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中国海南島少数民族におけるGSTμ遺伝子欠損率および癌発生率の
調査研究
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下僚信弘
筑波大学教授
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孫貴範

J柑 ιJ中国医科大学教授

1. 目的

グルタチオンS-トランスフエラーゼ(GST Mu)は肝を初め、広く生体に存在し、生体解毒
機構に関与する多機能酵素である。 GSTは等電点、蛋白の一次構造、免疫及び基質特異性
によってGSTAlpha、GSTMu" GST Pi、GST百letaに分類されるo この中で、 GSTMuと
GST 百le胞は癌原物質の解毒抱合に対して重要な役割を担っている。今までの研究〈切に
よるとGSTMu遺伝子の欠損、非欠損には人種差が見られ、その欠損率は40-60%の範囲
である。本研究は中国海南島に居住する四つの民族の健常者についてGSTMu遺伝子を測
定し、民族分布の特異性について検討した。

2. 対象及び方法

2.1 研究対象:被験者は中国海南島省通什市、三亜市、陵水県、京中県に居住する四つ
の民族338人で、各民族問で混血は認められなかった。各民族の年齢構成及び性は表1に示
す如くであった。即ち、年齢構成は13ー83才、平均38.83+ 13.43才;その内、男性194人
の平均年齢は35.43+13.40才、女性144人の平均年齢は31.69+13.18才であった。また、職
種、職歴、既往歴及び生活、飲酒、喫煙等の習慣を調査し、採血してGSTMu測定試料と
した。
2.2 DNA抽出:DNA Ex位actorWB Kitを使ってDNAを抽出し、 2.5μ1上清をPCRの測定に
用いた。
2.3 PCR条件:25μl反応系でPCRを行う。反応液は200μ1/1dN旬、 1μmol/lプライマ一、
2.5μ1 DNA、2uTaqであった。増幅条件は940Cで1分間変性、 580Cで1.5分間複性、 720Cで1
分間延長、 30サイクル反応させた。
2.4 電気泳動:電流8伽1A、電圧110v、TAEbuffer(pH 8.12)で電気泳動し、 300nmの紫外線
透射器で観察し現像した。 2%アガロース上で;250bpにGSTMu遺伝子増幅産物がない検体
は欠損と判定した。

表1 研究対象の年齢構成及び性

漢民族 回族 リ族 苗族 合計

年齢 45.45+11.42 34.70+13.08 32.35 + 14.78 32.37 + 10.33 33.83 + 13.43 
男性〈人〉 15 59 75 45 194 
女性〈人〉 5 41 59 39 144 

総計〈人〉 20 100 134 84 338 

3. 結果

四つの民族聞におけるGSTMu遺伝子欠損率を表2~こ示した。男性では、苗族、リ族、回族
がほぼ50%で漢族が最も低く33.33%であった。一方、女性の欠損率はリ族、回族、漢族
が60-63.42%の範囲であるのに対し、苗族は51.3%で10%程度他の民族より欠損率が低



%であるのに対し、苗族50.00%、漢族40.00%であった。 GST Muの欠損率を民族間で‘比
較し、表3に示した。男性、女性およびその合計それぞれにおける民族聞の欠損率はいず
れも有意の差は見られなかった。しかし、全民族を合計して男女間で比較した場合は有意
な性差 (P=0.040)が認められた(表2)。

表2 海南島少数民族のGSTMu欠損率

GSTMu 

民族 male female male:female total 

+ % + % P value + % 

苗族 23 22 48.89 19 20 51.28 0.827 42 42 50.00 

リ族 37 38 50.67 22 37 62.71 0.163 59 75 55.97 

回族 30 29 49.15 15 26 63.42 0.159 45 55 55.00 

漢族 10 5 33.33 2 3 60.00 0.292 12 8 40.00 

合計 100 94 48.45 58 86 59.75 0.040 158 180 53.25 

表3 海南島少数民族のGSTMuの有意差検定

比較組 male female total 

X2test P value X2 test P value X2test P value 

苗族とリ族 0.0356 0.750 1.2606 0.250 0.7401 0.250 

首族と回族 0.0007 0.900 1.2039 0.250 0.4579 0.500 

首族と漢族 1.0999 .0.250 0.1350 0.750 0.0039 0.900 

リ族と回族 0.0303 0.950 0.7129 0.500 0.0218 0.750 

リ族と漢族 1.9120 0.250 0.0788 0.750 1.7862 0.100 

回族と漢族 1.2051 0.500 0.1165 0.250 0.5475 0.250 

4. 考察

本研究では、 PCR分析法で中国海南島の四民族338人を対象としてGSTMu遺伝子分布を調
べた。その結果、リ族のGSTMu遺伝子欠損率が一番高く (55.97%)、次は回族(55.00%)、
苗族 (50.00%)で一番低いのが漢民族 (40.00%)であった。四つの民族338人のGSTMu
欠損率は53.25%で、その内、男性は48.45%、女性が59.75%で性差が認められたo
Laisneyの報告∞によるとフランス人のGSTMu遺伝子欠損率は40.8%で、 Haradaら(3)は日
本人のGSTMu欠損率は48.0%、英国人の欠損率は40.8%としている例。今回の調査結果で
海南島少数民族のGST Mu遺伝子欠損率はアフリカ系アメリカ人 (33.0)、ヨーロッノ守人
( 40.8)よりも高く、日本人に近いことが明らかになった。海南島漢民族のGST Mu遺伝

之



子欠損率は40.00%で、孫らの中国漢民族のGSTMu欠損率51.9%に比べて低いロこの主な
原因は、人種の生体遺伝子の背景が異なると言うよりも、むしろ今回調査した例数が少な
いことによるものと考えられる。
GST Mu'まは発癌物質の代謝に重要な役割があるo一般に癌原性物質は生体内のチトクロ
ームP450によって代謝活性化を受け、核染色体DNAを攻撃し、細胞の変異と組織の癌化
を促進する。 GSTMu遺伝子欠損は宿主因子として発癌の可能性を知るうえで重要である。
従ってGSTMuの民族、地域分布の調査研究は各民族、地域発癌率及び腫蕩感受性との関
係を解明する上に重要な意味がある。今後、 GSTMu遺伝子欠損と少数民族地域の腫蕩と
の関係について研究してし1く予定である。

5. まとめ

中国海南島四つの民族の健常者338人のGSTMu遺伝子をPCR分析法で測定し、民族聞の分
布を比較した。その結果、 GST Mu遺伝子欠損率は53.25%であった。この内、男性48.45
%、女性59.72%で、男女聞に差が認められた。各少数民族のGSTMu遺伝子欠損率はリ族
55.97%、回族55.00%、苗族50.00%、漢民族40.00%であり、民族聞には有意差は認めら
れなかった。
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1996年度日中医学学術交流助成金収支決算

年 月 日 収支 支出 残高
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1 1月12日 454，000 12，000 

1 1月25日 150，000 162，000 

1 1月27日 112，000 50，000 

1 1月29日 50，000 。
平成9年1月24日 50，000 50，000 

2月 7日 50，000 。

筑波大学・社会医学系・下僚信弘
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中国で散侠し日本に伝存する明代古医籍の系統的調査研究

研究代表者 真柳誠(茨城大学教授)

日本側共同研究者 小曽戸洋(北里研究所部長)

中国側共同研究者 王鉄策(黒龍江中医薬大学副教授)

珪窒旦血

中国伝統医学の研究に古典籍を欠くことはできないが、中国に現存する明代以前の古医

籍は種々の原因で清代以後の古医籍よりはるかに少ない。一方、江戸幕府は長崎で渡来書

を優先的に購入し、幕府の江戸医学館でも中国医書を積極的に収集していた。両者の多く

は明治政府に引き継がれ、現在の国立公文書館内閣文庫に到っている。また江戸期の大名

や民間人も中国の古医籍を多数収集し、現在それらの多くが国公私立の図書館等に所蔵さ

れている。それゆえ日本に現存する明以前の古版本や古写本は相当な数に達し、中には中

国で散侠した書が少なからず発見される。乙れをイ失存書と呼ぶ。

これまでの調査から侠存古医籍のうち明代の書は宋元以前の書をはるかに上回り、その

数は恐らく百をくだらないと予想された。ただし日本に現存する明医書の系統的研究はい

まだなされておらず、とりわけ伝統医学書は現在も臨床に利用されうる実用書ゆえ、全貌

の早急な解明が望まれている。これを中国現存書と慎重に比較検討するなら、内容的にも

貴重な侠存医書が多数発掘されるのは疑いなく、その一部は今後の研究と臨床にも決定的

意義を持つだろう。

対象と方法

対象とする明医書は、明代に成立した医書で、のち清代・李氏朝鮮時代・江戸時代まで

の復刻本・写本とし、近代以降の復刻本や写本はその範囲に入れない。また明代に成立し

た医書とは、明代に著述ないし加注・増補・編集された書までをいい、内容に本質的な変

化を及ぼさない校正・加点は成立の範囲から除外した。

調査はまず真柳・王・小曽戸が日本と中国(台湾を含む)の蔵書目録ないし蔵書カード

を対比し、中国になくて日本にある明医書、またそれと疑わしき文献を抽出した。さらに

その蔵書数が多い国立公文書館内閣文庫(内閣) ・宮内庁書陵部(宮内)・武田科学振興

財団杏雨書屋(杏雨) ・龍谷大学大宮図書館(龍谷) ・京都大学附属図書館(京大) ・前

田育徳会尊経閣文庫(尊経) ・国立国会図書館(国会) ・大阪府立図書館石崎文庫(石崎

)、それと疑わしき文献が見出された静嘉堂文庫・名古屋市立大学図書館・旭中央病院資

料室にて実地調査し、貴重と判断されたものは許可が得られた範囲内でマイクロフィルム

1 



-コピー・写真などの方法で必要部分や目録を複写した。また九州大学医学図書館(九大

)と東北大学附属図書館(東北)の目録調査でも侠存と疑わしき明医書が見出された。

しかしとれらは即座に侠存書と確定できないので、目録上で書名・著者・成立年・出版

年などが同一ないし近似した中国の蔵書について閲覧と調査の申請書を提出し、許可が得

られた上海中医薬大学図書館・上海市中医文献館・南京図書館・南京中医薬大学図書館・

重慶市図書館・北京図書館・北京大学図書館・中国中医研究院図書館において真柳と王が

実地調査し、日本の調査記録と照合して侠存書の是非を判断した。現地で判断不能な書に

ついては、許可が得られた範囲内でマイクロフィルム・コピー・写真などの方法で必要部

分や目録を複写し、帰国後に日本の図書館にて再度実地調査を行い、最終的に侠存書の是

非を判断した。との調査資料に基づき、侠存の明医書について著者・成立年代・出版竿写

年代の解明、および日本における伝承経緯について考察を行った。

結果と考察

侠存の明医書は明刊本・明写本・清刊本・清写本・朝鮮刊本・室町写本・江戸刊本・江

戸写本の形態で、日本の10図書館に計 188点が所蔵されていた。との伝存形態別に所蔵先

を上掲図書館の略称で表 1に示す。とれらの中には同版本や同版本に基づく模写本があり

そうした書目の重複を除くと計 119書目の侠存書が発見されたととになる。

表 1より侠存明医書の半数強は明刊本で、ついで江戸写本・江戸刊本の順となり、それ

らだけで90%以上を占めることが分かる。その一方、朝鮮刊本・明写本・清写本が少ない

のは江戸時代までの貿易からして当然だが、多量に輸入されていた清刊本には侠存明医書

があまりにも少ない。とれは侠存明医書が明代に刊行されたのち、清代ではほとんど復刻

されなかったためと考えられる。また中国で価値が認められずに失われてしまうような明

刊本・明写本・清刊本・清写本が、日本には計 104点も伝承された史実も知られた。他方

、清代とほぼ重なる江戸時代ではそれら明医書の価値が認められて筆写され、あるいは復

刻されたため、江戸写本・江戸刊本として計78点も現存している。とれら明医書が日本に

のみ伝承された背景を分析するため、イ失存明医書の明刊本・江戸写本・江戸刊本ともに圧

倒的多数を所蔵する内閣文庫本について、その来歴を伝存形態別に表2に示した。

内閣文庫は総1632点・956書目・11591冊の中国医書を所蔵するが、乙れまでの調査により

宋・元・明・清の各時代にわたる侠存医書が総 204点・146書目あり、うち明医書は表 1の

ように 154点と大多数を占めるととが明らかとなった。乙れを表2で来歴別にみると、幕

府の江戸医学館旧蔵書が過半数を占め、幕府の紅葉山文庫と同文庫に献納された豊後佐伯

藩主・毛利高標の旧蔵書がとれに次ぎ、それらで侠存明医書ほぼ全体を形成している。幕
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府両機関の蒐集と保存なくして、かくも多量の侠存明医書はありえなかったのである。た

だし紅葉山文庫と毛利高標の旧蔵書は明刊本が主体であるのに、江戸医学館旧蔵書には明

刊本もさることながら、それ以上に江戸写本が多く、医学館旧蔵だけで江戸写本全体ほぼ

すべてを占める。それらには医学館を主宰した多紀元簡・元胤・元堅ら父子の手践が少な

からず書き込まれており、彼らがきわめて積極的に筆写・蒐集したことを物語っている。

内閣文庫につぐ宮内庁書陵部所蔵の侠存明医書10点中にも多紀氏旧蔵書が 4点あり、まさ

しく侠存中国医書の過半は多紀氏の功といわねばならない。

盤強

本調査研究により、中国で失われたが日本に伝存する侠存の明医書が10図書館に計 188

点・119書目発見された。それらは明刊本・明写本・清刊本・清写本・朝鮮刊本・室町写本

・江戸刊本・江戸写本の形態で伝承されていたが、重複を除く少なからぬ書は世界に 1点

しか存在が知られていない孤本であった。とれらの中国伝統医療と医学文化における貴重

性は高く評価されねばならない。また侠存明医書の大多数は国立公文書館内閣文庫の蔵書

で、さらにその多くは江戸幕府の医学館と紅葉山文庫の旧蔵書だった。とくに江戸医学館

の旧蔵書は過半を占め、その蒐集と保存に努めた多紀元簡・元胤・元堅ら父子の功績は大

きい。今後とれら侠存中国医書の存在が日中ともに認識され、さらに復刻され、日本の伝

統医療・医学が永年にわたり享受してきた中国医学の思恵に、幾許たりとも報いることが

期待される。

なお本研究の成果は、すでに1996年 8月に中国・黄山市で連続開催された中医薬文献学

会・医古文研究会共催の「首届海峡両岸中医薬文献・医古文及中医薬文化学術研討会」と

中国薬学会主催の「第八届全国薬学史本草学術研討会Jにて真柳と王がその一部を報告1・

2)しており、小曽戸も一部をすでに報告書}した。真柳は別に報告4)を投稿しており、印刷

中である。研究の全体は真柳・王・小曽戸の連名で『中華医史雑誌』に投稿を準備してい

る。

既報論文

1)真柳誠「関子幻雲引用的『東垣十書JJJ、 『中医薬文献研究論叢』、北京・中医古籍出

版社、 47-49頁 (1996、8)。

2)王鉄策・張建偉「馬蒔著述研究」、 『中医薬文献研究論叢』、北京・中医古籍出版社、

116-119頁 (1996、8)。

3)小曽戸洋「明代の医薬書 (18)J、 『現代東洋医学JJ17巻 2号、228-233頁 (1996、6)。
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4)真柳誠「江戸時期渡来の中国医書とその和刻」、 『歴史の中の病と医学』、京都・思文

閣出版、頁未定 (1997、3、20刊行予定)。

表 1 イ失存明医書の所蔵点数

内閣宮内龍谷杏雨尊経京大石崎九大国会東北小計(%) 

明代刊 81 6 3 2 3 2 1 1 99 (52.7) 

明代写 1 1 ( 0.5) 

清代刊 1 1 3 5 ( 2.7) 

清代写 1 1 ( 0.5) 

朝鮮刊 1 2 3 ( 1.6) 

室町写 1 1 ( 0.5) 

江戸刊 14 2 1 1 1 19 (10.1) 

江戸写 56 1 l 59 (31. 4) 

総点数 154 10 7 5 3 3 2 2 l 1 188 (100. 0) 

表2 内閣文庫所蔵侠存明医書の来歴

江戸医学館紅葉山文庫毛利高標 昌平費 不詳 林家 小計(%)

明代刊 35 30 14 1 81 (52.6) 

清代刊 1 1 ( O. 7) 

清代写 1 1 ( O. 7) 

朝鮮刊 1 1 ( O. 7) 

江戸刊 8 1 2 2 1 14( 9.0) 

江戸写 49 3 2 2 56 (36. 3) 

総点数 92 36 17 5 3 1 154 (100) 
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4.研究目的、方法、成果と考察、結論の形式で、 A4版にて4，000字以上で報告し、研究成果の発表予定につ

いても記載して下さい。向、論文発表に当っては、日本財団補助金による旨を明記して下さい。

5.収支決算報告

1996年4月11日交付通知のあった研究課題中国z岡本t:μ、μ気管支靖氏、切手もた・増t要因子の此験研交

についての収支決算を行ないました。 関係書類を添えて、次のとおり報告します。

支 出 内 訳

交付を受けた金額

消耗品費 謝 金 旅 費 その他 iロL 計

円 円 円 円 円 円

支出費内訳(消耗品、謝金、旅費、その他の項目別に記載・別紙可)

|区分|金額|



1 9 9 6 主p.，ß芝田司コ匡三宅金授~壬き阜右足定幸良宅生子主宰

1.研究課題

東京女子医科大学衛生学公衆衛生学教室香川 順

中国遼寧省衛生防疫研究所環境流行病科潜 園偉

中国と日本における気管支晴息患児の発症・増悪因子の比較研究

2.研究計画

1)研究目的・意義

1991年から 1992年にかけて四川省成都市の学童およびその両親、約 2万人の調

査を行った結果では、学童の男児の持続性セキの有症率は10.9%、持続性ゼロゼロ

・タンの有症率は6.8%、および哨息様症状・現在の有症率は2.9%であったごそれ

に対し、同じ質問票を使用して環境庁が全国的に行なった調査結果では、男児の

各々の有症率の平均値(範囲)は、1.8%(0.7'"'-'3.5%) 、1.2% (0.1'"'-'2.1%) およ

び4.6%(2.9'"'-'8.7%) であったーつまり、セキやタンの有症率は成都市の学童の方

が非常に高く、それに対して、晴息様症状・現在の有症率は、日本の学童の方が

高かった=二酸化硫黄を指標とした大気汚染度は、成都市の値は、 1970年代の東

京の値に相当し、当時東京などで行われた疫学調査結果の成人の持続性セキ・タ

ン症状の有症率は、成都市の学童の両親の有症率と類似していた=

成都市が、もし、我が固と同じ道を歩むとしたら、つまり、エネルギー源が石

炭から石油へ移行、自動車の普及による自動車排気ガス汚染、食生活習慣や住居

環境の欧米化などが進行すると、持続性セキや持続性ゼロゼロ・タンの有症率は

減少し、晴息様症状・現在の有症率が増加すること予測される=

本研究は、現在でもなお、気管支噛息の発症・増悪因子が十分解明されていな

いので、中国の成都市とは地理的、社会経済的要因の異なる遼寧省の鞍山市の学

童の気管支噛息の有症率に影響を与える諾因子を調査し、日本の学童調査の結果

と対比することにより、その差の原因を追求し、その差の原因因子を明らかにす

ることにより、中国の気管支晴息の有症率の増加を防止するための施策を提案す

ることを目的としている=

2) 研究計画・研究方法

当教室(東京女子医科大学・衛生学公衆衛生学教室)では、気管支噛息の発症

・増悪因子の解明のために、疫学調査と実験的研究を行なっている=疫学調査で

は、保育園児(女子医大付属)、 3歳児健診(保健所)および小学生学童(横浜

市内の10小学校:学童総数約4000名)を対象に、質問票調査、肺機能検査、窒素

酸化物への個人暴露量、尿中コチニン(受動喫煙の程度を評価)、および協力者



の血液中の総IgEとRAST値(ダニとスギ)を測定している=同じ手法を、中国の遼

寧省の鞍山市を中心に在住する学童を対象に行い、比較検討を行うことにより気

管支端息の発症・増悪因子を確定し、その寄与度を評価する=

さらに、現在、協力する家庭内の環境調査(家庭内の汚染物質の濃度、室内塵

中のダニ量、真菌の測定など)および学童の栄養調査を実施するための準備を進

めている=

3. 鞍山市の調査結果

1) 調査対象地域の大気汚染濃度

1986年""1995年の平均値

汚染度 S02 TSP NOx 

高汚染 0.096mg/m3 0.516mg/m3 0.084mg/m3 

地区 (0.037ppm) 

中汚染 0.069mg/m3 0.239mg/m3 0.049mg/m3 

地区 (0.027ppm) 

低汚染 0.037mg/m3 O. 165mg/m3 0.032mg/m3 

地区 (0.014ppm) 

S02 1ppm=2.6mg/m3 

2) 調査対象者数、回答率と解析対象者数

対象者数 回答者数(回答率)

高汚染の 2小学校 1518 1473 (97.0%) 

中汚染の 1小学校 1142 11 04 (96. 7%) 

低汚染の 1小学校 1640 1594 (97.2%) 

合計 4318 4173 (96.6%) 

3) 学童の調査結果

3) -1 各種呼吸器症状の有症率(%)
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男児

調査地区 調査学校 持続性セキ 持続性ゼロゼロ ぜん鳴 晴息様症状

対象者数 -タン -現在

高汚染 A校 1030 5.8 4.2 1.4 0.4 

地区 B校 443 6.4 7.2 1.2 3.0 

計 H73 6.0 5.2 1.3 1.2 

中汚染

地区 C校 1104 6.9 5. 1 2. 1 1.0 

低汚染

地区 D校 1594 6.5 5.3 2. 7 o. 5 

合計 4173 6.4 5.2 2. 1 0.9 

女児

調査地区 調査学校 持続性セキ 持続性ゼロゼロ ぜん鳴 端息様症状

対象者数 -タン -現在

高汚染 A校 1030 5.2 4.6 3.0 O. 1 

地区 B校 443 6.2 5.2 1.9 1.4 

言十 1473 ::>.::> '1. 8 2.6 0.5 

中汚染

地区 C校 1104 5. 7 3.2 1.6 O. 3 

低汚染

地区 D校 1594 4.0 2.6 1.0 O. 1 

合計 4173 5.0 3.5 1.7 0.3 

3)ー2 暖房器具のクリーン型とダーティ型別の各種呼吸器症状への影響

男児

円。



その他 クリーン型 ダーティ型

持続性セキ 7.3 6.5 6.4 

持続性ゼロゼロ・タン 9.4 5.0 5.4 

ぜん鳴 2.4 1.4 

暢息様症状・現在 3. 1 0.6 1.8 

ーーーーー」ー

女児

その他 クリーン型 ダーティ型

持続性セキ 3.9 4.6 7.5 

持続性ゼロゼロ・タン 1.9 3.4 5.4 

ぜん鳴 2.9 1.6 2.1 

噛息様症状・現在 o. 1 1.4 

3) -3 家族の喫煙者の有無別と各種呼吸器症状

男児 女児

家族の喫煙者 家族の喫煙者

有 無 計 有 伍 計

持続性セキ 7.0 5. 7 6.4 5.3 4.5 5.0 

持続性ゼロゼロ・タン 6. 1 3.8 5.2 3.6 3.4 3.5 

ぜん鳴 2.2 1.9 2. 1 2.2 1.0 1.7 

瑞息様症状・現在 1.1 0.6 0.9 0.5 0.3 
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3)-4 噛息の家族歴、アレルギー性疾患の既往およびアレルギー素因の有無別

の各種呼吸器症状

男児

噛息の家族歴 アレJレ=¥'-.-性疾患 アレ州事一素因

の既往

あり なし あり なし あり なし

持続性セキ 11. 5 6.0 12.6 5.8 11.5 5.4 

持続性ゼロゼロ・タン 8. 7 4.8 10.2 4.6 9.2 4. 3 

ぜん鳴 3.2 2.0 5.8 1.7 4.5 1.6 

暢息様症状・現在 3.2 0.6 2.4 O. 7 2.8 O. 5 

女児

噛息の家族歴 アレlレ=¥'-.-性疾患 アレlレV一素因

の既往

あり なし あり なし あり なし

持続性セキ 7.5 4. 7 9.5 4.5 8.2 <1. 3 

持続性ゼロゼロ・タン 5.3 3.3 7.5 3. 1 6.2 3.0 

ぜん鳴 4.3 1.5 4.0 1.5 3.9 1.3 

輔息様症状・現在 1.0 0.2 O. 5 0.3 0.8 0.2 

F
h
u
 



4) 成人の調査結果

4) -1 対象者数 8636 一+ 有効回答者 8256 

高汚染地区 3072 2868 

中汚染地区 2284 2147 

低汚染地区 3280 3243 

4) -2 喫煙習慣別の各種呼吸器症状

男子

非喫煙 前喫煙 現喫煙 合計

持続性セキ 1.3 5.4 4. 5 3.6 

持続性タン 1.3 7.6 4.9 3.9 

持続性セキ・タン O. 7 4.0 2.6 2. 1 

ぜん鳴 0.6 O. 9 0.9 0.8 

時息様症状・現在 0.0 0.4 0.1 O. 1 

女子

非喫煙 前喫煙 現喫煙 合計

持続性セキ 3.2 9.5 9. 3 8.0 

持続性タン 2.4 11. 9 11. 1 9. 2 

持続性セキ・タン 1.6 9.5 6.5 5. 7 

ぜん鳴 2.3 2.2 1. 7 I 

暢息様症状・現在 0.8 2.3 0.8 0.8 

円。



4)ー3 粉塵作業経験の有無別と喫煙習慣別の各種呼吸器症状有症率

男子

粉塵作業経験

あり

非喫煙 前喫煙 現喫煙

持続性セキ 3.2 9.5 9.3 

持続性タン 2.4 11. 9 11. 1 

持続性セキ・タン 1.6 9.5 6.5 

ぜん鳴 2.3 2.2 

暢息様症状・現在 0.8 2.3 O. 7 

一
4) -4 喫煙本数別の各種呼吸器症状有症率

男子

非喫煙者

1-10 

持続性セキ 1.3 2.3 

持続性タン 1.3 2.5 

持続性セキ・タン O. 7 1.1 

ぜん鳴 0.6 0.6 

暢息様症状・現在 0.0 O. 1 

一 7-

なし

非喫煙 前喫煙

1.1 4.4 

1.2 6. 7 

0.6 2. 7 

o. 7 0.5 

喫煙者(本/日)

11-20 21-30 

7.8 18.0 

8.8 22.0 

5.5 12.0 

1.4 6.0 

O. 1 

現喫煙

3.6 

3.8 

1. 9 I 

O. 7 

0.0 

>31 

5.8 

11. 7 

5.8 

5.8 



4) -5 粉塵暴露作業経験のない非喫煙者の地区別の各種呼吸器症状

男子

持続性 持続性 持続性 ぜん鳴 噛息様症状

セキ タン セキ・タン -現在

低汚染 1.4 1.4 0.8 o. 8 

中汚染 0.3 1. 1 0.3 O. 7 

高汚染 1.3 1.0 0.5 0.5 

合計 1. 1 1.2 0.6 O. 7 

女子

持続性 持続性 持続性 ぜん鳴 晴息様症状

セキ タン セキ・タン -現在

低汚染 0.9 1.0 0.3 O. 1 0.1 

中汚染 1.0 1. 1 O. 5 0.3 O. 1 

高汚染 0.9 1.3 0.5 0.5 O. 1 

合計 0.9 1.1 0.4 O. 3 O. 1 

4. 今後の課題

鞍山市の調査結果も、成都市の学童と同様に、我が国の学童に比し明らかに晴

息様症状・現在の有症率は低いことが示され、現在、解析中の山西省の大原市の

学童の有症率も低いので、中国の学童の晴息様症状・現在の有症率は、明らかに

我が国の学童の有症率より低いことは確かなことであることが示された=晴息の

発症~増悪に係る因子は多数あり、日本の学童と中国の学童の気管支晴息の有症

率の違いが、何に起因しているかは、現在のところよく分かっていない=本年 1

月に、窒素酸化物の個人暴露量調査を行い、現在解析中である=本年度は、中国

一 8-



と日本の学童の症伊卜対照研究を予定しており、症例一対照研究から、有症率の違

いの仮説を設定する予定である=また、経験的に最も考えられている危険因子の

一つである栄養の違いの解明のために、現在、栄養調査の計画を立案中である=

-9 -
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CI;/才)
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4.研究目的、方法、成果と考察、結論の形式で、 A4版にて4，000字以上で報告し、研究成果の発表予定につ

いても記載して下さい。尚、論文発表に当つては、日本財団補助金による旨を明記して下さい。

5.収支決算報告
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についての収支決算を行ないました。 関係書類を訴えて、次のとおり報告します。
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~一主F三居芝貝:ォE日主去ノ\日中医三肴全桓昂醤註恩右足定幸良をき子主嘗

一調査並びに研究に対する助成ー

1997年 2 月 24日

財団法人日中医学協会

理事長中島章殿

研究代表者氏名

所属機関名

職名

部一学
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一
歯一学一大
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朔
一
新

金か
教授

年齢
46 
才

所在地〒 951 新潟市学校町通二番町5274

電話 025・223・6161 内線 4170

1.研究課題

中国における唾液腺癌のエプスタイン・パーウィルス感染に関する病理学的検索

1996 1= 4 "" 1 
2.研究期間 自一一一一年一一一月一一一日 ~至 1997 年一三一月ーよ五一日

3.研究組織

日本側研究者氏名朔 敬

所属機関 新潟大学歯学部

(46才)

職名整翠

中国側研究者氏名林 漢良

所属機関 中山医科大学医学部

(59才)

職名 教授



4.研究目的、方法、成果と考察、結論の形式で、 A4版にて4.000字以上で報告し、研究成果の発表予定につ

いても記載して下さい.尚、論文発表に当つては、日本財団補助金による旨を明記して下さい。

5.収支決算報告

1996年4月11日交付通知のあった研究課題

中国における唾液腺癌のエプスタイン・バー
ウィルス感染に関する病理学的検索

についての収支決算を行ないました。 関係書類を添えて、次のとおり報告します。

支 出 内 訳

交付を受けた金額

消耗品費 謝 金 旅 費 その他 iロL 計

1，000，000 円 307，178円 50，000 円 642，822 円 。円 1.0…o円|
支出費内訳(消耗品、謝金、旅費、その他の項目別に記載・別紙可)

区 分 金 額 使 用 目 的

消耗品費
194，954 試薬およびガラス・プラスティック器具(金子薬品〉
50，273 写真材料(カメラのデンデン社〉
57，783 写真材料(カメラの六本木〉
4，168 事務用品(菊池事務機〉

