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研究成果の概要（和文）：内因性NO合成阻害物質であるAsymmetric dimethylarginineの代謝酵素で

ある Dimethylarginine dimethylaminohydrolase の発現量は成熟とともに増加した。動脈管収縮前後に

おける網羅的遺伝子解析により、新しい視点から動脈管収縮機序の解明に対する手がかりをつかん

だ。 

研究成果の概要（英文）：Dimethylarginine dimethylaminohydrolase that metabolizes endogenous NOS 

inhibitor increases after ductus arteriosus closure. Analysis of the comprehensive gene expression 

profile changes provided new insight into understanding the mechanism of DA closure. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 動脈管は胎生期には開存しているが、生

直後の肺呼吸の開始と共に直ちに収縮する。

動脈管の閉鎖遅延(動脈管開存症)は早産児

では高頻度に見られ、循環不全を引き起こし

生命予後に関わる。未熟児動脈管開存症に

対する治療は、現在、シクロオキシゲナーゼ阻

害薬インドメサシンが治療薬として使用されて

いるが、20-30%の患児において有効ではない。

一方、動脈管依存性先天性心疾患の患児に

おいては、初期手術までの間、動脈管の開存

を保つことにより体・肺血流を補う必要がある。 

(2) 動脈管の閉鎖機転として、pO2の上昇によ
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る動脈管平滑筋細胞内の Ca イオンの増加に

よる機序の他、申請者は最近、ミトコンドリア由

来の酸化ストレスが惹起する Rho-kinase が大

きく関与することを発見した (Kajimoto et al, 

Circulation 2007)。酸化ストレスの関わりを調べ

る中で、ガスメディエーターのひとつである NO

に注目した。NO の動脈管に対する作用は報

告されてきたが、動脈管におけるNOの生合成

に関する報告はみられない。 

(3) 1992 年に腎不全研究から報告された

(Vallance et al, Lancet 1992)内因性 NO合成

阻害物質 ADMA は近年、循環器、内分泌領

域でも注目されつつある。ADMA は protein 

arginine N-methyltransferase (PRMT)により産

生 さ れ 、 大 部 分 dimethylarginine  

dimethylaminohydrolase (DDAH)により代謝さ

れる。最近、DDAH活性の抑制がADMA上昇

を引き起こし、血圧への影響が報告された

(Leiper et al, Nature 2007)。「ADMA は動脈管

収縮を制御する」可能性に着目した。 

 
２．研究の目的 

(1) 動脈管収縮における内因性 NO 合成阻害

物 Asymmetric dimethylarginine (ADMA)の役

割を解明する。 

(2) 動脈管開存症の患者に対し、ADMA を利

用した新たな治療薬として臨床応用に展開す

るための基盤を確立する。 

 
３．研究の方法 

(1) 動脈管・大動脈の形態学的解析 

妊娠 WKY ラットを preterm (妊娠 19 日目)、

term (妊娠 21日目)に帝王切開をし、胎児を娩

出する。第一呼吸の前に急速全身凍結をする

ことにより、形態を保ったまま標本を作製する。 

 (2) 動脈管・大動脈の分子生物学的解析 

妊娠 21 日目と 19 日目、生後 1 日目に摘出

した動脈管と大動脈組織を用いて、DDAH、

PRMT、ADMA、NOS活性などをウエスタンブ

ロット、PCR、蛍光染色法により評価する。 

(3) ADMA の内皮細胞に対する作用 

ヒト血管内皮細胞培養に ADMA を投与し、

eNOS 活性に与える影響を分子生物学的に

検討する。 

(4) DDAH1 トランスジェニックマウスの心臓・

血管の表現型の解析  

DDAH は ADMA の代謝を担っている。

DDAH1 トランスジェニックマウスでは、下肢

の血管損傷が起こっても血管内皮が増殖し

にくいと報告されている (Konishi et al, J Am 

Coll Cardiol 49:1099, 2007)。DDAH1 トランス

ジェニックマウスについて、動脈管収縮過程

を組織学的に解析し、野生型マウスと比較評

価する。また動脈管・大動脈細胞を用いて、

DDAH、PRMT、ADMA、NOS 活性などをウ

エスタンブロット、PCR により評価する。 

(4) Affymetrix GeneChip® Rat Genome 230 

2.0 (31,099 probes)を用いて、網羅的遺伝子

解 析 を 行 う 。 解 析 方 法 は 、 DAVID 

Bioinformatics Resources を用いる。1.5 倍変

化、あるいは、z-score 2 以上を有意な変化と

した。 

 
４．研究成果 

(1) ラット胎児の動脈管切片の作成: 動脈管

は胎内では開存しているが、出生後、呼吸の

開始とともに収縮が始まる。動脈管の閉鎖機

序を調べるためには開存したままの動脈管

（妊娠 19 日目と 21 日目）と閉鎖後（22 日目）

 
図 1 動脈管収縮の組織像 



の動脈管を調べる必要がある。まず、ラットの

胎児を帝王切開で娩出後、動脈管そのものを

切り出した。しかし、径 200-300μm と非常に

小さく、パラフィンブロック、凍結ブロックともに

困難であり、動脈管の形態を保ちながら切片

を作成することは難しかった。その後、胎児を

娩出後、直後に全身凍結ブロックを作成し、

切片を作成した。動脈管の同定が難しかった

が、連続切片を作成することにより、形態を保

ったままの動脈管のスライスを作成することが

出来た。全身凍結ブロック法では、組織が大

きいこともあり、血管壁に結晶が出来てしまう

問題があったが、凍結時の温度を調整するこ

とにより軽減できた。EVG 染色により、動脈管

の閉鎖過程を組織学的に示すことが出来た 

(図 1)。 

(2) 血管内皮機能における ADMA の役割: 

血 管 内 皮 細 胞 に お い て Asymmetric 

dimethylarginine (ADMA)がいかに NOS を抑

制しているか不明な点が多い。ヒト血管内皮

細胞培養に ADMA を投与したところ、eNOS

の active form である p-eNOS (Ser1177)を低

下させた。 

(3) 動脈管収縮における DDAH の変化: 動

脈管の閉鎖機序の一つとして NOS の関与が

言われている。ADMA の代謝酵素である

DDAH (dimethylarginine 

dimethylaminohydrolase)の発現量を蛍光染

色で調べた。DDAH は、血管内腔に面して発

現していたが、予想に反し、DDAH の発現量

は成熟とともに増加した。動脈管の成熟に関

与している可能性が示唆された。 

(4) ラット胎児の動脈管を、未熟児 (妊娠 19

日目)、満期 (21 日目)、出生後 (22 日目)に

取り出し、RNA を抽出し、約 3 万個の遺伝子

解析を行った。対象は、大動脈の遺伝子量の

変 化 と 比 較 し た 。 結 果 を 、 DAVID 

Bioinformatics Resources を用いて解析した。

糖代謝、細胞周期、細胞死との関連を示すこ

とができ、今後の動脈管研究の道しるべとな

る結果を得ることが出来た (図 2)。  
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