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研究成果の概要（和文）： 

動脈管の出生後の閉鎖には、内膜肥厚形成をはじめとする血管リモデリングが必須である。酸
素による動脈管収縮の機序は明らかになっているが、内膜肥厚形成への作用は不明である。本
研究では、出生後急激に上昇する酸素分圧が内膜肥厚形成を増強させるかどうか検証した。生
後の酸素分圧の上昇が、bFGF の分泌を増加させた。ラットの成熟児に bFGF 中和抗体の投与に
より出生後動脈管内膜肥厚の形成が抑制された。また、bFGFをラットに投与すると、動脈管内
膜肥厚が促進した。出生後の酸素化によって動脈管平滑筋細胞で bFGFが産生され、これによっ
て動脈管の内膜肥厚形成をうながしていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Postnatal patent ductus arteriosus (DA) is a major cause of morbidity and mortality in 

premature infants. The DA contracts immediately after birth in response to acute 

oxygenation and the withdrawal of placental prostaglandin. For complete closure, however, 

the DA region must also undergo intimal thickenings. It remains unknown how intimal 

thickening of the DA proceeds after birth. Here, we show that oxygenation induces basic 

fibroblast growth factor (bFGF) production in the DA in vivo. bFGF induced intimal 
thickening, leading to anatomical closure of the DA. bFGF with a low dose of cyclooxygenase 

inhibitor achieved the closure of preterm DA. Accordingly, oxygenation, in addition to 

inducing contraction, plays an important role in completing DA closure after 

prostaglandin removal. The current vasoconstrictor therapy may thus be combined with an 

inducer of postnatal intimal thickening, such as bFGF, to achieve permanent DA closure, 

especially in premature infants.  
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１．研究開始当初の背景 
未熟児新生児医療の分野において救命率が
飛躍的に向上した現在においても、未熟児動
脈管開存症は超・極低出生体重児の生命予後
を大きく左右する。現代の新生児医療の進歩

により早産児、低出生体重児の救命率は飛躍
的に向上しているが、その反面、合併症の克
服が患児の発達にとって非常に大きな問題
となっている。動脈管開存症は 1000 グラム
以下の低出生体重児のうち約 30%に合併する
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罹患率の高い疾患であり、動脈管の開存は体
血流の減少をもたらし循環不全となるため
治療には急を要する。内科的治療薬であるプ
ロスタグランディンＥ合成阻害薬は、在胎週
数が短いと動脈管の未熟性から効果が得ら
れない場合も多く、投与後の腎機能低下、低
血糖、出血傾向などの副作用が多い。プロス
タグランディン合成阻害剤で治療効果が得
られない場合の外科的治療は超低出生体重
児には一般的には不可能であり、手術にいた
る場合でも周術期の管理が患児に多大なリ
スクを与える。これらのことが動脈管開存症
の治療を困難にしている。つまり、より体重
の少ない低出生体重児が救命されるように
なった現在、副作用の少ない、効果的な未熟
児動脈管開存症の治療法の開発が必要とさ
れている。 
 
２．研究の目的 
動脈管では胎生末期になると血管内膜が肥
厚してくる。未熟児動脈管ではこの内膜肥厚
の発達が不十分であることが知られている。
成熟児の動脈管は、生後に血管が収縮ときに、
この内膜肥厚が「のりしろ」のような働きを
することで、解剖学的に完全に動脈管が閉鎖
するが、動脈管開存症ではこの内膜肥厚の発
達が不十分であることも報告されており、内
膜肥厚の発達は動脈管の完全な閉鎖に必須
の血管リモデリングであることは明らかで
ある（Mason CA, et al., Nat Med, 1999, 
Gittenberger-de Groot AC, et al., J 
Pediatr, 1980）。研究代表者の教室では、動
脈管の内膜肥厚がプロスタグランディンＥ
によって胎生後期に形成されることを明ら
かにしてきた（Yokoyama U, et al., I Clin 
Invest, 2006, highlighted in Science, 
2006）。現在の血管収縮を目的としたプロス
タグランディンＥ合成阻害薬の治療は、この
動脈管内膜肥厚を同時に抑制するために、未
熟児動脈管開存症で治療効果を十分に上げ
られない可能性が高く、他に動脈管の内膜肥
厚を誘導する治療は現在存在しない。これら
の背景から、本研究では、動脈管の内膜肥厚
を促進する新たな未熟児動脈管開存症に対
する治療法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(１)未熟児動脈管組織を用いて器官培養を
行い、bFGF の内膜肥厚促進作用を検討する。
（ex vivo） 
 bFGFが動脈管の内膜肥厚を誘導するかど
うかを、ex vivoで検討する。生体内は複数
の要素が混在しており、bFGF が内膜肥厚を誘
導したとしても、直接の因果関係として結論
できないために、はじめに本課題を行う。 
胎生２１日でラットは出生するため、胎生１
９日のラットを未熟児として使用する。胎生