小計 307，178 

謝金 50，000 研究試料の調整(楊連甲教授・第四軍医大〉

小計 50，000 

旅費 292，822 1996年8月 中国訪問(朔 敬〉
350，000 1997年3月 新潟招聴(楊連甲教授・第四軍医大〉

小計 642，822 



中国における唾液腺癌のエプスタイン・バー
ウィルス感染に関する病理学的研究

朔 敬 新潟大学歯学部口腔病理学講座

林 漢良 中山医科大学医学部病理学教研室〈前同大腫属病院病理科)

1 .研究目的

リンパ上皮腫様の病理組織像を呈する癌腫の発生にエプスタイン・パーウィルス (EBV)感染の

関与が注目されている。本研究課題では、中国で多発するリンパ球間質をともなう唾液腺未分化癌

(以下、リンパ上皮腫)について、中国で蓄積された組織標本を材料にして、 EBV感染の実態を主

一にin-situハイプリダイゼーション(ISH)やポリメラーゼ連鎖反応 (PCR)の技法を中心に組織化

学的また分子生物学的に検索し、さらに同病変の発生に関する中国での疫学的調査をおこない、他

の唾液腺病変と比較検討し、唾液腺発癌におけるEBV感染の意義を明らかにしたいとかんがえた。ー

2.方法

①症例収集:平成6年度以来、上海市上海第二医科大学、四川省成都市華西医科大学、雲

南省見明市見明医学院、広東省広州市中山医科大学、吉林省長春市白求恩医科大学、陳西

省西安市第四軍医大学、北京市北京医科大学および首都医科大学、湖北省武漢市湖北医科大学中国

各地の医科大学、台湾台北市台湾国立大学、台中市中山医学院、山東省済南市山東医赤大

、学と共同で唾液腺リンパ上皮腫症例の収集をおこなってきた。今年度は、日本財団補助金によっ

て8月に四川省成都市華西医科大学、新彊ウイグル自治区烏魯木斉市新彊医学院をそれぞれ訪問

し、唾液腺リンパ上皮腫症例を各地の研究分担者および協力者と共同で病理組織学的な評

価をおこなったうえで抽出した。同時に、その他の唾液腺腫蕩(ワルチン腫傷、扇平上皮

癌、腺癒ほか)といわゆる良性リンパ上皮性病変を示すシェーグレン症候群等の慢性唾液

腺炎の症例についても検討した。中国側からは、平成9年3月に第四軍医大学の楊が新潟大

学を訪問し、持参した追加症例の組織学的評価を相互に検討するとともに分子生物学的な

らびに免疫組織化学的に回Vの検出をおこない、最終的なリンパ上皮腫症例の採否を朔と

共同でおこなった。

②疫学調査:リンパ上皮腫およびその他の病変の患者の氏名、年齢、性、住所、初診時期、症

状、経過、処置、予後等の調査方法の解析用コンビュータ入力様式をさだめ、調査を中国側研究分

担者・研究協力者に依頼した。とくに患者の民族、出身地の確認を強調した。

③免疫組織化学的実験:①で収集した症例のパラフィンブロックから連続切片を作製し、ヘマト

キシリン・エオジン染色はじめ各種組織染色をおこない、病理組織学的に再検討した。癌細胞の上

皮性格は、免疫組織化学的に上皮膜抗原 (EMA)、細胞膜糖鎖抗原CA15-3、UEA-Iレクチン結

合性の免疫反応性で判定し、間質リンパ球サブクラスは、 UCHL-lおよびL26抗体をもちいてT細

胞およびB細胞をそれぞれ判別した。また、 EBV関連分子の潜在膜抗原LMA・1と同核抗原EBNA・2

等についても検討をくわえた。そのほか組織化学としては、 PAS染色、マッソン三重染色、アルシ

アン青染色等をおこない、 HE所見と対比させた。

④分子生物学的実験:③と同様に作製したパラフィン切片について、回Vのコードするsmall

RNA(EBER・1)の発現を検索するためにその相補的なRNAプロープ (30bps)をもちいて、ディゴキ
シゲニンラペリンクゃと抗ディゴキシゲニン抗体およびアルカリフォスファターゼ発色によるISHを

おこなった。さらに、切片を脱ノマラフィン後、プロテイナーゼKで除タンパク質をおこなってDNA



を抽出し、 PCR法によってEBVのBamHIW領域の増幅される断片 (123bps)をアガロースゲ、ル電気

泳動で検出した。

3.成果と考察
①症例:唾液腺リンパ上皮腫症例は、平成6年度よりの調査以来、上海第二医科大学で42

例、華西医科大学で40例、昆明医学院で3例、中山医科大学で42例、白求思医科大学で4例、

第四軍医大学で3例、北京医科大学で7例、首都医学院で2例、湖北医科大学で4例、台湾国立大学

で36例、中山医学院で3例、新彊医学院で 2例抽出し、合計159例となった。山東省では済

南および青島両市の施設からは本癌腫症例をみいだすことはできなかった。各施設は各地

域の主要な病院の症例を掌握しており、各施設ごとのリンパ上皮塵症例数の総唾液腺癌/

唾液腺腫寝総症例数に対するそれぞれの割合は、相対的な発生率とみなすことができょう。

したがって、癌麗に占める割合では、広州で13%、上海で4.4%、北京で1.2%、良悪性を

ふくめた全唾液腺腫蕩にしめる割合では、上海で1.7%、西安で0.15%であった。上海から

広州へかけての沿海地域でのリンパ上皮腫の発生は北京、西安など内陸北方地域の4・10倍

となった。したがって、本癌麗の発生には地域的な要因があることがしめされた。

以下は臨床記録が確認された症例で検索した結果である。男女比は1:1で・あった。平均年

齢は43歳、最年少は9歳で、 39歳以下が35%をしめ、若年発生が特徴的であった。臓器部

位では、耳下腺が70%でもっとも多くをしめたが、顎下腺11%に対比しても小唾液腺14%

の発生は高率で、とくに口蓋10%には注目された。また、耳下腺顎下腺同時発生例が 1例

みいだされた。民族はこれまで判明している範囲ではほぼ漢族で、新彊ウイグル自治区で

はウイグル族と錫伯族がそれぞれ一例ずつみられた。四川省での多発は広東省から四川省

への移民の歴史と関連している可能性がある。グリーンランド、アラスカ等の極地ではア

ジア系少数民族での発生がしられているが、中国症例では、少数民族での発生は少ないこ

とがわかった。ちなみに、ロシア・カムチャツカ地域でも少なからず発生があるが、すべ

て白色人種であるという結果を私聞している。

②病理組織化学的解析:リンパ上皮麗は大胞巣型と小胞巣型に大別された。前者は小唾液腺に

多発する傾向があり、後者は耳下腺に多発し間質の線維化が克進してリンパ球反応が低下する傾向

をしめした。③免疫組織化学的検索:約20%の症例のLMA・1陽性がえられたが、 EBNA・2はご

く少数の症例でのみ明確な陽性反応が得られた。癌細胞は上皮膜抗原陽性、 DF・3抗体陽性、

田 A-I結合陽性をしめし、唾液腺導管様性格が確認された。また、癌胞巣を取り囲む浸潤リ

ンパ球はT細胞優勢が確認された。これは良性リンパ上皮性病変の反応リンパ球がB細胞

であるのと対照的であった。④分子生物学的解析:ISHによって検索したリンパ上皮腫症例

のほぼ全例で癌細胞はEBER・1陽性であった。反応は細胞核上、とくに核膜にそって、ある

いは核小体周囲に濃縮する傾向があっが。リンパ球やその他の細胞には陽性反応はみいだ

されなかった。 PCR法によっても回VのDNA断片が増幅されることを確認した。対照とした

良性リンパ上皮性病変およびワルチン腫第、多形性腺腫、粘表皮癌、腺様嚢胞癌、腺癌そ

のほかの唾液腺腫療や非特異性唾液腺炎では陽性シグナルはえられなかった。したがって、

唾液腹ではリンパ上皮腫における回V感染はきわめて特異的であるという結果になる。わ

‘れわれの検討では、同一試料量であればPCR法はISH法よりも感度が高いことが判明して

おり、われわれの得た結果には信頼性は高いと考えている。他の研究グループから報告さ

れている正常唾液腺あるいは良性唾液腺病変での回V陽性はその検索材料や方法の違いが

あるが、今後検討されなければならない。

4.結論

今年度までの中国各地における調査で、唾液腺リンパ上皮腫に特異的にEBV遺伝子の存
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在が確認された。したがって、この癌麗の発生に回V感染が重要な関与をしていることが

判明した。しかし、 EBV感染が癌化のどの過程にかかわっているかはなお不明である。今後は、

中国のほか、アジアおよび環太平洋諸国に調査を拡大し、本癌腫発生背景の特異性を把握

するとともに、各種癌関連遺伝子の検索をすすめ、 EBV感染癌細胞株樹立などの新計画を

実施して、回V感染の発癌への関与のしくみを究明していきたい。
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I研究目的J

中国は現在、市場経済の導入により著しく発展し、地方中小都市も

急速に都市化が進行している。

中国圏内におけるnationaloral health surveyによれば、北京など大

都市において急速な都市化に伴い、麟蝕の急増が報告されている。一

方、我々の1992年よりの中国地方都市における歯周炎穣患状況調査に

よれば、歯周病の発症は 10代後半より認められ、 30代以降では、

ほほ全員に歯周炎の擢患が認められれた。また、その進行状況は増齢

とともに悪化していた。このような現状では近い将来中国人の歯科疾

患が急増する懸念が大きい。

一方中国における歯科医療需給状況は単位人口あたりの歯科医師数

は日本の約30分の lであり、適正な治療活動を行うには不十分であ

る。以上の状況より中国において、適切かつ効果的な予防システムの

構築は急務である。

歯科疾患の予防システムに関しては、従来より集団教育による口腔

衛生指導が行われてきたが、集団教育では指導内容が個別に行き渡ら

ず、かつ疾病の進行因子などへの対処がなされないためその効果があ

まり期待できない。

本研究では口腔衛生指導を個別に行い、対象者に直接的に口腔衛生

習慣の必要性や方法を指導することで指導効果を高める。

特に、歯周炎については、単に口腔清掃の改善だけでなく、歯周炎の

進行に関するリスクファクターに関するコントロール方法についても

併せて検討する。

f研究方法j

対象地域および対象者

対象地域は中国河北省の地方都市である承徳市郊外の農村とした。

本対象地域は無歯科医村であり、歯科受診が困難な地域であった。

対象者は同村の住民で、主に同村内にて就業、居住し、本研究参加

に同意の得られ、全身疾患などのない健康人486名(男女)年齢 l



4歳---4 4歳とした。

調査方法

歯周炎の進行に関与すると考えられるリスクファクターを調査する

ために、以下の臨床診査を行った。

臨床診査

歯周ポケット深さ(以下PD)、アタッチメントレベル(以下AL)に

ついて NIDRプローブにて 1歯6点計測、歯肉炎指数 (Loe& Si1ness 

以下GI)、プラークスコア (Quingley& Hein 以下pI) ，歯石指数

( Gr een & V er milli on 以下cI)についても l歯6点計測、動揺度測
定(ミラーの分類)、およびオルソパントモグラフィーにてX線撮影

を行った。

臨床診査については既に我々が行ったデーターと 1996年に行ったデー

ターを比較検討し、歯周炎の進行様式とリスクファクターの分析を行っ

た。

予防システムの作成

上記臨床診査より、歯周炎の進行様式およびリスクファクターに関

して、以下の分析を行い、予防システムを作成した。

歯周炎の進行状況については同一患者の 2年間における同一部位の

PD、ALの差を変位量とし、この変位量が 3mmを越えて悪化した部位

の出現状況とリスクファクターとして初診時PDとの関連を分析した。

この結果をもとに、予防システムを作成した。

予防システムは歯周病の進行時期に適切に効果を発揮するように、

対象年齢、初診時ポケット深さなどにてそれぞれのシステムを作成し

た。

f結果j

初年度検診結果

1.歯周病の擢患率

すべての年代の対象者において何らかの病的所見が認められ、有病

率は100%であった。

2.原因に関する診査



PIは平均3.50+0.47と全年代において高かった。また、 GIも2.21+ 

0.70と高い値を示していた。

3.歯周組織の破壊程度

PDは平均2.57土0.57で10代より認められ、増齢につれ深化する傾向

が認められた。

ALは10代で、その喪失が認められ、 20代以降で付着の喪失が著明

に認められた。

4.個人別PD.ALの分布

10歳代は約80%がすべての部位においてPD5mm以内だったのに大

使、 40歳代では60%以上の対象者が1部位以上に5mm以上のPDの割合

は特に30歳代になると急激な増加を示し、男性の方が若干高い傾向に

あった。

ALに関しては10歳代においてもその半数近くが1部位以上AL3mm

以上を示していたが15%以上占めることはなく、また、 5mm以上の

Attachment Loss (A-Loss)は存在しなかった。 1部位以上に5mm以上の

A-Lossを示す対象者は20歳代で約20%であったのに対し30歳代では約

55%と2倍近い増加を見せた。

さらに30歳代以上ではPDが全体的に浅いにもかかわらず重度の

A-Lossを示す対象者が存在した。

5.歯種別PD.ALの分布

PDの分布はどの歯種でも約95%が5mm以内た、ったが、大臼歯部では

3mm以上のPDを占める割合が多くなった。

ALにおいては大臼歯部のほか、下顎切歯部において約30%が3mm

以上のA-Lossを示していた。

6.部位別PD.ALの分布

5mm以上のPDを有する割合は中央部より隣接面に多く、最低が10

歳代上顎頬側中央0%、最高が40歳台上顎舌側近心11.91%であった。

年齢的には20歳代から30歳代にかけて約2倍の増加を示した。

3mm以上のA-Lossを起こしている割合は最低が10歳代の上顎頬側

近心0.40%で最高40歳代の下顎頬側中央72.80%であった。また、 AL



においても20歳代から30歳にかけてPD以上に急激に増加した。

経年調査結果

先に行った同一調査対象者の同一部位を2年後に調査を行い、歯周

病の進行状況を分析した。

1.再診率

Base1ine時485名の対象者に対し、 2年後、再召集し再審査したとこ

ろ450名が応じ、再診率は92.59%であった。

2.PDの変化

全年齢を通じ、 3mm以上の変化のあった部位は2年間で、 202部位

(0.53 %)であり、大多数の部位は変化を示さなかった。

3.ALの変化

PDと比較すると 3mm以上のアタッチメントロスを示した部位は多

く (2年間で918部位2.51%)認められ、増齢とともに増加した。

アタッチメントロスを示した部位はお歳以降になると急激にその部

位が増加し、部位別では下顎前歯頬側隣接面、上下顎大臼歯、特に中

央部に多く認められた。

4.PDとALの関係

アタッチメントロスが急激に増加した25-34歳において、 Base1ine時

のPDを4mm未満と4mm以上に分けた場合、どの部位でも4mm以上の

PDを有する部位の方がアタッチメントロスを起こす割合が高かった。

しかし、下顎頬側面は浅いPDでもアタッチメントロスを起こす割合が

他の部位に比べて高かった。一方、上顎前歯頬側はPDが浅いときはほ

とんどアタッチメントロスを起こさなかったが4mm以上になるとロス

を起こす割合が他の部位に比べて多かった。

予防システムの作成

1.生活習慣の調査

共同研究者である北京医科大学歯科医師によか対象者全員に口腔

清掃習慣、口腔衛生知識の有無、生活状況などについて個別に聞き取



り調査を行った。

2.集団指導

一般的な口腔清掃指導(歯ブラシの使用法、使用回数など)と口腔

清掃の必要性についての口腔衛生教育を行った。

3.個別指導

上記の臨床診査結果より、歯周病は25歳以降に急激に進行し、大臼

歯部および下顎前歯頬側隣接面、 4mm以上のポケットを有する部位で

の進行が著しいため、これらに対し、以下の個別指導を行った。

1.)25歳以降の対象者に対する重点的な口腔衛生指導。

2.)対象者の口腔内での実地指導。

4.スケーリング

4mm以上のポケット部位ではポケット内細菌叢を処置清掃するため

に保有対象者の対象部位のスケーリングを行った。

「考察j

本調査結果よか本対象地域ではすべての対象者に歯肉炎または歯

周炎の擢患が認められた。

以前に行った調査結果および本年度の結果より、歯周炎の進行様式

について、その一部が明らかとなった。

25歳以降の成人、ポケットが4mm以上の部位、大白歯部などにおい

ては歯周炎の進行する割合が他の条件に比べ高率に認められた。これ

らの条件に当てはまる対象者および対象部位に、個別の指導やスケー

リングなどを行うことは有効であると考えられる。

これは、疾病の進行が予測される特定集団に徹底した指導を行うこと

や、同様な部位に対しスケーリングを行い口腔内環境を改善すること

は疾病の進行を抑制する上できわめて有効であり、かつ予防活動を行

う上で労力や経済性の観点から特に効率的である。

本調査では進行様式の分析と予防システムの作成、予防システムの

初回実施のみで、予防システムの効果判定は期間的に実施不可能であっ

た。しかし、歯周病躍患状況は極度に劣悪であり、現在の保健教育お



よび保健行政のままでは、近い将来、口腔状況が悲惨な状況になると

考えられる本対象集団にて予防システムを実施したことは口腔衛生教

育の普及にとどまらず広く口腔保健に寄与するものと考えられる。

f研究成果の発表j

1997 International Association for Dental Research 

22nd Mar ch 1997にて成果発表。
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黒(褐)色性色素沈着を有する日中両国小児の麟蝕擢患状態の相違に関する比較研究

歯面に黒色性色素沈着を認める小児は、色素沈着が無い小児に比較し、麟蝕感受性が低いとされている。 19 

9 5年に上海医科大学付属幼稚園園児を対象に実施した調査で、同国園児は、黒色性色素沈着保有者が、過去の

報告に示されている日本人小児より多い.ことが判明した。そこで、貴協会の研究助成を受け、 1996年 10月
に日本側研究者3名が訪中し、上海医科大学付属幼稚園園児464名を対象に、乳歯の黒色性色素沈着の有無及
び蝿蝕擢息状況の調査を実施し、さらに、色素沈着の有無別に 2群に分け、 3種の麟蝕活動性試験を行い、両群

聞の酷蝕活動性の差違について検討した。また、対照群として船橋市立保育園6園の園児573名について同様

の調査を実施した。

その結果、黒色性色素沈着乳歯の保有者の割合は、上海19.6%、船橋4.4%で、中国人小児が高率であり、
p<O.Olで有意差が認められた。踊蝕擢息状況では、黒色性色素沈着歯保有者の踊蝕擢患傾向は、非保有者

に比べ低いとする従来の報告とは異なり、日中両国の小児とも両群聞の踊蝕擢患状況に大きな差違が認められず、

さらに、踊蝕活動性試験による麟蝕ハイリスク者の比較においても、同様に両群聞に殆ど差がみられなかった。

2.研究期間 自 1996年 4 月一」日~至 19 97 年_3_月 15 日

3.研究組織

日本側研究者氏名 町田幸雄 (6 5才)

所属機関 東京歯科大学 職名一旦主主

中国側研究者氏名 石 四簸 (5 7才)

所属機関上海鉄道大学口腔医学院 職名一豊圭



*第35回日本小児歯科学会大会(械9年5月23日)にて発表予定

上海市小児に認められた乳歯の黒色性色素沈着と繭蝕

催患状況について

0林芳裕，辻口敦，薬師寺仁，町田幸雄
石四簸・

(東京歯科大学小児歯科学講座)

(上海鉄道大学歯学部小児歯科学教室・)

【目的】東京歯科大学小児歯科学講座と上海鉄道大学

歯学部小児歯科学教室との共同研究の一環として行った

上海医科大学付属幼稚園の口腔内診査1)において、著

者らは、対象小児の乳歯歯面に黒色の、帯状あるいは連

続する点状の色素沈着を有する症例を多数認めた。

従来、欧米あるいは我が固における調査報告ト4)で

は、黒色性色素沈着を有する小児は、これを有さない小

児に比べ踊蝕，寵号、率か明らかに低いとされている。しか

しながら、今回の調査過程において、色素沈着を認めた

小児の麟蝕d罷患率は、色素沈着のない小児に比べ、過去

の調査結果ほどは低いようにはみられず、両者間に顕著

な差が無いように思われた。

そこで著者らは、調査対象園児について、歯面に黒色

性色素沈着を認める小児の年齢別発現頻度、並ぴに、そ

れら小児の踊蝕，罷患状況が、認めない小児より低いか否

かを確認するため、両者の歯車蝕，罷患状、況の比較を行った

結果、興味ある知見を得たので報告する。

【対象及び方法】調査対象は、上海医科大学付属幼児

園の園児534名(男児:270名，女児:264名)である。踊

蝕権患状況の診査は， WHOの診査基準に基づいて行っ

た。また、乳歯歯面の黒色性色素沈着の診査は、明らか

に黒色を呈している色素沈着物のみを対象とし、その他

の色素沈着物は除外した。さらに、歯科用探針にて擦過

し、フッ化ジアンミン銀との鑑別を行った。

その後、得られた結果はパーソナJレコンビューター

(PC-9801DA: NEC社製)に入力、統計学的検索を行っ

た。

【結果】乳歯歯冠部に黒色性色素の沈着を認めた小児

は、表lに示す知く、調査対象534名中72名(13.4%)で

あった。年齢別発現頻度は、 5歳児で203名中37名

(18.2%)であり、 5歳児を頂点に年齢と共に増加する傾向

にあった。また、男女聞で有意な差は認められなかった

(x2検定:pく0.05)。
黒色性色素沈着を有するもの(保有群)と沈着を認め

ないもの(非保有群)間の踊蝕有病者率を比較すると、

表2に示すように、 2歳及び3歳児では、非保有群の方

か官率であったが、 4歳及ぴ5歳児では、逆に保有群の

方がやや高い値を示した。しかし、両群聞の差はわずか

であり、統計学的に有意な差は認められなかった(x2検

定 pく0.01)。

また、いずれの年齢群とも保有群の一人平均d立は、非

保有群に比べわずかに低い傾向を示したが、統計学的に

は、 5歳児を除く他の年齢では有意な差が認めらなかっ

た (Student'st-test : pく0.01)。

【考察】上海市小児の黒色性色素沈着の発現率は13.4%

であり、年齢別発現状況を調査した他の報告と比較し、

上海市小児は、黒色性色素沈着歯保有者の割合が高いこ

とが判明した。これは、本色素沈着の発現に何らかの環

境的要因が関連しているものと考えられる。

また、本調査においては、甑蝕有病者率では、保有

群、非保有群聞に殆ど差がみられなかったこと、一人平

均的、 dt及ぴdfsは、全ての年齢群で、保有群が非保有

群に比較しわずかに低い値を示したものの、非保有者に

比較して明らかに低いとはいえなかったことから、黒色

性色素沈着が踊蝕抑制因子として、直接的に関与してい

ると結論づけることはできないものと考えられた。

従って、今後は、甑蝕，毘患抑制に関与する環境的因子

と黒色性色素沈着の発現との関連性を検討する必要があ

ると思われた。

【文献】

1)林芳裕，他:歯科学報，96:577句584，1996.

2) Bibby， B. G. : J. dent. Res.， 11: 855句872，1931.

3)今井章:臨床歯科，19:35-39， 1952. 

4)和田勝夫:口腔衛生会誌，9: 166-183，1959. 

表l 年齢別対象者数及び黒色性色素沈着歯の保有状況
人(%)

年 鈴 調査対象者数 色素沈着歯保有者数
2 歳児 回 4 ( 6.2 ) 

3 歳児 90 13 (14.4) 

4 歳児 149 17 (11.4) 

5 歳児 2閃 37 (18.2) 

6 歳児 27 1 ( 3.7 ) 

全調査対象者 回4 72 (13. 4 ) 

表2 色素沈着保有群及び非保有群の年僻別倒蝕有病者数
人(%)

保有群 非保有群

年 齢 対象者数 .. 蝕有病者数 対象者数 自由蝕有病者数

2歳児 4 2 (50.0 ) 61 25 ( 41.0 ) 

3歳児 13 10 ( 76.9 ) 77 50(64.9) 

4歳児 17 13 (76.5) 132 103 ( 78.0 ) 

5歳児 37 28 ( 75.7 ) 166 144 (86.7) 

6歳児 1 (1∞) 26 21 (80.8) 

合計 72 54 (75.0) 462 343 ( 74.2) 



4.研究目的、方法、成果と考察、結論の形式で、 A4版にて4.000字以上で報告し、研究成果の発表予定につ

いても記載して下さい。尚、論文発表に当つては、日本財団補助金による旨を明記して下さい。

5.収支決算報告
黒(褐)色性色素沈着を有する日中両国小児の踊蝕擢息状態の

1996年4月11日交付通知のあった研究課題相違に関する比較研究

についての収支決算を行ないました。 関係書類を添えて、次のとおり報告します。

支 出 内 訳

交付を受けた金額

消耗品費 謝 金 旅 費 その他 .g. コ 計

1，000，000 円 270，000円 円 650，000円 80，000 円 1， 000， 000円

支出費内訳(消耗品、謝金、旅費、その他の項目別に記載・別紙可)

区 分 金 額 使 用 目 的

旅 費 716，600 薬師寺 仁共同研究のため、中華人民共和国上海市出張

(本学の海外出張規定に基づき研究実施責任者が旅費申請を行い、

支給額を出張者3名の旅費・滞在費に充当した。)

消耗品費 253，000 デントカノレト SM，他

(255，852円のうち2，452円は小児歯科研究費にて支払う0') 

その他 30，000 光熱水費

大学事務部会計課

会計課長滝沢和夫
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4.研究目的、方法、成果と考察、結論の形式で、 A4版にて4，000字以上で報告し、研究成果の発表予定につ
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【研兜目的1
青海省には，わが国で横方製剤原料として繁用されている大黄・甘草及び麻黄場の量要生斑が産出する

と冒われているが，日本においては情報量治f少ないこともあり，基原植物・品質及ぴ潜在的供給量等々に.

ついて不明な点が多い。薬用大賞の優良な種類は，青海省東南部の黄河源流地帯を中心に産すると冒われ，

また.青海省同仁一帯に産するものが品質的に良好と曹われてきた。 中国には46種類の大費(助~um) 属植
物地哨掘され，その内，青海省及びチペット自治区には23種が分布しているととが報告されている。鱒+
三改正日本難局方において，生第大賞の泊性物質の一つであるセンノシJ-.A含量が新たに規定され(0.26%
以上)た柏呆，古くから良品とされてきた姉紋大賞の中にはセンノシF含量値がとれを満たさないものも臨
められ，その原因として，基原植物や塵地及ぴ収穫後の聞製方法等々が考えられるが，今なお解明されて・

いない?ー方，青海省東部地域にはGlychyrrhtzauraltm.f(3を基原とする甘草が産出する ζとが予備調査で明

らかとなっているが，その酔細や品質については明確でない。日本における棋方製剤原料生薬の安定供給

と品質の安定化を目的に，青海省東部地地における大賞・甘草の碁原植物やその自生環境ならぴにそれら

の成分について現地調査を行った。

I研究方法】
両国スタッフの書加のもとで， 1的6年8月3日....14日，青梅省東部地域~甘粛省西部地域(賞甫臓族自治
州，標高2.問。......3.40(凶)にて，大賞・甘草について，原植物の自:生地でのサンプルの収集と外部形態、によ
る分類，ならぴに自主主地環境の澗壷(自主地土壌，植生)を行った。また，岡地端に産する同生誕の市場
品の収集を行い(主に中国側スタッフ)，自生株及ぴ市場品の成分分析・品質肝価を行った(日本側ス

タッフ)。現地鯛査は，西寧市(槻高2，160m)から南東へ下り，同仁 (2，判加)，変秀林場 (2，8∞w.)を経て甘
粛省夏河 (2.78Om)に豆り，北ょして臨夏 (1，9虫油)から蘭升lに重る道路に沿ヮて行った。麦持林場では標高

2，8∞mから3，3∞mにおける山中にて徒指による鯛査を行った。

【研兜成績1
1) 大賞:阿仁の町から南へ約30km下がった費持林場の山中，標高約3.2∞mのE~t斜面において野生ダ
イオウを棺砲し(Fig.1)，それらの藁身の製刻及び識の毛の有無から判断して(葉は卵形で探製，葉柄にiDf{
らに白色の需毛，禁裏脈上に白色の謀毛と突起状の毛，業喪iま白色の栗毛)， Rlzeum加nguticumと同定し

た。自生地の土場は暗褐色~栗色でpH6.7と微酸陸を示し什abloI)，エゾマツやトウヒ属の高木やスイカ
ヅラ科μnicer調及ぴヤナギ科SaJix属の低木が点在するやや湿ヲた明るい草原で，草原には9種類のリンF
ウ科， 3種類のマメ科'Astr噌d附属"数種類のゴマノハグサ科Pedicularis，属，Bupl，urum属はじめ教祖のセリ
科，Leontopodtllm屑ゃμ'gularia属はじめ数種のキク科，オミナエシ科Va1eriana.贋及ぴキンポウゲ科，ラシ科
植物等々多種類の亜高山性植物が見られた。 同仁から.東へ進み，背海省境付近に位置する甘粛省Ii可の
チペット仏教寺院の庭において，明らかにR.tanguticumと恩われるダイオウが植載されているのを見つけ

たが，同寺院の僧の措で，近くの山で採取じたものであることが判った。両地域で見られた株はいずれ
も，青海省東南部で見られた株に比べ棄の製剤がより深いととが特徴的であった。問仁の野生株のセンノ

シドA含量は同地塙の市場で流通している生薬とほぼ岡帯であったが，灰分は著しく商かった σ'ablell)。

青海省の市場流通生寮It，センノシド含量及び灰分のパラツキが著しく，また，甘粛省の市場流通生薬の
センノシド含量は，いずれもlPの規格値を下回るものであったが，これらが器原植物や収穫後の閥製条件
等1:起因するか不明である。なお，野生株の希品タノーJレエキス合量は市場流通生斑と比べ著しく低かっ
たがσablell)，とれは収穫時期の相違によるものと考えられる。

2)甘草:岡仁北部の費河支流時瀬川に沿った標高1910mの東南斜面において，約2SOzrrにわたる野生カ

ンゾウの群帯を確惚した(Fig.2)。羽状捜棄の小講1:，小葉の形(卵形~広卵形，基部は円形，先端Iま円~
想尖形)や腺毛の特徹，花のがくの腺毛の特徹及ぴ豆呆の形や腺毛の特徴，等々からG~ちかyc.砂!yrr，山hi，加.
推定したが，内東古地域に分布する同種とやや特徴が異なり，さらに検肘を要する。自生地の土壊は砂土
でpH8.3とアルカリ性を示し(Table1)，草丈の低い草がまばらに生えるゆるやかな斜面には，キク桝の

Echinops鵬，キ包ウチクトウ科の草木，ハマピシ科，アカザ料等々の砂漠植生を特徹づける植物が見られー
た。地表下150111における直径5t.ntn程度の根を採取し，グリチJレリチン含量を測定した結果，いずれの個体

も2%以下と低かったが，岡地域の市場で流通している生離における同成分の合量は5%以上を示し (Tablo
ITI)，棋の部位やageまたは収穫時期により同成分の合量が密化することが示輸された。
{結論】

青梅省東部の問仁地域には，大貸の基原種の1つであるR.tangut化umが自生しているととが判明し，ま

た，甘粛省I:i可地城にも同種が自生しているととが推定された。同地域には甘草の轟原種の1ヨである



。か'cyrrMzaura1etIJisと指定される種が自生しているととが判明し，それらの自生地環境を明らかにした。
【研究成呆の覧表，発~ft画 1
1)日本生薬学会関西支部平成8年度秋季隅消舎にて口頭発表 (1996年12月12日，大阪，酔潰要旨
集pp・I・10)・ 2)胴査報告書の作成実施中. 3) Natural Medicineへの投稿棒鋼中.

