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研究成果の概要（和文）：Akt はインスリンによって活性化される蛋白リン酸化酵素であり，細胞

増殖や糖代謝など多彩な生物学的作用を有することが知られている。肺胞上皮細胞特異的に Akt

を活性化すると、帝王切開により早期晩出した胎児において肺胞における毛細血管密度の減少と

VEGF、HIF-2 の発現量低下がみられ、新生児呼吸窮迫症候群ときわめて類似した表現型を呈する

ことが明らかになった。また、ラパマイシン投与により、VEGF、HIF-2 の発現量が増加し RDS の

病態が改善された。以上の結果から、胎児期における過剰な Akt シグナルが、mTOR 依存性に VEGF

の発現を抑制することにより、RDS の病態形成に関与するものと考えられた。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：Akt	
 is	
 a	
 serine/threonine	
 protein	
 kinase	
 that	
 is	
 activated	
 by	
 insulin	
 
and	
 regulates	
 multiple	
 cellular	
 processes	
 including	
 cell	
 growth	
 and	
 glucose	
 metabolism.	
 
Overexpression	
 of	
 Akt	
 in	
 lung	
 epithelium	
 resulted	
 in	
 reduced	
 capillary	
 density	
 and	
 
downregulation	
 of	
 HIF-2	
 and	
 VEGF,	
 leading	
 to	
 RDS	
 in	
 preterm	
 infants	
 born	
 by	
 Caesarean	
 section.	
 
Treatment	
 with	
 rapamycin	
 restored	
 the	
 expression	
 of	
 VEGF	
 and	
 HIF-2	
 and	
 improved	
 the	
 lung	
 
pathology	
 of	
 transgenic	
 mice.	
 These	
 results	
 suggest	
 that	
 aberrant	
 activation	
 of	
 Akt/mTOR	
 
pathway	
 in	
 the	
 lung	
 epithelium	
 plays	
 a	
 critical	
 role	
 in	
 the	
 pathogenesis	
 of	
 RDS.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 
	
 糖尿病合併妊娠では周産期のリスクが高
く、さまざまな合併症が増加することが知ら
れており、これらは母体の高血糖に対する反
応性の胎児高インスリン血症によって生じ
ると考えられている。新生児呼吸窮迫症候群
(respiratory	
 distress	
 syndrome	
 (RDS))は
これらの周産期合併症のなかでも死亡率が
高く、臨床的にもきわめて重要な疾患である。
RDS は肺胞上皮細胞からのサーファクタント

産生低下によって生じるとされており、人工
サーファクタントの投与により治療されて
いるが、依然として未熟児の死亡原因の大き
な部分を占めており、RDS 発症機構の解明と
治療法の開発が望まれている。	
 
	
 RDS についてはこれまで肺サーファクタン
トの欠損がその本態と考えられており、現在
も主に人工サーファクタントによって治療
がなされている。また、糖尿病合併妊娠での
RDS 発症における胎児側の高インスリン血症
については、その病態への関与が示唆されて
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はいるものの、直接的な証拠には乏しい。そ
の理由の１つとして RDS の適切な動物モデル
がなかったということがあげられる。	
 
	
 近年、遺伝子改変マウスなどの発生工学的
手法が広く応用されるようになり，シグナル
伝達系と実際の病態を関連づけた疾患モデ
ルマウスの解析が可能になってきた。我々は
これまで組織特異的 Akt トランスジェニック
マウスを用いて、心臓・血管・膵臓等におけ
る Akt シグナルの役割について検討してきた。
肺胞上皮における Akt シグナルの役割を検討
するために肺胞上皮特異的発現誘導型 Akt ト
ランスジェニックマウスを作成したところ、
RDS にきわめて類似した表現型を示すことが
明らかになり、このマウスは RDS の病態生理
を解析するうえで非常に有用な新規動物モ
デルであると考えられた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 	
 
	
 本研究では、肺胞上皮特異的発現誘導型
Akt トランスジェニック（LE-Akt	
 TG）マウス
を RDS の疾患モデルマウスとして使用し、RDS
の病態生理における Akt シグナルの役割を明
らかにすることをその目的とした。	
 
	
 	
 
３．研究の方法	
 
	
 	
 
（１）LE-Akt	
 TG マウスの表現型解析	
 
	
 
