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緒　論

緒　論

動脈管は胎生期に肺動脈と大動脈を結ぶバイパスとして大きく開存し、肺へ

の血液流入の大部分を阻止し、大動脈へと迂回させている。動脈管は弾性線維

に富む大動脈や肺動脈とは組織学的に異なり、血管壁の中膜に平滑筋を多く含

む筋群動脈であり（Jones　et　a1．，1969）、その構造と出生後に急激に収縮する

という特徴から、他に類のない非常にユニークな血管である。動脈管の収縮は

卵円孔の閉鎖、膀循環の停止と並んで胎生期循環から成体循環への移行に重要

な役割を果たしており、出生後の動脈管の収縮が速やかに非可逆的に起ること

は新生児の生存にとって極めて重要である。

動脈管の開門維持は拡張性に働くプロスタグランジン（PGs）と収縮性に働

く酸素分圧のバランスにより制御されている（Clyman，1987）。このPGsを

生合成する酵素であるシクロオキシゲナーゼの働きは、インドメタシン等の非

ステロイド性抗炎症剤によって阻害されることから、妊娠満期の母体ラットに

非ステロイド性抗炎症剤を投与すると、骨子の恥脈管は収縮し（Sharpe　et　al．，

1975；Momma　and　Takeuchi，1983；Arishima　et　al．，1991）、その影響は生

後にも及ぶ。ヒト胎児においても、妊娠末期に動脈管が収縮すると胎児肺高血

圧が生じ、出生後、新生児肺高血圧持続症あるいは胎児循環持続症が起こるこ

とが知られている（Momma　and　Takao，1987）。

　生後の動脈管収縮は血管壁の平滑筋の収縮により生じる機能的収縮と、続い

て起こる内皮細胞の破壊、内膜下層の増殖、結合組織の形成そして管腔の密閉

による永久的な解剖学的な収縮閉鎖の二段階に分けられ（Jager　and　Wolleno－

man，1942；Jones　et　a1．，1969）、比較的長期間に及ぶ解剖学的閉鎖期の後、

動脈管索として遺残する。出生後、動脈管の収縮が順調に進行せず、開存が維

持されたままとなると動脈管開存症と呼ばれる。この疾患は新生児の生命の存

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
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続と深い関わりを持ち小児科領域では重要である。また、一度収縮した動脈管

において、PGE1とPGE2による再開存がヒト、ウサギなどで起こることが報告

されている（Sharpe　and　Larsson，1975；Heyman　and　Rudlph，1977；

Momma　et　al．，1980）が、ラットにおいては検討されていない。

　このように周生期における動脈管の富商の維持と収縮閉鎖に関しては未だ知

られていないメカニズムが多い。特に一度収縮した動脈管が再開存する現象は

非常に興味深く、この再開存現象の解明は動脈管開存症の発生メカニズムの解

明にもつながるものと考えられる。

　インドメタシンは最も強力なシクロオキシゲナーゼ阻害剤であるインドール

酢酸系の非ステロイド性抗炎症剤の1つであり、現在、ヒト未熟児の動脈管前

回症の治療に用いられているが、必ずしも成功率は高くない（Hey・man　et

al．，1976；MaCarthy　et　al．，1978）。また、妊娠後期の母体ラヅトに過剰の

インドメタシンを投与すると、出生後の動脈管の収縮が遅れ（Konishi　et　aL，

1986）、インドメタシンは使用時期によっては動脈管取縮に逆効果を生じる。

　アン止血テンシン変換酵素阻害剤であるマレイン遺財ナラプリル（以下、エ

ナラプリル）は、他の降圧剤と比べ、交感神経作用を維持したまま、脳、心臓、

腎臓への血流量を増加させ降圧作用をもたらすという理由から、ヒト妊婦によ

く使用されている（Johnston，1984；：Lund－Johansen，1984）。近年、妊娠中

期から後期にエナラプリルを服用した妊婦から、新生児の動脈管開存症との関

連が報告されている（Kreft・Jais　et　al．，1988；Pryde　et　al．，1993）。

以上のことから本論文では動脈管の再開存と、動脈管度盛症との関連性が報

告されているインドメタシンやエナラプリルの動脈管開存に及ぼす影響を明ら

かにすることを目的とし、次のような各方面からのアプローチを試みた。

第1に、解剖学的閉鎖期の動脈管の再開存について、特にPGE　1とPGE2によっ

て生じる動脈管の再開存について検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　2
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第2に、出生後のPGE2による動脈管の再開存が母体へのシクロオキシゲナー

ゼ阻害剤の投与により修飾を受けるのではないかと推測されるので、妊娠末期

の非ステロイド性抗炎症剤がPGE2による動脈管の再開存に与える影響を検討

した。

第3に、妊娠後期の母体ラットにエナラプリルを連続投与したときのPGE2に

よる動脈管の再開存に及ぼす影響について検討した。

第4に、動脈管と肺におけるPGE2の代謝分解に注目し、　PGE2の主要な代謝

分解酵素である肺の15一ヒドロキシープロスタグランジンデヒドロゲナーゼ

（PGDH）活性と動脈管の再開存との関連について検討した。

第5に、動脈管の中膜平滑筋細胞の増殖とアポトーシス（プログラム細胞死）

について検討し、エナラプリル投与が、動脈管の細胞増殖とアポトーシスに及

ぼす影響を検討した。

、
O
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第1章

第1章　PGE1期目GE2による動脈管の再開存

◎

緒論で述べたように、周生期の動脈管は拡張性に働くプロスタグランジン

（PG）と収縮性に働く血中酸素分圧のバランスによって維持されており

（Clyman，1987）、動脈管の拡張に作用するPGはPGE2であると報告されて

いる（Clyman　et　al．，1981）。胎生期には血中酸素分圧が低いため、シクロオ

キシゲナーゼ阻害剤であるインドメタシンなどが経胎盤的に投与されると、血

中のPGEsの低下により胎子の動脈管は収縮する。一方、新生子においても、

PGE1とPGE2により動脈管が再開存することはヒト、ウサギで報告されている

（Sharpe　and　Larsson，1975；Heyman　alld　Rudlph，1977；Momma　et　al．，

1980）が、ラヅトにおけるPGE1とPGE2による動脈管の再開存についての報

告はない。

以上のことから、本章ではうヅト新生子の一度収縮した後の動脈管における

PGE1とPGE2による再開存について、その作用の程度、用量依存陛を検討した。

さらにPGEsによる動脈管の再開存が生後のいつまで観察されるのか検討した。

o 第1節　材料と方法

　1）供試動物および飼育環境

供試動物はCrj：Wistarラヅトを自家繁殖させて得た10～15週齢の雌動物を

用いた。動物は室温24±2。C、相対湿度55±10％、換気回数15回／時間、オー

ルフレッシュ方式、照明時間12時間（午前6時点灯、午後6時消灯）に設定さ

れた麻布大学生物科学総合研究所で飼育した。飼料と飲水は固形飼料（CE－2：

日本クレア，東京）および水道水を自由摂取させた。妊娠動物は雌雄ラヅト

を一晩同居させ、翌日膣スメア内に精子が認められた日を妊娠0日と設定し、

起算した。妊娠満期は21日となる。飼育には263x425x178mmのポリカー

　　　　　　　　　　　　　　　　　4



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第1章

ボネート製ケージを用い、交配中は3匹ずつ、妊娠確認後は1匹飼育とした。

2）試料の調製

PGE1およびPGE2のバイアル1mg（Sigma，　St．　Louis）を生理食塩水10mlに

正確に溶解し100μg／mlの溶液とし、冷蔵庫に保存した。使用期限は調製後、

1週間以内とした（山本と鹿取，1986）。

b

》

3）実験方法

3）一1　PGE1およびPGE2による動脈管の再開存

帝王切開3時間後の新生子を用い、4μgまたは10μg／匹のPGE1およびPGE2

を背部皮下に投与し、解剖学的閉鎖期における動脈管の再開存を検討した。

妊娠21日の母体ラヅトを断頭放言後、帝王切開により新生子を得た。子宮か

ら取り出した新生子は体に付着した粘液および血液等をキムタオルで拭き取り、

37。Cの保温盤上に放置した。帝王切開3時間後、4μgまたは10μgのPGE1およ

びPGE2をガラス製シリンジを用いて新生子の背部皮下に投与した。投与直後、

15分、30分、60分、90分および180分後に新生子をサンプリングした。対照

群には、帝王切開3時間後にPGEs投与群と同容量（50μ1）の生理食塩水を新

生子の背部皮下に投与し、投与直後から180分後まで経時的にサンプリングし

た。サンプリングした新生子はドライアイス・アセトン溶液で急速全身凍結し、

観察まで一20℃の冷凍庫に保存した。

3）一2　PGE2による動脈管再開存の経時的変化

帝王切開3時間または6時間後および自然分娩12時間または24時間後の新生

子に4μgのPGE2を投与して動脈管の再開存を経時的に検討した。

　出生3時間または6時間後の新生子は、3）一1と同様に妊娠21日の母体ラット

　　　　　　　　　　　　　　　　　5



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第1章

から帝王切開により得て、37℃の保温盤上に一定時間放置した。また、出生

12時間または24時間後の新生子は自然分娩により得た。妊娠満期日の前日か

ら妊娠動物を観察し、自然分娩を確認後、出生12時間または24時間後に正常

な新生子を選び実験に用いた。なお、新生子は：PGE2投与30分前まで母体ラヅ

トと同居させ、その後、3）一1と同様に37。Cの保温盤上に放置した。出生3、6、

12および24時間後に3）一1と同様の方法で新生子の背部皮下に4μgのPGE2を

投与し、投与15、30および60分後に新生子をサンプリングし全身凍結した。

対照群には生理食塩水を投与し、投与庫後または180分後に新生子をサンプリ

ングし凍結した。なお、帝王切開3時間後にPGE2を投与した実験群は3）一1の

データを使用した。

b

4）新生子の体重、動脈管および肺動脈の内径の測定方法

凍結した新生子を一20。Cの冷凍庫から取り出し、化学天秤（AND，　EK－120A）

で体重を測定した。雌雄鑑別を行なった後、新生子の剣町突起部から尾部にか

けて腹部を外科用メスで切除した。次いで、新生子を簡易凍結装置（K：OMA－

TU　ELECTRONICS，　E：LECTROFREEZER，　MCR　802A）　（図一1）に固定し

た。この際、新生子の動脈管が凍結台に対して垂直になるように注意深く置い

た（図一2）。新生子の背部を実体顕微鏡（OLYMPUS，　SZ40）（図一1）で観

察しながら外科用メスで背部よりフリーハンドで削った。まず初めに胸椎およ

び肋骨が認められ（二一3）、さらに削り進めると胸大動脈が現われる（図一4）。

その後、中央に食道、その左側に動脈管と大動脈の分岐部が認められる（図一5）。

そして、動脈管が大動脈から完全に分離し、動脈管の内径が最小になった所で

動脈管の内径を測定した（図一6）。さらに削り進め左右の肺動脈が現われ、両

者が合流して一本の肺動脈となったところ（図一7）で肺動脈の内径を測定した。

動脈管および肺動脈の内径は実体顕微鏡の接眼レンズに装着したマイクロメー

6



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第1章

タで測定した。動脈管および肺動脈の内径の比（DAIPA比）を求め、この比を

動脈管の収縮閉鎖の指標とした。緒論で述べたように動脈管は出生後呼吸の開

始とともに収縮し、内径は小さくなるが周生期の肺動脈の内径はほぼ一定なの

で、DA／PA比は出生直後の約1．0から出生90分後には約0となる（Takizawa　et

al．，1992）　。

b

5）統計学呼処理方法

群群の新生子の体重およびDAIPA比の平均値と標準誤差を求めた。各群問で

Studentのt－testを行なった。　P＜0．05の場合、統計学的に有意差があると判断

した。

b

第2節　実験結果

2－1　PGE1とPGE2による動脈管の再開存

　結果を図一8、9および表一1に示した。

PGE1またはPGE2を投与した新生子の体重は正常であり各群に偏りはなかっ

た。

帝王切開3時間後の新生子に4μg／匹のPGE　1を投与すると、　DAIPA比は投与

時の0．00から15分後に0．37と最大値を示し、以後30分後には0．31、60分後に

は0．09、90分後には0．03と漸減し、180分後には0．00であった。一方、PGE1

の投与量が10μ9／匹の時は、観察時間のすべてにおいてDAIPA比は4μ9群よ

りも有意に高値を示した。DAIPA比の最大値は投与30分後に認められ0．52で

あった。

4μgのPGE2を同様に投与すると、　DA／PA比は投与時の0．00から15分後に

0．58、30分後に0．60と最大値を示し、60分後に0．41、90分後に0．19と漸減し、

180分後には0．00であった。一方、PGE2の投与量が10μgの時は、　DAIPA比

　　　　　　　　　　　　　　　　　7
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は観察時間のすべてにおいて4μg投与群と統計学的な有意差はなかった。投与

後の最大値は0．52であり投与15分後に認められた。なお、対照群として用い

た生理食塩水投与直後（帝王切開180分後）および180分後（帝王切開360分

後）の新生子の動脈管は完全に収縮閉鎖していてDAIPA比は0．00であった。

以上の結果から10μgのPGE1またはPGE2を投与すると、動脈管は投与15分

から30分後に同様の再開存ピークを示し、その収縮過程も同程度であった。し

かし、4μg群では投与15分後から90分後にかけて動脈管の再開存はPGE2の方

が有意に大きかった。このことから、ラヅトではPGE1よりPGE2の方が動脈管

に対する効果が大きいと判断し次の実験ではPGE2を用いた。

レ

　2－2　PGE2による動脈管再開存の経時的変化

　結果を図一10、11および表一2に示した。

　出生3、6、12および24時間後にPGE2を投与した新生子の体重は正常であり

一群に偏りはなかった。

　2－1の結果よりPGE2の方がPGE1より動脈管の再開存作用が強いため2－2で

はPGE2を用いた。

　帝王切開3時間後に4μgのPGE2を投与すると、　DAIPA比は投与時の0．00か

ら15分後に0．58、30分後に0．60、60分後には0．41を示した。PGE2投与後の

DAIPA比の最大値は投与30分後に認められた。帝王切開6時間後にPGE2を投

与すると、DAIPA比は帝王切開3時間後の新生子の場合と比べていずれの観察

時間においても低値であり、統計学的にも有意であった。

　自然分娩12時間後の新生子ではDAIPA比はさらに四脚を示し、また、自然分

娩24時間後の新生子では、DAIPA比は観察時間のすべてにおいて0．00であり、

動脈管の再開存は認められなかった。

8
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第3節　考　察

　本章の実験結果からPGE1およびPGE2は、解剖学的閉鎖期においても動脈管

の再開存作用を有することが示された。4μgあるいは10μgのPGE1または

PGE2を投与すると、投与15分から30分後に動脈管の再開存は最大になり、60

分遅ら90分間持続し、90分から180分後には消失した。また、再開存はPGE2

の方がPGE1よりも強力であった。　PGE1の場合には再開存の程度には明らかな

用量依存性がみられたが、PGE2の場合には用量依存性は明らかではなく、4μ

gおよび10μg投与ともに同程度の再開存であった。4μgのPGE2は動脈管の再

開存を引き起こすのに十分な量であり、そのためこの投与量で最大の反応が生

じたものと考えられた。PGE1およびPGE2をラット新生子に投与すると、15

分から30分後に再開存の最大値が得られ、投与60分から180分後にその作用が

消失することは、出生60分後のウサギ新生子を用いた実験結果（Momma　et

al．，1980）と一致する。

PGE1やPGE2の投与により再開存した動脈管が時間の経過とともに再び収縮

閉鎖していくことは興味深い。Clyman（1987）によると、周生期の動脈管は

血中の酸素分圧とPGE2のバランスにより調整されており、本実験では帝王切

開3時間後のすでに肺循環の確立した後の新生子を用いていることを考えると、

投与されたPG：E1、　PGE2の肺における不活化が大きく関与しているものと推測

される。

　ウサギを用いた加vfvoの実験では、　PGE　1およびPGE2の動脈管拡張作用は

同等であると報告されている（Momma　et　aL，1980）。本章の結果では動脈

管の再開存についてはPGE2の作用がPGE1よりも明らかに強かった。このウサ

ギとラヅトの実験結果の違いは、出生後の動脈管の収縮過程の違い、または、

PGEsに対する動脈管の感受性の違いなどが関与していると考えられる。ウサ

ギでは出生2分後の動脈管の内径は出生直後の1／4、そして、30分後にほとん
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ど収縮閉鎖する（H6rnblad，1967）が、ラットでは出生30分後では動脈管は開