Table 1 Soil pH of the pJnce where Rh~flm 削d
GIycyrrhlzll plants wefC gl'Own n~tufa11y. 

soils雨戸9 H20 KCl 

ol戸yrrhi1.l¥plants wete grown* 8.32 7.83 
(宵海省賀商臓腕白地州穂子寺)

(35' 48' N，I02・6'E. All 1910m) 
問leumplanta wero gl'own川 6.74 5.59 
(宵:海省賞爾施旗自治州世秋林場)

〈35'16' N， 101・55'E， All 3200m) 
・SW1dy6oil， 申馴陶Da町rk.ゐI悶。wneoil 

T由leill01ycyπhizin∞nt.ent of rootll of 
GIyywhiza plantsnatural131 8mwn md 
oyeyrrhfza'Radix in ma陶 finQinShnl. 

Sampl田 OlycyrrhizJn _freoh l'O<?t 
content (%) dlJ¥meter (mm) 

R∞ts ofGlycyrrlziza plants* 
A 1..59 4.43 
B 1.封 6.30
c 1.99・ ι08
D 1.58 5.36 
E 1.73 3.03 
F 1.32 !j，98 

Avemge 
・・・・・・・・・圃

1.62土0，22

。IycyrrhizaRadix in market 
5.20土1.26

1st grade(1級) 5.10 10.0< 

2nd srade(2級.) 5.08 10.0< 

JP :xm、 morethan 2.5% 

申SampJeofl町周叫Y~lswere ~ollectet! !'t _l?_c__m 10 
depUt from 80il sufface on August 10， 1貯6.

Tabl由nRe"ults of gen釘 IUtesωofJP如dsennosldes cont聞旬。rroots of Rlleum plants natUr凶Iyg悶wnin Qinghai 
and即lei悶1izoma(大賞)∞lh::c切din markets of Qluglw.i and Kan制pro叫nc回.

S酬 ple9 Total加hAcid-lnsoluble Delute仙8nol・1..099on Raponticin Sennoslde (%) 
%) A B 

U.9 18，3 0..59 0.26 

18.2 0，7 27.9 10.7 0.~9 0，25 

悶lelRluzoma col1ected in market of Qingh凶Proyinco(青海省)
Produced in DOrlren (阿仁) 7.3 0，6 44.0 8，3 0.26 0，12 

針。ducedln Yushu (玉樹) 14.4 0，3 45.9 7.7 0.16 0.07 

Produced in 8aima (班瑞) 10.~ 0.4 48.7 7.6 0.95 0，41 
蔓蓮大賞 20.4 1.0 51.5 4.9 1.03 0.44 

間lelRhizol11a collccted in market of K凶su丹oyince(甘踊省)
六成中背 8..5 1，0 44.3 ，5，8 O.偲 -_古車

六成片 8，5 0.1 40.9 7，0 0.00 --*申
11vJ、吉 9.0 0.3 38.1 6.9 0.07 句.申申

人成小官 13，2 0.6 40，2 7.9 -.事事 --曲申
賞撞 9.2 0.9 34.5 9..5 0，06 ..叫-J1' 1lI Not more than Notle日目tban Not more than Not less than 

申:膏両頭両議長菌li~H両E*19.02q1b2;両副長EJ. 30.0% 13.0% 0.25jb 



日ヌド貝オE日宇甫恩;/J垂主主による

___llli一生存居室貝オE目ま去J、日司コ臣三金金桓:b壬ZF旦tJ民党幸艮全奇書嘗

一学術交流に対する助成ー

年

財団法人 日中医学協会

理事長中島章殿

コホt ~吾 1 郎

月

報告者氏名

所属機関名 学校法人尚綱学園尚網短期大学

職名 堂島 年齢

所在地干 862熊本市九品寺2-6-78

電話 的自ー郊外知11 内線叩7

。添付書類:講演集・シンポジウム写真等学会に関する資料

学会・学術交流の名称
第5回日中友好糖尿病シンポジウム

ア マ 糖尿病の痔掌2 成閃z 治癒.教育

主 催 団 体
第5回日中友好糖尿病シンポジウム委員会，中華医学会

代 表 者 コ村悟郎

期間 . 開催地 1996年9月6日， 7日

日

@ 

才

招へい・派遣目的 本シンポジウムは昭和62年 (19R7年)に北寅市においで開催しごれ務担踏ん'-ア日出聞
に多くの医学シンポジウムが開催されるようになった。第2回を福岡市，第3回を上海市，第4回を横浜市において

開催し両国閣の糖尿病の研究推進および日中の親善促進に果たした役割は大である内今岡はシンポヲウム開催10生E
目であり，両国の研究の交流と親善を深めることが目的である。

I.招へい・派遣研究者 人数 3 人(別紙) Goro Mimura， Kaichi Kida， 
三村悟臥貴田嘉一，村上啓子 Keiji .Ilurakami 

1)氏名(漢字) 一英文名 男・女

所属機関、職名 生年月日

所在地

電話 内線

研究課題

1996 ，..， 9 r-t 3 r-t -= 1996 h- 9 '" 8 ，...， ， 6 
n.滞 在 期 間 自一一一一年一一一月一一一日 至一一一一年一一一月一一一日 (ーと一一日間)

~aL年一_Q_月一一生日 至~aL年___l!一月一旦一日 (ー豆一日間)

III.助成金の使途内訳

助成金額

交通費

雑費

500，000 円

Jf8t.8".ω 円
円

宿泊費

他

-招璃・派遣研究者記入欄が不足の場合は別紙に追加添付して下さい。

円

円

食費 円



N. 主な滞在日程

9月3日 4日 5日 6日 7日 8日

菅用車ー 両容到着 シンポデウム 帰国

シンポジウム準備 '" 中華医学会と第

:村悟郎
ムU打~合JせJ 吋、 J ソ

抑制ウ峰構

村上啓治 ~を聖監
シンポ7ウ峰信

貴田が9月3日に西安到着，シンポジウムの準備、その他中華医学会と打合せ，資料不足の場合，三村、村上が持

参する予定とした。 5目、 6日はシンポジウム開催、 7日はシンポジウムの後片付けと申華戻掌会、中国糖尿病堂
会の委員と次回第6回のシンポジウム開催について合議した。開催年は1999年 (2年間隔で開催することとした). 

日本で開催することとした。日本側代表世話人は三村、第6回シンポジウム開催責任者は貴固とすることとなり.
8日帰国した。

V. 学術交流報告

中国糖尿病学会の第7回の学術集会が9月 1 日~3 日西安市で開催され，ひきつづいて第 5回のシンポジウムが5
日、 6日の両日ハイヤットホテルで開催した。開会式は中国糖尿病学会の朱嬉星会長，中華医学会の尚梓仁副会長，

秘書長の挨拶および日本側から三村代表世話人の挨拶が行なわれ，シンポジウムが開催された。
特別講演は日本側から貴田嘉一教授，野中共平教授，中国側からXixi昭 Ehu.Xian-Ren Pan教授によって行忘れた

が講演内容は日本、中国の糖尿病の成因についての研究成果および日本の糖原病治療の現状，中国の糖尿病の疫学

について格調のある最新の研究成果が発表され，極めて有意義な特別講演であった。招待講演として日本側から竹

田亮祐名誉教授から興味深い肝膜蕩についての講演が行なわれた。一般演題は日本側から30愚中国側から31題
tっち2題は欠jであり，ポスターは中国側から31題であった。本シンポジウムは発表は英語で行ない，質疑応答

は日中両国語を用いたが，今回のシンポジウムの講演内容は糖尿病の基礎的研究と臨床研究であり，中国の研究水
準ω両よか僻皆に認められた。また向国の掛究者による質難施杏が今回は極めて詰発であり，大巾にシンポジウム

の終了時間がおくれた。更に今回の学術交流を通じて両国間の親善関係がより強固となり，両国の研究者の交流の
輔か史向出まった」ともと宇凹ωンンホンワムω肱呆のーっといえゐ。
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学長 生年月目、 1924年5月7日

号862熊本市九品寺2-6-78

. 096-362-2011 内線307

日中間の糖尿病研究推進
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日 2ド民オ団存吉助金による

」盟L年度目中医学協力事業助成寺艮告書

ー中国人研究者・医療技術者招勝助成一

財団法人 日中医学協会

理事長中島章殿

?年 3 月 7日

I 招ヘリ任者 及、 3~を丸洋 ⑧審
1. ;.flT属機関 喋号-~ヂ伝犬汗ユ尚何~~ff'J.l乞 職名 1初私字文

所在地〒 lb2..争防?努T匂岳タr，~J釘C?-I .電話 o3-33S"J-rfll/

招へい研究者氏名港 五怜

所属機問中 l翁岳ìi'~布行財為~h-~)件犬号!協手必?九\Jヲt角裕料

職 名君主ヰ受:

II.日本滞在日程

平成9年 2月3日来日後、平成9年 6月中旬まで招聴責任者である東京女子医大第

二内科 成瀬光栄助教授のもとに滞在し研究に従事する。

1カ月目は組織からのRNA抽出、 RNAaseprotection assayを用いて高血圧ラットの

各種組織におけるET-lmRNA発現量を検討する。

2カ月目は各種ラット組織中NO合成酵素遺伝子定量のためのRNAaseprotection 

assayを確立、修得する。

3カ月目は高血圧ラット、糖尿病ラットにおける薬物投与がET-lとNOSmRNA発

現に及ぼす影響を検討する。

4カ月日は得られたデ}タの解析と論文作成を行う。

この間、日程の調整がつけば京都大学第二内科(中尾ー和教授)の教室を訪問す

る予定である。

また、平成9年 6月1日から 3日間4第70回日本内分泌学会(東京)に参加予

定である。

.. 

c;-
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m.研究報告

【背景】エンドセリン (ET)は強力な血管平滑筋収縮作用、昇圧作用に加えて、

中枢性の交感神経活性充進、下垂体後葉からのパゾプレシン分泌促進、心臓におけ

る陽性変時、変力作用、副腎からのアルドズテロン、カテコ}ルアミン分泌促進、

腎血祭流量の減少など多様な向昇圧性の生物作用を示す事から、高血圧における病

態生理学的意義が注目される。レかしながら主に局所因子として作用する事から、

その血中動態から病態生理学的役割を評価するのは困難で、組織中での動態が重要

であると考えられる。今回私達は、高血圧ラットにおいて組織中のET-lmRNAの発

現量を検討した。

【方法}易卒中高血圧自然発症ラットの副腎、大動脈、肺、腎臓、脳、心臓から

AGPC法にてtotalRNAを抽出、逆転写反応、後ラットp陀proET-l遺伝子とGAPDH遺伝

子のプライマーを用いPCRを施行した。得られたPCR産物をSouthernblotting後オー

トラジオグラフイ}を施行し、デンシトメーターにて定量、前者を後者にて補正し

比較した。また、血中ET-l濃度をEIAにて測定した。

【結果】 SHR-SPの副腎、腎臓、脳、肺、心臓各組織中ET-lmRNA発現は各々WKY

の3倍、 2倍、1.7倍、1.2倍、1.5倍の高値を示したが、大動脈におけるET-lmRNA発

現は対照ラットに比べてむしろ減少を認めた。更に、高血圧発症前の4週齢において

もSHR-SP/lzmにおけるET-lmRNAの発現は、同週齢のWKY/lzmに比べて明らかに高

値であった。一方、血中ET-l濃度は両群聞で差を認めなかったo

【結論】これらの結果から、高血圧自然発症ラットでは、高血圧の発症以前から

組織中のET-l遺伝子の発現増加があり、高血圧の発症、進展に関与する事が示唆さ

れた。

JV.助成金の使途内訳

助成金額 70()， /)0 D 円

交通費 I?OlOOO 円宿泊費 £o r O()0 円食費 .jO()，OtJ0 円
通侍貴 dO，()()O

雑貨 110.000 円他が.tfztj 0， fTD勺
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一中国人研究者・医療技術者招聴助成一

財団法人 日中医学協会

理事長中島章殿

I 招へい責任者近称乏必機)

所属機関周立)!1f.会)~疹センタ一、、;QY
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招へい研究者氏名 ?位 言語3
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職名 fEF守~句 会免向

II.日本滞在日程
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/;1'"1-年タ月 02~ 日



m.研究報告

;J t fCJ 

N.助成金の使途内訳

助成金額 タρ{)，tlOρ 円

交通費 J200，() (?ρ 円宿泊費 3I){)， Oρρ 円食費 20-0，000 円

雑費/(!)O，O()P 円他 円



[日本滞在日程]

1996年11月 4日来日

1997年 5月 4日帰国

(1) 国立国際医療センター脳神経外科における脳神経外科診療のシステムの

把握と顕微鏡下での脳神経外科手術の見学及びその器具の取扱の実習。

我が国の脳神経外科の診療システムは、一般に患者が来院して神経学的検

査や神経放射線学的検査などで診断される過程から、さらに手術や化学療法な

どの治療をうけ、退院後の経過観察に至るまで非常にいくつもの過程を脳神経

外科医が責任をもって行う診療システムであり、どうしても Qualityが重ん

じられる所で有ります。またこれが科学的な医学を推進する大きな要素となる

ものであります。中国では大きな病院の数が少なく、患者がーヶ所に集中し、

ある意味では診療は能率的に行われますがどうしてもベルトコンベア一式とな

り Qualityよりも Quantityを重んじる所となりますロそこで、杜先生には

当院で我々が神経学的診察を経て、 CT、MRI、血管撮影を行って診断を深

めていく過程をよく理解してもらい、さらに顕微鏡下の手術をみて、折にふれ

我々と診断、治療における問題点等を討議して、これらから Qualityの必要

f生を認識してもらいました。

また彼の為に、古い手術用顕微鏡を用いてその器具の操作の実習を行って

もらいマイクロサージャリーの操作を身につけてもらいました(彼の所属する

病院では顕微鏡下の脳手術は行っていない)。

(2) 脳腫蕩に対する放射線照射の治療効果の観察(神経放射線学的観察と脳

腫蕩組織の観察の実習)

当初より当科で開発した脳腫痕に対する術前照射療法の研修が大きな目的

でありました。 2例についてこの治療法の一部始終をこの研修期聞に見学する

事ができ、その効果を確認できました。そして同時に脳腫蕩の病理組織学的観

察という実習を十分に行う事ができ、それによる診断の技術の向上をはかるこ

ともできました。また、放射線による腫壌の病理学的変化を十分に理解するこ

とができました。帰国後にこの治療法を実施する技術と知識を身につけること

ができたと理解します。
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m.研究報告
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月 研 究 実 施 内
H骨

廿

高血圧性心臓病症例の重症度3段階における左右心室の生検心筋細胞の

超微形態所見の定量的解析。高血圧症における重症度を 3病期にわけ、各

病期に該当する症例について左右心室の同時心内膜心筋生検を行い得た 2

0症例の標本の電子顕微鎖(電顕)的観察、分析を 19 9 7年1月から開

始している。まだその結果については未知であるが、左右心室筋共に高血

圧症の重症度が増加すると共に超微形態の病変度が増大するのではないか

3月 |との印象を得ている。そこで病変度を定量的に評価出来ないかどうかにつ

いての検討も加えている。本研究は 20症例の左右心筋の生検標本の電顕

的評価を行うものであり、多くの努力と時間を要するものであるが、内外

でこの様な研究報告はないので、研究遂行を目指して努力を続けている。

成るべく早く研究成果の学会ないし、英文論文発表が出来ることを望んで

いる。当面、 1 9 9 7年 11月28、 29日に大阪で開催予定の心筋生検

研究会において、第一報を報告予定である。なお、本研究の遂行には 6ヶ

月では無理なので、他の奨学金による援助を加えることとし、信州医学研

究振興財団より 6ヶ月間の研究滞在資金を得て、 19 9 7年末迄に完成予

定と計画している。

干390松本市旭3丁目1の1
信州大学医学部第一内科

関 崎調
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王培栄

日本大学歯学部解剖学教室第E講座
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1997年 2月 20日

職名盈室

電話03.3219.8111

1 arrived in Japan in 3 July， 1996 and entered immediately the Department of Anatomy， Nihon 

U niversity School of Dentistry. U nder the leadership of Prof. Y. Toda， 1 have engaged in the study 

of extracellular matrix (ECM) of heart in the early embryonic development. 1 have learned and 

mastered some basic technique of laboratory and theoretical knowledge since 1 came here， and have 

completed a subject of study and writen a thesis ::::Histochemical investigation on the distribution 

of sulfated glycosaminoglycans and proteoglycans in the early embryonic hearts" . At the present， 

1 have designed a plan of investigation and continue to investigate the components of ECM on 

kidney within remain time. The glomerular basement membrance (GBM) and mesangium contain 

abundant ECM. Under certain pathological conditions， the accumulation of excessiver ECM may 

Gause glomerulosclerosis and interstitial fibrosis resulting in end'stage kidney disease. Next study 

is to investigate the production and distribution of ECM in normal and experimental 

gl omerunephri ti s. First， experimental models of glomerulonephritis wiU be made and 

experimental method will be sought in加wmonths. Second， the process of ECM components (such 

as collagen 1， III， IV， HSPGs， Fibronectin， Lamin) deposition in the diseased kidney in vivo will be 

studied by using the methods of molecular biology， which demands at least 4 months. 



m.研究報告

G1 vcosami noglvcans (GAGs) and proteoglycans (PGs) are important components of 

extracellular matrix (ECM) and have an important effect on heart morphogenesis. 

Particularly in the regions of the atrioventricular (A V) canal and the outflow tract (OT)， in 

which the endothelial cells undergo a normal transition to form cushion. tissue. Abnormal 

development of cushion tissue can be correlated with the majority of congenital heart defects. 

Although some studies on the nature and distribution of GAGs and PGs within ECM in the 

early embryonic heart have ，Qel?V :reported. However， previous studies have been mainly 
(/，:ー、i

focused on some stages of he~i母development. A systematic obsen叫 ionof distribution and 

alterations of GAGs and PGs within ECM in the chick heart of a series stages during the 

early embryo has not been done. Thus， the study was performed. 

-Chick embryos at 12-26 stages were analyzed histochemically by alcian blue staining at 

PH 1.0 to determine oresence and distribution of sulfated GAGs and P.Gs durin只 early

cardiac develooment. The results showed that there were some differences in the distribution 

pattern and the intensity of the alcian blue positive stained material in these embryonic 

chick hearts. Alcian blue stained material in the regions of atrioventricular (A V) canal and 

outflow tract (OT) was well-distributed in these specimens of embryonic hearts from stage 

12 to 26， but the i ntensi ty of the stai ning i n em bryos older than stages 13 ~w as markedly 

stronger. In the region of the ventricle it still remained markedly positive at stage 12・14，

and gradually 1白 senedat the latter stage 15・18and lost in the later stages. No staining 

."'was observed in the regions of the a:trium. The result indicated that extracellular matrix 

(ECM) in the region of A V and OT is rich in GAGs/PGs in the early embryo， this may be 

correlated with the migration of cushion tissue mesenchyme， whereas in the region of 

ventricle the GAGs/PGs in the ECM became less and less， this may be correlated with the 

endothelium remains unactivated. 

N.助成金の使途内訳

助成金額 1000.000 円

交通費

雑費

100.000 円宿泊費 500.000' 円食費 350.000 円

50.000 円 他 O 円

ー



日ヱド貝オ団宇甫助金による

1996 ー勾三E皇E 日司コ臣三宅金桓~ブヨ菩ヨE雲霞恩右足定幸民全奇書誓

一中国人研究者・医療技術者招鴨助成一

財団法人 日中医学協会

理事長中島章殿

1997 年 3 月 14 日

I.招へい責任者

所属機関

昌
一
部

宏
一
学一歯

階
一
学

二

大島広

E3@ 
広島市南区霞 1 ー 2~3

塵勇

華西医科大学口腔医学院

教授
職名一一

082-257-5631 
電話所在地〒

招へい研究者氏名

所属機関

職
名 助教授(口腔病理教研室主任)

II.日本滞在日程

1996年9月 13日 広島空港に到着、同日より広島市に居住

広島大学歯学部外国人客員研究員として口

腔病理学教室において研究と研修に従事

1997年1月 19日一22日 新潟大学歯学部口腔病理学教室を

訪問、共同研究の打ち合わせ

1 997-年2月4日 広島空港より帰国



ill.研究報告

主として下記の共同研究を進めるとともに、教室の病理診断検討会ならびに研究セ

ミナーに定期的に参加しながら、口腔病変に関する組織診断基準や免疫組織化学を中

心とした実験研究手技の習得に努め、所期の目標を達成することができた。

「歯原性腫蕩に関する共同研究J

本研究は慮勇助教授の広島滞在を契機に開始されたが、同人は近々トロント大学

(カナダ)にも留学を予定しており、 3国3機関の共同研究として今後長期にわたり

遂行することが合意に達している。

(1)歯原性腫蕩の疫学的研究

華西医科大学の759症例をWHO国際分類に従って分類し、北米等におけるデータと

の文献的比較のもとに、中国人における同腫蕩の発現頻度を統計学的に検討した。そ

の結果、白人に比してエナメル上皮腫や悪性型の頻度が有意に高く、歯牙腫が少ない

などの特徴を明らかにできた(論文作成中)。なお日本人の歯原性腫蕩については現

在疫学的調査を行っている。

(2)歯原性腫療の免疫組織化学的ならびに分子病理学的研究

i)石灰化歯原性嚢胞における腫蕩細胞のPCNA発現に基づき本腫疹型の多様性を検

討した結果、細胞増殖活性の面からみたその亜型分類の妥当性ならびにPCNA指数の

悪性型識別への有用性を証明できた(第86回日本病理学会総会に発表、論文投稿中)。

iOエナメル上皮線維肉腫の肉腫成分を解析した結果、その線維芽細胞への分化と高

い増殖活性(エナメル上皮線維腫の間葉成分と比較)を確認できた(論文作成中)。

尚各種歯原性悪性腫湯を対象に癌抑制遺伝子ω53)の異常発現を検討した結果、免疫

系出哉化学的にはp53タンパクの過剰発現が、 PCR・SSCP法ではその遺伝子レベルで、の変

異が証明され、同遺伝子が歯原性腫蕩においても悪性化に関与巳ていることが示唆さ

れた。

N.助成金の使途内訳

助成金額 600，000 円

交通費 80，00O 円宿泊費 120，000 円食費 280，000 円

雑貨 120，00O 円他 円
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|増殖活性からみた石灰化歯原性嚢胞の多様性

虚勇¥高匝 隆，小川郁-=t-，宮内陸美J工藤保首長，伊東博司，二階
宏昌(広高天-口腔摘通，本華西医大:口腔病理)一一一-..._._-~-一一一一一一一

一石灰化歯原性嚢胞(COC)は多様な組織像を示じ;ーその本態、や亜型分類ー

などに問題が残されている.本研究ではCOCにおけるPCNAの発現指数

(PCNkLI)を免疫組織学的に検索・いー細胞増殖能の面からCOCの多様性・

ι亜型分類じヲいて検討bた対象ιLたCOC25例中21例が良性型j-4 
例が悪性型であヲた言.前者をさらにHongら(1991)の分類に準じて解析

した結果，ーいずれも嚢胞型に属し，ー非増殖型(NPT)4例，ー増殖型(P.T)8 _ 
例，歯牙腫随伴型(OAT)9例に亜分類された. PCNA.LIは悪性COCの
65.2に対し良性型では13.4で明らかな有意差がみられた.良性型では

~I(慢旦比~T(~7.2)の聞に有秀孝がきI"?t.:ぞ'___9.芥土(?:_8.)_さ銀色2:9.[型りー
聞にはなかった.OATのPCNA-LIは広範囲にわたっていたが，嚢胞部上

反f.:肥厚をf半うものではPTにおける値と近<;--n~厚めないものとめ闘
に有意差を示じだJまた;iz例のeOe(Nfifi;p'f7~δA'f引でγJ二度に工
ナメ Jレ上皮腫様の所見が観察され，このような変化のない症例より有意

に高いPCNA二LIを示じたJ以上の結果より，①PCNA-LIは悪性型を鑑別

する指標として有用である.②NPTとPTを亜型分類することは細胞増

殖活性の面からも有意義である;①エナメ Jレ上皮腫様組織像と増殖活性匂

の聞に高い相闘が示されたことから，ニれを亜型分類基準じ加味する必‘

要性がある.(1)歯牙腫の有無と増殖活性とは直接関係がなく， OATは

細胞増殖能の面点らは亜型とじ_.:r_o意義に乏し“氾ことなどが示唆色札た.一

ワクからはみださないように，横幅いっぱいにプリン卜して下さい。

一…一一一一一一一一一一
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日 2ド貝:オ団補助蛍主主による

1996一生存主主日吋コ臣三今金古語プヨ著ヨE芸長厚右尻定幸民全奇書書

一中国人研究者・医療技術者招鴨助成ー

財団法人 日中医学協会

理事長中 島 章 殿

I 招へい責任者決内 依
所属機関 例?弘TFJオ久v字
所在地〒lμψflb手野火j-11ィ

招へい研究者氏名 lZ [お み
所属機関守 I~ ヌ¥-$~九十三家ぇ β
1能 名 '匙f乏

II.日本滞在日程

1QqbIl-11 ~斗ザ
jJ ~ Ii凶

q1年弓月二乙!日

職名水及
電話砕ヰーoAtjh



E 研究報告

N.助成金の使途内訳

助成金額 afJO，()()() 円
交通費 I~O， /)O{} 円宿泊費 J;()，~()O 円食費 Joo，ooe 円

雑費 {(/O.ρof) 円他 rJ.~&，~oO 円



/976年度日中医学協力事業助成報告書

一日本人研究者派遣助成一

/ヲ9.6年 t月/よ日
財団法人日中医学協会

理事長中 島 章殿

1.訪中研究者氏名若松秀俊

所属機関名 東京医科歯科大学医学部 題襲名教授

所在地干113東京都文京区湯島1-5-45 電話 03-5803-5366

招へい受け入れ機関名 k海交通大学;天津大学;首都医科大学;北京航空航天大学;華中理工大学

所在地上梅 天津 北京 北京 武漢

招へい責任者蒋練武f冨11掌長):王明時(キ任教授);徐群淵(学長);沈士団(学長);楊叔子(学長)

II.中国滞在日程

3月8日 東京発一上海着

3月 8 日 ~3月 13 日 上海交通大学

眼球運動および画像処理と認識に関する研究打ち合わせ。

関連研究およびその他の成果の講演

上海医療器械公司との人工呼吸装置の共同開発に関する協議

3月 14 日 ~3月 17 日 天津大学

人工呼吸管理システムの麻酔への応用に関する研究打ち合わせ

検定および検査の自動化技術と応用に関する研究

関連研究およびその他の成果の講演

中国航天工業総公司三院八三五八研究所との共同開発の可能性を協議

3月 18 日 ~3月 28 日 首都医科大学北京航空航天大学

痴呆老人の保護・介護に関する研究打ち合わせ(首都医科大学)

関連研究およびその他の成果の講演

生体システムの制御に関する研究打ち合わせ(北京航空航天大学)

関連研究およびその他の成果の講演

3月 28 日 ~4月 6 日 華中理工大学

グレイシステム理論の医学への応用に閲する研究打ち合わせ

4月8日上海発一東京着

111.助成金の使途内訳

助成金額

交通費

雑費

3OO，()O0円

/タ 0，00o円宿泊費
2 O，()Oo円他

位。，000円食費

I~ ， ()()O IIJ 

包並立立R



IV.学術交流報告

今般の中国の訪問は医用理工学専門分野における日中大学聞の共同研究と意見交換を広範聞に行つ

ことを目的としたものであった。具体的には医用生体計測制御と医用機器の開発と実用化について穴

学および現地企業との協力の可能性を相互に見いだすことであった。訪.問者は本耐究者と雌腕林博士

で，大学では以下に示す研究成果の講演とこれに関する国際共同研究プロジェクトの遂行計山を立架

した。また，国営企業との医用機器開発の可能性に関する協議を行った。

[1 ]人工呼吸管理システムの開発と実用化:首都医科大;北京航空航天大;天津大;華中理工夫

[2]痴呆性俳細老人の電子保護システムの開発:首都医科大;天津大;上海交通大;華中理工大

[3]反射性眼球運動の可能なロボットの開発:上海交通大;北京航空航天大;天津大

[4]薬品などの生物検定自動化システムの開発:首都医科大;天津大

[5]個人自動識別可能な尿成分の自動検査システムの開発:首都医科大;天津犬

[6]ハー-ftJけへ。トジョYに関する研究と教育への応用:上海交通大;天津大;北京航空航天大;華中理工夫

日程の順に説明する。まず，上海交通大学の施鵬飛教授(電子情報学部副学部長，画像処理附究附附

長)とは脳のMRI画像から精密な三次元画像を構築し，抵抗感を伴う手術シュミレータの共同附究の

立案と具体的な人材の選定を行った。なお，国営上海医療器械公司との人工呼吸装置の共同|剣先の日J

能性を探った。天津大学の王明時教授(精密機械工学部生物医学科科長)とは人工呼吸管理シスァムに

よる麻酔深度の客観的自動制御に関する共同研究計画を立案した。なお，天津の中国航天工業総公司

三院八三五八研究所との人工呼吸装置の共同開発の可能性を協議した。北京航空航天大学ではロボッ

トに関する研究協力について玉田苗教授(ロボット研究所所長)と協議した。首都医科大学では生物検

定自動化システムの開発に関して菱遠海教授(生物医学工学部部長)との共同研究および東京医科歯科

大学の医学部との正式交流の予備交渉を学長らと行った。武漢の華中理工大学では従来から行ってい

たグレイシステム理論に関する研究を推進するとともに，医用分野への応用の可能性を協議した。

V.感想及ぴ意見、希望等

今般の中国訪問は具体的には 1年前から計画し，国際会議で知り合った科学者や中国の知人を仲介と

して招待されたものと 10年来の研究協力者からの招待によるものであった。過去の中国訪問では十

分に現地の科学者や民間人との交流が諸事情のため困難であったが，社会情勢もすっかり変わり人々

の表情も明るく活気を至るところで感じることができた。大学も設備が整いつつあり，学生も勉学に

熱心で，研究のレベルも以前に比べ年々向上している。とくに中国人研究者の張暁林博士が行動共に

したので，言語の壁を越えることができ，相互に交流と理解を深めることができた。
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日オ又民司「団補助遥主主による

