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研究成果の概要： 
現在、動脈管治療はプロスタグランジン（PG）標的であるが副作用が大きい。胎児期にはPGが動脈管

を拡張しつつ、ヒアルロン酸（HA）産生を促進し内膜肥厚を誘導している。PGはアデニールシクラーゼ

（AC）を活性化し作用するため、AC を標的としたより選択的な薬剤開発を目的とした。動脈管におい

て高発現していた AC２、５、６の刺激薬での検討で、AC５/６刺激薬には PG と同様に血管拡張作用と

HA 産生作用があるが，AC２刺激薬は血管拡張作用が主である事が示唆された。 
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研究分野： 
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１．研究開始当初の背景 
救命率が飛躍的に向上した未熟児医療の中で、
いまなお生命予後を左右する重篤な疾患の一
つに動脈管開存症（PDA）が挙げられる。動脈
管の管理は新生児医療において非常に重要な
位置を占める。動脈管は他臓器に比しプロスタ
グランジン E（PGE）に対する反応性が極めて高
く、臨床においては未熟児 PDA に対して収縮を
目的とした PGE 合成阻害剤が投与されている。
しかし PGE 受容体が全身に広く分布しているた
めにこれらの薬剤の投与は他臓器にも作用し、
生命を脅かしかねない副作用の出現がしばしば

治療を困難なものにする。このような事情により
PGE よりも特異的に動脈管に作用する薬剤の出
現が望まれている。 
 
２．研究の目的 
出生後の動脈管閉鎖の前段階として、胎生後
期に血管内膜肥厚による内腔の狭小化が生
じている事が知られている。 
研究代表者らは、PGE刺激が内膜肥厚に重要
な役割を果たす事を明らかにした（Yokoyama 
et. al. J Clin Invest  2006）。 
また、良く知られている様に PGEは出生前の
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動脈管を開存させておく作用も担っている。 
以上のように胎児期において PGEは、動脈管
内膜の肥厚を誘導し内腔を狭める事で出生
後の閉鎖に向けて準備をしつつ，胎児期の閉
鎖を阻止するために動脈管を拡張している
という一見相反する作用を動脈管に及ぼし
ている。 
PGEが動脈管に作用する機序としては、PGE
刺激により受容体を介してアデニル酸シク
ラーゼ（AC）が活性化され、細胞内 cAMP
が増加する事が関与していると考えられて
いる。 
そこで我々は９つある AC のアイソフォーム
につき以下を検討する事を目的とした。 
（１）動脈管に対し特異的に作用する AC ア

イソフォームの特定 
（２）それぞれの AC アイソフォームが動脈

管の収縮、内膜肥厚に対しどのような
作用を及ぼすか。 

 
３．研究の方法 
（１）動脈管に対し特異的に作用する AC ア

イソフォームの特定 
①Quantitative,Semi-quantitative Reverse 
Transcriptase(RT)-PCR 
ウィスターラット胎仔、新生仔より動脈管お
よび大動脈の組織をとりだし、そこから RNA
を抽出、RT－PCR を行なった。AC アイソフ
ォーム１~９につき胎齢１９、２１、日齢０
において PCRを行い、発現を比較検討した。 
②AC アイソフォームによる cAMP 産生に関
する検討 
研究代表者ら研究代表者らが世界に先駆け
て確立したラットの動脈管平滑筋細胞
(DASMC)培養技術(Yokoyama U et al., Am J 
Physiol Heart Circ Physiol. 2006)により
得た４－６継代目の培養細胞を用いて実験
を行った。 
特定の AC アイソフォームが動脈管に特異的
に作用しているか否かを［3H］アデニンを用
い、AC アイソフォームそれぞれの刺激薬で
動脈管の平滑筋細胞を刺激し，cAMP の上昇
を検討した。 
 
（２）それぞれの AC アイソフォームが動脈

管の収縮、内膜肥厚に対しどのような
作用を及ぼすか。 

①血管拡張作用の検討 
胎齢２１のラット胎仔より動脈管をリング
状に切り出し，血管張力を測定する。PGEは
AC の活性化を通じて動脈管に強力な血管拡
張作用を及ぼす。このことより AC 刺激は動
脈管において血管拡張作用を持つ事が予測
される。インドメタシンにより収縮した動脈
管をそれぞれの AC アイソフォーム刺激薬で
刺激しその際の張力を調べることにより、血
管拡張能を計測する。 

②ヒアルロン酸産生の測定 
従来の基礎研究では、フィブロネクチンやヒアル
ロン酸などの細胞外基質の増加が内膜肥厚形
成に重要である事が明らかになっている。そこで
上記の動脈管培養細胞を使用し AC２刺激薬
（ FD １ 、 6-[N-(2-isothiocyanatoethyl) 
aminocarbon l]forskoiin）、AC５/６刺激薬
（FD６、6-[3- (dimethylamino)propionyl] 
propionyl-14 15-dihydroforskolin）それぞ
れがヒアルロン酸合成に及ぼす影響につき
PGE1、フォルスコリン（非特異的 AC 刺激剤）、
cAMP 依存性プロテインキナーゼ A（PKA）刺激
薬の作用と比較しながら検討した。ヒアルロン酸
の合成能は動脈管培養細胞の培養液中の濃度
を測定する。 
 
４．研究成果 
（１）動脈管に対し特異的に作用する AC ア
イソフォームの特定 
①Quantitative,Semi-quantitative Reverse 
Transcriptase(RT)-PCR 
胎齢２１日のラット DASMCを用いて行った
PCR では大動脈に比して動脈管に AC２、５、
６が高発現していた。胎生１９、２１、出生
直後で検討したところ AC２、５は胎生２１
で最高となり，AC６は成熟過程を追うに従
って発現が高くなっていた（図１）。 

    （図１） 



この結果より，ACアイソフォーム１－９の
うち２、５、６に着目し以下の実験を行った。 
 
②AC アイソフォームによる cAMP 産生に関
する検討 
PCR での結果を踏まえて、FD１、FD６を用い
DASMCにおける cAMPの産生を調べた。 
FD１、FD６ともに cAMP 産生を促進した。
同じ濃度での刺激で比較すると FD６に比し
FD１による刺激でより多くの cAMP の産生
が認められた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    （図２） 
 
（２）それぞれの ACアイソフォームが動脈
管の収縮、内膜肥厚に対しどのような作用を
及ぼすか。 
①血管拡張作用の検討 
インドメタシンによる動脈管収縮を FD１、
６ともに減弱させた（図３） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    （図３） 
 
②ヒアルロン酸産生の測定 
コントロールでは DASMC、大動脈平滑筋細
胞における HA産生は有意差がなかったが，
PGE1、フォルスコリン、PKA の刺激によって
DASMC における HA 産生は有意に上昇した。
FD１および FD６刺激によっても DASMCで

ヒアルロン酸産生が促進されたが、10-5M の
濃度でFD１に比しFD６でHA産生がより促
進されていた（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    （図４） 
 
以上より AC ５/６刺激薬（FD 6）には PGE
の作用と同様に血管拡張作用とヒアルロン
酸産生の作用があるが，AC 2 刺激薬（FD１）
にはヒアルロン酸を産生刺激作用はなく血
管拡張作用だけを持つ事が示唆された。 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