存していることが報告されている（Takizawa　et　a1．，1992）。

本章の実験：結果から、PGE2による動脈管の再開存は出生3時間後の新生子の

方が6時間後の新生子よりも強いこと、さらに出生12時間後のラット新生子で

はわずかに動脈管は再開存するものの、出生24時間後では全く再開存せず、

PGE2に対する感受性が失われたことが示された。この出生12時間から24時間

後にPGE2に対する動脈管の反応性が消失することはウサギ新生子を用いた

PGE1およびPGE2による実験結果（Momma　et　al．，1980）と一致する。

　この動脈管の感受性の変化の原因は不明であるが、Jarkovskaら（1989）や

Jonesら（1969）による電子顕微鏡を用いた生後の動脈管を観察した報告によ

ると、時間の経過とともに内皮細胞の変性、壊死、中膜の平滑筋細胞の変性等

が生じるとされているので、これらの器質的な変化も関与していると考えられ

る。また、新生子のPGE2代無能の変化等も推測されるが、さらに検討を必要

とする。

以上のことからPGE1およびPGE2をラヅト新生子に投与すると、解剖学的閉

鎖期においても動脈管の再開存が認められた。その作用はPGE2の方がPGE1よ

り強かった。また、動脈管のPGE2に対する感受性は時間とともに減少し、出

生24時間後には全く消失していることが示された。

第4節　小　括

ラット新生子を用いて解剖学的閉鎖期の動脈管におけるPGE1とPGE2による

再開存を検討した。

　すでに動脈管が収縮閉鎖している帝王切開3時間後の新生子を用い、背部皮

下に4μgまたは10μgのPGE1およびPGE2を投与した。投与15、30、60、90

および180分後に新生子を急速全身凍結しDAIPA比を求めた。　PGE1および
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PGE2投与により、投与15分から30分後にともに再開存の最大値が認められ、

DA／PA比は0．4から0．6（胎生期の動脈管の約40％から60％）に達した。動脈

管の再開存は投与90分後まで持続したが、180分後には消失した。また、

PGE1による再開存は用量相関的に認められたが、　PGE2では明らかでなかった。

PGE2による再開存の方がPGE1より有意に強かった。

　次に、帝王切開3時間および6時間後の新生子と自然分娩12時間および24時

間後の新生子を用いて、PGE2による動脈管の再開存の経時的変化を検討した。

帝王切開6時間後に投与した新生子のDA／PA比は、帝王切開3時間後に投与し

た新生子と比較して有意に減少していた。また、自然分娩12時間後の新生子で

は、PGE2による再開存はわずかに認められたが、24時間後には全く消失して

いた。

　以上のことから、1）PGE1およびPGE2は解剖学的閉鎖期のラヅト新生子に

おいても動脈管を再開存させ、その作用はPGE2がPGE1より強い。2）PGE2

による動脈管の再開存は出生後の時間とともに急激に減少することが明らかに

なった。
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第2章　動脈管の再開存に及ぼす非ステロイド性抗炎症剤の影響

緒論で述べたように、胎生期の動脈管の拡張維持にはPGsと酸素分圧が関与

している。また、第1章で示したように、ラヅト新生子において一度収縮後の

動脈管はPGE1とPGE2により再開存し、その作用はPGE2の方が強力だった

（Takizawa　et　al．，1995）。シクロオキシゲナーゼ阻害剤であるインドメタシ

ンを妊娠満期の母体ラットに投与すると、血中のPGsが低下し、嚢子の動脈管

は収縮する（Sharpe　et　a1．，1975；Momma　and　Takeuchi，1983）が、投与24

時間後までには回復するという。このインドメタシンに対する動脈管の感受性

は、ラットでは妊娠時期により異なっている（Arishima　et　al．，1991）。また、

ヒトでもインドメタシンに対する動脈管の感受性は胎生期の時期により異なる

と報告されている（Clyman　et　a1．，1980）。

　インドメタシンは最も強力なシクロオキシゲナーゼ阻害剤であるインドール

酢酸系の非ステロイド性抗炎症剤の1つであり、現在、ヒト未熟児の動脈管開

戸症の治療に用いられているが、必ずしも成功率は高くない（且eyman　et　a1．，

1976；MaCarthy　et　al．，1978）。また、妊娠後期の母体ラヅトに過剰のイン

ドメタシンを投与すると、出生後の動脈管の収縮が遅れ（Konishi　et　al．，1986）、

インドメタシンは使用時期によっては動脈管収縮に逆効果を生じる。

以上のことから、インドメタシンはPGE2による動脈管の再開存を修飾する

可能性があると考えられる。また、この可能性が、インドメタシンに特有な現

象なのか・あるいはシクロオキシゲナーゼ阻害剤に共通する現象であるのか特

定するために、インドメタシンに加えて、臨床常用量（10mglkg）（日本医薬

情報センター編、1993a）で動脈管の高度の収縮を起こすサリチル酸系のアス

ピリン、臨床常用量（8mg／kg）（日本医薬情報センター編、1993b）で軽度
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の収縮を起こすフェニールプロピオン酸系のイブプロフェンを妊娠末期の母体

ラヅトに投与して得た新生子を用いて、PGE2による動脈管の再開存を検討し

た。

第1節　材料と方法

1）供試動物および飼育環境

第1章に記したものと同じである。

2）試料の調製

インドメタシン（和光純薬，大阪）、アスピリン（和光純薬）およびイブプ

ロフェン（和光純薬）を化学天秤（Mettller，　H80）で正確に秤量して、生理

食塩水にそれぞれ懸濁し、インドメタシン1mg／10mlおよび3mg／10m1懸濁液、

アスピリン100mg／10mlおよび300mg／10ml懸濁液、イブプロフェン10mg／

10mlおよび30mg／10ml懸濁液を作製した。

　プロスタグランジンE2は第1章と同様に調製した。

3）実験方法

妊娠18、19および20日にインドメタシン、アスピリンおよびイブプロフェ

ンを投与した母体から得た新生子を用いて、PGE2による動脈管の再開存を検

討した。インドメタシン（1、3mg／kg／日）、アスピリン（100、300mg／kg

／日）・イブプロフェン（10、30mg／kg／日）を妊娠18日から3日間午後1時に

母体ラヅトに経口投与した。投与容量はいずれも10ml／kgとした。妊娠21日

の午後1時に母体ラヅトを断頭放血により殺処分した後、帝王切開により新生

子を取り出し、37。Cに設定した保温盤上に放置した。帝王切開3時間または6

時間後に4μg／匹のPGE2をガラス製シリンジを用いて新生子の背部皮下に投
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与した。投与直後、15分、30分、60分、90分および180分後に新生子を急速

全身凍結し、一20℃の冷凍庫に保存した。

4）新生子の体重、動脈管と肺動脈の内径の測定方法

凍結した新生子は第1章に記した方法に従い、体重および動脈管と肺動脈の

内径を測定した。

5）統計学的処理方法

歯群の新生子の体重とDAIPA比の平均値および標準誤差を求め、各壁間で分

散分析（ANOVA）を行ない、民間に差異が認められた時Bonfbrroniの方法を

用いて多重比較を行なった。P＜0．05の場合、統計学的に有意差があると判断

した。

　第2節　実験結果

2－1　インドメタシンの影響

結果を図一12、13および第一3に示した。

　インドメタシン3mg群の新生子の体重は無処置群に比べて有意に減少してい

た。

無処置の母体から得た新生子に帝王切開3時間後に4μgのPGE2を投与すると、

投与15分から60分後にDAIPA比は0．41から0．60を示した。一方、インドメタ

シン1mg群の母体から得た帝王切開3時間後の新生子に4μgのPGE2を投与す

ると、DAIPA比は投与15分から90分後に0．72から0．60を示し、投与180分後

には0．23と低下した。DAIPA比の最高値はPGE2投与15分後の0．72であった。

PGE2投与60分から90分後にかけてDAIPA比は無処置群に比べて有意に高値で

あった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　14



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第2章

インドメタシン3mg群の母体から得た帝王切開3時間後の新生子にPGE2を投

与すると、DAIPA比は投与15分から90分後にかけて約0．9以上の値を示し、投

与180分後でも0．71であった。最高値はPGE2投与30分後の1．01であった。

DAIPA比はPGE2投与15分から180分後にかけて無処置群およびインドメタシ

ン1mg群と比較しても有意に大きかった。

　インドメタシン1mg群の母体から得た帝王切開6時間後の新生子に4μgの

PGE2を投与すると、　DAIPA比は投与15分から60分後に0．31から0．42を示し、

90分後に0．11、180分後には0．00であった。DAIPA比の最高値はPGE2投与30

分後の0．42であった。PGE2投与15分から90分後にかけてDAIPA比は無処置群

に比べて有意に高値であった。

インドメタシン3mg群の母体から得た帝王切開6時間後の新生子にPGE2を投

与すると、DAIPA比は投与15分から90分後にかけて0．40から0．60の値を示し、

180分後には0．08と減少した。最高値はPGE2投与30分後の0．60であった。

PGE2投与15分から90分後にかけてDAIPA比は無処置群と比べて有意に高値で

あった。

2－2　アスピリンおよびイブプロフェンの影響

結果を二一14、15および二一4に示した。

アスピリン300mgおよびイブプロフェン30mg群の新生子の体重は無処置群

と比較して有意に減少していた。

無処置群の母体から得た帝王切開3時間後の新生子に4μgのPGE2を投与する

と、DAIPA比は投与15分から60分後に0．41から0．60を示した。

アスピリン100mg群の母体から得た新生子のDAIPA比は、　PGE2投与60分後

を除いて無処置群と同様であった。一方、アスピリン300mg群では、　DAIPA

比は投与15分から90分後に0．73から0．81を示し、投与180分後でも0．21であっ
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た。最高値はPGE2投与30分後の0．81であった。　DAIPA比はPGE2投与15、60

および90分後で無処置群と比較して有意に大きかった。

　イブプロフェン10mg群の母体から得た帝王切開3時間後の新生子に4μgの

PGE2を投与すると、　DA／PA比は無処置群と同様であった。一方、イブプロフェ

ン30mg群ではDAIPA比は、投与15分から90分後に0．64から0．73を示し、投

与180分後でも0．17であった。最高値はPGE2投与30分後の0．73であった。　DA

／PA比はPGE2投与60分および90分後で無処置群と比較して有意に大きかった。

第3節　考　察

実験結果から、インドメタシンを妊娠18、19および20日の母体ラヅトに投

与した後、帝王切開して得た新生子に4μgのPGE2を投与すると、　PGE2によ

る動脈管の再開存は母体ラヅトに投与したインドメタシンの投与量に依存して

著しく増強されることが示された。すなわち、動脈管の再開存の最大値につい

ては、無処置の母体ラヅトから得た新生子ではPGE2投与15分から30分後に

DAIPA比は約0．7のピークを示したのに対して、インドメタシン3mgを母体ラヅ

トに投与した新生子では、PGE2投与15分から30分後にDAIPA比は約1．0となっ

た。再開存の持続時間はさらに顕著であり、対照群では180分後のDAIPA比は

0、つまり、動脈管は再び収縮しているのに対し、インドメタシン投与群では

DAIPA比は約0．7であり、再開存の持続時間が延長していた。これらの結果が、

酸素の豊富な外気に曝された新生子で得られたことを考慮すると、PGE2の拡

張作用が持続しているためと考えられる。

外因性のPGE2に対しては投与15分から30分後に最大効果があり、60分後に

はその効果はわずかになり、120分後には効果がなくなると報告されている

（Momma　et　a1．，1980）。この報告と併せて考えると、外因性のPGE2が投与

180分後においても新生子の動脈管に強い再開存作用を持続させていることは、
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PGE2の代謝機構に異常が生じたことを示唆している。正常新生児では、肺循

環の確立によって血中PGE2が肺を通過すると、15一ヒドロキシープロスタグラ

ンジンデヒドロゲナーゼ（PGDH）によって約90％が不活化される（Piper　et

al．，1970）ので、このPGDHの酵素活性に異常が生じている可能性がある。

　母体ラヅトに過剰のインドメタシンを投与すると、生まれた新生子は発育遅

延のため体重が低いとの報告があり（Tsuruta　and　Mori，1985）、本実験結果

と一致する。この低体重により投与したPGE2がより強い拡張作用を示したの

ではないかとも考えられる。しかし、この考えは第1章の結果から否定される。

第1章において示したように、PGE2の再開存は10μg投与でも4μg投与と同様

であり、再開存の最大値も持続時間も変化しなかった（Takizawaet　a1．，1995）。

このことから、本実験：で示されたインドメタシンの作用は単純に発育遅延、低

体重によるものではなく、別のメカニズムによるものと推測される。また、母

体へのインドメタシン投与により新生子動脈管に形態学的・機能的な変化が生

じ、その結果PGE2に対する感受性が変化したことも推測されるが、この点に

ついてはさらに検討が必要である。

　実験結果からアスピリンおよびイブプロフェンを妊娠18、19および20日の

母体ラヅトに投与すると、PGE2による新出子動脈管の再開存は増強された。

この結果はインドメタシンの場合と同様であったので、PGE2による動脈管の

再開存を増強させる働きは酸性のシクロオキシゲナーゼ阻害剤に共通する可能

性がある。したがって、これらの薬剤は肺のPGDHによるPGE2の代謝分解に

異常を生じさせ、その結果PGE2の拡張作用が延長した可能性が示唆される。

　本実験に使用した低用量であるイブプロフェン10mgおよびアスピリン100

mgは、妊娠満期の母体ラヅトに投与すると激情に約半分程度の動脈管の収縮

を引き起こす用量である（Momma　and　Takao，1987）。

　本章の実験結果から、三種類の酸性抗炎症剤のPGE2投与後の動脈管再開存
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に及ぼす増強作用を比較すると、インドメタシン1mg群とイブプロフェン

