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研究成果の概要（和文）：先天性横隔膜ヘルニア(CDH)は新生児外科疾患の中で未だ高い致死率を示す疾患であ
る。当施設ではgentle vetilationを主体とした集中管理で、生存率の著明な向上を得た。しかし、重症肺低形
成をきたす症例は救命できていない。この、重症例に対する胎児治療の開発を目的とし、先天性横隔膜ヘルニア
モデルラットに神経ペプチドであるボンベシンを投与することで、肺体重比の増加、細胞増殖因子の減少、2型
肺胞上皮細胞の減少などの肺成熟に繋がる結果を得ることができた。他の薬剤との併用効果に関しては十分な結
果を得ることができず、今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：Congenital diaphragmatic hernia (CDH) is a disease that has a still high 
mortality rate among neonatal surgical diseases. In our facility, intensive  care based on gentle 
vetilation gained marked improvement in survival rate. However, patients who have severe pulmonary 
hypoplasia can not be rescued. In order to develop fetal therapy for severe cases, administration of
 neuropeptide bombesin to congenital diaphragmatic hernia model rat increased lung body weight 
ratio, decreased cell growth factor, type 2 alveolar epithelial cells Results leading to lung 
maturation such as reduction could be obtained. As for the effect of combined use with other drugs, 
it is impossible to obtain sufficient results and it is a future subject.

研究分野： 小児外科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
先天性横隔膜ヘルニア(CDH)は新生児外科
疾患の中で未だ高い致死率を示す疾患であ
る。近年、高頻度振動換気や体外膜型人工肺
による呼吸器管理、一酸化窒素（NO）吸入
療法の導入が試みられている。当施設では
gentle vetilation を主体とした集中管理で、
生存率の著明な向上を得た(Kimura O, et al. 
Pediatr Surg Int. 2012)。しかし、重度の肺
低形成症例の救命率は未だ改善を得られて
いない。重度肺低形成症例の救命には出生ま
でに低形成肺を成熟させる胎児治療が必要
と考えられ、本研究の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
胎児肺成熟因子としてレチノイン酸やステ
ロイドが報告されているが、神経ペプチド・
ボンベシン（BBS）にも胎仔肺成熟を促す効
果が報告されている（Emanuel RL,et al;Am 
J Physiol.1999）。 
申請者らの他研究分野における BBS の使用
経験（Furukawa T, et al. J Pediatr Surg. 
2003）を基に横隔膜ヘルニアモデルラットを
用いて BBS の肺成熟への関与を検討する。 
 
３．研究の方法 
1) CDH 妊娠ラット作成：妊娠ラットに催奇形
性のある nitrofen を経口投与させる手法
(Tenbrinck R,et al. J Pediatr Surg. 1990)
を参考にモデル作成。 
2) 実験 1: BBS の投与時期を妊娠 9 日目
(embryonal stage)、14 日目(psudograndular 
stage)、19 日目(canalicular stage)に設定
し、出生直前胎仔を犠牲死させ、胎仔肺の成
熟度について比較検討する。また、BBS の投
与量についても検討する。 
胎仔肺成熟度の評価：形態学的検索として肺
組織を HE 染色し肺胞構造を比較検討する。
免 疫 組 織 学 的 検 索 と し て 、 cell 
proliferation 及び、肺胞Ⅰ型細胞・肺胞Ⅱ
型細胞の分布の比較を行う 
3)実験 2: 実験 1 の結果を受け、肺成熟度の
良好なグループにおいて nitrofen・BBS 投与
を行った後に自然分娩させる。出生後の生存
率や、生存期間等を評価し重症度を判定する。 
 
実験１ BBS 投与による CDH ラット肺の成熟
度の評価 
 
動物モデルとしてadult Sprague-Dawley（SD）
rats を一晩交配させ、vaginal plug 陽性で
あった雌ラットを妊娠 0日とする。妊娠 1日
に Alzet osmotic pomp(Durect, California, 
USA) を 腹 腔 内 に 留 置 し 、 BBS (Peptide 
Insititute, Osaka, Japan)の持続投与を開
始する。妊娠 SD ラット（term 22days）に対
し 妊 娠 9 日 に nitrofen 100mg (WAKO 
Chemicals, Osaka, Japan)を olive oil 1ml
に溶解させ全身麻酔下に経口胃管を通して 1
回 投 与 す る (Suen HC,et al; Pediatr 

Res.1994)。 
胎仔ラットは BBS 投与量・時期により以下の
グループに分け比較検討する。 
 
・Group1 (nitrofen(+), BBS(-)),day9 から生食
を腹腔内持続投与 
・ Group2 (nitrofen(+), BBS(+))day9 から
BBS50μg/kg/day を腹腔内持続投与 
・Group３ (nitrofen(+), BBS(-))day14 から生
食を腹腔内持続投与 
・Group４(nitrofen(+), BBS(+))day14 から
BBS50μg/kg/day を腹腔内持続投与 
・Group５ (nitrofen(+), BBS(-))day19 から生
食を腹腔内持続投与 
・Group６(nitrofen(+), BBS(+))day19 から

BBS50μg/kg/day を腹腔内持続投与 

 
各グループにおいて採取した肺組織を以下
の手法により検索する。 
１）lung weight to body weight ratio(LW/BW)
の比較検討による肺成熟度の評価 
２）組織学的（形態学的）検討評価 
 4%パラホルムアルデヒドにて肺組織を固
定し HE 染色による形態学的評価と免疫組
織染色にて cell proliferation（PCNA 染色）
及び肺胞上皮細胞の分布（Ⅱ型 TTF-1 染色）
を評価する。 
３）生化学的検討評価 
 肺低形成の評価するために肺組織内の
DNA-to-protein ratio を測定し評価する。 

DNA 定量は diphenylamine 法、protein 定量
は Bradford 法によって評価する。 
免疫組織染色における PCNA, TTF-1 それ

ぞれにおいて RT-PCR による定量評価を行

う。 
４．研究成果 
 各 Group において、Group5,6 間には肺体重
比に差を認めなかった。より臨床に即したモ
デルで検討するために Group3,4 間での比較
を行った。 
 
CDH 発症率は BBS 非投与群（Group3）で 50％
（13/26 体），BBS 投与群（Group4）で 49％
（24/49 体）であり有意差は認めなかった．
発症した CDH は全て左 CDH であり，BBS を投
与されたCDHラットには他の合併奇形は認め
なかった． 
 肺体重比において CDH/BBS（＋）群は
CDH/BBS（－）群よりも有意に肺体重比が高
値であった（p＜0.01）(Figure 1)． 
  
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
免疫染色では，PCNA 染色において CDH/BBS
（＋）群よりも CDH/BBS（－）群の方が陽性
細胞は多かった（p＜ 0.01）(Figure 2)．TTF-1
染色でも同様の結果であった（p＜ 0.01）
(Figure 3)． 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RT-PCR では PCNA の mRNA 発現量は CDH/BBS
（＋）群では低値であったが，CDH/BBS（－）
群と比較して有意差は認めなかった(Figure 
4)．一方で TTF-1 の mRNA 発現量は CDH/BBS
（＋）群が有意に CDH/BBS（－）群と比較し
て減少していた（p＜0.05）(Figure 5)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PCNA と TTF-1 は両者ともに，CDH モデルの低
形成肺において増加することが報告されて
いる．この二つのマーカーが BBS 投与により
発現量が減少したことからBBSが肺成熟効果
を促進したことが示唆された． 
 重症 CDH における低形成肺への有効な胎児
治療の可能性を見出した点で，医学上価値あ
る研究と言える． 
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