	
 我々は肺胞上皮における Akt シグナルの病
態生理学的意義を明らかにするために、２型
肺胞上皮細胞特異的なプロモーターである
surfactant	
 protein	
 C	
 (SP-C)プロモーター
を用いて rtTA	
 TG マウスを作成し、これを
Tet-myrAkt	
 TG マウスと交配して得られたダ
ブル TG マウスにドキシサイクリンを投与す
ることにより、肺胞上皮特異的に Akt が過剰
発現するマウスを得た（図１）。	
 

	
 
	
 予備的検討により、肺胞上皮特異的誘導型
Aktトランスジェニック(LE-Akt	
 TG)マウスで
は、E18.5 で帝王切開により出産した新生児

はチアノーゼを呈し、全例２時間以内に死亡
した。肺の HE 染色では肺胞含気不良・上皮
細胞の増生・肺胞内への液体の漏出などがみ
られ、新生児呼吸窮迫症候群(RDS)にきわめ
て類似した表現型を呈することが明らかに
なった（図２）。	
 

	
 
	
 そこでさらにこの表現型を詳細に検討す
るために、以下のような解析を行った。	
 
	
 
①：PAS 染色により肺胞上皮細胞におけるサ
ーファクタント産生を評価した	
 
②：Toluidine	
 Blue 染色により、肺胞の空気
含有量・肺胞壁厚について評価した	
 
③：CC-10,	
 SP-C,	
 AQP5 で染色を行い、肺胞
上皮の分化度・成熟度につき評価した	
 
④：インスリン受容体下流のシグナルにつき、
Western	
 blot により解析した	
 
	
 
（２）LE-Akt	
 TG マウス肺における血管新生
の解析	
 
	
 
	
 VEGF は強力な血管新生促進因子であり、さ
まざまな臓器・組織における血管新生を制御
している。また VEGF は肺胞上皮の成熟を促
進する因子としても知られており、肺胞上皮
および間質でその発現が認められる。さらに、
VEGF を 誘導することが知られている
hypoxia-inducible	
 factor-2α(HIF-2α)の
ノックアウトマウスでは、肺における VEGF
の発現が著明に低下し、RDS と類似した表現
型を呈することが報告されている。これらの
知見は、肺における VEGF の主たる制御因子
は HIF-2 であり、また、肺胞における血管新
生が RDS の表現型に関連している可能性を示
唆するものである。そこで LE-Akt	
 TG マウス
において血管新生の変化を検討した。	
 
	
 
①：isolectin-B4 により血管内皮を染色し、
血管密度を評価した	
 
	
 



 

 

②：VEGF,	
 HIF-2αの発現量を Western	
 blot・
免疫染色により評価した	
 
③：培養肺上皮細胞を用いて、インスリンが
VEGF,	
 HIF-2αの発現量に及ぼす影響を検討
した	
 
	
 
（３）LE-Akt	
 TG マウスの RDS 発症における
mTOR の役割の解析	
 
	
 
	
 Akt 下流のシグナル伝達系は複数存在する
が、なかでも Akt-mTOR 経路は血管新生など
重要な細胞反応を制御することが知られて
いる。そこで Akt-mTOR 経路が Akt 過剰発現
による RDS 発症に関与しているかを明らかに
するために，以下の検討を行った。	
 
	
 
①：LE-Akt	
 TG マウスにおいて mTOR を阻害し、
RDS の表現型に対する影響を検討した	
 
②：培養肺上皮細胞を用いて、インスリンの
VEGF,	
 HIF-2αの発現量に対する影響が mTOR
を阻害することによりどのように変化する
か検討した	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 	
 
（１）LE-Akt	
 TG マウスの表現型解析	
 
	
 	
 
①：PAS 染色では LE-Akt	
 TG マウスにおいて
多数の PAS 陽性グリコーゲンがみられた。通
常成熟した肺胞上皮細胞ではグリコーゲン
はサーファクタントに変換されることから、
肺胞上皮細胞の成熟障害が存在するものと
考えられた。	
 
②：Toluidine	
 Blue 染色では LE-Akt	
 TG マウ
スにおいて肺胞の空気含有量低下と肺胞壁
厚の菲薄化障害がみられ、RDS に特徴的な所
見と考えられた。	
 