30mg群では、　DAIPA比の最大値がそれぞれ0．72と0．73であり、持続時間も投

与90分後でそれぞれ0．61と0．64、180分後では0．23と0．17とほぼ同様の推移

を示した。一方、アスピリン100mg群はこの両者より弱い増強作用を示した

のみであった。これらの値をヒト常用臨床量と比較すると、インドメタシンで

は2から2．5倍、イブプロフェンでは3倍、アスピリンでは12倍であった。以上

のことから常用臨床量を考慮してこれら三剤の増強作用の強弱を比較すると、

インドメタシンとイブプロフェンはほぼ同等であり、アスピリンはこの両者よ

り弱いと考えられる。

第4節　小　括

妊娠末期の母体ラヅトにインドメタシン、アスピリン、イブプロフェンを投

与することにより、PGE2により動脈管の再開存が修飾されるか否かを検討し

た。

インドメタシン1mgまたは3　mgを妊娠18日から3日間母体ラットに経口投

与し、妊娠21日に帝王切開して3時間あるいは6時間後の新生子の背部皮下に4

μgのPGE2を投与し、その後経時的に新生子のDAIPA比を求めた。対照群に

は無処置の母体ラヅトから得た新生子に同様な処置を施し、DAIPA比を求め

た。

対照群では帝王切開3時間後にPGE2を投与すると、　DAIPA比は、投与30分

後に0．6の最大値を示し、徐々に低下して180分後には0になった。一方、イン

ドメタシン1mg群では、帝王切開3時間後にPGE2を投与すると、　DAIPA比は

投与15分から90分後にかけて対照群よりも有意に増加し、動脈管の再開存が

増強していた。インドメタシン3mg群では、この再開存の増強は投与15分か

ら180分後まで認められ、投与180分後においてもDAIPA比は0．7を示し、胎子
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動脈管内径の70％を維持していた。また、インドメタシン投与による再開存の

増強は用量依存的に認められた。帝王切開6時間後ではDA／PA比は帝王切開3

時聞後と比べていずれの群においても低値であったが、同じ傾向が認められた。

インドメタシン3mg群の新生子の体重は、対照群と比べて有意に減少してい

たが、1mg群では差異は認められなかった。

　アスピリン100mg群とイブプロフェン10mg群では、　PGE2による動脈管の

再開存は対照群と同様であった。一方、アスピリン300mg群とイブプロフェ

ン30mg群では、投与15分から90分後にかけて動脈管の再開存の増強が認め

られたが、インドメタシン3mg群と比較すると、いずれも軽度であった。

　以上の結果から、1）妊娠末期の母体ラットに前もってインドメタシン、ア

スピリンおよびイブプロフェンを投与すると、PGE2による動脈管の再開存は

薬剤の投与量に依存して著しく増強する。2）帝王切開3時間後では帝王切開6

時間後と比べて、PGE2による動脈管の再開存は強く認められることが明らか

となった。この現象は酸性の非ステロイド性抗炎症剤に共通すると考えられた。
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第3章　動脈管の再開存に及ぼすアンギオテンシン変換酵素

　　　　阻害剤の影響

エナラプリルは、降圧剤の中でも比較的新しい種類に属するアンギオテンシ

ン変換酵素阻害剤の一つである。エナラプリルは従来から用いられている他

の降圧剤と比べ、交感神経作用を維持したまま、脳、心臓、腎臓への血流量を

増加させ、降圧作用をもたらすという理由からヒト妊婦によく使用されている

（Johnston，1984；Lund－Johansen，1984）　。

　最近、妊娠中期から後期にエナラプリルを服用した妊婦から羊水減少症、胎

児の発育遅延、頭蓋欠損、腎不全、新生児の動脈管開存症そして死亡語論が報

告されている（Kreft－Jais　et　al．，1988；Pryde　et　al．，1993）。こうした疾病等

をPrydeら（1993）は、“アンギオテンシン変換酵素inhibitor　fetopathy”と

命名した。

　エナラプリルと動脈管開存症との関連については、エナラプリルを帝王切開

前に投与すると、新生子ラヅト動脈管の収縮が遅れ（Takizawa　et　a1．，1994a）、

また、新生子ラットにエナラプリルを直接投与すると、動脈管の収縮を抑制し、

さらに、一度収縮した動脈管では再開存することも報告されている（Taki一

・zawa　et　al．，1994b）。しかし、エナラプリルと動脈管開存症との関連は未だ

明白ではない。

　周生期の動脈管は、拡張性に働くプロスタグランジンと収縮性に働く酸素分

圧のバランスによって維持されている（Clyman，1987）。また、第1章で示

したように、新生子ラヅトにおいて、一度収縮した動脈管がPGE2により再開

存することが報告されている（Takizawa　et　al．，1995）。これらのことから、

妊娠後期にエナラプリルを連続投与した結果、PGE2による動脈管の拡張作用

が増強され、それが、エナラプリルを服用した際の動脈管開存症の原因の一つ
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とも推測される。そこで、本章では、PGE2による動脈管の再開存作用がエナ

ラプリルの母体への投与により増強されるかどうか検討した。

第1節　材料と方法

1）供試動物および飼育環境

第1章に記したものと同様である。

2）投与液の調整方法

マレイン酸エナラプリル（Sigma，　St．　Louis，　USA）を化学天秤（Mettler，

H80）で正確に秤量し、生理食塩水に溶解し、各濃度の投与液を作製した。

PGE2は第1章と同様に作製した。

3）実験方法

妊娠14日から20日までの7日間、エナラプリルを投与した母体から得た新生

子を用いて、PGE2による動脈管の再開存を検討した。

エナラプリル0．1、1および10mg／kgを妊娠14日から7日間、午後1時に母体

ラットに経口投与した。妊娠21日の午後1時に断頭放血により殺処分した後、

帝王切開により新生子を取り出し、37。Cに設定した保温盤上に放置した。帝

王切開3時間後に4μg／匹のPGE2をガラス製シリンジを用いて新生子の背部皮

下に投与した。投与直後、15、30、60、90および180分後に新生子をサンプ

リングした。無処置の母体ラヅトから得た新生子を3時間放置後、投与群と同

様に経時的にサンプリングし対照群とした。サンプリングした新生子はドライ

アイスアセトン溶液で急速全身凍結し、観察まで一20℃の冷凍庫に保存した。
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4）新生子の体重、動脈管および肺動脈の内径の測定方法

第1章と同様に実施した。

5）統計学的処理方法

各群の新生子の体重およびDAIPA比の平均値と標準誤差を求めた。各群間で

分散分析（ANOVA）を行ない、群間に差異が認められた時、　Bonferroniの方

法を用いて多重比較を行なった。P＜0．05の場合、統計学的に有意差があると

判断した。

第2節　実験結果

結果を図一16と表一5に示した。

エナラプリル1、10日目／kg投与群の新生子の体重は対照群と比べて有意に低

下していた（P＜0．001）。

　無処置の母体から帝王切開して得た3時間後の新生子に4μgのPGE2を投与

すると、投与15分から30分後にDAIPA比は0。38から0．43を示した。一方、エ

ナラプリル1、10mg投与群の母体から得た帝王切開3時間後の新生子に4μgの

PGE2を投与すると、投与15分から90分後にかけてそれぞれ0．64から0．60、

0．72から0．63を示した。DAIPA比の最高値は、エナラプリル1mg投与群では

PGE2投与30分後の0．71、エナラプリル10mg投与群では投与15分後の0．72で

あった。両吟ともPGE2投与15分から90分後にかけてDAIPA比は無処置群に

比べて有意に高値を示した。

　エナラプリル0．1mg投与群から得た新生子のDAIPA比は無処置群と比べ差異

は認められなかった。
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第3節　考　察

本実験結果から、妊娠14日～20日までの7日間母体ラヅトにエナラプリル1、

10mg／kgを連続経口投与した後、帝王切開により得た新生子に4μgのPGE2

を投与すると、PGE2による動脈管の再開存が増強されることが明らかとなっ

た。

無処置の母体ラヅトから得た新生子では、PGE2投与30分後にDAIPA比は

0．43のピークを示したのに対して、エナラプリル1、10mg／kgを母体ラット

に投与した新生子では、PGE2投与15分後から90分後にDAIPA比は約0．6～

0．7を示した。エナラプリル0．1mg群では無処置の新生子動脈管と同程度であっ

た。PGE2による再開存が増強されたエナラプリル1、10mg群では再開存の増

強はほとんど同程度であることから、1mg以下ですでにPGE2による再開存作

用が最大となっていると考えられた。

　アンギオテンシン変換酵素は肺の毛細血管の内皮細胞の表面に存在する酵素

（ectoenzyme）であり、アンギオテンシン1をアンギオテンシンIIに変換する。

そしてこのアンギオテンシン変換酵素を阻害することによりアンギオテンシン

IIの血中濃度が減少し、降圧効果を示す。同時に、キニンーカリクレイン系に

作用して、血管拡張性の血中ブラジキニン値を上昇させるが、ブラジキニンは

羊胎子においては動脈管に影響を及ぼさないと報告されている（Friedman　et

al．，1983）。また、アンギオテンシン変換酵素阻害剤は、　PGsの産生を促進す

るという報告があり（Todd　and　Heel，1986）、Swartz（1987）はアンギオ

テンシン変換酵素阻害剤の種類によってはPGsの産生には影響しないと報告し

ている。また、Takizawaら（1995）の報告によると、新生子ラヅトにおいて

PGE2による動脈管の再開存作用は4μg以下の投与量で最大であり、　PGE2の

投与量を増加させても再開存作用は増強されない。これらのことから、エナラ

プリル投与によりPGsの産生が促進されたとしても、これが動脈管開存を引き
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起こしたとは考えにくい。

新生子動脈管の収縮はPGE2と酸素分圧とのバランスにより調整されている

（Clyman，1987）。正常新生子において、血中PGE2が肺を通過すると15一ヒ

ドロキシープロスタグランジンデヒドロゲナーゲ（PGDH）によって約90％が

不活化される（Piper　et　al．，1970）。今回観察された、動脈管のPGE2による

再開存の増強は、エナラプリルの投与によって、新生子の肺のPGDH：活性に異

常が生じた結果である可能性も示唆されるがさらなる検討が必要である。

第4節　小括

妊娠後期の母体ラットにアンギオテンシン変換酵素阻害剤エナラプリルを連

続投与したとき、PGE2による動脈管の再開呪力修飾されるか否かを検討した。

エナラプリル0．1、1、10mgを妊娠14日から20日の7日間、母体ラットに経

口投与し、妊娠21日に帝王切開して3時間後の新生子にPGE24μgを皮下投与

した。その後経時的に新生子のDAIPA比を求めた。対照群として、無処置の

母体ラットから得た新生子に同様な処置を施し、DAIPA比を求めた。

　対照群では、PGE2投与30分後にDAIPA比は0．43の最大値を示し、その後徐々

に低下して、180分後には0になった。一方、エナラプリル1mg群では、投与

15分から90分後にかけて動脈管の再開存の増強が認められたが、投与180分

後には消失していた。エナラプリル10mg群も同様の傾向を示した。エナラプ

リル0．1mg群のDAIPA比は、対照群と差異は認められなかった。また、いず

れの投与量でも再開存の持続時間は延長しなかった。

　以上のことから、妊娠後期の母体ラットにエナラプリルを投与するとPGE2

による動脈管の再開存が増強されることが明らかとなった。
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第4章周生期のラットにおける肺の15一ヒドロキシープロスタグ

　　　　ランジンデヒドロゲナーゼ活性と母体へのインドメタシン

　　　　およびエナラプリル投与の影響

周生期における動脈管の二二維持は主としてPGE2によって行なわれている

（Coceani　and　Olley，1973；Strling　and　Elliott，1974；Clyman，1987）。特

に、胎盤および胎子自身が産生する循環性のPGE2が動脈管自身が産生するも

のより重要であり、動脈管の開存維持の主役であると言われている（Clyman

et　al．，1981）　。

胎子の血中のPGE2は出生後、肺呼吸の開始に伴い肺循環が確立され、多量

の血液が肺を通過することにより、肺に多く存在する15一ヒドロキシープロスタ

グランジンデヒドロゲナーゼ（PGDH）よって不活化される。一回の肺循環で

血中のPGE2は90％以上が不活化されるという（Piper　et　a1．，1970）。このよ

うに血中PGE2は主として肺に存在するPGDHによって調節されている。

PGD且はAnggardらによって1966年にブタ肺で発見された。　PGEsの15位の

水酸基をケト基に変える反応を触媒するNAD依存性の酵素であり、　PGEsの代

謝の第一段階に関与している（Anggard　et　a1．，1964；1966）。この酵素は肺

以外にも腎臓および脾臓等で高い活性があると報告されている（Anggard　et

al．，1971）が、肺がPGE2代謝の主要臓器と考えられている。また、この

PGDH活性にはテストステロンなどの雄性ホルモンが関与しているため雄で高

値となっている（Gecse　et　al．，1979）。

第2章、第3章において示したように、妊娠末期の母体ラヅトにインドメタシ

ンやエナラプリルを投与すると、PGE2による動脈管の再開存は著しく増強さ

れた（Takizawa　et　al．，1996）が、これはインドメタシンとエナラプリルに特
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有の現象ではなく、酸性の非ステロイド性抗炎症剤とアンギオテンシン変換酵

素阻害剤に共通する現象であった（Takizawa　et　al．，1998）。この原因として

母体ラットにインドメタシンやエナラプリルを投与したことによって、PGDH

によるPGE2の代謝に異常が生じたか、あるいは胎子動脈管に形態学的・機能

的な変化が生じ、そのため動脈管がPGE2に対して感受性を増加させたこと等

が推測された。

以上のことから、本章では肺におけるPGE2の代謝分解に注目して、その主

要な代謝分解酵素である肺のPGDH活性の経回的変化について検討し、次に、

インドメタシンおよびエナラプリルを妊娠末期の母体ラヅトに投与した時の新

生子の肺のPGDH活性に及ぼす影響を検討した。

第1節　材料と方法

1）供試動物および飼育環境

第1章に記したものと同じである。

2）実験デザインと肺の採取

2）一1　周生期のPGDH活性の変化

母体ラヅトを断頭放血により殺処分した後、帝王切開により胎齢20日および

21日目胎子を得た。雄の新生子を選び断頭放血後、胸部を開き肺を採取した。

採取した肺は母体ごとにプールし、測定まで一20。Cの冷凍庫に保存した。生後

3時間、6時間の新生子は帝王切開により取り出し、生後12時間、24時間の新

生子については自然分娩によって得た後、同様にして肺を採取した。

2）一2　PGDH活性に及ぼすインドメタシンの影響

インドメタシン3mg／kgを妊娠18、19および20日の午後1時に母体ラットに
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胃ゾンデを用いて3日間連続経口投与した。妊娠21日の午後1時に母体ラヅト