1996年度目中医学協力事業幸良告書

一日本人研究者派遣一

財団法人 日中医学協会殿

1.訪中代表者氏名 la念撮'ι先
所属機関名 1t王株式/弘元主主幻自才・7主務部門

地干13¥義諸問、ぬEえた』ヨーl-s所 在

訪中研究者氏名 )) 1ふ応力に

所属機関名 生主株~企d七 lき物差牛冷府主j子fr

地〒32¥-34紡お耕1諸君主輸相市苅2E:06所 在

招へい受け入れ機関名 中華予防医学会

所 在 地

招 '" い責任者

II. 中 国 滞在 日 程

北京市東城区新中街19号

盤童是

• s 

童丞畠

壁事

見年 去月 ノア日

職名 持lも.，t弘士ヤ

電話 Os-s-i.iO-fZ<l占

職名 ミノ託恥主J員

電話 tNJ>f-1>8-クピグマ
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ill.学術交流報告

IV.感想及び意見、希望等

a g 
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IT. 中国滞在日程

7月 29日 広州市より中国に入国し、珠海市に移動

16:00中国衛生部衛生監督司高園強処長との懇談

3 0日 9: 00-11: 30中華予防医学会 公衆衛生管理セミナー

岡本陣公彦による講演

13:00-14:30中国衛生部化粧品安全性評価班長 秦鉱慧教授との懇談

(珠海市衛生局長林博烈氏同席〉

14:30-17:00川合修次による講演

3 1日 珠海市から肇鹿市へ移動

14:00肇慶市日用品マーケット視察

15:00肇慶市漢高化粧品有限会社工場を視察

周回新工場長、劉博士と中国での化粧品生産について意見交換

8月 1日 11:00広東省徳慶県 日用品個人商庖を視察

15:00広東省徳慶県衛生局長 徐炎光氏との懇談

2日 10:00肇慶市衛生防疫姑 程世祥枯長と懇談後、広州市に移動

3日 午前中華予防医学会と懇談

午後広州市より日本へ帰国

ill.学術交流報告

中国の化粧品生産は 19 8 9年 10億元であったものが、 1995年には 195億元

とここ数年急速に増加している。これは金額のみならず、製造される化粧品の種類につ

いても同様である。また、これに伴い、製造メーカー数も 100社程度であったものが

3 0 0 0社へと急増しており、その発展ぶりが伺われる。 1990年には化粧品管理に

関する法規なども整備し、その管理を進めている。しかし、小メーカーが多く衛生管理

がまだまだ不十分であり、出荷製品の 5%、市場製品の 10 %近くが不合格となってお

り、今後の大きな課題となっている。

これらのことを背景にして、中国での今後の本分野に於ける衛生管理の参考として頂

く為に、公衆衛生管理セミナーでは、日本側から「化粧品の衛生・安全管理Jについて

講演を行った。

まず、岡本が日本に於いては約 50年前から問題視されたため、種々改善されて来た

結果、約 15年前にほぼ完成されたとされる化粧品の安全性管理システムについて、以

下の詳細な内容で講演を行った。

-最近 30年間の化粧品の障害例(主な禁止、制限物質〉

・最近の安全性に係わる規制一一化粧品品質基準、化粧品原料基準、表示成分と追加

市販後調査制度、種別許可制度、配合基準制度、配合制限

・安全性評価の考え方一一毒物評価の基本的な考え方、薬事法対応の安全性項目

-国際的な科学物質の安全性の動き一一レスポンスプルケアー活動、既存科学物質と

新規科学物質登録、動物実験と代替法とヒトへの外挿

続いて‘川合が化粧品の徴生物汚染防止の観点から、以下の内容について話した 0

・化粧品と徴生物一一徴生物に関する基本的事項、製品の徴生物汚染
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-微生物制御のための管理要素

-化粧品用防腐剤と防腐処方、及び徴生物抵抗性試験

-製造設備に関連する事項一一タンク類、配管類、充填機、製造環境について

・製造管理に関連する事項一一原材料の管理、洗浄及び滅菌方法

・製品出荷時の菌検査

-まとめ一一徴生物汚染への対応など

約 80名の参加者に熱心に聴講して頂いた。前半及び後半の講演共に、活発な質問が

多く、本分野に対する関心の高さが伺われた。

N. 感想及び意見、希望等

急激な経済発展に見合った形で、化粧品の分野に於いても衛生・安全管理のための各

種の法規や、それを遵守させるためのシステム作りを行っている中国の実情を伺い知る

貴重な機会を得た。

公衆衛生管理セミナーでは、実際に多くの中小メーカーを指導する立場にある衛生防

疫担当者のお役に立つように、なるべく分かり易く、具体例を交えながら講演を行った

つもりであるが如何だったのだろうか。準備時間等の都合の為か、講演要旨が部分訳(

中国語〉となっており、図表等も添付されていなかったので、理解し難かったのではな

いかと思われる。通訳を介しての講演であり、 OHPまでは中国語訳できないので、せ

めて要旨くらいは全訳された方が良ったのではないかと思われた。質疑応答の中で、化

粧品の衛生・安全管理に於いて日本とは留意している点が、異なっている面もある様に

感じられたが、この様な点については、私共の講演の趣旨を理解されて、応用して頂け

ればと願っている。

また、肇慶市では実際に化粧品工場を視察し、工場長や研究担当部長のお話を伺い、

製造現場の状況を見聞させて頂いた。

更に、中国衛生部、中華予防医学会の先生方を始めとして、訪問地の衛生局の方々と

色々と交流できたことも有意義であった。今後共、何らかの形で御協力できればと考え

ている。
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中日化牧品豆生管理培測班

代表名単
(1996年7月初日---8月1日珠海)

姓名 性別 取 S号 工作単位 屯活 師舗房伺

許桂隼 女副司長 E生部豆生監督司
張家喜 男副秘布長 中隼預防医学会 64154422・，310

林鴻烈 男局長 珠海市J!生局

林賢泰 男副局長 珠海市E生局
高国強 男赴長 E生部E生監督司 64015606 100725 601 

隊鋭 男副赴* E生部E生監督司 64023352 100725 601 

宗音 女副赴* E生部亦公庁秘布赴 64033121 100725 605 

張秀云 女助理調研員 E生部E生監督司 64013352 100725 604 

膝立新 女干部 E生部豆生監督司 64013352 100725 604 

岡本陣公彦 男害事博士 日本花王株式合社 (03)5630-9243 

川合修次 男工事博士 日本花王株式合社 (0285)68・7400

川口;雄二郎 男 日中響皐協合 (03)3291・9161

秦伍慧 女研究員 中国預防医学科学院耳盤所 67719390 100021 716 

李双禁 女助研 中国預防医学科学院耳研所 67719390 100021 716 

辛美哲 女干部 中隼預防医学会 64155638 100027 627 

郭新彪 男副教授 北京医科大学 62091173 100083 

初明金 男 副主任医姉福建省豆生防疫姑 7512340 350001 606 

盛金妹 女主任医師 北京市豆生防疫坊 64212461 100013 627 

朱春林 男副姑長 吉林省豆生防疫諭 5919429 130021 607 

李凱 女科主任 吉林省豆生防疫姑 5919490 130021 602 

金志玉 女科主任 云南省E生防疫姑 4144220 650022 602 

刻吉昌 男科主任 f西省E生防疫姑 5320553 530021 614 

李体 男主管医師 天津市豆生防病中心 4321545 300011 614 

部暁君 女主管医姉 天津市豆生局 613 

万而葵 女主管医姉 黒克江省主生防疫端 5664031 150036 603 

意靭 女主任医姉 黒克江省E生防疫枯 5664031 150036 603 

刻霞 女 安徴省E生庁 2642427 230001 625 

司、玉京 男 安徴省E生防疫姑 3633364 230061 616 

孔凡玲 女 山京省豆生防疫姑 2962128・214 250014 625 

葛豆京 男 江守省主生庁 3391170 110005 611 

問中集 男 迂ず省豆生防疫諭 3382933 611 

業風霞 女科主任 江守省豆生防疫姑 3390066 619 

芙紅解 男 江亦省E生庁 7712526 210008 525 

渚元生 男 江慈省豆生防疫姑 3723362 210009 525 

温侍群 男科長 f京省E生防疫坊 84452247 510300 514 

紳双光 男主管医姉 f京省:旦生防疫端 84452247 

90~ 黄普盛 男副科長 f京省在日市豆生防疫蛤 3325385 52905'1 512 

李錦慧 男副科長 油~市:巴生防疫蛤 8279110 515000 514 

子倖民 男 f京省E生防疫姑 84452247 510300 515 

. 



• 
J 

姓名 性別限努 工作単位 庖活 陣撞 房向

証祖陪 男 副主任医姉湖北省豆生肪疫姑 7806695 430070 616 

方有宗 男副主任 上海市E生局 64713627 721 

王惑芳 女主管医姉 '上海市J!生防疫姑 62758710 200335 513 

日隼京 男室主任 福建省E生防疫姑 3707042 350001 606 

茄世咲 男主任科長 甘粛省豆生庁 8828710 730030 

--t守章 男所長 四川省E生防疫諭 6635107 610031 628 

戸蕊枝 女 山西省E生庁 3079464 030013 605 

粟文元 男副輸長 山西省主生防疫姑 4043303 030012 626 

曹朝時 男主管医姉 湖南省豆生肪疫姑 4441770 410005 721 

黄昼志 男 助理調研員海南省主生庁 5343668 570203 720 

務侃俊 男主任科員 漸江省豆生庁 7077551 310002. 511 

特美根 男 副主任医師漸江省豆生防疫姑 7046224 310001 511 

宋静蒋 女主任科員 侠西省豆生庁 7224483 710003 508 

張博 男 医姉 河北省豆生防疫姑 5064911 071000 526 

邪楽埼 男副科主任 河北省主生防疫姑 5064911 071000 526 

祝剛 男主管医姉 河南省主生防疫姑 5951908・226 450003 404 

付家隼 女副科長 貴州省部境豆生監測姑 6822327 550001 608 

戸玉英 女副科長 貴州省部境E生直測姑 6822327 550001 608 

刻松青 男姑長 珠海市豆生防疫姑 2265671 519000 213 

黄諭揚 男副姑長 珠海市E生防疫姑 2265675 519000 213 

黄彪 男主任 珠海市E生防疫坊 2264432 519000 213 

隊金娼 女副主任 珠海市豆生防疫坊 2264432 519000 214 

隊永盤 男副主任 珠海市豆生防疫姑 2264744 213 

孔氏掲 女部長 大連三株生率化牧品公司 4671665 116023 214 

弥波 女 江宇桑莫化~品公司 4842926 619 

ffP玲 女 珠海期並郷化牧品公司 8878687 

庄志勇 男 順徳市現代保健用品「 2222765 528300 620 

孟t下波 女 販徳盆「 8887243 528305 623 

隊慧良 女主任 上海家化大連有限公司 6652858 6ω，21 623 

越五二 男 ，邑径理 f京台山高富日用化工有限公司 5538868 529200 516 

黄倖成 男忌経理 台山金輝美友美容用品有限公司 5525899 529200 516 

伍文 男主管 f州雅芳有限公司 81896541 510370 

高瑞欣 女経理 r-州保治有限公司 82218828・特 510730 

李媒 男項目:径理 f州保清有限公司 82218828・特 510730 

周利明 男科長 亦州亜美日用化工「 6281363 215107 626 

階建隼 男干部 珠海市京洋之花化牧品有限公司 8885963 519020 

陪祥生 男項目経理 上海郊明明化牧品有限公司 59763869 201702 507 

潜与国 男 副忌工程姉上海風恩日化公司 62410500 200062 507 

萎綾燕 女-品質部主管上海花王有限公司 64091210 201111 506 

隊雅芳 女法規部鐙理上海家化有限公司 65456400 200082 506 

焦展星 女 品虞部経理上海寿氏有限公司 62414480 200062 505 

張愛隼 女 上海日化(集団)有限公司 62769615 200040 505 
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一一年度日中医学協力事業助成報告書

一在留中国人研究者研究助成一

平成8年 9月・30日

財団法人日中医学協会

理事長中・島 章殿

1.研修医・研究者氏名 劉永茂 1 圏
研究機関名 国立精神・神経センター 研究指導者名高坂新一 職名部長

所在地 東京都小平市小川東町4・1・1 電話似23-41・27111内線 b5232

II.研修歴

平成7宇5月弘、国立精神・神経センター、神経研究所、代謝研究部の客員研究員として従事した。!

III.研修の研究業績

ミクログリアの生理的役割を探る研究の一環としてミクログリア分泌性プラスミノーゲンのアヌトロサイト

に対する役割を検討した。

IV.研究業績

(1)学会、研究会等においての口頭発表(学会名.・内容)

平成8年4月4日 第73宙日本生理学会:ラット脳ミクログリアのプラスミノ」ゲン産生調節因子に

ついて

(2)学会誌等に発表した論文 無・有 (雑誌名・論文名)

Microglia -derived plasminogen is a regulaωr in vlasminogen activator-vlasmino呪enactivaωr inhibitor system of 

お凶cvtes: J. Neur∞hem.に投稿準備中

V.今後の研究計画及び希望

平成8年9月28日帰国予定



VI.研 究 報 告(日本語、又は英語で書いて下さい。 2，000字程度で記載下さい。)

中枢神経系のグリア細胞のひとつであるミクログリアは他のグリア細胞では産生しない特徴的な因子を産

生する。そのひとつに当研究室で同定されたプラスミノーゲンがある。まずミクログリアーニユーロン聞の

相互作用の視点から、この物質のニユーロンに対する影響を検討した結果、皮質ニユーロンや中脳ニユーロ

ンに対し神経栄養因子作用を示すことが明らかになった。一方この物質はニユーロンのみならずアストロサ

イトの機能にも影響を与えると考えられたが、これまでその作用に関する知見はなかった。そこでプラスミ

ノーゲンを介したミクログリアーアストロサイトの相互作用を想定し、培養アストロサイトを使用してプラ

スミノーゲンの作用を検討した。特にアストロサイトの形態、移動性、増殖性に重要な働きのあるプラスミ

ノーゲンアクチベータ-(PA)系に対する影響に焦点をしぼった。

培養アストロサイトにプラスミノーゲンを添加し、培養上清中のPA活性を分析すると、無刺激時に較

べ、tPA及びuPA活性が著しく減少する現象を見出した。この原因のひとつにプラスミノーゲンがtPA、uPA.

の産生を抑制する可能性が推測された。実際、プラスミノーゲン刺激後、アストロサイト内のPA活性を調 1

べると、 tPA活性は検出されずuPA活性も減少していた。またプラスミノーゲン刺激によりPAの生体内インィ

ヒピターであるPAIが産生されることも推測された。プラスミノーゲン刺激後、培養上清中のPAIを分析し;

たところ、活性なPAIが増産されてくることが明らかになった。抗体による反応性からそれはPAI-Iであっ!

た。 PAI-Iの産生は刺激反応時間("" 3日)またはプラスミノーゲンの濃度 (""2∞nM)に依存して増加し
た。またプラスミノーゲン刺激時、分子量130kDa付近に新たなPA活性バンドが検出された。このバンドは

PAI-I抗体に認?議されることからPA/PAI-I複合体と推測された。この複合体のPAは、インヒピターに対する

感受性と分子量の関係からtPAと推測された。

上記のように、プラスミノーゲンはアストロサイトに対しPAI-Iの産生を増加させ、 PA活性の低下をもた

らす作用が明らかにされた。特徴的なことはtPA/PAI-Iが形成されることであった。プラスミノーゲンは中

枢神経系の細胞の中ではミクログリアで産生されることを考えると、アストロサイト由来のPA-PAI系の活

性がミクログリアとの相E作用により調節されうることが示唆された。

VII.指導教官の意見

温厚な人柄で、注意事項もよく守り、研究室にもとけ込んで研究を進めることが出来た。研究ではプラス

ミノーゲンのアストロサイトに対する作用について先駆的な仕事をまとめることが出来た。この経験を今後

の研究に役立てて欲しい。少し残念なことは日本語が不自由であったことである。



日 zド貝オ回ヨキ甫恩;b垂主主 による

____ill!_ι一生存E宣自にt 臣三寺会桓-:b-:h喜吾妻長恩右反定幸民生告主宰.
一在留中国人研究者研究助成一

1997年 3月 13日

財団法人 日中医学協会

理事長 中島 章殿

1.研究者氏名 李為民

研究機関東京都老人総合研究所 研究指導者佐藤昭夫 職名 iU亙塁
所在地〒173 東京都板橋区栄町354 電話 03・3964-3241 内線 3087

II.過去の研究歴

1994年4月~現在:東京都老人総合研究所、自律神経部門、研究生

m.過去の研究実績

1. Li， W.M.， Sato， A. and Suzuki， A. (1995) The inhibitorv role of nitric oxide (NO) in the somatocardiac svmoathetic C-reflex in 
anesthetized rats. Neuroscience Research， 22， 375 380. 
2. Nagata， 0.， Li， W.M. and Sato. A. (1995) The effect of intravenous and intrath巴calaoolication ofMK-801. an NMDA anta!!Onist.on 
the somato・sympatheticA-and C reflexes in rats. Pain Research， 10，77・80.
1 N且匂ga免刷t::l免 Q.，..I 日iW M ::Inrl~::I免引::Itn川円 uρl.99.5} η叩川1"川'巾f免m免山柏 N_mρ叶州含山~しn
t低e閃di凶nω the brain s も飽emd批B句p戸re悶ss白e renal s勾ymp抑a白etiおcreflexdis鈴cha紅rges(ε~vokedby single shock 0ぱfs叩oma斜矧t“iおcaffeI"ents in aIlesthetized rats. 
N円Irn~d~nrf~T .~tt~r~ フ01 111-114. 

N.本年度の研究業績

(1)学会、研究会等においての口頭発表(学会名・内容)

なし

(2)学会誌等に発表した論文 無 ・街、 (雑誌名・論文名)

Li， W.M.， Sato， A.， Suzuki， A. and Trzebski， A弐1996)Systemic hypoxia facilitates somato-cardiac symp剖hetic

A-and C-reflexes in anesthetized rats. Neuroscience Letters， 216， 175-178. 

V.今後の研究計画及び希望

1997年度においては、圧受容器からの入力が体性一心臓交感神経反射におよぼす影響とその神経経路を調

べる研究を行う予定です。将来には日本で学んだ知識と技術を生かし、この分野での研究を続け、医学の発展に

貢献したいと思います。また今後は、中国から日本にきている多くの後輩を指導したり、日本から中国へいく人

を援助したりなど、日本と中国の相互理解と相互協力の架け橋となりたいと思います。



羽. 研 究 報 告(日本語、文は英語で書いて下さい。 2.000字程度で記載して下さい。)

In the curren t year of the grant of J apanese-Chinese medical association， we studied effect of activa-

Hon of chemoreceptors on somatosympathetic reflex under the guidance of Dr. Sato， vice-director of 

Tokyo Metropolitan Institute of Gerontology. Here is the report as follows: 

An electrical stimulation of somato-afferent， tibial nerve for example can produce responsive elec-

trical discharge in sympathetic efferent such as renal verve， cardiac nerve， etc. and this discharge IS 

termed as somatosympathetic reflex. There are tow discharge components m剖nly，i.e. the A-and C-

reflexes in somatosympathetic reflex resulting from eliciting myelinated A and unmyelinated C fibers in 

the somatic nerve respectively by electrical stimulation. 

Our past studies demonstrated that some neurotransmitters such as nitro oxide (NO) and glutamate 

involved in modulation of the somatosympathetic reflex. It is very interesting to know whether other 

factors such as chemoreceptor and baroreceptor central input information could also modulate 

‘somatosympathetic reflex. With this purpose， we tested effects of activation of chemoreceptorS i 

somatosympathetic cardiac reflex in anesthetized rats. For activating chemoreceptors， hypoxia was pro・

duced with its end-tidal oxygen 10% FET02 and 6% FET02 respectively. During 6% FET02 hypoxia， 

the amplitude of the somato-cardiac sympathetic A-reflex increased significantly to 138 + 13% of the 

control， and that of the C-reflex increased to 186 + 18% of the control. During 10% FET02 hypoxia， the 

A-reflex increased insignificantly to 117 + 8%; the amplitude of the C reflex was augmented significantly 

to 149 + 11 % of the control. Peripheral carotid chemoreceptor denervation abolished the facilitatory 

effects of systemic hypoxia. It is concluded that carotid chemoreceptor stimulation enhances the respon-

siveness of somato-cardiac sympathetic excitatory reflexes originating in the hind limb 児ceptors.

This result has been published in the joumal ofNeuroscience Letters (Vol. 216， 175・178，1996). 

VlI. 指導教官の意見

率為民氏は当研需所向律柚絡部門において昨年から本円主で、 円中俣単協力事業の研罪助成をろけその援助

のもとに、麻酔ラットや用いて待防の停客件刺撒で誘発芦れるイ本件ー者感神経反射を霞気牛理学的手法を用い

て記録した円 この反射が呼畷悶難時に県られるイk主主号答器の興奮で増静する事実歩見出し、 その増強の神経性

メカニズムの解明を行ったのぞの結果は昨年末、袖経科掌の国際車門訣である NeuroscienceLettersに発表され

えA この業績は国際的に高い評価や得るもの?あるハ この研告が主っかけとなり率氏は現存、 巾序やモニター

する牛体内の芹苧森界がこの依件一帯感柚経圧射に 71I ぼす影響について研~，や締結しつつあり、すでに序号容

器がこの反射を抑制するという興味深い結果が一部得られつつある。

この様な李氏の過去一年間の研究上の素晴らしい成果は費財団の研究助成によるところが大きい。
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v.今後の研究計画及び希望
研究報告書中に記載

貴財団の助成をもう一度申請したい。



羽.研 究 報 告(日本語、文は英語で書いて下さい。 2.000字程度で記載して下さい。)

神経再生機序の解明は、虚血や外傷に起因する神経細胞死から神経を守り、これをもとのように
再生し機能修復をはかるためには不可欠である。我々は、損傷に強い末梢神経系の再生のメカニズ
ムを分子レベルで解明することによって、損傷に脆弱である中枢神経系を損傷からまもり、再生へ
と導く手法の開発を目指している。このためには、最初にいかなる分子の発現が損傷後に見られそ
れらの機能相関がどのようになっているのかを明らかにしなければならない。そこで、神経損傷時
に特異的に発現が促進する分子群をデイファレンシャルディスプレイ法を用いることにより検索し
た。
ラット約100匹の片側舌下神経を切断し、切断側の舌下神経核と健常側の舌下神経核をそれぞれ延
髄から顕微鏡下で切り出す。これらからRNAを精製し、ランダムプライマーをもちいてデイファレ
ンシャルディスプレイ法を行った。その結果神経損傷後に発現上昇するいくつかの候補遺伝子断片
を得ることが出来た。これらの遺伝子を解析した結果、既知の遺伝子や未知の遺伝子が含まれてい
ることが明らかになったo既知の遺伝子としては、神経軸索内の物質輸送に関係するキネシンやダ
イニンがあり、これらは神経軸索が再生するにあたって軸索材料の輸送や、末梢で取り込まれた成
長因子の逆行性輸送に関与する分子群で、神経再生時にその発現が上昇することは極めて容易に想
像できる。この結果は現在欧文雑誌に投稿中である。また、未知の分子のなかで興味深いものとし
ては、細胞膜を7回貫通するいわゆるG蛋白結合型受容体の構造を取るものが得られ、しかも興味深
いことにこの分子のN端側にはロイシンジッパ一様構造が存在することが明らかになった。この分ヤ
の遺伝子塩基配列は既知のいかなる分子ともホモロジーが見られず。新たな受容体分子であると考
えられる。また、通常この分子は運動ニューロンには発現しておらず、軸索損傷が与えられたとき
にのみ運動ニューロンに発現することから、損傷後に何らかの情報を受け取るために発現が促進す
ると考えられる。また、 N末端にロイシンジッパ一様構造を有することから、この分子はポリマー構
造を有する可能性が考えられる。現在本分子の機能を明らかにするために以下の研究を行っている。
( 1) GFP (蛍光蛋白)蛋白との融合蛋白を作成し、細胞内に導入することによって、実際に細胞
膜上に存在することの確認
( 2 )通常の神経系の細胞株に遺伝子導入することによって細胞の形態変化が見られるかどうかの
f食言す。
( 3 )ファージディスプレイ法などを用いることによりリガンドを探索する。
以上の研究をさらに押し進めることにより今回得られた未知分子の神経軸索再生における機能的な
意義が明らかになると考えられる。

vn~ 指導教官の意見

蘇慶寧君のここ 1年間の研究は飛躍的に展開いたしました。特に神経再生に関連する新たな分子
の探索では、きわめて興味深い遺伝子を見つけてまいりました。この分子の機能解析には、まだし
ばらくかかると思いますが、蘇君は毎日深夜に至るまで大変熱心に研究室で実験を続けております。
蘇君が以前から持っている細胞培養の技術は、これから十分役立つと考えられますし、彼の研究の
今後の発展が大変楽しみです。このように本年度彼の研究が進展いたしましたのも、貴財団からの
御援助があったからであり、貴財団に心より感謝致します。蘇君はあと 2年間大学院での研究期間
を残しておりますので、今後とも機会がございましたらよろしくお願いいたします。
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羽.研 究 報 告 (日本語、 文は英語で書いて下さい。 2. 000字程度で記載して下さい。)

【目的】糟原病とはインスリンが絶対的または相対的に不足状態による体内代謝異常である。日本の死因統語lこ嘉二面である心疾患

と第三位の脳血管障害に関与している増悪要因のーっとして、糖尿病が挙げられる。生体には、インスリンと同モル濃度で同時に分

過されているCペプチドはこれまでインスリン依存性糖尿病恩者の残存するインスリン分泌能の指標としてのみ利用され、内分溜代

謝的生物的活性を有しないとみなされていた。しかしながら、最近、旧DM患者のインスリン治扇面際三二PE制面 (CP)を併用投

ー与することで、短期面亡証ミヲ己アルブミン尿の消失やhyperfiltrationの改善瓦長期前t.:t;l:Hb雨己の面下がみとめられ、 CPの臨床

的有用性が注目されている。我々はすでに糖尿病ラットにヒトCPを投与し、血中濃度が生理的レベルの10倍以上に達した際に、イ

ンスリン抵抗性が改善された成績を報告した。今回は、生理的濃度のラット CPを糖原病ラットに投与し、 invivoでのインスリン作

用に及ぼす諺書記うhて、検討を加3{た。 【方法]対象はSTZ(60mg/kg)糖原諸i(DM丙ッド訂匹吾よぴ雇常(HC)ラット7匹であり、

インスリン注入率3刈L)および30.O(H)mU/kg/min のsequentialeuglycemic clamp法を各90分、連続的に無麻酔下で実施した。フツ

卜cpIとEを吾云己而ヲ''Y両副iこ語読注末し厄面nmol/kg/min):l色のヲ''Y1-1;1:主食麗与とした。 clamp後半30分間のglucose

metabolic clearance rate(MCR)を算出し、個体のインスリン作用(sens而vityand/o丙民向日両日ess)而福葎とした。なお、ラット

CP 濃度はenzymeimmuno-assay法にて測定じ元。 【成績11血糖値(BS;mg/dl)、血摂インスリン濃度(IRI;戸iU/ml):DMl群において

空腹時レベルは236:::!:17であり、 clamp中のBSはCP投与の有無にかかわりなく、 DM群は140前後に維持さ瓦;一一方， H亘書事立主雇

時レベルに保たれた (67+4)。しおよびH-clamp中の間は各々40、400前後に達した。 2、血清CP濃度(ng/mlf:DM群の空麗時

レベルは0.6:::!:0.1であり、 HC群の1.7:::!:0.2に比して、有意に低値であった (p<0.05) 0 DM群にcpIあるいはEを持続投与し元語

果、 1.3:::!:0.3とHC群のレベルに歪った。 3、MCR(ml/kg/min):レclamp法より得られたDM群のMCRは7，6:::!:0.9であり、 HC群の

16.3:::!:2に比して有意に抵値であった (pく0.05) 0 CP 1あるいはUの投与により、各々16.9:!:3.3、15.0土1.7に有意に増大し (p<

0.05)、HC辞のレベルまでに主った。 H-clamp沼では、 DMフットのMCR(34.2土3.6)は、 HC群 (62.0土1.5)に比して有意に低

値であったゆく0.01) 0 CP 1あ会いは11の投与により、 DM辞のMCRは否々 44.9土4.2、38.3:::!:4.0と有意に増大したが(p<0.05)、

HC評のレベルまでには盆bなかった。 l栢詰JCPはこれまで内分泌代謝学的に不泊性の物質とみなされていた。しかしながら、今

回の棋討成績によれは、笠埋悶レベルまでに達したCPは旧DMにみられる海諸Sしたインスリン作用を増大させる可能性を有する。

VII. 指導教官の意見

李玲君は中国では、臨床的な研究を行っていた。現在は、名古屋大学大学院院掌研罪科大掌院.l:j::)-1，ア、rc'-Dfmtinp. 