１９日のラットは内膜肥厚の発達がほとん
ど見られず、未熟な動脈管として実験に使用
されてきている（Yokoyama U, et al., Circ 
Res, 2010, J Clin Invest, 2006 他）。胎生
１９日のラットから動脈管を摘出し、リコン
ビナント bFGFを添加した群としない群とに
分け、平滑筋培養用の培地で３日間培養する。
その後組織を固定し、パラフィン切片を作製
し、エラスチカ染色で弾性線維を染色する。
内弾性板より内側の内膜肥厚の部分を Image 
J ソフトウェアで解析し、中膜平滑筋層に対
する内膜肥厚の面積を算出して、bFGFによる
内膜肥厚形成の促進の程度を計測する。 
(２)bFGF を未熟児ラットに投与し、動脈管の
内膜肥厚形成の程度を検討する。（in vivo） 
 次に、リコンビナント bFGF を未熟児ラッ
トに腹腔内投与し、時系列に沿って内膜肥厚
形成の程度を検討する。 
 未熟児ラットは胎生１９日を使用するが、
母体の帝王切開後に、肺が未熟であるために
新生児が生存できない場合には、胎生１９．
５日または胎生２０日を使用する。胎生２０
日で出生したラット新生児でも、成熟児に比
べて内膜肥厚が低形成であることはすでに
確認している。リコンビナント bFGFの量は
in vivo で他の報告で使用されている濃度を
参考に体重 1mg 当たり 1 g を中心に濃度を
４種類かえて投与する。出生後に呼吸が安定
してからリコンビナント bFGF を投与し、投
与後１５分、３０分、１時間、３時間で組織
を固定し、パラフィン切片を作製してエラス
チカ染色を行う。前述の方法で内膜肥厚の程
度を定量して統計学的に検討する。 
bFGF とインドメタシンの同時投与が未熟児
動脈管を閉鎖に導くかを検討する。（in vivo） 
 初年度の実験から bFGFがラット未熟児動脈
管の内膜肥厚形成を促進することが明らか
になれば、引き続き、bFGF動脈管の閉鎖効果
を検討する。臨床では、インドメタシンの血
管収縮効果は明らかに認められるものの、腎
血流の低下などの副作用のためにインドメ
タシンの使用を中止せざるを得ないことが
ある。本研究では、未熟児動脈管開存症に対
する bFGF とインドメタシンの併用効果を検
討することに加えて、内膜肥厚を誘導する
bFGF を併用することで、インドメタシンの投
与量を減量できないかを検討する。 
はじめに、インドメタシンの投与量をヒトの
投与量から換算してもとめ、胎生１９日また
は２０日のラット新生児に腹腔内投与を行
う。投与後１５分、３０分、１時間、３時間
後に組織を固定し、パラフィン切片を作製し
エラスチカ染色を行って動脈管の内腔の開
存している断面積を Image J ソフトウェアで
計測する。これらの実験で、十分に動脈管を
閉鎖できるインドメタシンの量を決定し、そ
の１０分の一までのインドメタシンの量を



 

 

bFGFと併用する際に使用する。単独では動脈
管の閉鎖効果が十分ではないインドメタシ
ンの量を用いて、リコンビナント bFGF を胎
生１９日または２０日のラット新生児に同
時に投与する。投与後時間を追って組織を順
次固定し、エラスチカ染色にて内膜肥厚の程
度と、開存している部分の断面積を計測し、
統計処理を行う。各実験にいては６匹以上の
サンプルを検討することを予定している。 
 これらの実験により、bFGF とインドメタシ
ンのラット未熟児動脈管の閉鎖に対する併
用効果が認められ、さらに bFGFの併用によ
りインドメタシンの投与量を減らすことが
できる、という結果が得られることが期待さ
れる。組織学的な手法や、動物実験の手順は
初年度に行うものと同様であり、技術的な困
難は予想されない。 
４．研究成果 
(1) H23年度は以下の２つの解析を行った。 
① 未熟児動脈管組織を用いて器官培養を
行い、bFGF の内膜肥厚促進作用を検討した。
（ex vivo）bFGF が動脈管の内膜肥厚を誘導 
するかどうかを、ex vivo で検討。 
胎生２１日でラットは出生するため、胎生１
９日のラットを未熟児として使用した。胎生
１９日のラットから動脈管を摘出し、リコン 
ビナント bFGF を添加した群としない群とに
分け、平滑筋培養用の培地で３日間培養後、
エラスチカ染色で弾性線維を染色し解析し
た。bFGFを投与した群で動脈管内膜肥厚促進
作用が確認できた。 
② bFGF を未熟児ラットに投与し、動脈管
の内膜肥厚形成の程度を検討した。（in vivo）
リコンビナント bFGF の量は in vivo で他 
の報告で使用されている濃度を参考に体重
1mg 当たり 1μg を中心に濃度を４種類かえ
て投与した。出生後に呼吸が安定してからリ
コンビナント bFGF を投与し、投与後組織を
固定しパラフィン切片を作製してエラスチ
カ染色を行い解析した。器官培養と同様に、
ラット投与モデルでも bFGF による動脈管内
膜肥厚作用が観察された。」 
以上の結果より bFGF が動脈管内膜肥厚因子
であることが強く示唆された。 
(2) H24 年度は以下のように bFGF とインド
メタシンとの併用効果について検討した。 
臨床では、インドメタシンの動脈管収縮効果
は明らかに認められるものの、腎血流の低下
などの副作用のためにインドメタシンの使
用を中止せざるを得ないことがある。未熟児
動脈管開存症に対する bFGF とインドメタシ
ンの併用効果を検討することに加えて、内膜
肥厚を誘導する bFGF を併用することで、イ
ンドメタシンの投与量を減量できないかを
検討した。単独では動脈管の閉鎖効果が十分
ではないインドメタシンの量を用いて、リコ
ンビナント bFGF を胎生１９日または２０日

のラット新生児に同時に投与した。インドメ
タシンと bFGF 同時投与群のほうが内膜肥厚
が促進されていた。 
以上より bFGF が未熟児動脈管の内膜肥厚形
成を促進し、インドメタシンと併用でも動脈
管閉鎖効果がみられた。 
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