を断頭放零した後、帝王切開により新生子を取り出し、37℃に設定した保温盤

上に放置した。本実験では雄性新生子のみを使用した。帝王切開3時間後に新

生子を断頭放馴し、胸部を開き肺を素早く取り出した。採取した肺は母体ごと

にプールし、測定まで一20。Cの冷凍庫に保存した。また、対照群として無処置

の母体ラヅトから得た新生子肺を同様に採取した。

2）一3　PGDH活性に及ぼすエナラプリルの影響

妊娠14日から20日までの7日間エナラプリル10mg／kgを母体ラヅトに経口投

与した。妊娠21日の午後1時に母体ラヅトを断頭放血により殺処分した後、帝

王切開により新生子を取り出し、帝王切開3時間後に上記の2）一2と同様に肺を

採取した。対照群として、無処置の母体ラットから得た雄の新生子肺を同様に

採取した。

　3）試薬等の調製

　インドメタシン（和光純薬）30mgを化学天秤（Mettller，　H80）で正確に秤

量し・生理食塩水100mlに懸濁し、3mg／10mlのインドメタシン懸濁液とした。

エナラプリル（Sigma）を化学天秤で正確に秤量し、生理食塩水に溶解し、

各濃度の投与液を作製した。

　PGDR抽出液としてEDTA（Sigma）29．2mgとβ・mercaptoethanol

（Sigma）56μ1を0．1Mリン酸緩衝液（PH＝7．4）に溶解させ100mlとした。

補酵素としてNAD（Sigma）165．9mgを0．1M重炭酸ナトリウム（PH　9．5）

緩衝液に溶解し50mlとした。

15・keto－PGE2（フナコシ，東京）バイアル1mgを10mlの無水アルコール

（和光純薬）に溶解（100μ9／m1）し、標準曲線用原液とした。
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ローリー法の標準曲線用原液として、ウシ血清アルブミン（Sigma）10mg

を50mlの蒸留水に溶解し200μglmlとした。また、健康なヒト血液（ボランティ

ア：Y．1．）から血清を得て同時再現性検討用のタンパク原液とした。

4）PGDHの抽出法

冷凍庫に保存した新生吐出にEDTA　l　mM，β一mercaptoethano18mMを含む

冷0．1Mリン酸緩衝液（PH＝7．4）を加えて可視的に赤血球を取り除き、同量の上

記リン酸緩衝液を加えて氷冷下でテフロン製のホモジナイザーを用いてホモジ

ナイズした。これを、遠心機（サクマ、50A－8）を用いて冷却遠心分離

（10，000g，40分，4。C）し、上清を得て、　PGDHの測定に供した。

5）15－keto－PGE2の標準曲線

15－keto－PGE2を1，5および10μg含む0．1Mリン酸緩衝液（PH＝7．4）0．5mlに、

0．5N　NaOH2mlを加え3分間室温で反応させた。

反応液は分光光度計（島津、UV－2200）を用いて、500nmにおける最大吸

光度を測定した。吸光度は15－keto－PGE2の増加にともない直線的に増加した

（図一17）。

6）同時再現性と日差再現性の検討

高濃度（10μg／ml）と中濃度（5μg／m　l）の15－keto－PGE2を用いて、5）

で求めた標準曲線により、同時再現性（n＝20）と日差再現性（n＝5）を検討し

以下の結果を得た。

6）一1　同時再現性

　　高濃度　平均値＝10．0μ9／ml　標準偏差＝1．0

　　　　　変動係数（標準偏差／平均値×100）＝10．0％
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中濃度平均値＝4．4μ9／ml　　標準偏差＝0．3

　　　　変動係数（標準偏差／平均値×100）＝6．8％

6）一2　日差再現性

高濃度　平均値＝9．0μ9／ml　　標準偏差二〇．5

　　　　　変動係数（標準偏差／平均値×100）＝5．8％

　中濃度平均値＝4．7μ9／ml　　標準偏差＝0．4

　　　　　変動係数（標準偏差／平均値×100）＝8．2％

7）PGDH活性測定法

4）で述べた肺の上清0．1mlを37。Cで10分間加温した後、37。Cで2分間加温し

たPGE210μgと、　NAD　5mMを含む0．1M重炭酸ナトリウム緩衝液（PH　9．5）

0．9mlに加え、37。Cで50分間反応させた。その後、反応液を冷却して反応を停

止し、反応液05mlに0．5N　NaOH　2mlを加えて3分間発色させた。発色液は分

光光度計を用いて、500nmにおける最大吸光度を測定し、5）において作成し

た検量線により産生された15－keto－PGE2の濃度を求めた。母体ごとにプール

したサンプルについて3回測定して平均値を求めた。PGDH活性は、9）で後述

する上清のタンパク濃度で補正し、pmol／min／mg　proteinで表した。

　8）タンパクの標準曲線

　　ウシ血清アルブミン40、120および200μ9／mlを含む溶液を作製し、おの

おの3回上記タンパク定量法によって測定して検量線を作成し、直線性を求め

た。吸光度はウシ血清アルブミンの増加にともない直線的に増加した（図一18）。
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8）一1　同時再現性の検討

　ヒト血清（推定値：約7．4g／dl）を500倍および1000倍に希釈して、8）で求

めた検量線を用いて同時再現性（n＝5）を検討し、以下の結果を得た。

　500倍希釈　　平均値二164。1μg／ml　標準偏差＝1．6

　　　　　　　　変動係数（標準偏差／平均値×100）＝1．0％

　　1000倍希釈　平均値＝84．9μg／ml　標準偏差＝4．0

　　　　　　　　変動係数（標準偏差／平均値×100）＝4．7％

9）ローリー法によるタンパク定量

7）において測定した15－keto・PGE2をタンパク1mg当たりの産生量に補正す

るため、ローリー法（Lowry　et　al．，1951；菅原と副島，1986）により肺上清の

タンパク定量を行なった。

2％Na2CO3（0．1NNaOH水溶液）50mlと0．5％CuSO4・5H20（1％酒石

酸カリウム水溶液）1mlを混合してアルカリ性銅試薬とした。また、フェノー

ル試薬（和光純薬）を蒸留水で2倍希釈して用いた。

肺上清を蒸留水で100倍希釈し、その1m1を小試験管に取り、アルカリ性銅

試薬を5ml加えた。これをタッチミキサー（Yamato）を用いて素早く撹拝し

10分間放置し、フェノール試薬0．5m1を加えて同様に素早く撹拝し30分間放置

した。その後、分光光度計で500nmにおける最大吸光度を測定した。8）にお

いて作成した検量線からタンパク濃度を求め希釈倍数で補正した。母体ごとに

プールしたサンプルについてそれぞれ2回測定し平均値を求めた。

10）統計学的処理方法

各群の平均値と標準誤差を求め、PGD且活性の同日的変化については、前日

の測定値との間で、Studentのt・testを行った。
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インドメタシンとエナラプリル投与の実験については、それぞれ対照群との

間でStudentのt－testを行なった。　P＜0．05の場合、統計学的に有意差があると

判断した。

第2節　実験結果

2－1　周生期の肺のPGDH活陛の変化

結果を図一19と表一6に示した。

胎齢20日の肺のPGDH活性は、22．4±1．8　p　mol／min／mg　proteinであり、そ

の後徐々に増加し、胎齢21日では23．4±1．6pmol／min／mg　proteinとなった。

生後3時間の新生子では27．8±1．O　p　moレminlmg　proteinとなった。生後6時間

のPGDH活性は、15．7±2．4　p　mol／min11ng　proteinとなり急激に減少した。そ

の後、生後12時間には、生後3時間と同程度にまで回復した。一過性に低下の

認められた生後6時間の新生子のPGDH活性は、その前の生後3時間の新生子と

比べて有意に低値であった。

2－2　PGDH活性に及ぼすインドメタシンの影響噛

　結果を図一20と二一7に示した。

新生子の肺PGD且活性はインドメタシン投与群では19．6±1．1pmol／mirゾmg

proteinであり、無処置群の27．9±2．5　p　moVmirゾmg　proteinと比べて有意に低

下していた。

2－3　PGDH活性に及ぼすエナラプリルの影響

結果を図一21と表一8に示した。

エナルプリル10mgを連続投与した母体ラヅトから得た新生子の肺のPGDH

活性は、30．9±3．1ケ月。レmirゾmg　proteinであり、無処置群の母体より得た新
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生子の肺のPGDH活性は27．2±1．4　p　moレmirゾmg　proteinであり、両塁間に有

意な差は認められなかった。

第3節　考　察

3－1　周生期の肺のPGDH活性

実験結果から、ラットの肺のPGDI｛活性は、胎齢20日から生後3時間までは

徐々に増加し、生後6時間では急激に減少するが、その後、生後12時間ではま

た回復する事が明らかとなった。これは、ウサギの肺のPGDH活性が、出生前

後に著明に低下する報告と一致する（Printz　et　al．，1983）。生後3時間まで観

察されたPGDH活性の上昇は、動脈管の収縮閉鎖がほぼ生後3時間までに起こ

るという報告（Takizawa　et　al．，1992）や、生後、血中PGE2が急激に減少す

るという報告（Strasser　and　Vogel，1989）と関連しているのかもしれないが、

詳細は不明である。また、ヒヅジの妊娠末期に胎中コルチゾルが急増し、即事

の肺機能が成熟する（：Liggins，1968）ことから、肺の成熟とともにPGDH活

性も増加したものと考えられる。また、TsaiとBrown（1987）の報告による

と、合成副腎皮質ホルモンであるデキサメサゾンを母体ラットに投与すると、

新生子の肺のPGDH活性が増加するという報告もこの考えを支持するものであ

る。一度収縮した新生子の動脈管において、PGE2による再開存は生後6時間で

は生後3時間と比較して有意に減少する（Takizawa　et　al．，1995）ことから、

動脈管のPGE2に対する感受性が低下していると推測される。そのとき、肺の

PGDH活性が減少することを示した本実験結果は非常に興味深いが、これらの

関連は不明であり、検討が必要である。

3－2　インドメタシンの影響

実験結果より妊娠末期の母体にインドメタシンを投与した後の新生子の肺の
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PGDH活性は、無処置群に比べて有意に低下していた。このことから、第2章

で示したインドメタシンを母体ラヅトに投与すると、新生子の動脈管の収縮が

遅れること、さらに、PGE2の投与により起こる動脈管の再開存が著しく増強

されることは、新生子安のPGDH活性の低下によりPGE2代謝の遅延が生じた

ためである可能性が示唆された。さらに、PGDHは肺に多く存在し、一回の肺

循環で血中のPGE2は90％が不活化されるという報告（Piper　et　aL，1970）も

上記の仮説を支持すると考えられる。

　インドメタシンや蛋白合成阻害作用を持つピューロマイシンは妊娠後期に投

与すると、ラヅト胎盤のPGDH活性を低下させることが報告されている（Tsu

－ruta　and　Mori，1985）が、胎盤循環から肺循環に切り変わった後の新生子に

おいて、PGs代謝分解の主要器官である肺のPGDH活性が母体へのインドメタ

シン投与により低下することは知られていなかった。

合成副腎皮質ホルモンの一つであるデキサメサゾンやべ一転メサゾンを妊娠

後期に服用した場合、新生児の動脈管開存症の発現頻度が低いことが知られて

おり（Clyman　et　al．，1981）、その原因としてデキサメサゾンが肺のPGDH

活性を増加させることが関与していると報告されている（Tsai　and　Brown，

1987）。また、べ一跡メサゾンはインドメタシンにより成熟を抑制された動

脈管において、成熟促進作用を有するという（Konishi，1986）。

　インドメタシンもべ一案メサゾンも母体投与により胎子の動脈管を同様に収

縮させるが、前者は動脈管の成熟抑制を起こし、後者は動脈管の成熟を促進す

る。これらの類似点と相異点についての明確な説明はなかった。母体へのイン

ドメタシン投与が新生子の肺のPGDH活性を低下させることを本実験結果が示

したので、デキサメサゾンがPGDH活性を増加させる（Tsai　and　Brown，1987）

という報告と併せると、本実験結果は上記の疑問を解く有力な仮説を提供する

ものと考えられる。つまり、動脈管開存症の成因のひとつとして、動脈管の成
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熟や感受性の変化などが考えられてきたが、さらに、拡張性に働くPGE2の主

要な代謝分解酵素である肺のPGDH活性の抑制的変化が原因の一つである可能

性が示唆される。しかしながら動脈管開存症には種々の要因が関与していると

予想され、動脈管の収縮の遅れや再開存の増強の原因は肺におけるPGDH活性

の低下以外に、インドメタシンを母体に投与した結果、胎子動脈管に形態学的・

機能的変化が生じ、そのため動脈管がPGE2に対して感受性を高めたこと等も

考えられる。この点についてはさらに検討が必要である。

3－3　エナラプリルの影響

第3章に記したように、エナラプリルを母体ラヅトに連続投与すると、PGE2

の投与により生じる動脈管の再開存が増強された。その原因はエナラプリル連

続投与により、肺組織中に存在するPGE2を不活化する酵素のPGDH活性が低

下し、そしてPGE2代謝が遅延したためと推測された。しかし、本章で示した

ようにPGDH活性には何ら影響を及ぼさなかった。

　インドメタシンを妊娠末期の母体ラヅトに投与した後、PGE2による新生子

動脈管の再開存を検討した第2章の結果によると、動脈管の再開存のピークを

増加させ、持続時間も延長させていた。そのとき、本章で示したように肺の

PGDH活性は対照群の約3分の2に低下していた（Takizawa　et　al．，1996）。エ

ナラプリルの投与によりPGE2による動脈管の再開存は増強されたが、再開存

作用の持続時間の延長は観察されず、肺のPGDH活性も変化しなかった。これ

らのことから、肺のPGDH活性の低下と関連するのは、持続時間も延長すると

きであると考えられるが、さらに検討が必要である。

　本章の結果から、妊娠後期の母体ラヅトにエナラプリルを連続投与した後に

生じるPGE2による動脈管の再開存の増強は、　PGDH活性の低下によるもので

はないことが明らかとなった。エナラプリル投与により動脈管のPGE2に対す
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る感受性が変化したこと等も考えられるが、さらに検討が必要である。

第4節　小　括

第2章、第3章において母体ラヅトにインドメタシンあるいはエナラプリルを

投与して得た新生子では、動脈管が収縮閉鎖した以降にPGE2を投与すると動

脈管の再開存は著しく増強された。これは胎生期に母体経由でインドメタシン

やエナラプリルを投与されたことにより、肺のPGDHによるPGE2の代謝分解

に異常が生じたか、あるいは動脈管そのものに形態学的・機能的変化が生じた

ことが推測された。

　これらのことから、本章では新生子のPGDH活性に注目し、まず、周生期に

おける肺のPGDH活性を経時的に測定した。次いで、妊娠末期の母体ラットへ

のインドメタシンあるいはエナラプリルの投与が肺のPGDH活性に及ぼす影響

を検討した。

　周生期における肺のPGDH活1生は、胎齢20日から生後3時間まで徐々に増加

した。生後6時間ではPGDH活性は一過性に有意に減少したが、その後、生後

12時間には、生後3時間と同程度にまで回復した。

　インドメタシン3mgを妊娠18日から3日間母体ラヅトに経口投与し、妊娠21

日に帝王切開して新生子を取り出し、3時間後に新生子肺を採取し肺組織中の

PGDH活性を測定した。

　その結果、肺のPGDH活性はインドメタシン投与群では19．6±1．1　（p　moI

lmirゾmg　protein）であり、無処置群の27．9±2．5（p　mol　lminlmgprotein）と

比べて有意に低下していた。

　エナラプリル10mgを妊娠14日から20日まで7日間母体ラットに経口投与し、

妊娠21日に帝王切開して得た生後3時間の新生子の肺のPGDH活性は、無処置

の新生子の肺のPGDH活性と差は認められなかった。
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以上のことから、1）周生期の肺のPGDH活性は、胎齢20日から生後3時間ま