のインスリン作用に及ぼす影響に関する検討」というテーマを中心に研究活動存行っている n このテーマはスウ T ーヂ

ンのカロリンスカ研究所との共同研究であり、私共の分野でのトピックスの一つであ旬、一日私早い宰玲君の研現の威

就を希望している。李君は勉学意欲は極めて強く、好奇心が旺盛で、庚学研究存行う基礎的な能力ほ+升に有Lアいろ

ことを確認している。同君は実験担当者として、重要な役割を果たし、これまでに、非物掌的に不活俳古物皆)-み在大

れていたC-peptideが糖尿病にみられる減弱したインスリン作用手増大させる苛能件存有すろこ:介手明らかに Lt.~ _杢

君はすでに3回トップネームで、日本糖尿病学会で研究成果を発表している。また、研究内容の一部は共著ですでに勢

表されている (ActaPhysiol Scand 1996.157.253-258)。さらに、 トップネームで外国雑誌に投稿論支作成中である n

中国帰国後、関係方面の中国有数の研究指導者となりうる可能性が大きいことを確信している、
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PhosphatidylinositoI 4，5・bisphosphatereverses the 
inhibition of RNA transcription caused by histone Hl 
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phosphatidylinositol 4，5-bisphosphate; PIP， phosphatidylinositoI 4-phosphate; PI， 

phosphatidyIinositol; IP3， inositol 1，4，5-trisphosphate; PS， phosphatidylserine; PA， 

phosphatidic acid; PC， phosphatidyIcholine; CL， cardiolipin; PG， phosphatidylglycerol; PLC， 

phospholipase C; PKC， protein kinase C; PK.A， protein kinase A; PH domain， pleckstrin 

homology domain; ARF， ADP-ribosylation factor; EGTA， 
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DIFP， diisopropyl t)uorophosphate;' Hepes，4-(2-hydroxyethyl)司 1・piperazineethanesulfonic

acid; Mes，4-morpholineethanesulfonic acid; TFA， trifluoroacetic acid 
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Introduction 

PIP2 is recognized as the source of the bioactive second messenger inositol 

trisphosphate(IP3) for intracellular Ca2+ mobilization and diacylglycerol(DG) 

for PKC activation. In addition to its role as a signal-generating lipid， PIP2 

has been shown to modulate the functions of various proteins such as 

PKC(1，2)，μ-calpain(3)， ADP-ribosylation factor(ARF) 1(4)， and 

phospholipase D(5). PIP2 also binds to actin-regulating proteins such as 

profilin(6)， cofilin(7)， gelsolin(8)， gCap(9)， and α-actinip(10) and regulates 

the functions of these proteins. It has been repOIted that a decrease in the 

amount of PIP2 bound toα-actinin and vinculin correlates with the 

depolymerization of actin inνivo(11). . Recently， it has been also 

demonstrated仕latthe interaction of PIP2 with PH domains(12) and the PTB 

domain(13) is important for anchoring proteins at the membrane surface. Al1 

these data suggest that PIP2 not only generates second messengers， but also 

modulates the function of PIP2・bindingproteins. 

Increasing evidence indicates that PIP2 is present in the nuclear membrane 

and nuclear matrix as well as in the plasma membrane and cytoplasmic 

cytoskeleton. Likewise， the isolated membrane-free nuclei from Friend 

erythroleukemia cells have enzymes that produce both PIP and PIP2(14)， and 

a decrease in nuclear PIP and PIP2 was observed in Swiss 3T3 cells in the 

early stages of the response to insulin like growth factor(IGF-l)(15) and in 

Hela cells during S-phase(16). In addition， PIP2 hydrolysis activity has been 

demonstrated in nuclei. Martelli et al. have reported that the purified nuclei 

of 3T3 cells contain PLCs a~d that IGF・1treatment stimulates the activity of 

nuclear PLC(17). Furthemlore， a PLC isoform confined to the nuclei has been 
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Materials and Methods 

Materials・--HistoneH1， H3， staphylococcus aureus V8(V8 protease)， and 

PKA were purchased from Boehringer Mannheim. PKCs purified from rat 

brain were a kind gift from Dr. Inagaki(Aichi Cancer Center， Japan)， and 

Cdc2 kinase was from Upstate Biotechnology Incorporated. [3H]PIP2(7.6 

Ci/mmol) and [γ'_32P]ATP were pllrchased from Dll Pont-New England 

Nuclear and Amersham， respectively. Drosophila Embryo Nuclear Extract 

in vitro Transcription System was from Promega. The peptide gel filtration 

column(Superdex Peptide HR 10/30)， protein gel filtration column(Superose 

6) and reverse phase C18 colllmn(TSKgel ODS・80T恥1CTR)were from 

PhalTIlacia Biotech and TOSOH(Japan)， respectively. DEAE-

cellulose(Whatman)， cellulose phosphate(Whatman)， and I:Ii-Trap heparin 

column(Pharmacia) were purchased as indicated. PIP2 and PIP was prepared 

from bovine spinal cords by the method previously reported(27)， PI， 

phosphatidylcholine(PC)， phosphatidylserine(PS)， and CL were purchased 

from Sedary， PG was from Sigma. DipalTIlitoyl PIP3 was chemically 

synthesized. 

Preparation 01 antibodies---Polyclonal antibodies to histone Hl and H3 were 

prepared by .injecting purified histone Hl or H3 into New Zealand white 

rabbits. Thereafter， booster injections were administered every two weeks for 

two months. The antibody was purified by 20-38 % ammonium sulfate 

fraction. Monoclonal antibody to PIP2 was prepared as described 

before(24，25). 
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with 0.1 N HCI. A part of the treated histone H1 was subjected to 

SDS・PAGE，transferred to nitroce))uJ9se fiJters， and then 

immunostained with anti-PIP2 antibody. To show that the 

association of PIP2 affect the apparent molecular weight of histone 

Hl， the other parts of the treated histone Hl were appIied to gel 

filtration colulnn(Supe.'ose 6) previously equiIibrated with the 

buffer containing 20 mM  T.匂・HCJ(pH，7.5) and 0.1 M NaCI， and 

eluted with the same buffer. For dot-blot analysis， peptides and proteins 

were spotted on a nitrocellulose filter and stained with antI-PIP2 antibody. 

Extraction of PIP2 from histone Hl an.d histone H3---200μg of purified 

histones Hl and H3 were extracted with 2 ml chloroform/methanol(2/1) and 

0~5 ml1N HCl. The chlorofonll layer was evaporated under a N2 stream and 

the residue was spotted onto a thin-layer chromatography(TLC) plate. The 

plate was developed in chlorofoI111/methanol/ammonia舟也0(14/20/3/5，v/v) 

and immunostained with antI-PIP2 antibody. 

Prepαration and anαlysis 01 peptides from histone Hl---50μg Histone Hl was 

digested ovemight with 50μg/ml V8 protease in 50 mM  phosphate buffer， pH 

7.8. The peptides from the digest were separated by high performance liquid 

chromatography(HPLC) on a C18 column with a linear gradient of 0-60 % 

acetonitrile in 0.091 % trifluoroacetic acid(TFA) as described before(28). 

Each eluted peptide was lyophilized and then solubHized in water. The 

molecular mass of the peptide was determined by HPLC on a peptide gel 

filtration column equilibrated and eluted with 10% ace.tonitril in 0.1 % TFA. 

The amino acid sequencing was performed by a protein sequencer(Shimadzu， 

Japan). 
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plasmid(32)， and the supercoiled pKr plasmid was used for in vitro 

transcription. RNA synthesis was performed as described in the Technical 

Bulletin(Promega) using a Drosophila embryo nuclear extract in the presence 

or absence of histone Hl or phospholipid vesicles. Phospholipid/histone Hl 

vesic1es were prepared as follows. Lipids in. organic solution were dried 

under a N2 stream， suspended in histone Hl-containing solution by sonication. 

The quantity of cDNA obtained from a specific primer extension 

reaction(reverse transcription) shows the amount of the specific mRNA. The 

primer .for reverse transcription is 

5'TATTACTCGCGGTTGTGTGTGGCACAAC， which hybridizes to the 

Kruppel n1RNA from +45 to +73.τbe primer extension reaction was 

perfoロnedat 37 oC for 60 min in the buffer described in the Technical 

Bulletin. The predominant products， 72 and 68 bases in length， were 

separated on a denaturing gel containing 8 % acrylamide， 7 M urea， and 

TBExl buffer. The gel was subjected to autoradiography. 

9 



of PIP2 with histone H1 and H3 did not occur during preparation 

of histones. 

To clarify the specificity of PIP2-binding to histone H1 further， histone H1 

was incubated with various amounts of PIP2 and western blot was carried out. 

As shown in Fig. ld， exogenously added PIP2 was detected on histone H1 in 

dose dependent manner， suggesting that this binding is specific and very 

strong. To confirm that anti-PIP2 antibody does not crossreact with 

histone Hl， PIP2 bound to histone H1 was removed by the 

incubation .with 0.1 N NaOH. Though histone H1 protein was 

stable under this. treatment， it was no Jl10re stained with anti-PIP2 

antibody(Fig. 1e)， suggesting that anti-PIP2 antibody did not react 

with histone H1 protein by itself. Furthermore， gel fiItration 

study showed that 0.1 N NaOH・treatedhistone H1 eluted more 

slowly than non-treated histone H1(Fig. 1η， showing that apparent 

lnolecular weight of histone H1 was reduced by removal of bound 

PIP2. 

It appears to be important to understand the interaction between PIP2 and 

histone Hl. Therefore， we next determined the PIP2-binding site in histone 

Hl. When histone Hl was digested by V8 protease and subjected to C18 

reverse column chromatography， seven peptides were obtained(No 1-7 in Fig. 

2a). Among these peptides， peptide 1 was identified as containing血ePIP2・

binding site by dot-blot analysis with anti-PIP2 antibody in addition to original 

histone H1(No. O)(Fig. 2b).. PIP2 bound to peptide 1 was still remained after 

HPLC as seen inα-actinin(28). The molecular mass of peptide 1 was 

1 1 



of PKC(34)， PKA(35)， and cdc2 kinase(36) in rat Hld， human H1b， and 

bovine H1， we recognized that all the phosphorylation sites are nearIy 

conserved among the subtypes and that the PKC phosphorylation site is close 

to the PIP2-binding site. Thus， we assume that the phosphorylation of serine-

104 by PKC induces the decrease in PIP2 binding to histone H1. 

Since .histones have been known to suppress the tranSCIヤtionby RNA 

polyn1erase II， we were interested in the effect of inositolphospholipids on the 

transcriptional inhibition mediated by histone H1 in eukaryotic cells. We next 

examined whether PIP2 can counteract the rep陀 ssionof RNA polymerase II 

transcription by histone H1 using a dro‘wphila embryo transcription system. 

Transcription by RNA polymerase II was inhibited 90-95% by 1μM H1 and 

complete1y inhibited by 4μM H1 in the absence of phosph01ipid(second lanes 

from 1eft in Fig. 4a， b， and c). The addition of PIP2 to the reaction mixture in 

the ratio of 10 m01 PIP2 to 1 11101 histone H1(l'μM) reversed the 

transcriptiona1 inhibition by histone Hl to 62 % of the basal transcription 

leve1(lane 4 compared to Iane 1 in Fig. 4a). Antirepression caused by PIP3 or 

PIP was also found， but these effects were 111uch weaker than that of PIP2. 

The degree of transcriptiona1 activity was about 12 % in the presence of 

PIP3(10μM) and 6% in the p児senceof PIP(lOμM). And a slight1y effect of 

CL and PG at 10μM were observed as Hirai et al(23) have reported(Fig. 4b). 

On the other hand， PI， PS， and PC had no effect at all at 40μM(Fig.4c). In 

addition， we found that IP3 does not affect the transcriptiona1 inhibition by 

histone H1(data not shown). All these data suggest that inositolphospholipids， 

especially PIP2， interact with histone H1 and are inv01ved in regu1ation of the 

RN A transcription. 

13 
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non-treated histone Hl and the lower one shows that of the NaOH-

treated histone H1. 

Fig. 2. Identification of the PIP2 binding site of histone Hl. 

(a)Peptides from histone H1 digested with V8 protease were applied to a C18 

reverse-phase column and eluted with a linear gradient of 0-60% acetonitrile 

in 0.091 % TFA. (b)The eluted peptides (peptides 1・7)in (a) were lyophilized 

and spotted onto a nitroceIIulose membrane along .with authentic histone 

H1(0)， and then irnmunostained with anti-PIP2 antibody. (c)The molecular 

mass of the PIP2 binding peptide was ~d~ntified by peptide gel filtration 

column chromatography using standard proteins including cytochrome C(12.5 

kDa)， aprotinin(6.5 kDa)， insulin B-chain(3.5 kDa)， substance P(1.3 kDa). 

(d)The first N-terminal 29 amino acid residues were determined by protein 

sequencmg. 

Fig. 3. Effect of the phosphorylation of histone Hl on PIP2・

binding. 

(a)0.1μg of Histone H1 phosphorylated for 60 min by PKC， PKA， or cdc2 

kinase was subjected to 10% SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose 

filter. The filter was immunostained with anti-PIP2 antibody and 

autoradiographed. (b)百letime course for the change in PIP2 level during the 

phosphorylation of histone H1 by PKC is shown. Histone Hl phosphorylated 

by PKC for 0，5， 15，30， and 60 min was subjected to 10% SDS-PAGE， 

transferred to a nitrocellulose fiIter， immunostained with anti-PIP2 antibody， 

1 9 
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はじめに

研究報告

インターフエロン治療に対するC型肝炎ウイルス遺伝子変異の研究

---E2刑S1超可変領域塩基配列置換パターンの分析

C型肝炎ウイルスは1989年に発見同定され、その遺伝子の全体像が明らかになって

以来、 HCVの遺伝子解析も盛んに行われてきた。 HCVは約9.5kbのプラス鎖としてもち、

ペスティウイルス近縁のRNAウイルスである。一般にRNAウイルスが複製する際には、

RNAポリメラーゼが修復機構を持たないため高頻度に塩基置換 (nucleotidesubstitution)を

きたす。この結果として、多様な遺伝子変異を有する多数の変異株 (quasispecies)が混在

した状態が形成される。このようにして形成された宿主内の変異株は、免疫監視機構から

の逃避や抗ウイルス療、法への抵抗'性など、さまざまな生物学的特性に関与していると考え

られる。

HCV遺伝子のエンベロープ領域には塩基配列の多様な領域が存在し、超可変領域

(hypervariable region; HVR)と呼ばれている。 HVRには中和抗体のエピトープが存在する

と思われる、宿主の免疫監視機構から逃避するためにHCVが変異を繰り返す結果として、

HVRの多様性が生じる可能性が考えられている。

臨床的にC型慢性肝炎を治療するのにインターフエロン(IFN)を使うのは的確な効果

が認められているが、著効例(持続的肝機能の正常化とHCV一則Aの陰性化)の頻度は

30%前後に過ぎない。治療効果を左右する因子としてVIRUS量、 HCVゲノタイプ、肝組



織進展度などの関与が指摘されているが、 HCVゲノムの中にHypervariableregion (HVR)の

塩基多様性及び治療前後塩基配列の変化(塩基置換)はIFN治療効果との関係が特に深い

と思われる。

今回我々はIFN(sumiferon)での初回治療に無効を示したC型慢性肝炎6例の保存血清

を使ってHCVRNAを抽出し、 HVR塩基配列の変化を分析し、その変異のパターンを観察

したので報告する。

材料と方法:

C型慢性肝炎と診断したIFN(sumiferon)治療施行し、無効を示した6例、 IFN投与す

る直前(before)、投与完了 (after)、投与完了から 6ヵ月 (6M)三つのポイントで採取し

た血清より、 HCVRNAを抽出、 RT-PCR1法にてHVRを含めたE2/NSl領域 (Fig.l)のcDNA

を作製、増幅した。ついで、そのPCR産物をサブクローニング後、各々8クローンをpick

upし、 ABI社の373ADNAシークエンシングシステムにより塩基配列を決定し、各ポイン

トのクローン聞に 6-p紅ame防法にてND(nucleotide diversity)を算出し、クローンごとに同

方法にて塩基置換数を推定した、 Neighbor-joining法で分子系統樹を書き、 IFN治療前後に

HCVHVR遺伝子の塩基置換パターンを分析した。

結果:

今回研究したIFN(sumiferon)療法で無効例のC型慢性肝炎6例の臨床データはTable

lに示した。 Genotypeの分類は 1例 (MN)を除けば皆 lbであった。組織進展度から見る

と、 SEだけはCAH2Bで、他の症例がCAH2Aであった。各症例を三つのポイント[IFN

(sumiferon)投与前(before)、投与完了(after)、投与完了6ヵ月(6M)]の保存血清を使って分析



した。

各症例のIFN投与前後のND変化はTable1に示した様にOK.KK二症例以外の四症例

が投与期間中に各クローン聞の相違度が一旦収められたが投与中止後にRebound傾向も観

察された。 OK，KK二症例にOKは投与完了6ヵ月時点でReboundが見られなかったけれど

も、 IFN耐性株は確かに存在していると考えられる;KKはIFN投与後にクローン間の相

違(heterogeneity)が一旦大きくなった様に見えるが、投与完了6ヵ月時点で再び投与前の

レベルに戻っていた、これもIFN耐性株が選択されたと言える。

さらに全症例のIFN投与前後の塩基置換パターンをまとめて比べました :A→Gへ

の置換以外は一定の増減傾向は見られなかったが、 A→Gへの置換は全症例のIFN投与前

後で減少していた (P<O.05)0T→C、C→Tへの置換が多いことが観察されたが、統計的

有意差は出なかった (Table2，Fig. 2)。

考案:

1.ほとんどの症例はIFN投与中にHVRの塩基多様度(ND)の減少が見られたが、投与中止

後のReboundも観察された、これは臨床的結果と一致した。

2.C型肝炎ウイルスではC→T、T→Cへの置換が多いことが観察された。 C型肝炎ウイル

スは+strandから-s仕組dとなり、 -s位釦dを増殖系として多量のウイルスvirionを複製するた

めmissreadingは・凶andからウイルスvirionを複製するときに起こりやすいと考えられる

(Fig.3)0 C→Tへの置換が多いとは正常ではCからG、GからCになる、ところがmu阻世onで

はCからG、GからCの代わりにTが取り込まれたと考えられた。一方、 TからCへの置換が

多いとはTからA、AからTになるところが、 T、Cが間違って取り込まれた結果だと思われ

る、従って、 T、CのanalogueがC型'慢性肝炎に有効と思われる。文献的にはTsutsumiらがC



型肝炎ウイルスに対するTのanalogueであるAZTの有効性について報告しており、我々の観

察結果と一致している。

3.1FN投与中にA→Gへの置換の減少が観察された。 A→Gへの置換が減少し、 A→T、A→

Cへの置換には増減がなかったため、 Aはそのまま置換をおこさずAになる確率を高めたと

考えられる。 IFN投与中にはAが取り込まれ易くなり、 Aの加alogueが有効と思われる。

Ribavirinはnucleosideanalogueとしての作用機序を持ち、体内でATP，GTPのanalogueに変化

する。 KakumuらはC型肝炎ウイルスに対するリパピリンとIFNの併用療法の有効性につい

て報告しており、我々の観察結果と一致している。

結語:

IFN投与前後にHCVゲノムの中にHyperv紅iableregion (HVR)の塩基配列の変化(塩

基置換)はIFN治療効果との関係が深いと思われる。 C→T、T→Cへの置換が多いことやA

→Gへの置換の減少することが塩基置換パターン分析によって明らかになり、臨床的にも

意義があると思われる。
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Table 2. Change of relative substitution frequency by IFN therapy 

Case 1 FromlTo A T C G 

A 15.83 ; 36.29 ; 11.49 0.00; 0.00; 0.00 26.39 ; 0.00 ; 15.32 

T 0.00 ; 0.00 ; 3.58 18.13 ; 32.90 ; 14.30 0.00 ; 0.00; 0.00 

C 0.00 ;0.∞;2.侶 11.25; O.∞;33.92 11.25 ; 0.00; 8.48 

G 4.29 ; 0.00 ; 6.73 8.57 ; 30.81; 3.36 4.29; 0.00; 0.00 

Case2 From ITo A T C G 

A 3.35 ; 14.63 ; 10.04; 0.00; ー 16.73; 0.00; 

T 2.72; 0.00; - 24.46 ; 42.06 ; 2.72;0.∞; 
C 2.08 ; 10.43; ー 12.48 ; 20.87; - ー 10.40 ; 0.00 ;ー

G 6.45; 12.02; ー 2.15; 0.00; - 6.45; O.∞， -

Case3 FromlTo A T C G 

A 11.70; 6.28; 0.00 0.00 ; 9.42 ; 0.00 11.70; 6.28 ; 0.00 

T 0.00; 7.12; O.α) 19.97 ; 7.12 ; O.∞ 9.99; 0.00 ; 0.00 
C 7.50; 9.54; 0.00 22.49 ; 21.46 ; 0.00 7.50 ; 2.38 ; 0.00 

G 0.00 ; 24.89 ; 1∞.00 9.16; 2.77; 0.00 0.00 ; 2.77 ; 0.00 

cas巴4 From ITo A T C G 

A 12.沼;O.∞; 6.88 4.31; 0.00; O.∞ 17.24; 13.52 ;41.29 
T O.∞; O.∞;0.00 15.65; 34.84; 14.50 3.91; O.∞; 0.00 
C 0.00 ; 10.07 ; 6.12 23.56 ; 20.14; 18.37 3.37 ; 10.07; 6.12 

G 15.22; 11.36 ; 6.71 0.00; 0.00; 0.00 3.80; 0.00; 0.00 ー

Case5 From ITo A T C G 

A 0.00; 0.00; 0.00 0.00 ; 0.00; 0.00 16.67; 0.00 ; 0.00 

T 0.00 ; 0.00; 0.00 29.22 ; 0.00 ; 45.56 0.00 ; 0.00 ; 0.00 I 

C 7.73 ;0.∞; 0.00 38.85 ; 100.00 ; 36.64 同 7.73; O.∞;0.00 I 
G 0.00; 0.00; 17.80 0.00 ; 0.00・ 0.00 0.00ρ.00; 0.00 

Case6 FromlTo A T C G 

A O.∞; 0.00; 0.00 0.00; 0.00; 0.00 30.89 ;29.77; 16.76 
T 0.00; 0.00; 0.00 27.25; 19.33 ; 22.60 0.00; 9.街;0.00 

C 0.00; 0.00; 25.02 25.66 ; 21.31 ; 12.51 0.0 0; 0.00; 0.00 

G 16.20; 19.93; 23.11 0.00; 0.00; 0.00 0.00; 0.00; 0.00 
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kめe.Japan.世omOctobcr4・6.1994.

6.楊麗波、服部 晃:散乱光による血小板測定の検討.第一報.第57回 日本血液学会，平成7年6月29・7月l日・名古屋.
7.楊路波、服部 晃:散乱光を利用した血小板凝集計 PA-I00の検討 第二裁第18回 日本血栓止血学会、平成7年11月初回12月1日・福岡.

N. 本年度の研究業績

(1)学会、研究会等においての口頭発表(学会名・内容)

1.楊麗波、矢富裕ら:血小板活性化反応における Sphingo血e1-PhosphateとLy田phosphatidicacidの相互作用.第58
回日本血液学会，平脚年4月17-19日・宇都宮.
2.楊麗波、矢富裕ら:血小板におけるスフィンゴ脂質の代謝.第19回 日本血栓止血学会，平成8年11月6-7日・甲府.
3.楊麗波、矢富裕、尾崎由基男ら:血小板におけるセロトニンとエビネフリンの相乗作用.第二回関東甲信越セロトニ
ン研究会、平成9年l月18日・東京.

(2)学会誌等に発表した論文 (雑誌名・論文名)

V.今後の研究計画及び希望

山梨医fl}:;k学大津院に入学してより二年間、活性化血小板の検出と血IJ頓活・性化機構という、血栓止血学の重要テーマに関

して研究を行い、英文誌発表を含め、着実に成果をあげている。夫学院卒業までの残り 2年間も、同テーマに関し、精力的に
研究を続けていきたい。



VI.研 究 報 告(日本語、文は英語で書いて下さい。 2.000字程度で記載して下さい。)

1.活性化血小板の検出:閥抗を用いた血小板凝集能測定

動脈硬化症や血栓症の発症における、血小板の重要な役割ま広く認識されている。その点で、生体内の活性化血小板を客観

的に評価することが、きわめて重要と考えられている。従来より使用されている、遺品光を用いfζ血小板凝集担l院法は、感度

が悪く、血栓形成傾向症例においても、血小板機Eの充進を評価することは困難で・あった。

当教室では、髄L光を用いた新しい血;J液凝第十を開発し、その臨床応用を読みている。この方法を用いると、非常に感度

良く血小板凝集掬D生成を検知することカすでき、活性化血4恨の検知、抗血小板剤の評価警告こたしv'¥..ん有効で・あることが確認
されている。

今回、我々は、この鋭敏な方法を用い、作用は弱いものの生理的アゴニストとして重要であるセロトニンとエビネフリンの

相乗作用の機序を解析した(研究会発表3)。

さらに現在、各種抗血小欄jの血小板凝集能に対する影響を、散乱ヨ怯と透掛憾の両者で、詳細はじ較検討を行ってし、る。

2.血小板活性イ峨構

&血小板蛋白質チロシンリン酸化即志の鰯斤

血小板における、蛋白質チロシンリン酸化反応の重要性は広く認められているものの、具体的な機能との関i畠こついては不

明の部分カ多く、血4頓研宛D重要な課題である。当教室では、非変容体型チロシンキナーゼである Syk に関して諮田な検

討を続けている。今回、我々は、リゾリン脂質である、スフィンゴシン 1リン酸とリゾフォスファチジン酸による Syk の活

性化を初めて報告した(別紙発表論文1)。

現在、 SykとSrcの無傷血小初こおける結合様式を、 GST融合蛋白質を用いて検討している。

b.血小板におけるスフィンゴ脂質の代謝

スフィンゴ脂質は、細胞増殖・分化やアポトーシスにおける重要な作用が報告されているが、血小板における機能・代謝に

は不明の点が多川

今回、我々は、スフィンゴシン、セラミド、ジメチルスフィンゴシンの代謝を、アイソトープ標識化合物を用いて検討した。

スフィンゴシンは、血小板活性化の有無にかかわらず、速材、にスフィンゴシンlリン酸に代謝される。ジメチルスフィンゴ

シンは、血小板をトロンビン等で刺湖Jた時のみ、リン臨じされる。 C2 ーセラミドは安定で、代謝を至~:tなかった(学会発
表2)。

以上の研院を行うにあたり、日材オ団補助金による 1996年度日中医学協力事業助成のご援助をいただきました。厚く、御
礼申し上げます。

VII.指導教官の意見

産売:__I二 .-v会ー茨文教~，手‘
協支11街路f掘を)F-l..YJ "L I (るh
'e"乏る。
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Activation of Protein-Tyrosine Kinase Syk in Human Platelets Stimulated 

with Lysophosph剖idicAcid or Sphingosine 1-Phosphate 
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It has been reported白atnot only lysophosphatidic acid (LPA) but a1so its sphingolipid counterp訂t，
sphingosine l-phosphate (Sph・1・P)，induc巴plateletfunctiona1 responses. We report here Syk activation in 
human platelets stimulated with these lysophospholipids. LP A rapidly induced platelet protein-tyrosine 
phosphorylation， including血atof Syk， and Syk activation， assessed by immunoprecipitation kinase assay. 
Sph・1・P，a1though rather weaker， rnirnicked LPA in inducing these tyrosine kinase-related events. Pretreat-
ment of platel巴tswith staurosporine， a potent protein kinase inhibitor， dirninished LPA-induced Syk phos・
phorylation and activation， but not intracellular Ca2+ mobilization.百leseresults demonstrate白紙，in plate-
lets， tte bioactive lysophospholipids induc巴Sykactivation， which， however， may not be related to Ca2+ 
mobilization. IC 1996 Academic Press， Inc. 

/ 

Blood platelets play a central role in hemostasis， while overactive platelets紅eimplicated 
m血epathogenesis of thrombosis and atherosclerosis. Investigation of白emechanism(s) for 
platelet activation is important for therapeutic pu甲osesand is expected to have general implica-
tions for other cell types， as a model system for working out stimulus-response coupling 
pa出ways.Platelets can be activated by a variety of agonists， and lysophosphatidic acid (LPA)， 
the simplest natural glycerophospholipid， is one of the established platelet agonists (1， 2). 
Furthermore，出isbioactive phospholipid is released企omactivated platelets and is present in 
serum at physiologically relevant concentrations (3).百lerefore，LP A is assumed to act as a 
local mediator， following discharge from platelets， to regulate cellular functions in an autocrine 
(or paracrine) fashion (3). Recently， sphingosine 1・phosphate(Sph-l-P)， a lysosp~ingolipid 
S凶 cturally sirnil紅 toLPA， has also been added ωthe list of bioactive 1ヤids，capable of 
activating platelets and released from activated platelets (4， 5). Although the role of these 
lysophospholipids as autocrine stimulators of platelet aggregation has been proposed (1， 3， 4)， 
the signaling pathway(s) by which they activate platelets are ill-defined. 
In this study， we investigated the biochernical mechanisms of platelet activation induced by 
these lysophospholipids wi白 referer.ceto tyrosine phosphorylation-related events， especially 
Syk activation， since an increasing body of evidence has suggested an important role of Syk 
for platelet activation (6， 7). 

-

4

i
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1
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MATERIALS AND METHODS 

Materials. Sph-l-P was prepared仕omsphingosylphosphocholine with bacterial phospholipase D as described 
previously (8).τbe following materials were obtained仕'omthe indicated suppliers: LPA and enolase (Sigma， SI. 
Louis， MO); staurosporine (Kyowa Medex， Tokyo， Japan); prostaglandin E， (PGE，) (Funakoshi， Tokyo， Japan); 

， Corresponding au白or:Department of Laboratory Medicine， Yamanashi Medical U凶versity，Tama1lO-cho， Naka-
koma-gun， Yamanashi 409・38，Japan. Fax: +81・552・73・6713.
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FIG. 1. Platelet protein-tyrosine phosphorylation induced by LPA or Sph・1・P.Human platelets were stimulated 
with 40μM LPA (A) or Sph-l-P (B) for 0 s (a and e)， 15 s (b and 0， 1 min (c and g)， and 5 min (d and h). Platelet 
protein lysates were separated by SDS-PAOE， and tyrosine-phosphorylated proteins were detected by Westem blotting 
using anti-phosphotyrosine MoAb (4010) 

monoclonal antibody (MoAb) against phosphotyrosine (4010) (Upstate Biotechnology， Lake Placid， NY); MoAb 
against Syk (Wako Chemicals， Tokyo， Japan); fura2-AM (Dojin Chemicals， Kumamoto， Japan). 
Human platelets were isolated from the blood of healthy adult volunteers and handled as described previously (7). 
lmmunoblot allalysis. Platelets proteins were separated， electroblotted， and probed with MoAb against phosphotyro-
sine or Syk as described previously (7). 
lmmulloprecipitatio/l killase assay. Immunoprecipitation of plat巴letlysates with MoAb against Syk was performed 
as described previously (7)τb巴immunoprecipitateswer，巴us巴dfor immunoblotting， as described above， or processed 
further for ill vitro kinase assay.l/l vitro kinase assay， using acid-treated enolase as exogenous substrate， was performed 
as described previously (7). 
Measllremellt of intracelllllar Ca2+ cOllcentratio/l ([Ca2+]，). [Ca2+]， measurement was performed with the use of 
Ca2+ -sensitive f1uorophore fura2 as described previously (7)， except that f1uorescence measurements were made using 
a FS100 (Kowa， Tokyo， Japan). Th巴[Ca2+]，values were determined from the ratio of fura2 f1uorescenc巴intensityat 
340 and 380 nm excitation (9). Th巴datashown in this study are those obtained form plat巴letssupplemented with 1 
mM EOTA to abolish the influx of extracellular Ca2+. 

