な遺伝子が動脈管特有の構
造や機能に関与している可能性は高いが、そ
れら遺伝子の役割について、詳細な検討には
到っていなかった。以上、我々の先行研究の
成果を基に本研究が立案された。 

２．研究の目的 
未熟児や先天性心疾患患児では、胎生期特有
の血管である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。我々は、動脈管
が将来閉塞すべき運命にある血管として、隣
接する大動脈や肺動脈などの大血管には見
られない血管構造と機能を有していること
に注目し、その分子機序の解明を目指し、本
研究では、「動脈管の分化・成熟を制御する
分子機序を詳細に解明すること」を目的とし
た。さらに最終的は、動脈管の閉鎖・開存を
制御する分子機序に基づいた新たな治療法
を開発・確立することを目指す。 
 
３．研究の方法 
1).PGE2-EP4刺激下における非cAMP経路の動
脈管閉鎖機序の解明: 先行研究の結果、
PGE2-EP4 刺激によって、cAMP を介さずに動脈
管閉鎖を制御するシグナル経路の存在
（Src-PLC 経路や NFkB 経路など）が示唆され
た。本研究でさらに詳細な NFkB 経路が動脈
管閉鎖に果たす役割を検討した。 
2).PGE2-EP4 シグナル経路を介さない動脈管
リモデリング因子の同定: PGE2-EP4 シグナル
が機能的閉鎖と解剖学的閉鎖に影響する様
に、動脈管の収縮（機能的閉鎖）を促すと考
えられている因子（酸素、トロンボキサン A2）
が、動脈管リモデリングにも関与しているか
否かを検討した。また、ニワトリには PGE2
の供給源である胎盤が存在しないため、ニワ
トリ胚動脈管での動脈管リモデリングには
PGE2以外の因子が関与することが想定される。
そこでニワトリ胚動脈管での動脈管リモデ
リング因子を探索した。 
3). 動脈管細胞外基質のリモデリングに果
たす役割の解明: 動脈管ではヒアルロン
酸・フィブロネクチンの蓄積、弾性線維の低
形成が認められ、細胞外基質の組成の違いが
動脈管特性を規定している。本研究では、そ
の他の細胞外基質も含めて、血管リモデリン
グに重要な基質の同定とその役割の解明を
行った。 
 
４．研究成果 
1). NFkB 経路が動脈管閉鎖に果たす役割 
  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。そこで動脈管の閉鎖に NFkB
経路が如何に関与しているのかを検討する
ため、NFkB inhibitor である IMD-0354 を用



いて、ラット胎仔の動脈管組織を IMD- 0354
で刺激し、動脈管の形態変化を観察した。そ
の結果、IMD- 0354 によって動脈管が著しく
閉鎖する事を見出した。 
2). 酸素が動脈管閉鎖に果たす役割 
 低酸素下(酸素 1%)及び正常酸素下(酸素
21%)の条件で培養したラット動脈管平滑筋
細胞の上清を回収し、中の分泌タンパク質を
網羅的に調べた。回収した細胞上清を
Centrifugal Filter Units (MILLIPORE)を用
いて濃縮し、濃縮細胞上清から標本あたりタ
ンパク量 0.2μg を使い、LC-MS/MS を用いて
質量分析を行った。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。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と、動脈管平滑筋細胞
においてエラスチン mRNA、トロポエラスチン
蛋白質の発現が減少する事が判明した（発表
論文５）。  
 さらに、出生後の血液中酸素濃度上昇に伴
い、酸化ストレスによって、平滑筋から塩基
性線維芽細胞増殖因子（bFGF）が分泌し、細
胞遊走能・内膜肥厚が促進することを見出し
た。これらの結果から、胎生期から出産後に
おける酸素化は、動脈管収縮ばかりではなく、
血管リモデリングに関与していることを見
出した。 
3).トロンボキサンA2が動脈管閉鎖に果たす
役割 
  PGE2と同様にアラキドン酸から生成され
る脂質メディエータ―の一つであるトロン
ボキサン A2 の動脈管に及ぼす影響を検討し
た。トロンボキサン A2 受容体である TP は、
胎生期ラット動脈管で優位に発現し、TPアゴ
ニストである U46619 は、成熟した胎生末期
だけでなく、未成熟な胎生後期ラット動脈管
も強力に収縮させた。また、U46619 はラット
動脈管の内膜肥厚形成も促進させた。一方、
U46619 は、低濃度であれば腎動脈や腸間膜動
脈への収縮作用は弱かった。これらの結果か
ら、TP アゴニストは機能的及び解剖学的にも
動脈管を閉鎖させる作用を有することが明
らかになった（発表論文８）。 
4). ニワトリ胚動脈管での動脈管リモデリ
ング因子 
 孵卵 19 日目(embryo 19 ; e19), 20 日目(孵
化前期 internal pipping ; IP)、21 日目(孵
化後期 external pipping ; EP)のニワトリ
胚と出生後1日以内のヒナから動脈管を採取
し、組織学的評価試験を行った。Elastica van 
Gieson 染色と HE 染色を、肺動脈側動脈管、
大動脈側動脈管について行った。その結果、
肺動脈側動脈管ではe19から弾性組織の断片
化が、さらに IP 以降には内腔側に新生内膜
に似た構造が観察された。また、意外にもニ
ワトリ胚の血中プロスタグランジンE値はラ
ット胎仔と同等以上であり、ニワトリ胚でも

プロスタグランジンEが動脈管のリモデリン
グに影響を及ぼすことが示唆された。 
5). PGE2刺激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、PGE2刺激の有無で培
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、
PGE2刺激により動脈管平滑筋細胞から分泌さ
れる Nov/CCN3、ファイブロネクチン、バイグ
リカン、Follistatin-like 1 の分泌が非刺激
下の培養条件でと比較して有意に増加する
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、血管のリモデリング
に関与す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、PGE2刺激により動脈管平滑
筋細胞において Nov/CCN3 mRNA、Nov/CCN3 蛋
白質の発現が増加する事を確認した。 
6). 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（発表論文７）。 
7).胎内感染が動脈管閉鎖に及ぼす影響 
 グラム陰性菌細胞膜の構成成分であるリポ
多糖（lipopolysaccharide: LPS）を母体に
投与すると絨毛膜炎が生じる。そこで LPS 投
与による新生仔動脈管閉鎖遅延モデルを作
成した。LPS による胎内感染ラット新生仔動
脈管では、TNF-α及び iNOS の発現が上昇し
ていた。さらに、NOS阻害剤であるL-NAMEは、
LPS の母体内投与による動脈管閉鎖遅延を改
善した（発表論文２）。これらの結果から、
胎内感染による動脈管閉鎖遅延は、一酸化窒
素シグナル伝達経路と強く関連しているこ
とが示唆された。 
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