では徐々に増加し、生後6時間では急激に減少するが、その後、生後12時間で

はまた回復する事が明らかとなった。2）母体ラヅトにインドメタシンを投与

して得た新生子では肺のPGDH活性が低下しており、このためPGE2の代謝に

遅延が生じ、PGE2による動脈管の再開存が著しく増強されたものと考えられ

た。3）母体ラットにエナラプリルを投与しても、新生子の肺のPGDH活性に

は影響しないことが明らかとなった。
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第5章　動脈管の中膜平滑筋細胞の増殖とアポトーシス

　　　　およびエナラプリルの影響

第3章では妊娠後期にエナラプリルを母体ラヅトに連続投与すると、その新

生子ではPGE2に対する反応性が増強し、動脈管の再開存が促進された。この

原因はエナラプリルの連続投与によりPGE2の代謝経路に異常が生じたためで

あろうと推測し、第4章ではPGE2代謝の主要酵素である肺のPGDH活性を測

定した。しかし、予測に反して妊娠後期の母体ラヅトへのエナラプリル連続投

与は、新生子の肺のPGDH活性には影響を及ぼさないことが示された。

　エナラプリルは、血中アンギオテンシンII濃度を減少させることにより降圧

効果を示す。アンギオテンシンIIは血管収縮による強力な昇圧作用や副腎のア

ルドステロン分泌を促進するのみでなく、心筋細胞に対して増殖作用を有し

（Khairalla　et　al．，1972）、血管平滑筋細胞に対しても、増殖および肥大作用

を有することが報告されている（Owens，1989）。また、アン四姓テンシンII

は、培養下において血管平滑筋によるコラーゲンやフィブロネクチンの産生を

促進し、プロトオンコジーンであるC－fbs，　C－myc，　CヴUηなどの発現も促進する

という　（Itoh　et　al．，1991；Naftilan　et　al．，1989；Powell　et　al．，1990）。

　近年、レニンーアンギオテンシン系が血管壁にも存在し、局所機能の調節に

作用することが明らかとなっている（Dzau，1988）。エナラプリルを含めて、

一般的に、血圧降下剤は単蹄ではなく長期にわたり服用されることから、エナ

ラプリルの妊娠後期の長期服用が動脈管の平滑筋細胞の増殖や成熟過程に影響

を与え、その結果、動脈管開存を生じやすくした可能性が考えられる。

　以上のことから、本章では胎子動脈管の中膜平滑筋細胞の増殖とアポトーシ

ス（プログラム細胞死）を検討し、さらに平滑筋細胞の動態と肥大に及ぼすエ

ナラプリルの影響を検討することを目的とした。
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増殖細胞のマーカーとしてProli郵erating　cell　nuclear　antigen（以下、

PCNA）を用いた。　PCNAは全身性エリテマトーデス患者の血中から見い出さ

れ（Miyachi　et　al．，1978）、細胞周期のS期直前からS期の細胞核内に出現す

ることから、近年、癌病理診断の指標として使用されている。

　アポトーシスの検出には、アポトーシスの生化学的指標であるDNAの断片

化を検出し、組織標本上で可視化するTUNEL法（terminal　deoxynucleotidyl

transferase・mediated　dUTP－biotin　nick　end　labelling　method，　Gavriel　et

al．，1992）を用いた。．

　また、中膜の平滑筋細胞の細胞数と細胞の肥大を検討するために、Yama・

motoら（1986）の報告を参考にし、組織のスライド標本を用いて単位面積あ

たりの細胞核数を算出し、細胞数と細胞肥大の指標とした。

　本章では、これらの方法を用いて、周生期の動脈管の中膜平滑筋細胞の動態

について明らかにし、妊娠後期のエナラプリル投与が、動脈管の細胞動態に及

ぼす影響を検討した。

第1節　材料と方法

1）供試動物および飼育環境

第1章に記したものと同じである。

2）投与液の作成

第1章と同様に行った。

3）実験方法

3）一1　PCNA標識率とエナラプリルの影響

胎齢18、19、20、21日および生後1、3日の踊子および新生子の動脈管と大
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動脈の中膜平滑筋のPCNA標識率を経日的に観察した。

胎齢18日から21日においては、母体ラットを帝王切開後胎子を採取し、直

ちに愚子胸部を100％メタノールで24時間固定した。帝王切開は午前9時前後

に実施した。新生子ラヅトは、出産時刻を確認した後、出産終了からそれぞれ

24時間、72時間後に同様にサンプリングした。

エナラプリル投与の影響は胎齢19日および20日の磯子の動脈管および大動

脈の中膜平滑筋細胞において検討した。

妊娠12日あるいは13日から7日間母体にエナラプリル10mg／kgを経口投与し、

それぞれ妊娠19日、20日に帝王切開して胎子を取り出し、同様にサンプリン

グした。

3）一2　周生期のアポトーシスとエナラプリルの影響

エナラプリル10mg／kgを妊娠14日から20日まで7日間母体ラヅトに経口投

与した、自然分娩により得た生後1、3、5日の新生子をサンプリングした。無

処置の母体ラヅトから得た新生子を対照群とした。サンプリングした新生子は

開胸し、4％パラホルムアルデヒド溶液を用いて4℃で24時間固定した。

4）組織標本の作製法

サンプリングした組織片は、常法に従い、アルコール脱水、キシレンによる

脱アルコール後、パラブラスト（Sherwood）包埋を行ない、ミノ一式ミクロ

トームを用いて、厚さ5μmの連続切片を作製した。薄切した切片は、約30。C

に設定した乾燥器で一晩乾燥させた後、PCNAを検出するため免疫組織化学染

色を施した。また、TUNE：L法には、薄切した切片を約37。Cに設定した乾燥器

で一週間乾燥させた。
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5）組織学的検討

細胞増殖を検討するため、細胞増殖のマーカーとして使用されている

Prolifbratingcell　nuclear　antigen（PCNA）に対する抗PCNA抗体（Dako社、

PC10）を用いて、堤の報告（1991）を参考にしてABC法で免疫組織化学染

色を行った。また、アポトーシス（プログラム細胞死）の検出には、アポトー

シスの生化学的指標であるDNAの断片化を検出し、組織標本上で可視化する

TUNEL法（terminal　deoxynucleotidyl　transferase－mediated　dUTP－biotin

nick　end　labelling　method，　Gavriel　et　a1．，1992）を用いた。

6）試薬等の調整法

　　①PBS

　　　O．01Mリン酸緩衝食塩水PH7．2

　　　　NaH2PO4・2H20　　0．33g

　　　　NaH2PO4・12H20　　2．87g

　　　　NaCl　　　　　　　　　8．5g

　　　　DDW　　　　　　　1000ml

　　②過酸化水素メタノール溶液

　　　純メタノール100mlに30％過酸化水素水を1ml添加

　　③ABCキヅト

　　ベクダスティンElite　ABCキット

　　　　（PK6102，　VECTOR　IABORATORIES，　INC．，）

　　④抗PCNA抗体

　　　DAKO社、　PC10、　PBSで10倍に希釈し一80。Cで保存。

　　　使用時にPBSで最終希釈2000倍にして使用。
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⑤DAB－H202反応液

　0．01Mリン酸緩衝食塩水（PH　7．2）20mlにDAB10mg（和光純薬、

10mg／錠）を溶解させる。使用直前に30％過酸化水素水13．3μ1を加

　える。

⑥4％パラホルムアルデヒド溶液

　（a）蒸留水　　　　　　　　　　200ml

　　パラホルムアルデヒド　　　　8g

　・60℃前後に温めた蒸留水にパラホルムアルデヒドを溶かす。

　・1N　NaOHを数滴滴下するととけやすい。

　（b）NaH2PO4・2H20　　　　　0．66g

　　NaH2PO4・12H20　　　　5．749

　　（a）に溶かす。

⑦Proteinase　K（20μ9／m　1）

　　フナコシ、2mg／ml＝25mg／12．5mlになるようにPBSに溶かし、

　　0．5mlつつ分注し冷凍保存する。使用時はこれを495mlのPBSで希

　釈する。

⑧TdT　buf£er

　　Trizma　base　（PH7．2）　1．OM　（6．059／50ml）　6ml

　　　　　（トリス＝ヒドロキシメチルメタン）

　　カコジル酸ナトリウム　　0．7M　（7．59／50ml）　40mI

　　塩化コバルト　　　1．OM　（1．3g／10ml）　　　200μ1

　　1N　HCIでPH7．2に調節しDWを加えて200mlにする。

　　　一4。C以下で保存。
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　　⑨TdT　solution

　　　　スライド1枚あたりの量

　　　　biotinylated－16－dUTP　　　　　　O．5μ1

　　　　　（べ一リンガー・マーハイム）

　　　　TdT（タカラ）　　　　　　　　0．5μl

　　　　TdT　buffbr　　　　　　　　　　　40μ1

　　⑩2％牛血清アルブミン（BSA）

　　　　0．2gのBSAを10．OmlのDWに溶かす

7）PCNA法とTUNEL法の実験手順

7）一1　PCNA法の実験手順

　①脱パラフィン

　②加熱処理による抗原性の賦活化

　　　0．1Mcitrate　bufferPH6．0　90。C　120分

　③水洗5分DW　5分

　④過酸化水素加メタノール30分

　⑤水洗5分DW　5分

　⑥PBS　20分

　⑦正常ウマ血清20分

　⑧PBS　5分

　⑨0．05％アビジン水溶液20分

　⑩PBS　10分

　⑪0．001％ビオチン水溶液20分

　⑫PBS　10分

　⑬抗PCNAマウスモノクローナル抗体、4。C　1昼夜
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⑭PBS　10分

⑮二次抗体30分

前PBS　10分

⑰ABC複合体（ABCキット）30分

⑱PBS　10分

⑲DAB－H202反応4分

⑳水洗5分後、ヘマトキシリンで核染色（20秒）を施した後、脱水、

　　透徹、封入し、観察する。

7）一2　TUNEL法の実験手順

　①キシレン　5分、3回

　②abs　　5分、3回（2回目のabsの後ダコペンで囲み乾燥）

　③100％～70％アルコール3分

　④DDW　　　　3分、室温

　⑤PBS　　　　3分、37。C

　⑥PBS　　　　3分、37。C

　⑦組織切片の蛋白分解

　　　Proteinase　K＝20μg／m　l　15分、37。C（湿潤箱）

　⑧DDW　　　　2分、室温、4回

　⑨TdT　buf飴r　　　10分、室温（湿潤箱）

　⑩TdT　solution　　70分、37。C（湿潤箱）

　　　　　　⑦のあたりに準備する。

　⑪PBS（反応停止）　　　15分、室温

　⑫DDW　　　　　 2分、室温、4回

　⑬2％牛血清アルブミン（BSA）10分、室温（湿潤箱）
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⑭
⑮
⑯

⑰
⑱
⑲

DDW　　　　　　　　　　　10分

PBS　　　　　　　　　　　　10分

FITC（フナコシ）で発色　　　25分、37。C（湿潤箱）

　※6μ1のFITCにヘペス1mlの割合

PBS　　　　　　　　　　　10分、3回

VECTA　SHIELDで封入

蛍光顕微鏡で観察

8）PCNA標識率の算出

光学顕微鏡を用いて各個体ごとに、1000個以上の動脈管中膜の平滑筋細胞

を観察し（総観察細胞数：T）、そのうちのPCNA陽性細胞（P）を数えた。

100×（PIT）を求め、　PCNA標識率（％）を算出した。大動脈の平滑筋細胞

も対照として同様に観察した。

9）組織スライドを用いた単位面積あたりの細胞核数

　光学顕微鏡の接眼レンズに挿入したミラー地板を用い、免疫組織化学染色を

施した組織スライド標本上で一定面積（3．75×1r3mm2）内の動脈管中膜の

平滑筋細胞核数をカウントした。この操作を1個体につき40ヶ所実施し（合計

面積1．5×10“1mm2）、40ヶ所の細胞核数の合計をもってその個体の単位面

積（1．5×1rlmm2）あたりの平滑筋細胞核数とした。なお、参考として大動

脈についても算出した。

10）統計学的処理方法

得られた数値から平均値、標準誤差を求め、PCNA標識率については、角度

変換を行った。Studentのt－testを用いて、前日の値との間で、統計処理を実
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施し、P＜0．05の場合、統計学的に有意差があると判断した。また、同日の動

脈管と大動脈との間でも統計処理を実施し、P＜0．05の場合、統計学的に有意

差があると判断した。

第2節　実験結果

3－1　体重について

結果を表一9、10に示した。

使用した動物は各胎齢の代表的な胎子、新生子であった（表一9）。エナラプ

リル10mg／kg投与により胎子体重に変化は認められなかった（表一10）。

3－2　PCNA標識率の経日的変化について

結果を図一22と表一9に示した。

動脈管のPCNA標識率は胎齢18日から高値を示し、胎齢19日では75．4±

4．77％（平均±S．E．）とピークを示した。しかし、胎齢20日には19．4±3．55

％と急激に減少し、胎齢19日の動脈管と比較して、統計学的に有意な差が認

められた。その後は徐々に減少していき、生後のPCNA標識率は13．4±5．26

％から7．4±1．81％であり、胎生期に比べると低値であった。

　大動脈のPCNA標識率は、動脈管と同様に胎齢19日では73．4±4．39％とピー

クを示したが、胎齢20日では22．3±4．39％と急激に減少し、胎齢19日の大動

脈と比較して統計学的有意差が認められた。胎齢21日ではPCNA標識率は

15．9±4．06％であり、生後1日では15．2±3．70％と変化はみられなかった。し

かし、生後3日のPCNA標識率は29．3±6．93％と著しく増加し、生後1日と比

較して有意差が認められた。

　動脈管と大動脈を比較すると、胎齢18日から生後1日までのPCNA標識率は

同様に推移した。しかし、生後3日においては動脈管では7．4±1．81％と低値
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であったのに対し、大動脈では29．3±6．93％を示し、動脈管と比べて有意に

高値であった。

3－3　エナラプリルのPCNA標識燈への影響

　結果を図一23と表一10に示した。

動脈管のPCNA標識率は、胎齢19日の対照群では75．4±4．77％であったの

に対し、エナラプリル10mg投与群では、43．6±4．27％と著しく少なく、統計

学的な有意差が認められた。

一方、胎齢20日の、対照群では19．4±3．55％であり、エナラプリル10mg投

与群では30．9±2．23％であったが、有意差は認められなかった。

大動脈のPCNA標識率は胎齢19日目対照群では73．4±4．39％であり、投与

群では52．2±2．75％と動脈管と同様に投与群で低値を示した。一方、胎齢20

日の大動脈のPCNA標識率は対照群の22．3±4．39％に対して、投与群では

31．2±2．11％であったが、有意差は認められなかった。

　対照群の動脈管と大動脈は、ほぼ同等のPCNA標識率を示したが、エナラプ

リル投与によるPCNA標識率の低下は大動脈よりも動脈管で顕著であった。

3－4　単位面積当たりの細胞核数について

　　結果を図一24と表一10に示した。

動脈管の単位面積あたりの平滑筋細胞核数は胎齢19日の対照群では960±

20．5（個／単位面積：1．5×10－1mm2）であり、投与群では、865±21．2とな

り、単位面積あたりの細胞核数は減少し、統計学的に有意な差が認められた

（P＜0．001）　。

　一方、胎齢20日の細胞核数は対照群では917±29．8であり、投与群では858

±13．3であり有意差は認められなかった。
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大動脈の単位面積あたりの平滑筋細胞核数は、胎齢19日の対照群では892±