RESULTS 

We first examined platelet protein-tyrosine phosphorylation induced by LPA or Sph-1-P 
(Fig. 1). Among a set of tyrosine-phosphorylated proteins which appeared upon stimulation 
with LPA， a 75 kDa protein was most heavily and rapidly tyrosine-phosphorylated one (Fig. 
1A). Its tyrosine phosphorylation reached maximum as early as 15 s， and then decreased in 
intensity thereafter. Sph-1-P also induced tyrosine phosphorylation mainly of a 75 kDa protein， 
but with a slower time course (Fig. 1B). Since the 75 kDa protein band had been suggested 
to include Syk (and cortactin)， based on our previous study using collagen-induced platelets 
(10)， we investigated whether Syk was phosphorylated on tyrosine residues upon stimulation 
with these phospholipids. Syk was immunoprecipitated with anti-Syk MoAb and analyzed on 
immunoblots using anti-phosphotyrosine MoAb (Fig. 2). As expected， tyrosine phosphorylation 
of Syk increased after stimulation of platelets with LPA (Fig. 2A) or Sph-1・P(Fig. 2B). The 
level of tyrosine phosphorylation paralleled that of a 75 kDa protein observed in Fig. 1. 
We next studied Syk tyrosine kinase activity using acid-treated enolase as an exogenous 
substrate. The enolase phosphorylation activity of Syk increased upon stimulation with LPA 
(Fig. 3A) or Sph-1-P (Fig. 3B). In these experiments， the amounts of immunoprecipitated Syk 
were not affected by stimulation of platelets with LP A or Sph・1・P(data not shown). Thus， it 
is likely that the increase in the enolase phosphorylation activity in the immunoprecipitates 
was due to an increase in the specific activity of Syk. 
From the results described above， platelets were confirmed to undergo Syk phosphorylation 
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FIG. 2. Tyrosine phosphorylation of Syk in platelets stimulated with LPA or Sph・l-P.Platelets were stimulated 
with40μM LPA (A) or Sph-l・P(B) for 0 s (a and e)， 15 s (b and f)， 1 min (c and g)， and 5 min (d and h). Plat巴let
protein lysates were immunoprecipitated with anti-Syk MoAb. Immunoprecipitates were then subjected to Westem 
blotling using anti-phosphotyrosine MoAb. 

and activation upon stimulation with the lysophospholipids (LPA and Sph-1-P). It is well 
established that intracellular Ca2+ mobilization plays a pivotal role in platelet activation induced 

by most agonists， including LPA (2) and Sph-1-P (4). Since the effect of LPA was stronger 
than that of Sph-1-P， we evaluated the involvement of Syk activation in intracellular Ca2+ 
mobilization， using LPA田stimulatedplatelets. For this pu甲ose，we used staurosporine， a very 

powerful inhibitor of protein kinases (including tyrosine kinases) (11); we previously found 

that staurosporine was the strongest inhibitor of tyrosine kinase(s) in platelets， although its 
effect was not so specific (12). LPA-induced whole platelet tyrosine phosphorylation (Fig. 
4A)， Syk tyrosine phosphorylation (Fig. 4B)， and Syk kinase activation (Fig. 4C) were all 
inhibited by pretreatment of platelets with staurosporine (1μM). In contrast， intracellular Ca2+ 
mobilization induced by LPA was only slightly inhibited by this treatment (Fig. 5). This protein 

kinase inhibitor inhibited the Ca2+ mobilization by 36.9 ::!: 1.2% (mean ::!: SD， n = 3)， while 
PGE1， which inhibits platelet activation by elevating intracellular cAMP (13)， completely 
inhibited LPA-induced intracellular Ca2+ mobilization (Fig. 5， lower panel). 

DISCUSSION 

The lysophospholipids LPA and Sph-1-P， as bioactive lipids，紅eattracting much interest. 
Recently， their role as autocrine stimulators of platelets has been proposed， since they are 
released from activated platelets and their exogenous addition results in platelet activation (1-

5). However， the mechanism by which these lipids activate platelets is i1l-defined. In this 
study， we found that Syk， the non-receptor tyrosine kinase which is selectively expressed in 
hematopoietic cells (6)， is tyrosine-phosphorylated and activated by LPA and Sph-1四P.To our 
knowledge， this is the first to show Syk involvement in the LPA・orSph・1-P-mediatedcell 
signal transduction. This is probably because elucidation of the cell signaling induced by these 

lysophospholipids has been performed mainly in non-hematopoietic cells such as fibroblasts 

and smooth muscle cells (where Syk is not expressed) (1， 14). It is now considered出atLPA
acts on its cognate G protein-coupled receptor(s)， apparently present in many different cell 

A B 

enolase-・・咽-..-ーー・・・・・・・・闘・・
a b c d e f 9 h 

FIG.3. Activation of Syk in platelets stimulated with LPA or Sph-l-P. Platelets were stimulated with 40μMLPA 
(A) or Sph-l-P (B) for 0 s (a and e)， 15 s (b and f)， 1 min (c and g)， and 5 min (d and h). Platelet protein lysates 
were immunoprecipitated with anti-Syk MoAb. Imrnunoprecipitates were then su句ectedto in vitro kinase assay using 
enolase as exogenous substrate. 
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FIG.4. Inhibition by staurosporine of LPA-induced platelet protein-tyrosine phosphorylation， Syk tyrosine phos-
phorylation， and Syk activation. Platelets werl巴preincubatedfor 5 min in the absence (a， b， f， g， j， and k) or presence 
of 10 nM (c and 1)，ωo nM (d， h， and m) and 1μM (e， i， and n) staurosporine and then stimulated without (a， f， and 
j) or with (b-e， g-i， and k-n) 40μM LPA. Lysate samples were processed for protein-tyrosine phosphorylation (A)， 
Syk tyrosine phosphorylation (B)， and Syk activation (in vitro kinase assay using enolas巴asexogenous substrate) 
(C). Incubation times of LPA were 15 s in (A) and (B)， and 1 min in (C). 

types (1). Based on cross-linking experiments， a putative LPA receptor with an apparent 
molecular mass of 38-40 kDa has been reported in LPA-responsive cells and mammalian brain 

(15). As for Sph・1・P，the site of action is controversial; some researchers have postulated the 
existence of cell surface receptor for this phosphorylated Sph (16， 17)， while others have 
proposed Sph-1-P as an intracellular second messenger (18， 19). Elucidation of the mechanism 
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FIG. 5. Effects of staurosporine or PGE1 on LPA・inducedintracellular Ca
2+ mobilization. Fura2-10aded platelets 

were preincubated for 5 min in出eabs巴nce(upper panel) or pr巴senceof 1μM staurosporine (middle panel) or PGE1 
(lower panel)， and stimulated with 20μM LPA. Changes in intracellular Ca2+ concentration were measured as 
described under Materials and Methods. Arrows indicate the addition of LPA. 
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for Syk activation in signal transduction initiated by cell surface receptors for LPA (and Sph・

1・P)may provide an insight into the signaling mediated by these lysophospholipids， which 
would have general implications for other cell types. 

Although the information on Syk-mediated downstream signaling has been fragment紅y，
Syk involvement in intracellular Ca2+ mobilization has been suggested in platelets (6， 20). 
This has been demonstrated using platelets stimulated with PAF (platelet-activating factor) 

(20)， which is also an important lipid mediator， as well as LPA and Sph・l-P，involved in 
physiological platelet activation (13). 1n this context， it should be noted that staurosporine 
failed to abolish Ca2+ mobilization induced by LPA in spite of its inhibition of Syk phosphoryla-

tion and activation， suggesting the discrepancy between Syk activation and Ca2+ mobilization 
in LPA-stimulated platelet activation. 1t seems that various lipid mediators activate platelets 

in their own ways. 

Vol. 229， No. 2， 1996 

ACKNOWLEDGMENT 

This work was supported in part by a Grant-in-Aid for Scienti白cResearch from the Ministry of Education， Science， 
and Culture， Japan. 

REFERENCES 

1. Moolenaar， W. H. (1995) J. Biol. Chem. 270， 12949-12952. 
2. Watson， S. P.， McConn巴11，R. T.， and Lapetina， E. G. (1985) Biochem. J. 232，61-66. 
3. Eichholtz， T.， Jalink， K.， F油renfort，1.， and Moolenaar， W. H. (1993) Biochem. J. 291，677-680. 
4. Yatomi， Y.， Ruan， F.， H必comori，S.， and Igarashi， Y. (1995) Blood 86， 193-202. 
5. Yatomi， Y.， Ruan， F.， Ohta， H.， Welch， R. J.， Hakomori， S.， and Igarashi， Y. (1995) Anal. Biochem. 230，315-
320. 
6. Yanagi， S.， Kurosaki， T.， and Yamamura， H. (1995) Cell. Signalling 7， 185-193. 
7. Ozaki， Y.， Satoh， K.， Kuroda， K.， Qi， R.， Yatomi， Y.， Yanagi， S.， Sada， K.， Yamamura， H.， Yanabu， M.， Nomura， 
S.， and Kume， S. (1995) J. Biol. Chem. 270， 15119-15124. 
8. Van Veldhoven， P. P.， Foglesong， R. J.， and Be11， R. M. (1989) J. Lipid Res. 30，611-616. 
9. Grynkiewicz， G.， Poenie， M.， and Tsien， R. Y. (1985) J. Biol. Chel1l. 260，3440-3450. 
10. Asazuma， N.， Yatomi， Y.， Ozはi，Y.， Qi， R.， Kuroda， K.， Satoh， K.， and Kume， S. (1996) Thromb. Hael1lostas. 
75， 648-654. 
11. Tamaoki， T. (1991) Methods EnZyl1lol. 201，340-347. 
12. Yatomi， Y.， Ozaki， Y.， Satoh， K.， and Kume， S. (1994) Biochim. Biophys. Acta 1212， 337-344. 
13. Siess， W. (1989) Physiol. Rev. 69，58-178. 
14. Spiegel， S.， and Milsti巴n，S. (1995) J. Membrane Biol. 146，225-237. 
15. van der Bend， R. L.， Brunner， J.， Jalink， K.， van Corven， E. J.， M∞lenaar， W. H.， and van Blitterswijk， W.1. 
(1992) EMBO J. 11， 2495-2501. 
16. van Koppen， C. J.， zu Heringdorf， D. M.， Laser， K. T.， Zhang， c.， Jはobs，K. H.， Bunemann， M.， and Pott， L. 
(1996) J. Biol. Chem. 271，2082-2087. 
17. Postma， F. R.， Jalink， K.， Hengeveld， T.， and Moo1enaar， W. H. (1996) EMBO J. 15，2388-2395. 
18. Olivera， A.， and Spiegel， S. (1993) Nature 365， 557-560. 
19. Choi， O. H.， Kim， J.-H.， and Kinet， J.-P. (1996) Nature 380， 634-636. 
20. Rezaul， K.， Yanagi， S.， Sada， K.， Taniguchi， T.， and Yamamura， H. (1994) Thromb. Haemostas. 72，937-941 

444 



日ヱド貝オ回ヨキ甫助遥主主 による

1996 ー盆F~ 日I=þ匝三金詳セ-:b ブヨ毛宮・主義思右原文幸良告ヨ子主嘗.

一在留中国人研究者研究助成一

1997年 3 月斗日

財団法人 日中医学協会

理事長 中島 章殿

I 研究者氏名 j客様
研究機関庭局塾7du似循燃側研究指導者匁団史、戸 職名監ごま

所在地干160予をま芳成作渚色ftJ痕判35務地i 電話ρ3-3353-la I1 内線斗主E

n.過去の研究歴

迫去教会倒‘か，ト広三;仇伽史率引けlレJ1.J/み4薪生;?丹波季初Ilt~舟川、 èo~ Wy TI伽¥II1'II{O似，yJJal
党胤SCI.l(仰'孔0'01¥ (:.炉 1.;虚企ω厳〈のイ呆喜多.(kJ舵S守主 Lてをた.If75j6月がふλ~~高知月。1(;:.石川 A附ote/tl Ilt JLぷピ
の寸イト刀イ~ '(. 1Ak -SrJ.tl j..グ1"，"イ五iむ3L多を(，diJ若ι=づ川1冴安手続決T三.

DI.過去の研究実績

N.本年度の研究業績

知ω仇 1
，1/イ&よぎ条d)}金位ィ~J

-t1tyq 

(2)学会誌等に発表した論文

V. 
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VII.指導教宮の意見

l潜静君は我々の研究グループにおいて精力的に研究を続けて乙られ、以下の研究を成就し

た。すなわち、潜静君はラットの心臓が圧負荷を受けた時に各種シグナル伝達系が活性化!

lされるがこの際にJAKl，JAK2，τyk2の3種のJM三kinasef紅凶lyが活性化されること、そ;

の下流のSTATl，STAT2，STAT3がリン酸化されること、さらにこれらの転写因子が活性(
イじされ、 SIEおよびGAS/ISREの転写活性が上昇することをgelshift assayにより証明し!

た。さらにこれらの因子の活性化には、 angiotensinII dependent とangiotensinII 

independentの悶.thwayが有ることを明らかにした。この間遺伝子工学の各種研究手法;

に習熟し、短期間に目覚ましい成長をされた。本研究の成果と溶静君の努力は賞賛に値す

るものであると確信している。!



ラット圧負荷肥大心におけるJAK-STATシグナル伝達系の活性化と

Angio t en sin II (Ang II)の関与

慶臆義塾大学呼吸循環器内科 潜静

福田恵一・小玉博明・牧野伸司・馬場彰泰・高橋暁行・

佐野元昭・楠原正俊・堀進悟・小川聡

【目的】我々は培養心筋細胞でAngIIがJAK2，Tyk2， STAT1， ST AT2 

を介したシグナル伝達を行うことを前回報告した。本研究の目的は大

動脈結紫によるラット圧負荷肥大心においてJAK-STAT系が活性化

されるか否かとこれにAngIIが関与するか否かを明らかにすることで

ある。 【方法】ラット(300g)の腹部大動脈を結紫し0，5，15，30，60分

後に心臓を摘出した。 (1)JAK1，2，Tyk2，STATl-4の抗体により免疫

沈降しチロシンリン酸化を観察した。 (2)左室心筋の核分画を抽出し，

GAS/ISREに対するゲルシフトアッセイを行った。 (3)圧負荷後JAK

kinaseとAT1受容体の結合が増強するか否かを共免疫沈降法により

観察した。 (4)AT1受容体拾抗薬E4177およびACE阻害薬c臼沼april存

在下に(1)の実験を行った。 【結果】 (1)圧負荷5分後よりJAK1，JAK2，

Tyk2のチロシンリン酸化を認めた。 STAT1，3，4は結染後5分よりリ

ン酸化を認め，15分で最大となった。 (2)結紫後5分のサンプルより

GAS /ISREのゲルシフトを認め， 30分で最大となった。 (3)AT1受容

体とJAK2，Tyk2の共免疫沈降は安静時より認められたが，圧負荷後5

分より増強し15分で最大約20倍となった。 JAKlとの共免疫沈降は認

められなかった。 (4)E4177およびACE阻害薬cilazapril存在下では圧

負荷刺激によるJAKlのリン酸化の抑制は認めなかった。 JAK2のリ

ン酸化は部分的に抑制され， Tyk2のリン酸化は著しく抑制された。

【総括】圧負荷肥大心ではJAK-STATを介したシグナル伝達系が活

性化された。 AngIIはこのうちTyk2の活性化と一部のJAK2の活性

化に関与していた。圧負荷肥大心におけるJAKkinaseの活性化には

Ang II-dependen tと-independentの経路があることが示された。



ラット圧負荷肥大心におけるCardiotrophin-1(CT-1)の発現充進

とJAK-STATシグナル伝達系の活性化

慶慮義塾大学呼吸循環器内科 播静

福田恵一・小玉博明・牧野伸司・馬場彰泰・高橋暁行・

佐野元昭・堀進倍・小川聡

【目的]CT-1は培養心筋細胞に対し強力な心肥大作用を持つサイト

カインであるが， in vivoにおける生理学的・病態生理学的役割は解明

されていない。本研究の目的はラット圧負荷肥大心においてCT-1の

発現が冗進するか否かとCT-1のシグナル伝達系であるJAK-STATが

活性化されるか否かを明らかにすることである。 【方法】 (1)ラット

(300 g)の腹部大動脈を結染後O分，30分，1，3，6時間目に心臓を摘出

した。 RNAを抽出し， CT-1のNorthemBlotを行った。 (2)大動脈を

結紫後0，5，15，30，60分後に心臓を摘出し，JAK1，2，Tyk2，STAT1，3に

対し各抗体により免疫沈降しチロシンリン酸化を観察した。 (3)圧負荷

後にJAK kinaseとgp130受容体の結合が増強するか否かを共免疫沈

降法により観察した。 (4)左室心筋より核分画を抽出し， SIEに対する

gel shift/super shift assayを行った。 【結果】 (l)CT-1mRNAは結

殻前より発現を認めたが結染後1時間をpeakとして著しく上昇した。

(2)圧負荷5分後よりJAK1，2， Tyk2のリン酸化を認め， 60分で最大と

なった。 STAT1，3は結染後5分よりリン酸化を認めたが， 30分で一

度減弱しその後60分で再び上昇し最大となった。 (3)gp130受容体と

JAK1，2，Tyk2の共免疫沈降は安静時より認められたが，圧負荷後5

分より増強し15分で最大となった。 (4)結紫後15分のサンプルよりSIE

のゲルシフトを認め， 60分で最大となり以後減少した。 【総括】圧負

荷肥大心では圧負荷後1時間をpeakとしてCT-1mRNAの発現冗進が

観察された。 JAK-STAT系のリン酸化および、SIEのgelshiftは圧負荷

後早期より活性化が認められたが， peakは1時間でCT-1の発現と一

致しており，圧負荷肥大心においてCT-1の関与が示唆された。
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n.過去の研究歴
'1 990年7月一 1993年6月 中国輯射防護研究院放射生物効応研究室助手
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N.本年度の研究業績

(1)学会.研究会等においての日明発表(学会名・内容}

1、昼一塁、佐藤孝雄、郭拭職、笠原多嘉子、久光正、 1996，4月(福井) 第73回日本生理学会

大会、 ラット足三里相当部位餓刺激による牌臓NK細胞活性上昇作用.

2、産一塑p山本竜隆，瀬戸明，郭拭職，佐藤孝雄，笠原多嘉子，久光正、 1996，6月(東京大学) 第11
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V.今後の研究計聞及び希望

免疫系に神経系の活動が影響をおよぼすことが明らかになっているが、その詳細な機

序については多くの疑問点が残されている。今後、特に中枢神経系や自律神経の活動経

路や興奮伝達物質についての研究を継続して行いたい。
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研究報告

本年度、日中医学協力事業助成を受けることができ大変に感謝しております。本助

成を有効に使用し、昭和大学医学部第一生理学教室において、次のような多くの研究成

果をあげることができました。

A.論文

1、YingYU， Tak叫w Kasahara， Takao Sato， Shi-Yu Guo， Y;紅1-QingLiu， 

KazuhitoAs出10紅1dTadashi Hisamitsu: Enhancement of Splenic Interferon寸，

Inter1eukin-2但1dNK Cytotoxicity by S36 Acupoint Acupuncture in F344 Rats， 

Jpn. J. Physiol. Vo147(2)， in press (1997) 

別刷ができ上がり次第提出。

2、T.Sato， Y.エ斗， Sヱ Guo，T. Kasahara and T. Hisamitsu: Acupuncture 
Stimulation Enhanced the Splenic Natura1 Killer Cell Cytotoxicity in Rats， Jpn. J. 

Physiol. Vo1.46(2)， 131-136 (1996). 

3、昼__j!，山本竜隆，瀬戸明，郭試論，佐藤孝雄，笠原多嘉子，久光正: 静磁場曝磁

によるマウス生体防御能の増強:Biologica1 Response Modifierとの協力作用の観察，

日本生体磁気学会会誌， Vo1.9， No.1， 82-83， May1996 

4、久光正， 笠原多嘉子J塵一塁，瀬戸明，浅野和仁:ぺ交流磁気(50Hz)によるヒト前

骨髄性白血病細胞アポトーシス(細胞のプログラム死)の特異的誘導 -in vitro HL-60 

細胞DNAの断片化促進一 日本生体磁気学会会誌， Vo1.9， No.1， 86-89， May 1996 

5、成田和広，星~， 瀬戸明，浅野和仁，朝比奈茂，佐原正明，笠原多嘉子，久光正:

超低周波交流磁気の非熱効果による白血病細胞のアポトーシス誘導， i磁気と生体」研

究会誌Vo123: 3-9，1996 

B、学会抄録

1、主込エ:..'Sato， T.， Kasahara， T.， Guo， S.Y.， & Hisamitsu， T: Enhancement of 

Splenic Natura1 Killer(NK) Cytotoxicity by Tsusanli (S36) Acupuncture Point 

Stimulation in Rats. J pn J Physio146 ( Suppl ) s222， 845， 1996 

2、郭試職、佐藤孝雄、虞頴、笠原多嘉子、久光正(1996)水浸拘束ストレスの

ラット牌臓N民細胞活性抑制作用に対する牌臓交感神経の関与、ストレス科学(第11 

回 日本ストレス学会学術総会抄録集)Vol. 11， No.2， 86， 1996 

3、T.Hisamitsu， Yi旦呈エ旦，T.訟法oKasahara， Takao Sato， Shi-Yu Guo， Yan-Qing 

Liu and Kazuhito Asano: Roles of Inter1eukin-2 and Interferon-y on the Enhance 

ment of Splenic Natura1 Killer (NK) Cytotoxicity by Acupuncture Stimulation in 

F344 Rats. the 4th Wor1d Conference on Acupuncture (W.F.A.S.)， Program & 

Abstracts 332， 1996 

. . 



研究テーマ: Enhancement of Splenic Interferon叩 Interleukin-2and NK 

Cytotoxicity by S36 Acupoint Acupuncture in F344 Rats 

研究内容:

Introduction 

Acupuncture is well known as one of the Chinese住aditionalmedical位'eatmentsand it is 

used for health maintenance throughout the world. In recent ye訂s，it has been reported由at

acupuncture st凶ulationapplied to a specific location of the human body， such as由eTsus出ui

acupunc同repoint (S36 acupoint)， favorably modulates the immune function of HBsAg carrier佃 d

decreases the HBsAg positive rates. Combined acupuncture佃 dmoxibustion on supplement紅y

acupo泊tsinhibits the development of cancer cells and results泊 aprolonged survival of cancer 

patIents. 

There is組 establishedconcept白atNK cells紅'eimportant as the first line of host defense 

佃 das one of the final effector cells ag泊nstcertain tumors， viruses and infections. Several 

cytokines have been shown ωaffect NK cell proliferation or cytol戸icactivity. Of these， ll--2 and 

IFN-'γhave been血emost extensively studied. They have been provedωaugment白ecytolytic 

activity of NK cells to attach to加morcells and viruses and kill these organisms. These reports 

may suggest由atacupunc加reenhances NK cell activities and results in favorable modification of 

the clinical conditions in血epatients described above. 

O町 previousreport and unpublished data revealed血atsuccessive acupunc加retrea阻lent

applied to S36 acupoint (but not to the abdominal muscle) for three days enhanced splenic NK 

cytotoxicity， which peaked (pく0.01)on the first day after final回 a回lentand gradually declined 

thereafter in Wistar rats. However， the mechanism of acupunct町eon NK cell activities is 

unknown.百lepresent study was designed to examine the possible mechanism of acupunc佃reon

NK cell activities in an inbred s住ainofF344 rats. 

Materials and Methods 

Experimental design: 

Elec佐o-acupunc加res出n叫ationwas carried out between 3:00 P.M.組 d5:00 P.M. for血r民

days. Non-acupunctured control rats were res住ainedin acrylic rec阻ngularboxes with no special 

treatment. α1 the first day after the fmal treatment， rats were anesthetized by intraperitoneal 

i吋ectionwith 50 mglkg pentobarbital sodium.百lespleens were removed aseptically， divided into 

two portions and weighed.αle portion was used to me部uresplenic NK cytotoxicity and血e

remainder was dissolved， weighed， immersed in 500μ1 cold RPMI 1640 medium， and 

homogenized by glass tissue homogenizer泊 anice cold water bath. The homogenates were then 

centrifuged at 8000xG for 1h at 40C and血esupematants were collected， sterilized by passing 

through a 0.22μm filter and stored at -80oC until used for cytokine assay 

Acupuncture on S36 acupoint and abdominal muscle in lnbred F344 rats 

Electro-acupuncture stirnulation was applied to S36 acupoint and abdominal muscle. 



Briefly， two sterilized acupunc佃reneedles were inserted perpendicularly about 5 mm into由e

anterior tibial muscle at由.eS36 point and the extemal oblique abdominal muscle. Elec凶cal

stimulation pulse with voltage ranging from 1 to 5V， duration of 1 msec and frequency of 1 Hz 

delivered from an acupunc佃restimulator， w出 appliedby two outlets through出etwo needles. The 

m旬nsityof electrica1 stimulation was determined to be the minimum vol阻geto cause moderate 
muscle contraction. Electro-acupuncture st凶ulationof S36 acupoint w邸 appliedto血eleft S36 

acupoint for lh， followed by one lh stimulation to the right in血esame rat. Elec住'O-acupuncture

stimulation of abdominal muscle was applied bilatera11y for 2h. The stimulation protl∞01 was 
repeated each day for由reeconsecutive days to rats under res凶ctionin acrylic rectangular boxes. 

NK cytotoxicity assay 

Splenic NK cytotoxicity was measured in a standard 4・h51Crrelease assay-

Cytokine assays 

IL-2 assay: IL-2 in ex住actswas ana1yzed according to出eability to support血egrow血of

IL-2 dependent T-∞11line (CTLL-2回目line). 
IFN-y出say:IFN-y担 extractswere measured by the Mouse IFN -y ELISA Test Kit 

(Genzyme). 

Results 

Theそ酔ct01 acupuncture applied to the S36 acupoint on splenic NK cytotoxicity 

百lepresent experiments were designed to ex紅ninesplenic NK cytoto剖cityaffected by 

acupunc加reapplied to出eS36 acupoint血F344rats. NK cells were prepared仕omrats on血.efrrst 

day after final仕'eatment佃 dcultured with阻rgetcells at E:T ratios of 100: 1， 50: 1， 25: 1組 d12.5:1. 

The experiments were repeated five times with similar results. The da胞 expressed血 Fig.l

represents血emean :t S.E.M. of combined LU da阻froma11 rats.百lesplenic NK cytotoxicity of 
7 

血eS36 acupoint acupunctured group (17.7:t0.5LU/10' e百ectorce11s) was significantly higher 

(pく0.001)出組曲atof the abdominal muscle acupunctured group (13.4:t0.9LU/I0
7 
effector cells) 

7 
and由enon-acupunctured control group (13.7:tO.6LU/10' effector cells). In contrast，血erewas no 

difference between abdominal muscle acupunc加redgroup and non-acupunc佃redcon住'01group. 

The々加ct01 acupunctureα'Ppliedωthe S36 acupoint on IL-2 and IFN-y levels 01 splenic 

aqueous extracts 

Since T回11cytokines IL-2 and IFN-y紅'egenera11y believed to be responsible for 

enhancement of NK cytotoxicity， These experiments were carried out to examine whether or not 

acupunc加reon S36 acupoint enhances T∞11 cytokine productions and result in釦 increasein NK 
cytotoxicity. To do this， ex住actswere prep紅ed企omacupunc加redand control F344 rats on血e

frrst day after the白la1仕切出lentand endogenous cytokine activities were examined. As shown泊

Table 1，由eIL-2 level in the ex住actsof S36 acupoint acupunc加red則 s(31.5:t2.3 U/g) was 

significantly higher血組出atof abdominal muscle acupunctured rats (18.5:t3.3 U/g， Pく0.001)and 

non-acupunctured con住01rats (21.3:t1.1 U/g， Pく0.001).The level of IFN四γinS36 acupoint 

acupunctured rats (617 ::!::39 pgl g) a1so showed a significantly higher level血m 血atof abdomina1 



muscle acupunctured rats (46O:t37 pg/g， Pく0.01)加 dnon-acupunctured con位01rats (419士19pglg， 

Pく0.001).However， there was no difference between abdominal muscle acupunctured組 d

non-acupunc加redcontrol rats. 

To deterr凶newhether the increase血 sp1e凶cNK cytotox.icity after acupuncture仕'eatment

of S36 acupo担twas related to the increase in the 1eve1s of IL-2組 dIFN -"{， the sp1enic NK 

cytotox.icity was p10tted against血，eIL-2 and IFN-"{ production for individual rat. As shown in 

Fig. 2， the shift企omsplenic NK cytotox.icity correlated not only with the shift of血eIL-21eve1 

(simple 1泊e紅 regression，r=0.62， pく0.01)，but also with the increase in IFN-"{production (simp1e 

linear regression， r=0.49 p<0.01). In addition， as shown in Fig.3， the increase in IFN-"{ 

production was accomp紅白dby an increase in出eIL-2 level (simp1e linear regression， r=0.53， 

pく0.01).

Discussion 

Traditional Chinese acupunc佃re，especial1y on S36 acupoint， is used as one type of 

supplementary therapy for the仕切伽lentof acute and chronic diseases such as viral infectious 

disease and cancer in China. Several mechanisms have been proposed to exp1国nthe therapeutic 

effect of acupunc加re.These include 1) regu1ation of由eend∞rine contro1 system in the body 
(hormone regulation); 2) regulation of nervous contro1 system (neurotransmitter regu1ation) and 3) 

increase担 functionof the immune system. However， the mechanism(s) by which acupuncture 

favorab1y modi布theclinical conditions of these dise邸esis not well known. 百lepresent results 

clear1y showed血atelectro-acupunc加restimulation on bilateral S36 acupo泊tonce a day (1h) for 

three days significant1y increased splenic NK cytotox.icityぉ comp紅'edto血atof abdominal muscle 

stimulated and non四stimu1atedcontro1 rats (Fig.1). It is also showed血atacupunc加reof血eS36 

acupo泊tenhanced the 1eve1s of IL・2組 dIFN-"{ in the sp1een (Tab1e1).百lere紅'esignificantly 

positive corre1ations between the 1evels of cytokines and their splenic NK cytotox.icity (Fig.2，3). 

