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研究成果の概要（和文）：肺胞形成に関わる因子の前駆タンパク質を切断する酵素として知られているfurin
が、早産児慢性肺疾患の病態形成の鍵となると考え、新生仔マウス高濃度酸素暴露による慢性肺疾患モデルを用
いてその役割を検証した。マウス肺のmyofibroblastにfurinが発現していることを示したうえで、病態モデルマ
ウスでfurinとその標的蛋白の発現が減少し、肺胞形成が悪化することを示した。次にfurin阻害剤の投与で、病
態が再現されることを示した。最後にこのモデルにfurinを投与することで肺胞形成が改善することを示した。

研究成果の概要（英文）：We hypothesized that furin, also known as an enzyme that cleaves proproteins
 of factors involved in alveologenesis, may play a key role in the pathogenesis of chronic lung 
disease in preterm infants. Here we examined its role using a chronic lung disease model in neonatal
 mice exposed to 85% oxygen. We showed that furin is expressed in myofibroblasts in mouse lungs, and
 that the expression of furin and its target proteins is decreased in the mouse model, resulting in 
worsened alveoli formation. Next, we showed that administration of a furin inhibitor successfully 
reproduced the pathology. Finally, we showed that treatment with furin improved alveoli formation in
 a hyperoxia-exposed mouse model.

研究分野： 新生児学、新生児呼吸器病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で我々は、早産児に特有の慢性肺疾患の病因として、新規にfurinが重要な役割を果たしていることを世
界で初めて明らかにした。標準治療では改善が困難な重症の慢性肺疾患において、新規治療戦略の選択肢となり
うる。毎年およそ1200人前後と推計される罹患児の長期予後の改善から社会参画の促進や医療費の抑制につなが
ることも期待できるなど、社会的意義が非常に大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
慢性肺疾患は、出生体重が1000g 未満の超低出生体重児の遠隔期合併症のひとつであ

る。呼吸機能低下だけでなく、長期入院や活動制限から精神社会的発達も遅らせ 

るなど、新生児医療の成績向上や医療費削減においても大切なテーマである。日本で

は、胎内感染があった早産児の中に、生後初期よりレントゲンで泡沫気腫状陰影 

を示す一群をはやくから区別して把握してきた(慢性肺疾患Ⅲ型)。肺のう胞を形成して

重篤な経過をたどり、退院前死亡原因となるなど厳しい予後を示すが、その発症機

序・病態はまだ完全に把握されておらず、その解明が根本的な治療介入や、発症予防

のために急がれる。 

慢性肺疾患で肺胞形成促進効果のあるNO-cyclic GMP(cGMP)-cGMP dependent protein 

kinase I(PKGI)シグナル系を解析し、その活性を調節する酵素として前駆体蛋白変換酵素

のfurinを同定した。furin はPKGI のほかに、Insulin like grouth factor I(IGF-I), IGF-I 

receptor, platelet-derived growth factor-A(PDGF-A)やtransforming growth factor-

β(TGF-β)などの、肺胞形成に関わる因子の前駆タンパク質を切断する酵素としても知ら

れている。 

 
２．研究の目的 
出生後早期から重篤な経過を示す慢性肺疾患の一群は、「炎症によりゴルジ体機能が

妨げられてfurin の酵素活性が低下し、肺胞形成を促す因子の活性低下が起こることが

原因となっている」との仮説を立てるに至った。新生仔マウスによる慢性肺疾患モデ

ルをもちいてこれを立証することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
a. 高濃度酸素暴露による慢性肺疾患モデル動物の作成 