23．8、投与群では933±20．6であり、有意差は認められなかった。胎齢20日

の細胞核数は、対照群では880±22．9、投与群では865±16．9であり、有意差

は認められなかった。

3－5　組織学的観察について

動脈管の横断像を図一25および図・26に示した。

図一25に示すように動脈管と大動脈は隣接している。動脈管壁（図一26）を

観察すると、内戚側から内皮細胞が認められ、中膜には輪走する豊富な平滑筋

細胞が認められる。また、平滑筋細胞間には波状に線維が存在し、その外側に

外膜が存在する。

3－5－1　動脈管のPCNA陽性細胞の変動とエナラプリルの影響

免疫組織染色を施した胎齢21日の無処置群の動脈管を図一26に示した。核が

褐色に染まっている細胞がPCNA陽性細胞である。中膜のほとんどの平滑筋細

胞が、PCNA陽性であった。妊娠後期の動脈管平滑筋細胞は盛んにDNA合成

を行い、増殖していると考えられる。胎齢19日の動脈管（図一27）では、約8

割の中膜の平滑筋細胞がPCNA軍職であった。大動脈（図一28）も動脈管と同

様に約8割の細胞がPCNA陽性であった。胎齢20日の動脈管（図一29）と大動

脈（図一30）では、中膜PCNA陽性細胞は前日と比べて著しく減少していた。

動脈管と大動脈を比較してもPCNA陽性細胞は同程度であった。胎齢21日の

動脈管と大動脈は胎齢20日と同様であった。生後1日の動脈管（図一31）はす

でに収縮し、内腔は閉鎖している。このときの動脈管のPCNA陽陛細胞は全体

の約1割であり、大動脈（図一32）は大きく拡張したままであるが、PCNA陽

性細胞の比率については動脈管と同程度であった。生後3日の動脈管（隅一33）
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のPCNA陽性細胞は、生後1日（図一31）と比較して変化は認められなかった。

しかし、生後3日の大動脈（面一34）では、PCNA陽性細胞は生後1日の大動脈

（図一32）と比べて増加しており、さらに生後3日の動脈管と比べても顕著で

あった。

無処置群の胎齢19日の動脈管を図一35に、エナラプリル投与群の同日の動脈

管を図一36に示した。エナラプリル投与群の動脈管（図一36）においては、無

処置群（遺臣35）と比べてPCNA陽性細胞は減少していた。胎齢20日の無処置

群の動脈管を図一37に示した。PCNA陽性細胞は全体の約2割であった。一方、

エナラプリル投与群（図一38）では、無処置歯に比べてPCNA陽性細胞の出現

頻度に差は認められなかった。胎齢19日と20日のいずれにおいても、PCNA

陽性細胞の出現頻度以外にエナラプリル投与による組織学的な差異は認められ

なかった。

　胎齢19日の無処置群の大動脈を歯噛39に示した。大動脈においても、ほとん

どの平滑筋細胞がPCNA陽性であるのに対し、エナラプリル投与群（図一40）

では、PCNA陽陛細胞は減少しており、動脈管と同じ傾向が認められた。胎齢

20日の大動脈では、此処心血（図一41）と比べ、エナラプリル投与群（図一42）

のPCNA陽性細胞の出現頻度に差は認められなかった。動脈管と同様に、各胎

齢の対照群と投与群の間にPCNA陽性細胞の出現頻度以外の組織学的な差異は

認められなかった。

3－5－2　動脈管のアポトーシスとエナラプリルの影響

無処置ラヅトでは、胎生期の動脈管にはTUNEL，陽性細胞は認められなかっ

た。生後1日（図一43）からTUNE：L陽性細胞が出現し、中央部には細胞の集団

として、辺縁部では同心円状に散在して認められた。生後3日（図一45）では、

生後1日に認められたTUNE：L陽性細胞の出現の規則性は消失し、　TUNEL陽性
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細胞は血管壁全体に散在するようになった。生後5日（一一47）も生後3日（二

一45）と同様であった。

　エナラプリル投与群においても、胎生期にはTUNE：L陽性細胞は対照群と同

様に観察されず、生後1日の投与群（画一44）のTUNE：L陽性細胞の出現パター

ンも対照群（図一43）と同様であったが、中央部のTUNEL陽性細胞の集団は

対照群と比べてやや少数であった。生後3日の投与群（図一46）においては、

生後3日の対照群（図一45）では消失していたTUNE：L陽性細胞の出現パターン

の規則性は残存しており、中央部に集団として、辺縁部に同心円状に散在して

認められた。特に、中央部のTUNE：L陽性細胞の集団は対照群と比べて著しく

増加していた。生後5日の投与群（図工48）では、生後5日の対照群（図一47）

と同様であった。

第3節　考　察

本実験結果から、動脈管の中膜の平滑筋細胞のPCNA標識率は、胎齢18日に

は約60％であり、胎齢19日には約75％とピークを示し、胎齢20日には約20％

と急激に減少することが明らかとなった。その後は徐々に減少し、生後3日に

は約7％と胎生期に比べると低溶であることが示された。また、大動脈の

PCNA標識率は胎齢18日から生後1日まで動脈管と同様に推移するが、生後1

日の約15％から生後3日には約30％と約2倍に増加することが明らかとなった。

胎齢19日までのPCNA標識率の増加は、動脈管内径の増大している時期

（Takizawa　et　al．，1992）であり、動脈管壁を構成している細胞の増殖を盛ん

にすることによって、内径も増大しているものと推測される。胎齢20日には、

PCNA標識率は急激に減少し、その後も徐々に減少することから、胎齢20日

までに動脈管の細胞の増殖はほぼ終了し、その後分化と成熟が進行するものと

考えられる。シクロオキシゲナーゼ阻害剤であるインドメタシンを妊娠満期の
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母体ラヅトに投与すると、血中のPGsが低下し、丁子の動脈管は収縮する

（Sharpe　et　aL，1975；Momma　and　Takeuchi，1983）。このインドメタシン

に対する動脈管の感受性は、ラヅトでは妊娠時期により異なり（Arishima　et

al．，1991）、胎齢19日の午前中には出現せず、同日の夕方から現われる。本

章の結果からも、胎齢19日の午前にはPCNA標識率は高値を示すものの翌20

日には減少していることは、この前後に動脈管中膜の量的な拡大が終了し、そ

の後分化と成熟が進行することを示唆し、その前後からインドメタシンに対し

ても反応性を示すものと考えられる。大動脈が、動脈管と生後1日まで同じ傾

向を示すのはたいへん興味深い。その後、生後3日の大動脈のPCNA標識率の

増加は生後の成長に伴う血流量の増加と血圧上昇を反映したものと考えられる。

　エナラプリル10mg／kgを連続投与すると、動脈管のPCNA標識率は対照群

と比較して有意に低下した。大動脈についても同様に低下したが、エナラプリ

ル投与によりPCNA標識率が低下した割合は動脈管でより顕著であった。大動

脈内皮をバルーンで傷害させると、新生内膜と中膜の平滑筋細胞のDNA合成

は増加するが、このとき、アンギオテンシンIIを加えるとDNA合成はさらに増

大するという（Daemen　et　aL，1991）。逆に、アンギオテンシン変換酵素阻

害剤を投与することにより、平滑筋細胞の増殖は抑制される（Powell　et　al．，

1989）。また、アン引写テンシンIIによる細胞の増殖は、プロトオンコジーン

の。－my◎c・fbsの発現を介している可能性がある（Powell　et　al．，1990）という。

これらのことから、胎齢12日から18日までエナラプリルを投与すると、同様

なメカニズムにより平滑筋細胞の増殖を抑制し、PCNA標識率を低下させたと

考えられる。一方、胎齢20日過は、胎齢19日にエナラプリル投与群で認めら

れたPCNA標識率の低下は、動脈管と大動脈においてともに消失していたので、

少なくとも胎齢の時期により、感受性が異なることは明らかである。

　エナラプリル投与群の胎齢19Elの動脈管では、単位面積当たりの細胞核数
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は、対照群と比較して減少していた。これは、エナラプリル投与により細胞

増殖が抑制されたことを反映した結果と考えられる。また、単位面積当たりの

細胞核数が減少したことから細胞が肥大している可能性も示唆されるが、血管

の平滑筋は収縮や弛緩が認められるので、単位面積当たりの細胞核数から肥大

の程度を論じるのは難しいと考えられ、さらに検討する必要がある。

　エナラプリル投与により、動脈管の平滑筋に生じるアポトーシスが対照群と

比べて生後1日ではやや軽度となり、生後3日において著しく増強されている

ことが示された。その結果、無処置の新生子ラヅトでは、生後3日にはすでに

動脈管の萎縮は次の段階に進んでいるのに対して、エナラプリル投与群では、

生後5日になってから、この段階に進んでいた。

　アン槍脇テンシンIIのりセプターはAT　1とAT2の2種類のサブタイプが存在

することが知られている。AT　1リセプ生心は血管の緊張、ホルモンの分泌、組

織の成長や神経系の働きに作用していることが報告されている（Sasaki　et

al．，1991）。一方、　AT2リセプターは未熟な胎児組織において豊富に発現して

おり、成熟した組織においては、ごく一部の組織において低レベルで発現して

いることが報告されている（Millan　et　al．，1991）ものの、生理的役割はほと

んど明らかにされていない（Mukoyama　et　al．，1993）。Yamadaら（1996）

の報告によると、ラヅトの褐色細胞腫由来の培養細胞においてAT2リセプター

を介したアポトーシスが報告されているので、本実験結果は、動脈管における

AT2リセプターの関与したアップレギュレーションを介した結果とも推測され

るが、さらに検討が必要である。

　いずれにしても、エナラプリル投与により、アポトーシスの発現が増強し、

さらに発現時期が遅延して認められ、その結果、生後の動脈管の再構築が遅延

していると考えられ、この結果は、胎生期のPCNA陽性細胞の動態の結果と

も一致している。これらのことから、第3章で示したエナラプリル投与後の
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PGE2による動脈管の再開存が増強された原因のひとつは、エナラプリルが動

脈管の中膜平滑筋細胞の増殖を抑制し、その結果、平滑筋細胞の成熟化が抑制

され、未熟型の動脈管の反応性を示したのではないかと考えられる。また、こ

の仮説は、エナラプリル服用後の動脈管開眼症とも関連している可能性がある。

第4節　小　括

動脈管の中膜の平滑筋細胞の動態について抗PCNA抗体を用いて免疫組織化

学的に検討し、さらに妊娠後期の母体ラヅトにエナラプリルを連続投与したと

き、動脈管の平滑筋細胞の増殖に影響するか検討した。また、動脈管における

アポトーシスとエナラプリルの及ぼす影響についても検討した。

　動脈管と大動脈のPCNA標識率は、胎齢18日の約60％から増加し胎齢19日

には約75％とピークを示した。胎齢20日には約20％に減少し、その後PCNA

標識率は徐々に低下し、生後1日には約13％、生後3日の動脈管のPCNA標識

率は約7％にまで低下した。一方、生後3日の大動脈のPCNA標識率は約30％

を示し、同日の動脈管や前日の大動脈と比較して有意に増加していた。エナラ

プリル10mg群のPCNA標識率は、動脈管、大動脈ともに対照群と比べて減少

したが、動脈管でより顕著であった。しかし、胎齢20日では対照群と投与群

で動脈管、大動脈ともにPCNA標識率に差異はなかった。単位面積当たりの細

胞核数では、胎齢19日より胎齢20日でわずかに減少していた。

　動脈管のアポトーシスは胎生期には観察されず、対照群では生後1日から中

央部には集団として、周辺部には散在して認められ、生後3日、5日には中央

部のアポトーシス細胞の集団は消失し、血管壁全体に散在して認められた。母

体へのエナラプリル投与により、生後3日においても、中央部に著しいアポトー

シス細胞の集積が認められた。エナラプリル投与により生後3日のアポトーシ・

スは増強され、対照群と比べて、アポトーシスの出現パターンが遅延していた。
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以上のことから、1）動脈管の細胞増殖は胎齢19日でピークとなり、胎齢20

日には急激に減少する。2）大動脈は生後1日まで動脈管と同様に推移するが、

生後3日では細胞増殖が再び盛んになる。3）エナラプリルを連続投与すると、

胎齢19日の細胞増殖に抑制的に働き、この作用は動脈管でより顕著である。

4）エナラプリル投与により、動脈管のアポトーシスは生後3日に増強して認

められ、対照群と比べて出現時期が遅延することが明らかとなった。
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以上、本研究の結果から、

1）解剖学的閉鎖期のラヅト動脈管においても、PGE1とPGE2により動脈管

の再開存が生じ、その作用はPGE2の方が強い。　PGE2による動脈管の再開存は

生後間もないほど強く、時間の経過とともに減退し、生後24時間後には消失す

る。

2）妊娠末期の母体ラットにインドメタシン等の非ステロイド性抗炎症剤を

を投与すると、得られた新生子においては、PGE2による動脈管の再開存が著

しく増強する。この作用は酸1生の非ステロイド性抗炎症剤に共通すると考えら

れた。

　3）母体ラットにアンギオテンシン変換酵素阻害剤エナラプリルを連続投与

すると、PGE2による動脈管の再開存が増強されたが、再開存の持続時間は延

長しなかった。

　4）周生期の肺のPGD且活性は、胎齢20日から生後3時間まで徐々に増加し

たが、生後6時間には一過性に有意に減少した。その後、生後12時間には生後

3時間と同程度にまで回復した。

　母体にインドメタシンを投与後に得た新生子の肺のPGDH活性は、対照群よ

り低下していたので、このPGDH活性の低下がPGE2代謝の遅延を引き起こし、

インドメタシン投与後のPGE2による動脈管の再開存の増強をもたらすものと

考えられた。

　一方、母体にエナラプリルを投与しても新生子の肺のPGDH活性は変化しな

かった。

　5）動脈管のPCNA標識率は、胎齢19日のピークから、胎齢20日には急激に

減少し、その後、徐々に低下した。大動脈は生後1日まで動脈管と同様に推移
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したが、生後3日には再び増加した。