E・2is primari1y re1eased by activated he1per T cells and acts as出ecentral ro1e in the 

regulation of NK cell activities. IFN-"{ is re1eased not only by he1per T cells but also by IL-2 

activated NK cells and serves as one of the important factors in血eup-regu1ation of NK activities. 

Together with these reports and the present resu1ts， it is a possible血ate曲ancementof NK 

cytoto泊cityby acupuncture on S36 acupoint is owing to， in p訂t，the increase in both IL-2 and 

IFN -"{ production. 

百leconclusions from出isstudy c佃 berestated as follows: 1) acupunc加reon S36 acupoint 

increases sp1enic NK cyωtoxicity. 2) At leぉt，as one of the mechanism(s)， IL-2 and IFN-"{ play 

important roles in the regulation of immune functions especially sp1enic NK cytotox.icity in S36 

acupointacupunctured祖国als.

研究成果の発表

得られた研究成果は第74回日本生理学会大会(3月25-27日、浜松)にて発表予定である。

また、 5月発行のJapaneseJoumal of Physiology (Vo1.47， No.2)に掲載予定で、ある。



Table 1. Effect of Acupuncture on the IL-2 and IFN-γ 
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VI.研 究 報 告(日本語、文は英語で書いて下さい。 2，000字程度で記載して下さい。)

In this stud弘weisolated from human sera MBP which binds Klebsiella 03 LPS. Several 

lines of evidence suggested that the protein isolated was MBP. First， i臼molecularmass was highcr 

than 200 kDa in SDS-PAGE under nonreducing conditions， and it was dissociated into the subunits 

with an apparent molecular mass of 32 kDa in SDS-I弘GEunder reducing conditions; second， it 

definitely reacted with the anti-MBP MAb in immunoblotting; third， its partial NH2・terminalamino 

acid sequence was completely consistent with that of human serum MBP; finally， it was bound 

specifically to LPS possessing the mannose homopolysaccharide. 

The present study has demonstrated that LPS possessing the polysaccharide s位ucturemay 

activate the complement syst怠mthrough the lectin pathway by using MBP. Previously we found that 

LPS possessing mannose homopolysaccharides as O-specific polysaccharides exhibited an 

extraordinarily high anticomplement activity， and its activity was heteropolysaccharide. This 

extraordinarily high anticomplement activity can be casily explained by the binding of MBP to the 

mannose homopolysaccharide moiety of LPS. In fact， Klebsiella 03 LPS did not exhibit a strong 

anticomplement activity in MBP-dependent serum.靴 alsoreported that LPSs possessing mannose 

homopolysaccarides as O-specific polysa∞harides， such as LPSs from Klebsiella 03 and 05 and E. 

coli 08 and 09， exhibited a strong a司uvantaction on the immune response to nonimmunogemc 

autoantigens in mice and triggered the production of autoimmune lesions. The strong adjuvant action 

of LPSs possessing mannose homopolysaccharides was closely associated with their strong 

complement-activating ability. MBP might also play a crucial role in expression of a strong adjuvant 

action of LPS possessing mannose homopolysaccharides. 
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研 究 報 告(日本語、文は英語で書いて下さい o 2. 000字程度で記載して下さい o ) 

来日後，明海大学歯学部歯周病学講座池田克己教授ならびに教室員の配慮のおかげで私の研

究活動は円滑に開始できた。また，実験に必要な機械・器具で教室内に不足していたも切は，

速やかに購入していただくことができた。一年目の私の研究テーマはヒト破骨細胞の培養方法

の習得と破骨細胞形成に関わる菌体内毒素の作用機序を主に行った。また，中国にて研究をし

ていたヒト BMP-4についての新しい精製方法についての研究も同時に進行させた。ヒト破骨細

胞形成におけるLPSの作用については以前より本講座栗原徳善講師ならびに辰巳順一講師らが

中心となって研究を継続していたことから，私はこの実験系については途中から参加した。そ

の結果，破骨細胞前駆細胞にLPSを作用させるとこの前駆細胞がIL-lαおよび日を産生しこれ

がオートクラインに働いて破骨細胞形成を促進する結果を見出した。本研究内容については，

すでに論文発表されている(別刷り添付)。さらに私は，上記先生らと共にヒト BMP-4の精製

に精進した。大腸菌内に導入したBMP-4発現遺伝子は順調にBMP-4を含むタンパク質を産生

したが，本タンパクの性質上その精製には困難を極めた。現在ダイマーの状態までは精製が可

能となったが，精製効率，モノマーへの転換が現在の課題として残った。この段階での研究内

容は，日本骨代謝学会，アメリカ骨代謝学会で演題発表したが，より優れた論文発表のために

も研究内容を完結したいと考えている。(この研究内容については別添資料の通りである。)本

教室での研究活動は，私を中国から招いていただいた池田教授の御定年もあり，困難となって

きた。私は現在，東北大学歯学部大学院を受験し入学の内諾を得ている。，今後私の研究は東

北大学で継続し，初期の目的を達成したいと考えている。

叩.指導教官の意見

まず、このたびは、本研究に対し貴協会から有益な研究助成金を賜り、本人はもとより

わたくしも心から深く感謝致しております。

ところで、本研究のメインである fBMP-4Jの精製については、本人も上述のように、

今後の課題を残す結果となっていますが、できれば現在入学の内諾を得ている東北大学で

これが継続できればと念じています。省みて、本研究で本人は直接の指導教員からの助言・

示唆等にはよく応え、所期の成果を求め、たえず熱心に日夜努力を続けたことに小生「概

ね良好」といえる評価を与えたい。別添に第14回日本骨代謝学会(平成8年7月)で公表し

た内容等についてでありますが、この点よろしく願いあげます。
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Escherichia coliにおける RT-PCRをもちいたヒト BMP-4成熟領域のクローニングにつ

いて

明海大学歯学部歯周病学講座

楊淑華、辰巳順一、栗原徳善、曲建香、池田克己

抄録:本研究においてわれわれはまず、ヒト骨原性細胞株(08・732)より得られたヒト

Bone morphogenetic protein-4但MP-4)を含むmRNAを採取し、プライマーを作成し

RT-PCR法を用いて成熟活性領域を含むBMP-4のcDNAを作製した。つぎにBMP・4成

熟活性領域cDNAをプラスミドベクタ-pKK223.3の48クローンに挿入し、その中の8

クローンにリコンビナント cDNAの発現がrestrictionenzyme analysisによって確認でき

た。以上の結果から、われわれは原核細胞但scherichiacoli)からヒト BMP・4の成熟活性領

域を含むタンパクを産生させる可能性をみいだした。



ABSTRACT 

In this study， we amplified the complementary DNA of the mature rcgion of human bone 

morphogenetic protein-4 (hBMP-4)企oma human osteogenetic cell line (05・732)，using the 

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) method with two specific pr凶crs

flanking the mature region. The cDNA of hBMP-4 mature region was cloned into the expression 

plasmid vector-pKK223.3. Forty-eight clones were selected， and eight of them were identified to 

be recombinants contains cDNA of the mature region by restriction enzyme analysis. Human 

bone morphogenetic protein-4 mature region recombinants were thus established. This study may 

lead to availability of mature region pcptide of recombinant BMP for study bioactive hBMP from 

Escherichiαcoli. 
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Introduction 

Bone has a remarkable potential for a continuous balance between its resorption and 

formation. Bone growth and establishment depend upon bone formation. Urist et al. 

demonstrated that extracts from demineralized bone could induce bone formation if implanted 

into ectopic sites in rodents (1). The factor responsible for bone formation was named bone 

morphogenetic protein (BMP). The bone-inducing activity of demineralized bone matrix 

suggested the possibility of using it to treat large bony defects caused by trauma， surgical 

resection， or periodontal disease and led to a search for macromolecules possessing bone-

inducing activity. The purification of BMPs from bone matrix is rather cumbersome and difficult 

(2)， but high-grade purified BMP was obtained in 1988 when Wozney et al. cloned and expressed 

human full-length BMP cDNA in a euk訂oyticce11 vector (3). 

Several laboratories have cloned and expressed BMP in mammalian ce11s (4，5). The 

reports have indicated， however， that considerable expense， time and effort are required to purify 

the recombinant protein due to a relatively low e伍ciencyof production of BMP in eukaroytic 

cells( 6). Thus， one of the difficulties of studying the biological activities of BMP in basic research 

and therapeutic application is the de日ciencyof pure BMP. 

To research the possibil社Yof engineering Escherichiαcoli to produce biologica11y active 

BMP， we decided to clone the cDNA of the mature region of hBMP-4 alone instead of its白11-

length cDNA and to apply a denaturation-renaturation protocol to reconstitute the dimer in vitro 

as a novel approach to the production of bioactive BMP 合omE. coli. As a first step toward this 

goal， we report here in the method and strategy for cloning the cDNA of the mature region of 

hBMP-4 into a E.coli vector by PCR. This study will aid in meeting the basic requirement for 

researching the biological activity of this protein from Escherichia coli. 

-3 -



MATERIALS AND METHODS 

Culture 01 humαn osteogenetic sαrcomαcells and R此4prepαration

Cells of a human osteogenetic sarcoma cellline (OS-732) were cultured in RPMI 1640 

medium (GIBCO， Grand Island， NY， USA) containing 10% heat-inactivated fetal calf serum 

(FCS ; GIBCO) and 10 mM HEPES， and incubated at 370C. A宜era monolayer had formcd， thc 

cells were washcd in situ with cold PBS and lysed in lysis buffer (0.5% Nonidet P-40， 0.14M 

NaCl， 1.5 mM MgClz， 10 mM Tris-HCl， 1 mM dithiothreitol， and 100 units/ml placental RNAse 

凶libitor).A立erdigestion with 50!J.g!ml proteinase K and extraction with phenoVchloroform， the 

RNA was precipitated by ethanol. The RNA concentration and purity were calculated by 

absorption at 260 and 280 nm. One μlRNAwas su吋ectedto rev町田transcription.

cDNA synthesis 

cDNA企omtotal RNA of human ostcogenetic sarcoma cell was synthesized by AMV 

reverse transcriptase with oligo( dT)12-18 as a primcr. Briefly， 1μg of total RNA企omhuman 

osteogenetic sarcoma was added to the reverse transcription reaction buffer to make a final 

volume of20μ1 (50 mM  Tris-HCl， pH 8み 50mM KCl， 10 mM  concentration of each of DTP， 

10 pM of oligo(dT) 12・18，20 units of AMV reverse transcriptase)， and the mixturc was 

incubated at 37
0

C for 45 minutes. A 5・μ1volume of the reaction mixture was subjected to thc 

PCR. 

Primer Synthesis 

A pair of primers flanking the mature region of hBMP-4 was designed and synthesized 

according to the cDNA sequence of human BMP-4 (GenBank， 1ρs Alamos National Laboratory， 

Los Alamos， NMふAnadditional sequence ATAG for quarantining the restriction e回 yme

recognition ; the restriction e回 ymeEcoRI recognition sequence GAATTC ; and a starting codon， 

ATG， were added to the upstream of the予pr加ercodon sequence (Fig. 1)， 5'-primer sequence 

(P1) : 5とATAGGAATTCATGCCTAAGCATCACTCACAGC-3'. An additional sequence 

TAAT， Hind III recognition sequence AAGCTT， and anti-stop codon TCA were added upstream 

-4-



ofthe 3乙primer.Whose sequence was : 5とTAATAAGCTTTCAGCAGCGGCACCCACATCC

CTCT-3'. 

Polymerαse Chα:inReαction (PCR) 

The cDNA of hBMP-4 mature region企omosteogenetic sarcoma cells was amplified 

mediated by the primers. In a 100・μ1reaction， 5μ1 of total cDNA was amplified in 10 mM Tris-

HCl (pH 8.3)， 50 mM KCl ， 1.5 mM MgCh， 0.001 % gelatin， 200 mM concentration of cach 

dNTP， 50 pM concentration of each primer， and 2.5 units of Taq DNA polymerase (Primega， 

Madison，WI，USA). The mixture was overlaid with 50μ1 of mineral oil and su吋ectedto 30 

cycles of amplification in a thermal cycler (Program Temp Control System PC-700 ; ASTEC Co.， 

Fukuoka， Japan)， according to the following cycle parameters : denaturation for 60 sec. at 93
0

C， 

reanealing for 30 sec. at 54
0

C and extension for 30 sec. at 72
0

C. A denaturation step of 60 sec at 

93
0

C and an extension for 5 min. at 72
0

C were added at the initial and fmal cycle， respectively. 

The PCR products were precipitated by ethanol and digested with restriction enzyme. 

ぐ- \~ r拍入

Preparαtion ofplαsmid 

Expression plasmid pKK 223.3 was chosen as the vector (Fig. 2). pKK223.3 DNA 

isolation was carried out by the standard alkaline extraction method (7). 

←¥"O :2 .t iliλ 
Digestion of DNA with EcoRI and Hind 111 restriction en砂me

Twenty micrograms of plasmid DNA and PCR-products were digested respectively for 2 

hr at 37
0

C with 40 units of restriction endonuclease Hind III in a 100-!-L1 reaction volume 

consisting of 100 mM  NaCl， 10 mM Tris圃HCl(pH 8.5)， 5 mM  MgCh， and 1 mM 2・

mercaptoethanol. About 5!-L1 of the digestion mixture was electrophoresed on a 1% agarose gel 

to confrrm the complete digestion of the plasmid DNA. The digested DNA was extracted with 

phenoVchloroform， and. then the aqueous phase was extracted twice with chloroform and 

precipitated with ethanol. The pellet was washed with 70% ethanol and was dissolved in 20μlof 

TE buffer. The EcoRI reaction to cleave the DNA was performed for 3 hr at 37
0

C in a 100-μl 

reaction volume comprising 100 mM NaCl， 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)， and 10 mM  Dπ. The 
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DNA企agmentswere precipitated with ethanol and puri自edby electrophoresis on a low-melt 

temperature agarose gel. 

Gel purificα:tion of DNA frαgment 

The digested plasmid DNA and PCR-product DNA were eletrophoresed on 1% low-

melt temp町atureagarose gel at 4
0

C. The gel was stained with ethidium bromide (Sigma， 

St.lρuis， MO， USA). The desired DNA was identified and excised in the smallest possible 

yolume of agarose. Thc agarose containing the band was diluted 5 fold with Tris -HCl buffer and 

liquified by heating to 65
0
C for 5 min. The DNA was isolated by phenol-chloroform extraction 

and then concentrated by ethanol precipitation. 

Ligationαnd transformαtion 

DNA ligation was performcd in a 20μ1 reaction volume consisting of 1 unit of T4 DNA 

ligase， 0.5μg cDNA of BMP-4， and 1μg plasmid DNA added to the ligation buffer to makc final 

concentrations of 50 mM  Tris-HCl (pH 7.9)， 10 mM  MgCh ，20 mM  Dπ， and 1 mM  ATP ， and 

the mixture was incubated at 16
0
C for 4 hr. The ligation mixture was used to transfect E.coli 

JM105 [supE endA sbcB15 hsdR4 rpsL thi.LI (lac-proAB)] by the standard CaCh procedurc. 

The transfected bacteria were spread on ampicillin-containing LB plates and incubated at 37
0

C 

for 16 hr. The ampicillin-resistant colonies were selected and analyzed with restriction enzymes. 

Assays of recombinαnt by restriction enzyme maps 

Three kinds of restriction endonucleases， EcoR 1， Hind III， and Sty 1， were selccted to 

analyze the recombinants according to recombinant plasmid restriction e回 ymemap (Fig. 2). The 

plasmid DNA was prepared 合omthe cloned bacteria by rapid lysis for minipreparation of DNA 

by the alkaline extraction method. The method of EcoRI and Hind III digestion was performed 

as above， and Sty 1 mediated cleavage of the DNA was done in 100 mM NaCl， 50 mM  Tris-HCl 

(pH 7.5)， 10 mM MgClz， and 1 mM  DTT. Samples of plasmid DNA were digested respectively 

with Hind III， EcoRI + Hind III， or Sty 1. After digestion by the restriction enzymes， the DNA 

was electrophoresed on an ethidium bromide-agarose gel. 
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RESULT 

cDNA of human BMP-4 mature region amplified by PCR 

For amplifying the cDNA of the hBMP-4 mature region from human osteosarcoma cells， 

we designed and synthesized a pa註ofpr加ersthat flanked the mature rcgion (Fig 1). To ensure 

cloning e百iciency，restriction enzyme EcoRI and Hind III recognition sequences were 

incorporated into the primers. Because the sequence at terminal region is difficult to be 

recognized by restriction enzymes， four basic pairs 5とATAG-3'and 5乙TAAT幽3'were added 

upstream of the restriction e回 ymerecognition sequence. A starting codon and stop anti-codon 

were designed in the primers for future research on for the expression of hBMP-4. The PCR was 

performed on cDNA synthesized企omthe RNA of human osteogenetic sarcoma. The PCR 

product with the desired length of 348 bp， corresponding to the C-terminal 116 amino acids of 

the hBMP-4 mature region， was obtained (Fig. 3， line B). To confirm the nature of the PCR 

product， we treatcd the product with Sty 1， as there is a Sty 1 recognition sequence covering base 

pairs 131 to 136 of the hBMP-4 mature region. Two fragments with length of about 130 bp and 

210 bp were obtained， after the PCR product had been cleaved with the Sty 1 restriction e回 yme

(Fig. 3， Line C). The result of restriction enzyme analysis demonstrated that the 384-bp PCR 

product is the specific cDNA of the hBMP-4 mature region. 
← l到34413

Cloning cDNA of hBMP-4 mature region into plasmid vecωr 

The plasmid pKK 223.2 was selected as the vector， and the cloning strategy was shown on Fig. 

2. After the cDNA of the hBMP-4 mature region and pKK 223.3 were cleaved by EcoRI and 

Hind III， the cDNA was ligated into pKK 223.3. Three kinds of restriction enzyme maps were 

prepared to analyze the recombinants. The DNA cleavage by Hind III was used to detect the 

length of recombinants. Hind III and EcoRI cooperative digestion detected the cDNA of the 

hBMP-4 mature region insert. The restriction enzyme Sty 1 recognition sequence prcsent in pKK 

223.3 (1249) and hBMP-4 mature region (131) was used to identify the specific cDNA of hBMP 

mature resion to be inserted cDNA. Eight of 48 clones were identified to be recombined with 

cDNA of the hBMP-4 mature region by restriction enzyme analysis (Fig 4). 
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DISCUSSION 

Progress in using BMP to treat bone defect disease and in our understanding of bone 

metabolism has been limited by lack of large amounts of purified， biologically active protein. 

BMPs could be purified企omdemIneralized bone (8)， but only 40μg of BMP could be obtained 

企om40 kg of bovine bone power， indicating this approach to be rather cumbersome. The 

purification of recombinant protein BMP from eukaroytic cells has been hampered by inefficient 

expression in eukaroytic cells. The expression rate of BMP， which protein is related to the TGF 

super白m立y，was rather low compared with that of other proteins， unrelated to the TGF-s family 

proteins， produced by use of the same eukarotic vector (9). The inefficiency of expression is 

probably due to the fact that biosynthesis of TGF-related proteins involves post-translational 

modification， such as dimerization of polypeptides and processing of large precursors into their 

mature form. 

The method of expressing protein企oma c10ned gene in E. coli has proven invaluable in 

the puri日cationand functioned analysis of eukaroytic proteins (10，11). A high level of protein 

expressed in E. coli often results in cytoplasmic granules that can sep征atedfrom crude cell 

lysates by centrifugation (12，13). But so far there have been no reports of BMP with bone-

inducing activity， produced by prokaryotic cells. For this reason we c10ned the cDNA of the 

hBMP-4 mature region into the prokaryotic E.coli. 

Rece叫ly，the study of TGF・s-relatedprotein biosynthesis has shown that the 

polypeptides of the TGF・ssuperfamily are synthesized as part of large secretory precursors. The 

precursor polypeptide chains consist of a signal sequence， a proregion of several hundred amino 

acids， and a highly conserved C-terminal region of approximately 100 amino acids. These protein 

in C-terminal domain of the precursor are generally c1eaved to form the mature bioactive dimers 

(14). The association between the mature region and the proregion of TGF・smasks the 

biological activity of the mature dimers， resulting in the formation of an inactive latent form (15). 

BMP-4 alone can induce bone formation without addition of related growth factors (16). Human 

BMP-4 is a 33 kDa protein that is a glycosylated， disulfide-linked homodimer of the mature 

region. The mature region of hBMP-4 comprises the COOH-terminal116 amino acids of a 408・

amino acid precursor. Because accurate proteolytic processing to form the mature region企om
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the precursor is not feasible in E.coli， we chose to clone the cDNA of the mature region of 

hBMP-4 instead of its full-length cDNA into E.coli as a nove1 approach to obtain biological1y 

active B勘1P企omE.coli. 

BMP in osteosarcoma have been identified by immunhistochemical studies (17). BMP 

immunostaining was restricted predominant1y to the cytoplasm of malignant cel1s with a primitive 

mesenchymal appearance. Particularly， the extraction of a protein宜actionwith bone 

morphogenetic activity企omhuman osteosalcoma implies that BMP might be secreted by 

osteosarcoma cells (18). Thus we se1ected a human osteosarcoma ce111ine (OS-732) as a source 

of hBMP-4 mRNA. For cloning the precise fragment of the hBMP-4 mature region into E. coli， 

we took advantage of the speed and efficiency of the polymerase chain reaction. The PCR is the 

method not only for directly amplifシingminute quantities of genomic DNA丘oma comp1ex 

background， but also for amplifying specific cDNA mo1ecules by reverse transcription of complex 

mixtures of mRNA. The specific fragment ampl出edis determined by the primers used to anneal 

to a part of the target sequence. We designed a pair of primers flanking the mature region of 

hBMP-4. Cloning a b1unt-ended of PCR product is often 1ess efficient than that of the other 

b1unt-end DNA企agment(19). The ine伍cientcloning might result企omthe addition to the end 

of PCR product of an A nucleotide by the intrinsic termina1 transferase activity of Taq po1ymerase. 

To avoid this prob1em ， we introduced the restriction sites of EcoRI and Hind III at the 5' end of 

the oligonucleotide. Four additiona1 nucleotides were added to ensure the efficient cleavage of 

the PCR product by restriction enz戸nes.After the mature region of hBMP was amplified by the 

PCR method， the specific product could be identified by restriction enzyme ana1ysis. The human 

BMP-4 recombinant was thus constructed by use of reverse transcriptase-polymerase chain 

reaction technology. 

The disulfide-linked dirner of BMP， which is related to the TGF-s superfami1y， is 

essentia1 for the bio10gical activity of bone formation as 10ss of induction activity occurs upon 

reduction of the active dimer (20). But diπ悶 izationcan not take place in the reducing 

environment of E. coli. However， many proteins expressed in E.coli have been reconstructed in 

vitro by reduction and reoxidation method to show biological activity (21). McNal1y et al. 

demonstrated that E. coli could express and assemble of individua1 component to po1ymer without 
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the requirement of a specific eukarotic cell mechanism (22). Currently we are attempting to apply 

denaturation-renaturation to reconstruct dimer in vitro to produce the bioactive BMP. 

The authentic bioactive BMP is a glycosylated protein， but the carbohydrate moiety of 

BMP is not necessary for the induction of bone formation， as euidenced by the fact that 

deglycosylated BMP could induce bone formation in vivo (23). Presumably， BMP without 

glycosylation企omE.coli would have e旺ectivebiological activity. Bioactive， non-glycosylated， 

disulfid-linked BMP may thus be expected to be obtained仕omBMP produced by E. coli. 

As an early stage of our study， we have completed the strategy for cloning the BMP-4 

mature region and are now examing this recombinant for protein expression and for biological 

activity achieved by the in vitro denaturation・renaturationapproach. 
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Figure Regends 

Fig.l Amino acid sequence of human bone morphogenetic protein-4 and the pair of 

oligonucleotide primers used 

Schematic diagram of domain structure of hBMP-4. 

Signal peptide， pro-region， and mature region are shown. Two oligonucleotide primers for PCR 

were synthesized. 

Fig.2 Strategy for c10ning of hBMP-4 mature region cDNA into pkk223.3 

hBMP mature region cDNA was amplified by PCR a立erreverse transcription of OS-732 

cell mRNA. Two gene-specific primers containing the restriction sites were used. A丘町 cutting

the PCR product and the vector with EcoRI and Hind 111 restriction enzymes， ligation of the 

molecules was carried out to obtain the recombinant vector pkk223.3・BMP.

Fig.3 Agarose gel (2.5%) electrophoresis of PCR products and PCR products digested by 

StyI 

Line A: DNA mark町[PQEM・7Zf(+)]

Line B: PCR products 

Line C: PCR products cleaved by StyI 

Fig.4 Restriction enzyme pattern of recombinant pKK223.3・BMP

Line A: pkk223.3-BMP digested with HindIII [4900bp fragment] 

Line B: pkk223.3-BMP digested with StyI [1300bp and 3500bp fragments] 

Line C: pkk223.3-BMP digested with EcoRI +HindIII[340bp and 4500bp企agment

Line E: pkk223.3・BMPplasmid DNA 

Line D: DNA marker [ DNA / Hind 111] 
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研究題目:ウサギ骨のミネラル相およびマトリックス相のコンドロイチン硫酸含有プロテ

オグリカンの相違について

目 的:骨のミネラル相およびマトリックス相のコンドロイチン硫酸含有プロテオグリ

カン (CS-PG)を別々に抽出・部分精製し， CS-PGを構成するグリコサミノグリカン (GAG)鎖お

よびコアタンパク質の分子量の違いをwesternblottingによって調べること。

方 法:材料には，ウサギの四肢の長骨の皮質骨部を用いた。骨のミネラル相およびマ

トリックス相からの骨タンパク質の抽出は， グアニヅン， EDTA，グアニジンを順次用いて

行う Goldbergら(J.Biol. Chem. ，1988)の方法に準じて行った。 CS-PGの部分精製は，陰イオ

ン交換カラムクロマトグラフィーによって行った。コアタンパク質に結合する GAG鎖の種類

の確認は，以下に記すように，糖鎖を切断する各種酵素とコアタンパク質上の切断された

糖鎖の切り株を認識する各種モノクローナル抗体の組み合わせによる westernblottingに

よって調べた。①コンドロイチン4-硫酸鎖(C4-S)の確認は、 chondroitinase(Ch) AC 11消化

後、 2B6抗体によって，②デルマタン硫酸鎖(DS)の確認は、 ChB消化後、 2B6抗体によって，

③コンドロイチン 6-硫酸鎖(C6-S)の確認は、 ChABC消化後、 3B3抗体によって，また④コン

ドロイチン鎖(CO-S)の確認は、 ChABC消化後、 1B5抗体によって調べた。

結果および考察:GAG鎖の種類では， ミネラル相には， DSとC6-Sが多く含まれており， DSを

もっPGは45-kDa，C6-Sを含むPGは45-kDaと200-kDaのコアタンパク質を有していた。一方，

マトリックス相にはDS，C6-SのほかC4-S，CO-Sも含まれており， DSおよびC4-SをもっPGは

45-kDa， C6-SおよびCOSをもっPGは200-kDaのコアタンパク質を有していた。また，未消化

のCS/DS-PGはミネラル相で120-200-kDaの範囲に少なくとも 4種，マトリックス相では 140

-180-kDaの範囲に 2種存在していた。ミネラル相およびマトリックス相のCS/DS-PGの分布の

違いは，骨基質における石灰化物の形成ならびに成長の過程において， PGが調節因子のー

っとして重要な意味を有していることを示していると思われる。

ー
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Abstract: Rabbit long bone proteoglycans (PGs) were extracted with guanidine-HCI (GdnCI)， 
EDTA and then with GdnCI to demonstrate their localization. The PGs in the EDTA extract (E-

extract) and second GdnCI extract (G2・extract)were eoncentrated on an anion-exchange column， 
and their characteristics were determined by Western blot analysis after electrophoresis. 

Chondroitin 4・sulfate(C4S)， chondroitin 6・sulfate(C6S)， chondroitin (COS) and dermatan sulfate 
(DS) were identified by three monoclonal antibodies (2B6， 3B3 and 1B5) after chondroitinase ABC， 
B or AC 11 digestion. These antibodies recognized C4S， C6S， COS and DS stubs remaining on the 
core proteins of the PGs after enzyme digestion. The DS・and/orC6S・containingPGs were 

identified both in the E-and G2・extracts;the molecular masses of the core proteins of DS・PGswere

approximately 45 kDa in both extracts， whereas two bands ofthe digested C6S-PGs (approximately 
45 and 200 kDa) were present in the E-extract and only one C6S-PG band (approximately 200 kDa) 

was observed in the G2・extract.On the other hand， C4S-and COS-PGs were identified only in the 
G2・extract;the molecular mass of the digested C4S-PG was approximately 45 kDa， and that of the 
digested COS-PGs was approximately 200 kDa. 

Key words : rabbit， bone proteoglycan， glycosaminoglycan， chondroitin sulfate， dermatan sulfate， 
mineral and matrix phases 

Introduction 

During osteogenesis， some proteoglycans (PGs) 
have the potential to act as a kind of initiating 

factor for calcification， or may regulate the 
formation and growth of miner叫 crystals1.2)• 
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In previous studies， prominent mineral-binding 
PGs have been isolated from the bones of several 

animal species， such as the bovines・5)，porcine6l， and 
rat groups7・9)and humans10，1l)， since the presence of 
PGs was first estab!ished in the bovine bone by 

Herring12l. The major PGs associated with the. 
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mineralized matrix of bovine bone are two small 

glycoconjugates (molecular mass 80・120kDa) 

containing one or two chondroitin sulfate (CS) 

chains川. These two PGs have core proteins of 

similar molecular mass (45 kDa)， with clear 

differences in their NH2・terminalsequences， and 

one or two CS chains (40 kDa each)， the nature of 

which have not been determine<:P). In addition， a 

large proteoglycan (approximately 1，000 kDa) has 

been isolated from newly-forming bovine bone 

located in the soft connective tissue between 

growing trabeculae， but not within the mineralized 

matrix3l. 

With regard to PGs containing the CS chains in 

rabbit bone， although the glycosaminoglycan and 

amino acid compositions of a core protein have been 

determinedllJ， the relationship between the types of 

CS chain and the core proteins with which they are 

associated have not been determined so far. 

In the present study， we have isolated PGs 

containing CS chains from the mineralized and 

demineralized bone matrix of rabbit midshaft 

subperiosteal bone， and partially purified them 

using anion exchange column chromatography. The 

characteristics of the extracted PGs were 

determined by gel electrophoresis and Western 

blotting， using a combination of three monoclonal 

antibodies (MAbs) and different types of 

chondroitinase digestion. 