③：CC-10,	
 SP-C,	
 AQP5 で染色したところ、
LE-Akt	
 TG マウスにおいて CC-10/SP-C 二重陽
性の肺胞上皮幹細胞が増加し、I 型肺胞上皮
細胞のマーカーである AQP5 の発現が減少し
ていた。肺胞上皮幹細胞は II 型肺胞上皮細
胞とクララ細胞に分化し、前者がさらに I型
肺胞上皮細胞に分化することが知られてお
り、以上の結果は LE-Akt	
 TG マウスにおいて
肺胞上皮細胞の分化障害が見られることを
示唆するものと考えられた。	
 
④：インスリン受容体下流のシグナルにつき、
Western	
 blot により解析したところ、LE-Akt	
 
TGマウスにおいてAktシグナルの活性化に伴
い mTOR も活性化していることが明らかにな
った。	
 
	
 
（２）LE-Akt	
 TG マウス肺における血管新生
の解析	
 
	
 	
 
①：isolectin-B4 染色により血管密度を評価

したところ、LE-Akt	
 TG マウスにおいては、
肺胞内の毛細血管密度が減少していること

が明らかになった（図３）。	
 
②：また、Western	
 blot・免疫染色により VEGF,	
 
HIF-2αの発現量を評価したところ、LE-Akt	
 
TG マウスにおいて VEGF,	
 HIF-2αの発現量が
低下していることが示された。	
 
③：培養肺上皮細胞を用いて、インスリンが
VEGF,	
 HIF-2αの発現量に及ぼす影響を in	
 
vitro で検討したところ、インスリンにより
VEGF,	
 HIF-2αの発現量が低下し、また、HIF-2
αの転写活性も減弱していることが明らか
になった。	
 
	
 
（３）LE-Akt	
 TG マウスの RDS 発症における
mTOR の役割の解析	
 
	
 
①：LE-Akt	
 TG マウスにおいてラパマイシン
を投与して mTOR を阻害したところ、RDS の表
現型は著明に改善した。また、VEGF,	
 HIF-2
αの発現量が回復し、肺胞の毛細血管密度の
減少も改善された。	
 
②：培養肺上皮細胞においても、ラパマイシ
ン処理により、インスリンによって生じた
VEGF,	
 HIF-2αの発現量低下は改善し、HIF-2
α転写活性の減弱も回復した。	
 
	
 
（４）研究結果のまとめ	
 
	
 
	
 肺胞上皮細胞特異的に Akt を活性化すると、
肺胞における毛細血管密度の減少と VEGF、
HIF-2αの発現量低下がみられ、新生児呼吸
窮迫症候群ときわめて類似した表現型を呈
することが明らかになった。また、ラパマイ
シン投与により、VEGF、HIF-2αの発現量が
増加し RDS の病態が改善された。以上の結果
から、胎児期における過剰な Akt シグナルが、



 

 

mTOR 依存性に VEGF の発現を抑制することに
より、RDS の病態形成に関与するものと考え
られた。	
 
	
 
（５）考察	
 
	
 
	
 新生児呼吸窮迫症候群(RDS)は糖尿病合併
妊娠における周産期合併症のなかでも死亡
率が高く、臨床的にもきわめて重要な疾患で
ある。今回の研究から、肺胞上皮細胞におけ
る過剰なインスリンシグナルが Akt-mTOR 経
路を活性化することにより RDS の病態形成に
関与している可能性が強く示唆された。RDS
は肺胞上皮細胞からのサーファクタント産
生低下によって生じるとされており、人工サ
ーファクタントの投与により治療されてい
るが、依然として未熟児の死亡原因の大きな
部分を占めている。今回の結果は、ラパマイ
シンのような mTOR 阻害薬が RDS の治療に有
効である可能性を示唆するものであり、今後
RDS の新規治療法開発へとつながることが期
待される。	
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〔学会発表〕（計 1件）	
 
	
 
①池田弘之、塩島一朗、五十嵐隆、小室一成：	
 	
 	
 
「マウス胎児肺上皮細胞でのAkt‐mTORシグ
ナルの過剰発現は微小血管構造異常をきたし
新生児呼吸窮迫症候群を呈する」	
 
（日本小児循環器学会：2012 年 07 月 05 日：
国立京都国際会館）	
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