母体へのエナラプリル投与により、胎齢19日の動脈管の細胞増殖は大動脈よ

りも顕著に抑制されたが、胎齢20日では、動脈管、大動脈ともに変化しなかっ

た。

動脈管のアポトーシスは胎生期には観察されず、生後1日から動脈管の中央

部には集団として、周辺部には散在して認められた。生後3日、5日には中央部

のアポトーシス陽1生細胞の集団は消失し、血管壁全体に散在して認められた。

母体へのエナラプリル投与により、生後3日においても、中央部にアポトーシ

ス細胞の著しい集積が認められ、エナラプリルにより生後3日のアポトーシス

は増強され、その結果、対照群と比べて、アポトーシスの出現時期が遅延する

等の結果が得られた。

　これらを一括すれば、解剖学的閉鎖期においても動脈管はPGE2とPGE1によ

り再開存する。さらに、動脈管開存症との関連性が報告されているインドメタ

シンやエナラプリルは、PGE2による動脈管の再開存を著しく増強させる。そ

の原因を調べたところ、インドメタシンにおいては肺のPGDH活性が低下して

いたので、肺におけるPGE2代謝の停滞がその原因のひとつと推測された。し

かし、エナラプリルにおいては、肺のPGDH活性は変化していなかった。そこ

で、さらに組織学的に検討したところ、胎生期の動脈管の中膜平滑筋細胞の増

殖が抑制されていることが明らかになった。また、新生子の動脈管のアポトー

シスの出現時期が遅延していた。これらのことかち、平滑筋細胞の成熟化が抑

制され、未熟型の動脈管の反応性を示した結果、動脈管の再開存が増強された

ものと結論される。
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動脈管は胎生期に肺動脈と大動脈を結ぶバイパスとして大きく開存し、肺へ

の血液流入の大部分を阻止し、大動脈へと迂回させている。動脈管は弾性線維

に富む大動脈や肺動脈とは組織学的に異なり、血管壁の中膜に平滑筋を多く含

む筋型動脈であり（Jones　et　al．，1969）、その構造と出生後に急激に収縮する

という特徴から、他に類のない非常にユニークな血管である。動脈管の収縮は

卵円孔の閉鎖、膀循環の停止と並んで胎生期循環から成体循環への移行に重要

な役割を果たしており、出生後の動脈管の収縮が速やかに非可逆的に起ること

は新生児の生存にとって極めて重要である。

　動脈管の開存維持は拡張性に働くプロスタグランジン（PGs）と収縮性に働

く酸素分圧のバランスにより制御されている（Clyman，1987）。このPGsを

生合成する酵素であるシクロオキシゲナーゼの働きは、インドメタシン等の非

ステロイド性抗炎症剤によって阻害されることから、妊娠満期の母体ラットに

非ステロイド性抗炎症剤を投与すると、胎子の動脈管は収縮し（Sharpe　et　a1．，

1975；Momma　and　Takeuchi，1983；Arishima　et　al．，1991）、その影響は生

後にも及ぶ。ヒト胎児においても、妊娠末期に動脈管が収縮すると胎児肺高血

圧が生じ、出生後、新生児肺高血圧持続症あるいは胎児循環持続症が起こるこ

とが知られている（Momma　and　Takao，1987）。

　生後の動脈管収縮は血管壁の平滑筋の収縮により生じる機能的収縮と、続い

て起こる内皮細胞の破壊、内膜下層の増殖、結合組織の形成そして管腔の密閉

による永久的な解剖学的な収縮閉鎖の二段階に分けられ’（Jager　and　Wolleno－

man，1942；Jones　et　al．，1969）、比較的長期間に及ぶ解剖学的閉鎖期の後、

動脈管索として遺残する。出生後、動脈管の収縮が順調に進行せず、開存が維

持されたままとなると動脈管開存症と呼ばれる。この疾患は新生児の生命の存

　　　　　　　　　　　　　　　　　56



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　約

続と深い関わりを持ち小児科領域では重要である。また、一度収縮した動脈管

においてPGE1とPGE2による再開存がヒト、ウサギなどで起こることが報告さ

れている（Sharpe　and　Larsson，1975；Heyman　and　Rudlph，1977；Momma

et　al．，1980）が、ラットにおいては検討されていない。

　このように周生期における動脈管の開存の維持と収縮閉鎖に関しては未だ知

られていないメカニズムが多い。特に一度収縮した動脈管が再開存する現象は

興味深く、この再開存現象の解明は動脈管昏怠症の発生メカニズムの解明にも

つながるものと考えられる。

　インドメタシンはシクロオキシゲナーゼの阻害という薬理作用から、現在、

ヒト未熟児の動脈管開存症の治療に用いられているが、必ずしも成功率は高く

ない（Heyman　et　al．，1976；MaCarthy　et　aL，1978）。また、使用時期によっ

ては逆効果を生じるという報告（Kollishi　et　a1．，1986）もある。

　アン素噺テンシン変換酵素阻害剤であるエナラプリル（マレイン酸エナラプ

リル）は、他の降圧剤と比べ、交感神経作用を維持したまま、脳、心臓、腎臓

への血流量を増加させ降圧作用をもたらすという理由から、ヒト妊婦によく使

用されている（Johnston，1984；Lund・Johansen，1984）が、新生児の動脈管

開存症との関連が報告されている（Kreft－Jais　et　al．，1988；Pryde　et　a1．，1993）。

　これらのことから本論文では動脈管の再開存と、動脈管開存症との関連性が

報告されているインドメタシンやエナラプリルの動脈管開浴に及ぼす影響を明

らかにすることを目的とし、次のような各方面からのアプローチを試みた。

第1章においては、解剖学的閉鎖期の動脈管の再開存について、特にPGE　1と

PGE2によって生じる動脈管の再開存について検討した。

解剖学的閉鎖期のラヅト動脈管においても、PGE1とPGE2（4、10μg／匹）に

より動脈管の再開存が生じ、その作用はPGE2の方が強い。　PGE2による動脈管
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の再開存は生後間もないほど強く、時間の経過とともに減退し、生後24時間後

には消失することが示された。

第2章においては、妊娠末期の母体にインドメタシン等のシクロオキシゲナー

ゼ阻害剤を投与すると、出生後の動脈管のPGE2による再開存が修飾されるの

ではないかと推測されるので、妊娠末期の非ステロイド性抗炎症剤がPGE2に

よる動脈管の再開存に与える影響を検討した。

妊娠18日から20日の母体ラットにインドメタシン（1、3mg／kg）、アスピ

リン（100、300mg／kg）、イブプロフェン（10、30mg／kg）を3日間連続経口

投与すると、得られた新生子においては、PGE2（4μg／匹）による動脈管の再開

存が著しく増強することが示された。この作用は酸性の非ステロイド性抗炎症

剤に共通すると考えられた。

第3章においては、妊娠後期の母体ラットにエナラプリルを連続投与したと

きのPGE2による動脈管の再開存に及ぼす影響について検討した。

妊娠14日から20日の母体ラヅトにアンギオテンシン変換酵素阻害剤エナラプ

リル（0，1、1、10mg／kg）を7日間連続投与すると、　PGE2による動脈管の再

開存が増強されたが、再開存の持続時間は延長しなかった。

第4章においては、第2章、第3章において観察された胎生末期に経胎盤的に

非ステロイド性抗炎症剤やアンギオテンシン変換酵素阻害剤を投与すると、

PGE2による動脈管の再開存が著しく増強されるという現象が、どのようなメ

カニズムによって生じているかを検討するために、肺におけるPGE2の代謝分

解に注目し・PGE2の主要な代謝分解酵素である肺の15一ヒドロキシープロスタ

グランジンデヒドロゲナーゼ（PGDH）活性について検討した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　約

周生期の肺のPGDH活性は、胎齢20日から生後3時間まで徐々に増加したが、

生後6時間には一過性に有意に減少した。その後、生後12時間には生後3時間

と同程度にまで回復した。

母体にインドメタシン（3mg／kg）を投与後に得た新生子の肺のPGDH：活性

は、対照群の約60％に低下していたので、このPGDH活性の低下がPGE2代謝

の遅延を引き起こし、インドメタシン投与後のPGE2による動脈管の再開存の

増強をもたらすものと考えられた。

一方、母体にエナラプリル（10mg／kg）を投与しても、新生子の肺の

PGDH活性は変化しなかった。

第5章においては、動脈管の中膜平滑筋細胞の増殖とアポトーシス（プログ

ラム細胞死）について検討し、エナラプリルの投与が、動脈管の細胞増殖とア

ポトーシスに影響を及ぼすか検討した。細胞増殖とアポトーシスの指標として

それぞれPCNA陽性細胞とTUNE：L陽性細胞を観察した。

動脈管の中膜平滑筋細胞のPCNA標識率は、胎齢19日のピーク（約75％）か

ら、胎齢20日には約20％と急激に減少し、その後、徐々に低下した。大動脈

は生後1日まで動脈管と同様に推移したが、生後3日には約30％と増加した。

胎齢19日の動脈管の細胞増殖は母体へのエナラプリル投与により約60％に低

下した、この低下は大動脈における低下（約75％）よりも顕著であった。胎齢

20日では、動脈管、大動脈ともに変化しなかった。

動脈管のTUNEL陽性細胞は胎生期には観察されなかったが、生後1日では閉

鎖した動脈管の中央部に集団として、周辺部には円周状に散在して認められた。

生後3日と5日には中央部のTUNE：L陽性細胞の集団は消失し、血管壁全体に散

在して認められた。一方、母体へのエナラプリル投与により、新生子の動脈管

のTUNEL陽性細胞の出現パターンに明確な変化が認められた。生後1日にお
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　約

いては、中央部のTUNEL陽性細胞はやや減少しており、生後3日においては、

中央部のTUNE：L陽性細胞は著しく増加していた。生後5日においては対照群

と差異は観察されなかった。エナラプリルにより生後3日のアポトーシスが増

強され、その結果、対照ラットと比べて、アポトーシスの出現時期が遅延して

いた。

　これらの結果から、解剖学的閉鎖期においても動脈管はPGE2とPGE1により

再開存する。さらに、動脈管開存症との関連性が報告されているインドメタシ

ンやエナラプリルは、PGE2による動脈管の再開存を著しく増強させる。その

原因を調べたところ、インドメタシンにおいては肺のPGDH活性が低下してい

たので、肺におけるPGE2代謝の停滞がその原因のひとつと推測された。しか

し、エナラプリルにおいては、肺のPGDH活性は変化していなかった。そこで、

さらに組織学的に検討したところ、胎生期の動脈管の中膜平滑筋細胞の増殖が

抑制されていることが明らかになった。また、新生子の動脈管のアポトーシス

の出現時期が遅嬉していた。これらのことから、平滑筋細胞の成熟化が抑制さ

れ、未熟型の動脈管の反応性を示した結果、PGE2による動脈管の再開存が増

強されたものと結論された。
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図一1、動脈管の観察手順一1

観察と計測に用いた機器を示す。

a：実体顕微鏡（OLYMPUS）

b：簡易凍結装置（KOMATSU）

c：光ファイバー照明装置

　　　（OLYMPUS）

図一2、動脈管の観察手順一2

凍結台に固定した新生子ラヅトを示す。
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図一3、動脈管の観察手順一3

　新生子ラヅトの背面を水平に切り出した

胸椎を示す。左側は頭側を示す。

TVl胸椎
　LL：左肺

　R　＝肋骨

　x85

図一4、動脈管の観察手順一4

　食道および胸大動脈の縦断像を示す。

左側は頭側を示す。

　E　：食道

　TA：胸大動脈

　x85
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図一5、動脈管の観察手順一5

　動脈管と大動脈の分岐部を示す。

左側は頭側を示す。

　DA：動脈管

　A　：大動脈

　E　：食道

　T　：胸腺

　x8．5

図一6、動脈管の観察手順一6

　動脈管内径の測定部位を示す。

左側は頭側を示す。

DA：動脈管

　A　：大動脈

　LL：左肺

　RL：右肺

　T：胸腺

　L：肝臓

　x8．5
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図一7、動脈管の観察手順一7

　肺動脈内径の測定部位を示す。

左側は頭側を示す。

　A　：大動脈

　PA：肺動脈

　x8．5
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　図一18．タンパクの検量線
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表一6．肺組織中のPGDH活性の経時的変化

群 丁数
　　PGDH活性
　　平均±S．E．

（pmol／mmlmg　Protein）

胎子 20日

21日

22．1±1．00

25．5±1．19

新生子 生後3時間

生後6時間

生後12時間

生後24時間

27．8±1．02

18．3±1．38＊

23．0±t68

26．9±1．70

＊：前値との間に統計学的有意差あり（＊：P＜0．05）

　40
宕

塁
＆
暑3・

量
2
。

10

＊

平均±S．E．

20　　　　21

　胎子（日）

3 6 12 24

　　　　　　　　　　　　　　新生子（時間）

図一19、肺組織中のPGDH活性の経時的変化

　　　＊：前値との間に統計学的有意差あり（＊：p＜0．05）
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表一7・インドメタシンを投与した母体ラットから得た

　　　　　　　新生子の肺のPGDH活性

インドメタシン

　　投与量

　　（mg／kg）

例数
　　　　PGDH活性
　　　　平均±S．E．

（pmollminlmg　Protein）

0 6 27．9±2．5

3 6 19．6±1．1　＊

母体ラットにインドメタシン3mg／klg／dayをを3日間経口投与した。

＊：controlとの間に統計学的有意差あり（＊：P＜0．05）

宕
旧
£
9
ユ
。
∈
≧
∈
」
。
∈
巳
望
瞑
工
8
」

40

30

20

10

0

＊

Control
インドメタシン

　3mgl　kg

図一20．インドメタシンを投与した母体ラットから得た

　　　　　　　新生子の肺のPGDH活性

　　　　＊：control群との間に統計学的有意差有り（p＜0．05）
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表一8．母体ラットへのエナラプリル連続投与後の

　　　　　　新生子肺のPGDH活性

エナラプリル

　投与量
（mg／kg）

　　　　　　　PGDH活性
丁数　　　　　　平均±S．E．

　　　（pmollmin／mg　Protein）

0 4 28．0±2．97

10 4 30．9±3．08

母体ラットに7日間エナラプリル10mg／kgを経口投与した

（
三
£
9
二
〇
∈
、
ε
E
こ
。
∈
ユ
）
塾
照
＝
o
o
」

40

30

20

10

0　　　　　対照群　　　　　　　エナラプリル

　　　　　　　　　　　　　　　　　10mg／kg

図．21．母体ラットへのエナラプリル連続投与後の

　　　　　　　新生子の肺のPGDH活性
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図一25、胸部の横断像

DA：動脈管

Ao：大動脈

PCNA免疫染色
x27

図一26、動脈管の横断像

L：血管内腔

E：内皮細胞

S：平滑筋細胞

PCNA免疫染色

　x270
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図一27、胎齢19日の動脈管

　中膜には豊富な平滑筋細胞が観察され、

大半がPCNA陽性細胞である。

L：血管内陣

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270

図一28、胎齢19日の大動脈

組織学的には動脈管（図一27）と同様で

ある。中膜には豊富な平滑筋細胞が観察

され、大半がPCNA陽性細胞である。

L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色

　x270
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図一29、胎齢20日の動脈管

胎齢19日の動脈管（図一27）と比べると、

中膜のPCNA陽性細胞は著しく減少して

いる。

L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色

　x270

図一30、胎齢20日の大動脈

胎齢19日の大動脈（図。28）と比べると、

中膜のPCNA陽性細胞は著しく減少して

いる。胎齢20日の動脈管（図一29）とはほ

ぼ同様である。

L：血管内膳

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色

　x270
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団匪31・生後1日の動脈管

胎齢20日の動脈管（図一29）と比べると、

中膜のPCNA陽性細胞はやや減少してい

る。

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270

図一32、生後1日の大動脈

胎齢20日の大動脈（図一30）と比べると、

中膜のPCNA陽性細胞はやや減少してい

る。生後1日の動脈管（図一31）とはほぼ

同様である。

L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270
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図。33・生後3日の動脈管