日齢 0(P0)の C57BL6 マウス新生仔を母子ともに 85％酸素濃度を維持したチャンバー

へ入れ、10 日間暴露する。安楽死させた後開胸して、右心室より 0.1mol クエン酸ナト

リウムを用いて血液をフラッシュする。気管切開を行い、PE チューブで気道にカニュ

レーションを行い、4%パラホルムアルデヒドを 20cm の高さから大気圧で inflate し、

30 分間固定を行う。気道を結紮して全身を 4%パラホルムアルデヒド溶液にて 48 時間

固定する。肺を取り出してパラフィン包埋して薄切切片を作成し、組織の定量的解析、

immunohistochemistry, immunofluorescence に用いた。 

b. 慢性肺疾患モデルの病理組織像における肺の定量評価 

肺切片標本を光学顕微鏡下に撮像し、NIH 提供のフリーソフトウエア Image J を用い

て、mean linear intercept 法と tissue volume density 法を用いて平均肺胞径と組織密

度を評価した。 

c. ウエスタンブロッティングによる蛋白発現量評価 
P10 で液体窒素下に凍結して保存しておいた肺切片を、同じく液体窒素下に粉砕して

回収し、RIPA buffer に溶解した。ソニケーションの後、4℃、ローテーターで 30 分

間溶出して上清を試料とした。蛋白濃度測定には BCA アッセイを用いた。 

d. 新生仔肺の初代培養と immunocytochemistry 
P1 の新生仔マウス肺を a で述べた方法で血液をフラッシュしたあと摘出する。Lung 



dissociation kit を用いて酵素的・物理的に単細胞溶液化を行い、ガラスボトム dish に

播種する。4 日間の培養後固定し、抗原特異的抗体、蛍光色素結合二次抗体を用いて細

胞染色を行い、confocal microscope にて目的蛋白の発現を確認した。 

e. 統計学的検定 
各群の定量評価の比較には、ウィルコクソン検定、もしくはフリードマン検定を使用し、

p<0.05 を有意とした。 
 
４．研究成果 
① 新生仔マウス肺には furin 陽性細胞が存在する。P10 マウス肺には furin 陽性細胞が存

在することが確認できた。強拡大でみてみると、2 次肺胞隔壁が貫入していく先端に陽
性細胞を確認することができ(a, 矢頭)、myofibroblast であることが示唆された。furin
陽性細胞は、大血管の中膜に存在するが、気道上皮には乏しいことがわかる(c)。lung 
primary culture の蛍光免疫染色法では、furin が SMA 陽性細胞に共発現していること
が確認でき、新生仔マウス肺において、myofibroblast に furin が存在していることが示
された。 
 

 
 
 
 



② 高濃度酸素による慢性肺疾患モ
デルマウスの肺では furin の発現
が減少している。P0 から P10 ま
で 10 日間 85%酸素暴露を行い作
成する慢性肺疾患モデル(85%
群, B)では、control 群(A)と比較
して肺胞形成が著しく低下する。
P10 で保存した肺の懸濁液で行
った Western blotting では、85%
群で furin の発現が減少してい
た。Morphometry として平均肺
胞径(Mean linear intercept; MLI)
を評価すると、85%群で有意に拡
大していることが確認できた。 

 

 

③ 高濃度酸素による慢性肺疾患モデルマウスの肺では furin の標的蛋白の一種である
IGF-IR の発現が減少している。モデル動物肺を P10 で回収したものを、液体窒素下に
破砕して作成した蛋白試料を western blotting で検出した。control 群と比較して、85%
群では IGF-IR の発現が半分程度まで減少していることが確認できた。 

 

④ furin 阻害薬の Hexa-D-Arginine(D6R)を投与すると、肺胞形成が阻害される。P2 から
２日おきに D6R を腹腔内投与して P10 で固定した。control 群(A)と比較して D6R を
投与した群(B)では、肺胞形成の遅延が認められた。強拡大で観察すると、肺胞を構成



する細胞数や肺胞隔壁の厚みは
保たれていることがわかる(C)。
肺胞形成の程度を MLI による評
価で確認した(D)。 

 

⑤ Furin の発現変化は、新生仔マウ
スの肺胞形成に影響する。85%酸
素１０日間の暴露は、control 群
(A)と比較して肺胞形成を著しく
低下させる(B)が、furin の腹腔内
投与を行うことで一定の改善を
得ることが示された(C)。MLI で
評価を行い、各群間で有意な変化
を確認した(D)。 
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