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研究成果の概要（和文）：

　肺胞形成の分子機構についてDA-Raf KOマウスを用いて解析を行った。DA-Raf KOマウスでは

新生児期における肺胞隔壁形成とalveolizationが著しく阻害され、この時期に出現する筋繊維

芽細胞が認められなかった。本研究によりⅡ型肺胞細胞はDA-RafによりRas-MEKシグナルを抑

制し、non-cell autonomousに筋繊維芽細胞への分化を制御することが明らかとなった。今後肺胞

における筋繊維芽細胞分化およびDA-Raf/Ras/MEKシグナルによって制御されている因子の解析

を進める。

研究成果の概要（英文）：

 We analyzed molecular mechanism of alveolization using DA-Raf KO mice. DA-Raf
KO mice have defects in alveolar septum formation and alveolization during neonatal
periods. Myofibroblast differentiation was severely blocked in P2~P5 of development in
the KO mice. DA-Raf mRNA is highly expressed in type II alveolar epithelial cells
(AEII). Lineage trace experiment using SPC-CreER and LacZ floxed mice revealed
that AEII cells did not differentiate to myofibroblasts in neonatal periods. Thus, DA-
Raf regulates myofibroblast differentiation by suppressing Ras-ERK cascade in non-
cell autonomous manner in neonatal period of lung development.
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１．研究開始当初の背景
　DA-Raf は A-Raf のスプライスバリアント
であり Kinase domain を欠いたタンパク質
が作られる。そのため A-Raf に対し
dominant negative に作用することが in
vitro の実験で示されているがその生理的役
割についてはわかっていない。そこで申請
者らは DA-Raf を特異的に欠損する DA-Raf
KO マウスを作成した。DA-Raf KO マウス

は P5 以降肺胞腔の拡張が認められ肺気腫様
となった。
　一方肺気腫をはじめとする慢性閉塞性肺
疾患は罹患率も高く有効な治療法はない。
DA-Raf KO マウスが慢性閉塞性肺疾患のモ
デルマウスとしてその病態解明および治療
法の開発に貢献できると期待される。
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　肺胞形成の分子機構について DA-Raf KO
マウスを用いて解析し、慢性閉塞性肺疾患
の分子標的療法の可能性について検討する。

３．研究の方法
（１）DA-Raf KOマウスの肺胞形成過程と
その異常について組織学的に解析を行った。
また肺における DA-Rafの発現について in
situ hybridization法にて解析した。
（２）II型肺胞上皮細胞の分化系列について
追跡するために SPC-CreERノックインマウ
ス、LacZ floxedマウスを用い P１よりタモ
キシフェン投与により II型肺胞上皮細胞を
LacZでマーク、その分化について筋繊維芽
細胞のマーカーであるα-SMAなどで免疫染
色し解析した。
（３）DA-Rafは X染色体上に存在している
ため♀ヘテロマウス肺組織では X染色体不
活性化の結果モザイク状態で KO細胞が存在
する。そこで X-linked GFPマウスと交配し
DA-Raf野生型および KO細胞の筋繊維芽細
胞への分化を解析した。

４．研究成果
　（１）肺胞形成における DA-Raf の役割に
ついて DA-Raf KO マウスを用いて解析を行
った。DA-Raf KO マウス肺は生後２日(P2)ま
では野生型と差がないが、P14 では肺気腫様
になる。P2 より P14 までの肺胞形成につい
て詳細に解析したところ、DA-Raf KO マウス
においては P5 から P7 における隔壁形成と
alveolization が著しく阻害され、この時期
に出現する筋繊維芽細胞　(α−SMA 陽性細
胞 )が認められなかった。一方 in situ
hybridization の結果より DA-Raf はⅡ型肺胞
上皮細胞で発現が認められまた正常肺胞形
成過程 P2~P14 にかけて DA-Raf 発現が増加
することがわかった。また活性型 MEK(P-
MEK)抗体による免疫染色の結果この時期に
は DA-Raf の発現増加とともに Ras-MEK シ
グナルは抑制されていることがわかった。
一方 KO マウスでは Ras-MEK シグナルは活性
化されたままであった。また、MEK 阻害剤
を新生児 KO マウス胸腔内に注入し肺胞形成
について組織学的に解析したところ、隔壁
形成が認められた。以上の結果により肺胞
形成には DA-Raf による Ras-MEK シグナルの
抑制が重要であることが明かとなった。
　（２）次に筋繊維芽細胞はⅡ型肺胞上皮
細胞から分化するか否かを調べる目的でⅡ
型肺胞細胞を LacZ でマークしその lineage
trace を試みた。その結果 LacZ 陽性細胞と
a-SMA陽性細胞の共染色像は認められず、P2
~P5 における筋繊維芽細胞はⅡ型肺胞上皮
細胞由来ではないことが確認された。さら
に、野生型マウスでは肺胞 PDGFR 陽性細胞
より a-SMA 陽性筋繊維芽細胞が分化するが

DA-Raf KO マウスではこの分化が阻害され
ており、PDGFR 陽性細胞が増加しているこ
とが明らかとなった。
　（３）DA-Raf は X 染色体上にあり、♀で
は X 染色体がランダムに不活性化されるた
め肺においても DA-Raf KO 細胞がモザイク
状に存在する。実際 DA-Raf +/- ♀マウスの
肺組織を解析したところ肺胞形成が進行し
て細分化されている部分と肺胞形成がすす
んでおらず気腫状になっている部分とが混
在していた。また DA-Raf +/-マウスと X 染
色体上に GFP を導入した X-linked GFP マウ
スを掛け合わせ、DA-Raf +/-／X-linked GFP
♀マウスを解析し筋繊維芽細胞の lineage
を解析した。その結果 DA-Raf +/-／X-linked
GFP　♀マウスにおいては GFP 陽性α-SMA
陽性細胞も減少しており野生型細胞からの
筋繊維芽細胞への分化も阻害されることが
明らかになった。このことは DA-Raf を欠損
したⅡ型肺胞上皮細胞が筋繊維芽細胞への
分化を阻害する因子を分泌することが示唆
された。
 野生型及び KO マウスの II 型肺胞上皮細胞
を分離して遺伝子発現をマイクロアレーに
て網羅的に解析したところ KO マウス細胞に
おいて有為に発現の上昇している分子がい
くつか同定され、real time PCRにおいても発
現上昇が確認されている。現在肺胞におけ
る筋繊維芽細胞分化および DA-Raf/Ras/MEK
シグナルによって制御されている抑制因子
の解析をさらに進めている。
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