　生後1日（図一31）と比べると、中膜の

PCNA陽性細胞はやや減少している。

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270

図一34、生後3日の大動脈

生後1日の大動脈（図弓2）と比べると、

中膜のPCNA陽性細胞は増加しており、

生援3日の動脈管（図一33）と比べても増

加している。

L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色

　x270
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図一35、胎齢19日の無処置の

　　　　動脈管

L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270

図一36、胎齢19日の投与群の

　　　　動脈管

対照群の胎齢19日の動脈管（図一35）と

比べると、中膜のPCNA陽性細胞は著し

く減少している。

：L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色

　x270
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図一37、胎齢20日の無処置の

　　　　動脈管

L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270

図一38、胎齢20日の投与群の

　　　　動脈管

対照群の胎齢20日の動脈管（図一37）と

比べると、中膜のPCNA陽性細胞に差

はない。

L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270
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図一39、胎齢19日の無処置の

　　　　大動脈

L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270

図一40、胎齢19日の投与群の

　　　　大動脈

対照群の胎齢19日の大動脈（図一39）と

比べると、中膜のPCNA陽性細胞は減少

している。

L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270
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図一41、胎齢20日の無処置の

　　　　大動脈

L：血管内腔

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270

図一42、胎齢20日の投与群の

　　　　大動脈

対照群の胎齢20日の大動脈（図一41）と

比べると、中膜のPCNA陽性細胞に差は

ない。

L：血管内野

↑：PCNA陽性細胞

PCNA免疫染色
x270
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図一43、生後1日の無処置の

　　　　動脈管

a：TUNE：L法

b：類似切片のヘマトキシリン・エオジ

　　ン染色像

　TUNE：L陽性細胞が蛍光を発している。

TUNEL陽性細胞は血管壁の中央部と周辺

に散在して認められる。

x185

図一44、投与群の生後1日の

　　　　動脈管

a：TUNEL、法

b：類似切片のヘマトキシリン・エオジ

　　ン染色像

　TUNE：L陽性細胞が血管壁の中央部と周

辺に散在して認められる。中央部の

TUNE：L陽性細胞は無処置の対照群（図

一43）と比べて、やや減少している。

x185
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図一45、生後3日の無処置の

　　　　動脈管

a：TUNE：L法

b：類似切片のヘマトキシリン・エオジ

　　ン染色像

　TUNEL陽性細胞は血管壁に散在して認

められ・生後1日（図一43）で観察された

規則性は消失している。

　x185

図一46、生後3日の投与群の

　　　　動脈管

a：TUNE：L法

b：類似切片のヘマトキシリン・エオジ

　　ン染色像

　TUNEL陽性細胞は生後3日の対照群
（図一45）とは異なり、中央部と周辺部に規

則的に認められ、生後1日（図一43、44）

と同様であるが、中央部のTUNE：L陽性細

胞の集団は、生後3日の対照群（図一45）

と比べて著しく増加している。

　x185
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二一47、生後5日の無処置の

　　　　動脈管

　a：TUNEL法
　b：類似切片のヘマトキシリン・エオジ

　　ン染色像

　TUNE：L陽性細胞は血管壁に散在して認

められ、生後3日の動脈管（図一45）と同

様である。

x185

図一48、生後5日の投与群の

　　　　　動脈管

　a：TUNE1ン法

　b：類似切片のヘマトキシリン・エオジ

　　ン染色像

　TUNEL陽性細胞は血管壁に散在して認

められる。生後3日の投与群の動脈管（図

一46）と比べると、中央部の陽性細胞の集

団は消失し、血管壁に散在して認められ、

生後5日の対照群（図一47）と同様である。

　x185
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Experimental studies on the re-opening of the

                   arterlosus ln rats

                             by

                     Hirofumi TOGASHI

Abstract

ductus

                            ABSTRACT

                                '
     The ductus arteriosus (DA) bypasses most of the blood from the

pulmonary circulation to the placenta, where oxygenation occurs. This

vessel unlike the pulmonary artery (PA) and the aorta, which are both

elastic in type, is equipped with the media abuRdaRt in smeeth muscles as

a type ef muscular artery (JeRes et al., 1969). After birth, with the

beginning of respiration, the DA is rapidly closed and transfbrmed into a

fibrous cord. Since the survival ofnewborn placental mammals depends on

the closure ofthe DA, the cessation ofthe umbilical circulation and the

occlusieR of the foyaB3eR ovale, the DA plays a significaRt rele in the

ReoRatal adaptaticR req=ired immediately after birth.

     The patency ofthe DA is regulated by a balan'ce ofopposing actions of

prostaglandin (PG) E2 and oxygen (Clyman, 1987). Aspirin, indomethacin

and other nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are potential

inhibitors ef cyclgxygeRase, a limiting eRzyme ofthe biosynthesis ef PGE2.

NSAIDs are ebserved to ceRstrict dose-depeRdently the fetal DA after

administration to pregnant mothers 4nd animals, and cause fetal

pulmonary hypertension, persistent pulmonary hypertension and persistent
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                                                        Abstract

fetal circulatioR iR infaRts (Momma aRd Takao, 1987).

      Closure ofthe DA after birth occurs in two stages, i.e., initial closure

and anatomical (permanent) closure. The initial closure is brought about by

contraction of the smooth muscle cells (SMCs) in the wall of the DA

(ClymaR, 1987). The aRatemical clesure depends oR a series ef str=ctural

changes. ERdgthelial cells detach frem the ixterxal elasticlamina, aRd the

subendothelial region begins to accumulate extracellular matrix materials

and fiuid. The internal elastic lamina becomes fragmented, allowing SMCs

to migrate into the subendothelial region and obstructing the vessel lumen.

Eve=tually the DA degeRerates intg the fibrous cord referred te as the

ligamekwn arteriesus (Jarkovska et al., 1992). A DA Ret completely closed

after birth is referred to as a patent ductus arteriosus (PDA). The

treatment of PDA is important to the survival of newborns. PGEI and PGE2

have been shown to induce a re-opening of the DA in humans and rabbits

 (Heymann and Rudolph,1977 ; Olley et al., 1976 , 198e ; Memma et

al.,1980). However, the dilatiRg effect ef PGs has kot been examined in

detail in rats, even though rats are often used in studies of reproductive

biology.

      Since 1976, indomethacin has been used successfu11y to treat PDA

 (HeymaR et a}., 1976) based oR its inhibitery effect oR PGE2 synthesis.

Re-openiRg ef the DA after iBdemethaciR treatment, hewever, is quite

common, although the reason is unclear (Clyman et al., 1985). ln this

connection, it is significant that premature infants who have been exposed

in utero to indomethacin for threatened labor tend to show a higher

incidence cfPDA (Nerton et al., 1993).
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                                                        Abstract

      AngioteRsiR-coRverting enzyme (ACE) iRhibitors (ACEIs) beloRg te ft

relatively new class of antihypertensive drugs. They have been used in

women of reproductive age, because compared with conventional

antihypertensive agents, they have the advantage of leaving sympathetic

functions intact and ef enhaRciRg the disgributigR of bleod fiow te the

kidneys, heart and brain without alteriRg cardial cutput (JehRstek, 1984 ;

Lund-Johansen, 1984). However, some studies have suggested that the

continued use of ACEIs during pregnancy may not be safe to the fetus

(Kreft-Jais et al., 1988;Pryde et al., 1993). It has been notedthat the use

ofACEIs during the secoRd aRd third trimesters cf pregnakcy is associated

with PDA (Kreft-Jai$ et al., 1988 ;Pryde et al., 1993).

      As mentioned above, the patency and the closure of the DA are not

completely understood. The re-opening ofthe DA is of particularinterest in

part because it is thought to be related to the mechanism ofPDA. In the

present research, therefore, the re-openiRg ef the DA a=d the effect ef

NSAIDs and ACEIs eR the re-cpeniRg cf the rat DA ikduced by PGE2 were

examined. The findings obtained may contribute to make clear the

mechanism ofthe PDA and the relation ofPDA and drugs.

 Summary of results

 1. ThedilatingeffectsofPGEIandPGE2ontheonce-constrictedDAin

newborn rats were investigated. Wistar rats were mated and the day on

which sperm was found in a vaginal smear was designated as day O of

gestaLion. Each newbom pup receivedsubcuta=eoRs tw･ectieRs efPG (4, 10

ug/Pup) at intervals after Cesarean delivery. The ratio ofthe inner diameter
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ofthe DA to that of the pulmonary artery (PA) was determined at intervals

after the inJ'ection as an index of the dilating effect on the DA (Arishima et

al., 1991;Takizawa et al., 1992).

      Both PGEI and PGE2 dilatedthe DA fbr over90 min. The maximal

effect appeared 15 or 30 min after the inJ'ection. The dilating effbct was

significantly higher in the PGE2 injected pups than in the PGEI inJ'ected

pups. The dilating efibct was significantly decreased in the 6-hr-old pups

compared to the 3-hr-oid pups. These results indicate that both PGEI and

PGE2 have a dilating effect on the once-constricted DA, that the effect

decreases with time, and that the dilating activity of PGE2 was stronger

thanthat of PGEI.

 2. ItwasalsodeterminedwhetheranNSAIDadministeredprenatally

to mother rats could potentiate a re-opening ofthe neonatal DA induced by

PGE2 after pcstnatal closure. A subcutaneeKs iajectieR ef PGE2 (4 ptg/pup)

was given to newborfi rats 3 hr after a Cesarean delivery from pregnaRt

females which had orally received indomethacin (1, 3 mglkg), aspirin (100,

300 mglkg) or ibuprofen (10, 30 mgfkg) from day 18 to day 20 of gestation.

The DA/PA ratio was determined at intervals after the injection.

      The indomethacin, aspirin and ibuprefen treatmeRts each

significantly increased the re-opening of the DA and proloRged the duratieR

ofre-openinginduced by PGE2. These results suggest that increased ductal

responsiveness to PGE2 in newborns rats seems to be a common response to

maternal treatment with an NSAI]) such as indomethacin, aspirin and

ibuprofen.
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 3. WhetheranACEIsadministeredprenatallytomotherratscould

petentiate a re-epenixg of the =eoRata} DA ind=ced by PGE2 after pestRatal

closure was investigated. A subeutaReeus inj'ectien cfPGE2 (4 ptgtpup) was

given to newborn rats 3 hr after a Cesarean delivery from pregriant females

which had orally received enalapril (O.1, 1 or 10 mglkgi from day 14 to day

20 of gestation. The DA/PA ratio was determined at intervals after the

mjectlen.

      The enalapril treatment significantly increased the re-opening of the

DA, except in the low dose (O.1 mg/kgi group, but the duration of re-opening

was not prolonged.

 4. Earlystudiesofprostaglandinmetabolismhaverevealedthatthe

lung is a major site of prostaglandin inactivation. Piper et al. (1970)

showed that the bioactivity of PGEs and PGF2ct almost completely

disappeared after a single traRsit thro=gh the pulmeRary circulatieR in

guinea-pigs. It has been established that 15-hydrexy prestaglaRdin

dehydrogenase (15-PGDH) is a key enzyme catalyzing the initial reactions

in converting the biologically active PGE2 to its inactive metabolite

15-keto-PGE2 (AnggArd et al., 1964,1966).

      In the present research, the hypethesi$ that matemal treatmeRt

with indomethacin or enalapril would inhibit the catabolis}xt cf PGE2 aRd

that PDA would be partly due to this inhibition was tested. Also, the

perinatal changes of lung 15-PGDH activity and the efllects of prenatal

indomethacin or enalapril treatment on 1ung 15-PGDH activity were

investigated.
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      The 15-PGDH activity in the lungs of non-treated rats was increased

frem day 20 ef gestation to 3 hrs after birth; however, the activity was

transiently decreased in 6 hr-old pups, and at 12 hrs had recovered to the

level of3 hr-old pups. lndomethacin treatment (3 mgfkgl from day 18 to day

20 of gestation significantly decreased the activity of 15-PGDH in neonatal

lungs, whereas enalapril treatment did not affect the 15-PGDH activity.

These results suggest that the decrease in the catabolism of PGE2 in the

lungs is partly responsible fbr the failure ofindomethacin therapy fbr PDA,

and that the catabolism does not contribute to the PDA after enalapri1

treatment.

 5. SMCproliferationandapoptosisinthemediaoftheDAandthe

effect of enalapril on this cell proliferation and apoptosis were studied.

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)-positive cells and terminal

deexynucleetidyl traRsferase-mediated dU[l]P-bietiR nick end }abeling

 (TUNEL)-positive cells (Gavriel et al., 1992) were observed as indices of

cells proliferation and apoptosis, respectively.

      The PCNA indices ofthe DA and aorta were both approximately 75%

in 19-day-old fetuses and sigrLificantly declined to about 20% in 20-day-old

fetuses. in 3-day-eld newbern pups, the PCNA index in the DA fUrther

declined from that of 20-day-old fetuses, whereas the PCNA index in the

aorta was significantly increased compared to that in the DA.

      The effect of enalapril on the PCNA indices of the DA and aorta was

examined in perinatal rats. in 19-day-old control fetuse$, the PCNA indices

ofthe DA and aorta were about 75%, whereas the indices ofthese vessels
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were significantly decreased when enalapri1 (10 mgAscg for 7 days) was

traRsplaceRtally administered. 'I]he decliRe ofthe PCNA iBdex ikd"ced by

enalapril was more promifient in the DA compared to the aorta. The PCNA

indices of these vessels in 20-day-old fetuses were not altered by the

maternal treatment with enalapri1. These results indicate that enalapri1

inhibits the proliferative activity of the fetal vessels, and that this effect

was age-dependeBt and more promineRt in the DA cempared te the aerta.

      TUNEL-positive cells were not observed in the DA of fetuses. In

1-day-old pups, in contrast, TUNEL-positive cells in the DA were regularly

observed, as clusters in the center ofthe DA and as circular arrangements

in the outer layer of the media. ln 3- and 5-day-old pups, the regular

localization of [IrUNEL-positive cells observed in 1-day-old pups had beeB

lost;the TUNEL-positive cells in the DA were now irregularly scattered in

the vessel's wall. ln the enalapril-treated group of 3-day-old pups,

remarkab!e TUNEL-positive cells were seen in the center ofthe DA, and the

positive cel!s were significantly increased in number. In 5-day-old pups, the

number and the pattern oflocalization ofthe TUNEL-positive cells were the

same as in the control group.

      Thus, based eR the foregeing ebservatieRs, PGEI and PGE2 have a

dilatiBgeffect en the enee-coRstricted DA. NSAID er eRalaprtl treatmeRt

increased the ductal responsiveness to PGE2 in newborns rats. Since the

neonatal lung 15-PGDH activity was significantly decreased after maternal

indomethacin treatment, the decrease in the catabolism of PGE2 in the 1ung

is partly responsible fbr the failure of i=de}nethaicR therapy fer PDA.

                  "
                                132



                                                        Abstract

However, 15-PGDH activity was not afliected after maternal enalapri1

treatment. The SMC proliferation in the prenatal DA was decreased after

maternal enalapril treatment, and the onset of apoptosis in the neonatal

DA was delayed, suggestingthat the maturation ofthe SMC in the DA was

suppressed after matemal enalapril treatment and that the DA then had

an immature response to PGE2.
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