Materials and Methods 

Bone protein extrαction 

Fresh midshaft subperiosteal bones were 

obtained from rabbit femora， tibiae and humeri. 

Bone blocks were prepared and cleared of adherent 

soft connective tissue， and were carefully dissected 

into small pieces with bone-cutting forceps. Rabbit 

bone proteins were extracted by a modification of 

the method仏13)described by Termine et alI4). All 

extraction steps were carried out at 4 oC. The bone 

fragments (total weight 10 g) were rinsed in PBS 

containing protease inhibitor (PI)， (0.1 M 6・

aminohexanoic acid， 5 mM  benzamidine 
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hydrochloride and 1 mM  phenylmethylsulfonyl 

fluoride)， pH 7.3. The ratio of tissue weight to 

extractant volume was 1 g : 200 ml for each 

extraction. In order to remove organic materials 

bound to the non-mineralized phase of the bones， 

they were immersed in 4.0 M guanidine-HCl 

(GdnCl) in 50 mM  Tris-HCl containing PI (pH 7.4) 

with constant stirring for 8 days， with the solution 

changed every 2 days. The solution was centrifuged 

and the supernatant was recovered (G1・extract).

The residues were subsequently rinsed with PBS-PI 

and then extracted with 0.4 M EDTA in 50 mM  Tris-

HCl containing PI (pH 7.4). The supernatant， 

which included mineral-binding proteins from the 

mineral phase， was recovered after centrifugation 

(E-extract). The demineralized collagenous 

residues were rinsed with PBS-PI and then re-

extracted with 4.0 M GdnCl in 50 mM  Tris-HCl 

containing PI (pH 7.4) in the same manner. The 

supernatant was recovered after centrifugation 

(G2・extract).Each extract was concentrated up to 

100・foldby ultrafiltration on PM・10Diaflo 

membrane filter (Amicon， Danvers， MA， USA) and 

then dialyzed exhaustively against 0.1 M 

ammonium bicarbonate containing 0.005% Brij 

(Sigma; St Louis， MO， USA); the dialyzed materials 

were freeze-dried for use as the G1-， E-and G2・

extracts of rabbit bone. 

Enzyme digestion 

The lyophilized samples (10 mg each) from the 

above extracts were separately digested with the 

following enzymes: 10 mU of protease-free 

chondroitinase ABC1S)， 20 mU of chondroitinase B16) 

or 100 mU of chondroitinase AC 1117) (Seikagaku 

Corp.， Tokyo， Japan). In each case the appropriate 

buffer described was used at a final volume of20 ml. 

Enzyme digestion was performed at 370C for 60 min 

except for chondroitinase B， which was digested at 

30oC， and the reaction was terminated by freezing 

at・70oC.Samples with or without each enzyme 

digestion were freeze-dried， and subjected to 

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS・PAGE).
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Table 1. Conditions for use ofthe monoclonal antibodies for immunoblotting ofrabbit bone 

enzymes used before antibody second antibodies specifically 

immunostaining designation identified 

and class GAGtypes 

Condroitinase ABC 2B6，IgGl biotin-F(ab')2 fragment C4SIDS 

goat anti-mouse IgG(H+L) 

Condroitinase ACII 2B6，IgGl biotin-F(ab')2 fragment C4S 

goat anti-mouse IgG(H+L) 

Condroitinase B 2B6，IgGl biotin-F(ab')2 fragment DS 

goat anti-mouse IgG(H+L) 

Condroitinase ABC 3B3，IgM biotin-F(ab')2 fragment C6S /COS 

goat anti-mouse IgM 
Condroitinase ABC 1B5，IgGl biotin-F(ab')2 fragment COS 

SDS-PAGE 

SDS-PAGE was carried out using a 5・20%

gradient cross-linked polyacrylamide gel with a 

discontinuous Tris-glycine system previously 

described by LaemmliI8>. The freeze-dried samples 

were dissolved in 10 ml of sample buffer containing 

2% SDS， 2.0 M urea and bromophenol blue marker 

to which dithiothreitol15 mg/ml (w/v) was added. 

Subsequently， they were heated at 950C for 5 min. 

A6・cmminislab system (Mighty SmalllI; Hoefer 

Scientific Instruments， San Francisco， CA， USA) 

was used to make gradient polyacrylamide gels 

with a thickness of 0.75 mm. Electrophoresis was 

carried out at 150 V for 60 min. After 

electrophoresis， the gels were stained with 0.025% 
(w/v) silver nitrate19>. The gels were washed three 

times with 25% (v/v) isopropyl alcohol for 60 min 

each and stained with 0.0025% (w/v) Stains-aHw>. 

The Stains-all solution was freshly made prior to 

use as follows: 30 mM  Tris， pH 8.8， containing 7.5% 

(v/v) formamide and 25% (v/v) isopropyl alcohol， 

with the volume made up to 100 ml to which was 

added 2.5 mg of Stains-alI in the dark， with stirring. 

The Stains-all staining was performed overnight at 

220C with gently shaking. 

goat anti-mouse IgG(H+L) 
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Western blotting 

The characteristics， specificity， and designation 

of the MAbs used， as well as the protocols， are listed 

in Table 1. MAbs 2B6， 3B3 and 1B521> were 
obtained from Seikagaku Corp. Immunoreaction of 

these MAbs relies on prior enzyme digestion of 

specimens with either chondroitinase ABC， B or AC 

11. These MAbs recognize the oligosaccharide stubs 

which remain on the PG core proteins after each 

enzymatic digestion. 

Immunotransfer analysis was performed using 

Horizon Blot (ATTO， Tokyo， Japan) with 39 mM  
glycine and 48 mM  Tris in a 20% (v/v) methanol 

solution (continuous buffer system) at a constant 

current of 1.5 mA per cm2 of the gel for 90 min. At 

the completion of the transfer， the excess protein 

binding sites on the transfer membrane (lmmobilon 

PVDF Transfer Membrane; Millipore， Bedford， MA， 

USA) were blocked with a blocking reagent (Block 

Ace; Snow Brand Milk Products， Tokyo， Japan) for 

18 h at 40C. The sheet was then washed three times 

with 10 mM  Tris・145mM  NaCI (TBS) containing 

0.05% Tween 20 (TBS・Tween)，pH 7.4， and 

incubated for 60 min at 220C with MAb 2B6， 1B5 or 
3B3 diluted 1:100 in 10% (v/v) Block Ace. The sheet 
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was washed three times with TBS-Tween and for at least 48 h at 40C to coat the wells with PGs 

incubated for 60 min at 220C with biotin-conjugated eluted in the fractions. The coated plates were then 

second antibodies (Zymed Laboratories， San washed three times with PBS containing 0.05% (v/ 
Francisco， CA， USA) as listed in Table 1; the 
antibodies were diluted 1:200 in 10% Block Ace 

prior to use. The sheets were then washed three 

further times in TBS-Tween and once in PBS， and 
then incubated for 30 min at 220C with horseradish 

peroxidase-conjugated streptavidin (Gibco BRL Life 

Technologies， Grand Island， NY， USA) diluted to 15 

ml/ml with PBS. The sheets were immersed three 

more times in TBS-Tween and once in TBS， and 

then incubated in 0.06% 4・chloro・1-naphtholin 

methanol 0.04% H202 in TBS， pH 7.5， for 5・30min 

at room temperature. 

Anion-exchαnge column chromαtogrα:phy of E-αnd 

G2・extrαcts

Approximately 500 mg ofthe freeze-dried E-and 

G2・extractswere separately dissolved 1.0 ml of 7.0 

M urea in 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4)， and 

filtered with a column guard (mesh size: 0.45μm， 

Millipore， Bedford， MA， USA). Each filtered 

solution was applied to an analytical column (4.6 

mm x 10 mm; PerSeptive Biosystems， Cambridge， 

MA， USA) filled with Poros 20 HQ resin (PerSeptive 

Biosystems). The column was equilibrated with the 

above urea-containing buffer， and eluted with a 

linear gradient ofNaCl (0・2.0M) in the same buffer 

at a flow rate of 1.0 ml/min using high-performance 

liquid chromatography (Pharmacia LKB Biotech， 

Uppsala， Sweden). The eluant was collected in 1.0 

ml fractions and protein concentrations were 

measured using values of absorbance at 230 nm. 

Each fraction was desalted using a PD・10column 

(Pharmacia Biotech) and freeze-dried to determine 

the levels of PG in the fraction using Western 

blotting. Enzyme-linked Immunosorbent Assays 

(ELISA) 

Aliquots (10μ1) from each fraction eluted from 

Poros 20 HQ column were placed in each well of a 

flat-bottomed microtiter plate (Becton Dickinson 

Labware， Oxnard， CA， USA)， and mixed with 100 

ml of Voller buffer (35 mM  NaHC03， 15 mM  

Na2C03， 3 mM  NaN3， pH 9.6). The plates were left 
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v) Tween-20 (PBS・Tween)，and then once with 0.1 

M Tris-HCl buffer， pH 8.0. The PGs were digested 

with chondroitinase ABC (1 mU/well) for 1 h at 

370C. They were then washed three more times 

with PBS-Tween， and the microtiter wells were 
then blocked using Block Ace at 220C for 60 min. 

The plates were washed three more times with 

PBS-Tween prior to immunoassay， and incubated 

with 2B6 antibody diluted 1 : 500 in 10% Block Ace 

at 220C for 60 min. After the wells had been washed 

three more times with PBS・Tween，the second 

antibody， diluted 1 : 500 in 10% Block Ace， was 

added to each well， and then incubated for 60 min at 

220C. Unbound antibody was rinsed out by washing 

three times with PBS-Tween， and horseradish 

peroxidase-conjugated streptavidin， diluted to 7.5 

ml/ml with PBS， was added to each well. The plates 

were incubated for 30 min at 220C. Unbound 

streptavidine was washed out by rising five times 

with PBS-Tween， and then once more with PBS. 
The enzyme activity bound to the antibody was 

measured using 0・phenylenediaminesolution as a 

substrate (10 mg 0・phenylenediaminedissolved in 

100 ml of 1 % methanol， and 10μ1 H202 added prior 

to use). After appropriate color development 

following 5・20min of enzyme reaction， the reaction 

was terminated adding 25μ1 H2S04， and the color 

intensity was measured at 492 nm on a 

spectrophotometer (Titertek Multiskan Plus; Flow 

Laboratories， McLean， VA， USA). 

Results 

Stαins-αII stαiningαndαntibody reαction of each 

extract 

Aliquots of the G1-， E-and G2・・extractswere 

electrophoresed on 5-20% gradient minislab gels 

and stained with Stains-all. As shown in Fig. 1a， 

several blue-stained bands appeared for the E・

extract， while the other two extracts stained pink 

except for a few blue-stained bands with the G2・
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Fig. 2. Poros 20 HQ column chromatogram of the E・

extract and ELISA using 2B6 antibody of the 

eluates. The protein concentrations were monitored 

using absorbance at 230 nm. The eluents containing 

C4S/DS-PGs were determined by ELISA using 2B6 

antibody after chondroitinase ABC digestion. The 

assay was performed using 96-microplates and the 

results were read at 492 nm. 

from the Poros 20 HQ column， aliquots of each 

fraction were added to the wells of the microtiter 

plate. After chondroitinase ABC digestion， the PGs 

in each well were analyzed by ELISA using 2B6 

antibody. 2B6・reactivePGs in the E-extract were 

identified in fraction nos 38 to 45， which eluted with 

0.8・0.9M NaCl coinciding with the third peak ofthe 

protein profile. 

20 10 

extract. 

On Western blotting， the PGs digested with 

chondroitinase ABC gave 2B6・reactivebands， 

indicating C4S/DS stubs on PG core proteins， 

corresponding to molecular masses of 

approximately 200 and 45 kDa in the E-and G2・

extracts， and approximately 200 kDa in the Gl・

extract， as shown in Fig. lb. 

Pαrtiα1 purificαtion of CS-PGs in E-extrαct 

The proteins in the E-extract were separated 

using a Poros 20 HQ column under denaturing 

conditions. The elution profile is shown in Fig. 2. 

To determine CS・PGsin all the fractions eluted 
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Fig. 1. SDS-PAGE and Western blotting ofrabbit 

bone extracts. (a) Stains-all staining ofthe Gl-， E-

andG2・extractsof rabbit bone; (b) Western blotting 

of those extracts by 2B6 antibody after 

chondroitinase ABC digestion. 
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Fig. 3. Stains-all and silver staining offraction nos 38 to 42 ofFig. 2. (a) Stains-all staining; (b) silver staining; 

lanes U， undigested; lanes D， chondroitinase ABC-digested. 
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fraction nos 39 to 41 and approximately 200 kDa in 

fraction nos 40 to 42， as shown in Fig. 4c. However， 

2B6・and1B5・reactivebands against PGs digested 

with chondroitinase AC 11 and chondroitinase ABC 

were not detected in all fractions. 
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1) Stαins・αIIαndsilver stαining 

Aliquots of fraction nos. 38 to 42 and those 

digested with chondroitinase ABC were separated 

bySDS・PAGE，and proteins stained with Stains-all 
and silver (Fig. 3). 

The broad Stains-all stained band between 120 

and 200 kDa in fractions nos. 38 to 42 disappeared 

after chondroitinase ABC digestion (lanes U and D 

in Fig. 3a)， and intact CS/DS-containing PGs were 

stained blue with Stains-all. After the PGs had 

been digested with chondroitinase ABC， a band 

appeared at approximately 45 kDa with silver 

staining after digestion， which could be core 

proteins of CSIDS-PGs (lane D in Fig. 3b). 

2) Antibody reaction 

Aliquots of fraction nos. 38 to 42 were 

electrophoresed after chondroitinase ABC， B or AC 

11 digestion， and transferred onto the membranes 

for immunoblotting with 2B6， 3B3 or 1B5 antibody. 

After PGs had been digested with chondroitinase 

ABC and B， the 2B6・reactivebands were identi白ed

at approximately 45 kDa in fraction nos. 39 to 42， 

and several bands appeared in the 45 to 50 kDa 

region in fraction nos. 39 to 41， as shown in Figs. 4a 

and 4b， respectively. On the other hand， the 3B3-

reactive bands of PGs digested with chondroitinase 

ABC were identified at approximately 45 kDa in 
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between 140 and 180 kDa in fraction nos 41 and 43 

disappeared after chondroitinase ABC digestion， 

indicating intact CS-containing PGs stained blue 

with Stains-all (Fig. 6a). After the PGs were 

digested with chondroitinase ABC， a band of 

approximately 45 kDa appeared with silver 

staining， indicating it could be core proteins of CS-

PGs (lanes 41 D and 43 D in Fig. 6b). 

Proteins in the G2-extract were separated using 

a Poros 20 HQ column under denaturing conditions. 

The protein elution profile was similar to those of 

the E-extract， as shown in Fig. 5. PGs were 

digested with chondroitinase ABC， and analyzed by 

ELISA using 2B6 antibody， for the E-extract. The 

2B6・reactivePGs in the G2-extract were identified 

in fraction nos 38 to 45 eluted with 0.8・0.9M NaCl， 

which were quite broad fractions compared with the 

profile of the PGs in the E-extract. 2) Antibody reaction 

Aliquots of fraction nos. 39 to 47 were 

electrophoresed after chondroitinase ABC， B or AC 

11 digestion， and transferred onto the membranes 

for immunobloting with 2B6， 1B5 or 3B3 antibodies. 

2B6・reactivebands， after digestion with 

chondroitinase ABC， were identified at 

184 

1) Stαins-αIIαnd silver stαining 

Aliquots of fraction nos 39 to 47 and those 

digested with chondroitinase ABC were 

electrophoresed and stained with Stains-all and 

silver (Fig. 6).The Stains-all stained broad bands 
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approximately 45 kDa in fraction nos 41 and 43， as 

shown in Fig. 7a. 1B5・reactivebands were 

identified at approximately 200 after 

chondroitinase ABC digestion， indicating core 

proteins of COS-PG， in fraction nos 41 and 43， as 

shown in Fig. 7b. . 3B3・reactivebands， against PGs 

digested with chondroitinase ABC， indicating core 

proteins of C6S/COS-PG， were identified at 

approximately 200 and 180 kDa in fraction nos. 41， 

43 and 45， as shown in Fig. 7c. On the other hand， 
2B6・reactivebands after chondroitinase B and AC 

11 digestion， indicating respectively core proteins of 

DS and C4S-PGs， were identified at approximately 

45 kDa in fraction nos. 41， and 43， and at 

approximately 45 kDa in fraction No. 41， as shown 

in Figs. 7d and 7e， respectively. 

Discussion 

Previous biochemical and analytical studies have 

identified several types of glycosaminoglycan (GAG) 

chains in rabbit bone proteoglycang9.II). However， 

the types of GAG could not be confirmed because the 

immunological techniques employed have yet to be 

fully developed. This study demonstrates the 

different types of GAG associated with PGs in the 

mineral and matrix phases of rabbit subperiosteal 

bone， using three MAbs， 2B6， 3B3 and 1B5， which 

are specific for the recognition of C4S and DS， C6S 

and COS， and COS chains on core proteins of PGs 

after certain enzyme digestions， respectively. 

Although a procedure for the sequential 

extraction ofbone proteins， involving the use of 4.0 

M GdnCl followed by 0.4 M EDTA with 4.0 M 

GdnCl， has frequently been used to isolate mineral-

Table 2. Differences the GAG chains between E-and 

G2-extracts 

Extract 

mineral-binding PG DS， C6S， 

G2・・extract

matrix-binding PG DS， C6S， C4S， COS， 
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binding prot旬ei泊nsa.r，.1ル川川1トM川，1仰1り).all solubilized materials 

present in both the mineral and matrix phases are 

extracted at the same time by this method. In the 

present study， therefore， a three-step extraction 

procedure6
•
13

) was used which was performed with 

4.0 M GdnCl (G1・extract)，and then 0.4 M EDTA 

without GdnCl (E・extract)，followed by 4.0 M GdnCl 

(G2・extract)，to separate the mineral-and matrix-

binding proteins. 

By utilizing the former， two-step method， it has 

been reported that prominent mineral-binding PGs， 

isolated from several animal species， are a small PG 

family which appear to consist of two types of PG 

with 45 kDa core proteins; one has two GAG chains 

(120 kDa; PG 1) and the other has one GAG chain (80 

kDa; PGII)'・5) On the other hand， Goldberg et aL 1.6) 

using the three-step protocol demonstrated that at 

least two types of small CS-PG were present in the 

mineral phase of fetal porcine calvaria; one class of 

PG (120 kDa) has a core protein (45 kDa) 

homologous to the 1・iduronic acid-rich 

proteodermatan sulfate， and the other PG (110 kDa) 

possessed two other classes of CS chain. Takagi et 

aL 7.8) also demonstrated PGs containing C4S and/or 

DS， having core proteins with a molecular mass of 45 

kDa， in the mineral and matrix phases of rat 

midshaft subperiosteal bone using the three-step 

method. 

In the present study， we showed that in the E-and 

G2・extractsof rabbit bone， there were four and two 
broad 120・200kDa bands， respectively， which 

appeared to be intact CS-PGs. On Western blot 

Table 3. Molecular masses of core proteins of CS-

PGs 

Mineral-binding PGs Matrix-binding PGs 

DS-PG 45KDa 45KDa 

C6S-PG 45KDa 

200 KDa 200 KDa 

C4S-PG N.D. 45KDa 

CoS-PG N.D. 200 KDa 

N.D. :not detected 
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analysis， the intact CS-PG in the E-extract were 

found to be predominantly DS-and C6S-PGs; C4S-

and COS-PGs were not detected. The molecular 

masses of the core proteins of the DS-and C6S-PGs 

were approximately 45 and 200 kDa， respectively， 

after chondroitinase ABC digestion. The DS・and

C6S・PGsfound in the E-extract may be different 

from the mineral-binding PGs found in recent 

biochemical studies offetal porcine calvarut'J and rat 

subperiosteal bone7刈usingthe three-step extraction 

technique; these studies demonstrated the presence 

of C4S-PG in the E-extract. The present study also 

demonstrated C4S-and/or DS・(mostlyDS)， COS and 

C6S早Gsin the G2・extract;a major one is DS-PG 

and others are C4S-， C6S・andCOS-PGs. The 

molecular masses of the core proteins of these PGs 

after chondroitinase ABC digestion are 

approximately 45 kDa (DS-and C4S-PGs) and 200 

kDa (C6S・andCOS-PGs)， respectively. 

Takagi et al.7J demonstrated immunocyto・

chemically that C4S and/or DS-PGs were present in 

the wall of osteocyte lacunae and bone canaliculi in 

the mineralized matrix， as well as in the un・

mineralized matrix， such as pre-bone (osteoid)， 
vascular canals and pericellular matrix surrounding 

the osteocytes. Therefore， the observation of a 

significant difference in molecular mass between the 

two core proteins， 45 and 200 kDa， may indicate that 

the former population corresponds to the small PGs 

of bone not closely associated with the mineral 

phase， such as pre-bone and the pericellular matrix 

surrounding the osteocytes， and that the latter may 

correspond to a high molecular mass PG found in 

soft connective tissue. 

In conclusion， the GAG chains and molecular 

masses of the core proteins of CS/DS-PGs in the 

mineral and matrix phases of rabbit bone are 

summarized in Tables 2 and 3. We have shown that 

the mineral-binding PGs contained mostly DS and 

C6S chains on the core proteins of 45 and/or 200 kDa 

but not C4S chains， which were different from the 

results for CS chains ofbovinel.5J and porcine6J bones 

and C4S/DS chains of rat bone7
•
8J

• On the other 

hand， the matrix-binding PGs contained mostly DS， 

C6S， C4S and COS chains. Moreover， we have 

186 

identified the presence of small number of intact 

mineral-and matrix-binding CS/DS-Pgs with 

molecular masses of 120・200and 140・180kDa， 

respectively. The differences in the distribution of 

several CS-containing PGs in rabbit bone may be 

important for the regulation of the bone matrix 

assembly upon initiation of calcification and crystal 

growth. 
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研究報告

凍結乾燥神経移植に関する実験的研究

一長距離神経欠損に対する同種神経移植につい

ての検討ー

本研究は腫疹切除手術などによる長距離神経

欠損に対して神経修復を目的とし、従来に無い

長さ 40mmの凍結乾燥同種神経移植において

再生神経線維が Schwann 細胞基底膜の消失後

も進展できるのか、進展し回復するとすればど

の様になるのかについて検討した。

実験はニュージーランドホワイト種ウサギよ

り坐骨神経を採取し、凍結乾燥処理を行った後、

日本白色種ウサギの左側大耳介神経の欠損部に

長さ 40mmの凍結乾燥神経片を用いて同種移植

した。対照として右側に自家の坐骨神経を採取

し、新鮮自家神経移植片を用いて移植した。手

術後 12，18，24，30，48週に刺激電極は移植部

の末梢端縫合部より 10mmの末梢側に、記録電

極は中枢端縫合部より 10mmの中枢側に設置し、

神経複合活動電位を導出し、神経最大伝導速度



( s.c.v.) を算出した。測定後、移植片を摘出

し、通方より固定を行い、 sp u r r r e s inに包埋

した後、薄切切片を作成した。その後、光学顕

微鏡による観察を行い、画像をコンビュータ

に入力し、単位面積あたりの有髄神経線維数を

計測した。続いて電子顕微鏡による観察を行い、

これらの画像をコンビューターに入力し、髄鞘

厚径、有髄線維の髄鞘外形周囲長と軸索ー周囲長

などを計測した。さらに形態学計測結果と s.c.v.

との相関係数を求め、両者の関連を解析した。

その結果: 1 .凍乾移植群および自家移植群にお

いて両群ともに移植 12週後に活動電位が導出

された。再生神経の伝導速度は，移植後 12週に

おいて凍乾移植群は平均 24.96+1.37m/secで，

自家移植群は平均 30.86土 5.64 m-/ s e cであり

凍乾移植群は自家移植群より遅かった。その後，

両群ともに伝導速度が増大し，移植後 48週にお

いて凍乾移植群は平均 36.13+3.80m/secで，

自家移植群は平均 42.07土 3.91m/secであり，

両群聞の差は減少している傾向が認められた。



2 .光学顕微鏡所見では両群ともに，経目的に単

位面積あたりの有髄神経線維数が増加した。ま

た，自家移植群と比較して凍乾移植群では小神

経線維束を形成しているのが認められた。

3 .透過型電子顕微鏡所見では，凍乾移植片内に

おいては再生有髄神経線維が円形あるいは楕円

形の形態を呈しているのが認められた。さらに

再生神経線維を取り囲む再生周膜様細胞および

これらにより小区画を形成しているのが多数観

察され，経目的に大きくなるのが認められた

これに対し，自家移植片内においては再生有髄

神経線維は楕円，馬蹄形などさまざまな形態を

呈し，再生過程に小区画化は認められなかった。

4 .自家移植群において神経伝導速度と高い相

関係数を示したのは神経線維の髄鞘外形周囲長，

髄鞘厚径，有髄軸索周囲長と髄鞘外形内面積で

あった。凍乾移植群においては神経伝導速度と

高い相関係数を示したのは神経線維の有髄軸索

周囲長，髄鞘外形周囲長，髄鞘外形内面積と有

髄軸索面積であった。



。

以上のことより，長さ 40mmの凍結乾燥同種

神経移植においても形態学および電気生理学的

に良好な神経再生が認められた。また，再生神

経線維における有髄神経線維の軸索周囲長およ

び髄鞘外形周囲長の計測は機能評価にもっとも

近似していることが示唆された。
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VI.研 究 報 告(日本語、又は英語で書いて下さい。 2.000字程度で記載して下さい。)

objectives: 官官effectof conditioning using 10 % phosphoric acid both in the Ca-
content on血.edentine surface and in the efficacy of血edentin bonding sys也mwas

examined. 

Methods: The Ca-content on the dentine surlace was measured with an energy 

dispersion electron microanalyser (EDS) mounted on a scanning electron microscope and 

the residual Ca-content after conditioning was presented in per cent to血aton出e

unconditioned dentine. The efficacy of the dentine bonding sys旬mcomposed of a 

dentine primer of glyceryl me血acryla旬 (GM)or a 2-hydroxyethyl methacrylate (2・

HEMA) solution and a commercial dentine bonding agent containing methacyrloxydecy 1 

dihydrogen phosphate was examined by measuring the wall-to-wall polymerization 

contraction gap width of a commercially available light-activa旬d児sincomposite 

restored into the cy lindrical dentine cavity in an extracted human tooth. 

Results:・百leCa-content in the dentine was rapidly reduced to 62.12 % of血e

unconditioned dentine by the 10 % phosphoric acid conditioning even when the 

conditioning time was as short as five seconds. Complete marginal adaptation was 

obtained only in the positive control group in which the cavity was conditioned by the 

0.5molfL ethylenediaminetetraacetic acid (EDT A) for 60 sec and primed with th'e GM 

solution. In addition， the contraction gap width increased in corporation with血e

reduction of the Ca-content both in the GM and 2-HEMA priming groups. 

Conclusion: 官官dentineconditioning using the 10 % solution should be avoided 

clinically because the dentine cavity wall rapidly decalcifies and the resin composi飽pas飽

is apt to separate from the decalcified dentine cavity wall easily. 
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10%リン酸水溶液を用いたデンテインクリーニング後のCa残存量と

象牙質接着性の相関

演題 8-29

久

Effect of decalcification of dentin on the efficacy of dentin adhesive 
-Cleaning time with 10%H3P04 solution v s contraction gap width of resin composite 
in dentin cavity -
()J.WU， T. YAMASHITA， 
(Showa University) 

久光

S.WAKUMOTO and H.HISAMITSU 

。呉建、山下隆史、伊藤和雄、和久本貞雄、

K.ITOH， 

昭和大・歯・保存 11
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【緒言】回転切削器具によって形成された胃壁にはスメア一層が付着し、これがレジン材料

の接着を阻害するために接着操作に先立って除去すべきであるという理論はすでに広く認擁

されている.すなわち、エナメル質寓壁に付着したスメア一層は40%リン酸によって除去

するのと同時に小柱構造に基づくマイクロアンダーカットを形成して、機械的様合効力によ

る接着効果を期待する手法が臨床的にも広く実践されている.一方、象牙賀寓壁に付着する

スメア一層の処理法についてはいまだに諸説が入り乱れており、統一された理論は見られな

い.我々はすでにスメア一層除去に用いられる酸や酸性モノマーによって象牙質富壁が軟化

される程度に比例して接着性が劣化していく事実を確認し、報告した.すなわちEDTAによ

ってスメア一層が過不足なく除去された場合にのみコンポジットレジンと象牙質寓壁との聞

に完全な適合性が観察され、酸によって不必要に寓壁が脱灰されると、コンポジットレジン

ペーストは重合時に寓壁から離れて収縮し、寓壁とコンポジットレジンとの聞にはコントラ

クションギャップが形成される.さらに、このような接着の不成立は常に両者の接着界面に

のみ形成され、被着体に関する限り接着の成否は象牙質寓壁の物理化学的表面性状にのみ影

響されていると考えられる.本研究では、このような相聞をさらに化学的に確証するために

クレンザーとして10%リン酸水溶液を用い、象牙質表層Ca量と接着性の相関を検討した.

【材料と方法】象牙質寓壁の脱灰が接着性に与える影響は、 10%リン酸によって5秒から

60秒間清掃された象牙質円柱寓洞内!こ35%glycerylmethacrylate(GM)または35%

HEMA水溶波によるプライミングを施し、 ClearfilPhoto Bondを塗布して填呈された可視

光線重合型コンポジットレジンSilux Plusのコントラクションギャップ帽を比較計測する

ことによって評価した.また、象牙質寓壁のCa量の変化はヒト抜去大臼歯唆合面を平坦に

削除して作成した象牙質平面の半分を粘着テープで被覆し、同様に10%リン酸を用いて5

秒から60秒間処理した後にアルコール脱水、カーボン蒸着を施し、走査型電子顕微鏡に装

着したエネルギー分散型潟県マイクロアナライザーによって清掃面、非清掃面のCa比を計測

することによって評価した.

【結果および考察】 EDTAによって60秒間処理された象牙質面のCa議度は未処理面に比較

して83.6%のCaが残存し、続いてGMによって寓洞をプライミングした場合にのみ完全な辺

縁適合性が確認された.しかしながら、 10%リン酸によって寓洞を処理した場合には5秒間

の処理でCa量はすでに約60%1こまで減少し、さらにこの残存Ca量は処理時間の延長ととも

に一次相関的に減少した.さらにこのようなCa量の減少とともにコントラクションギャッ

プの幅も有意に増大し、 60秒間の処理ではGMおよびHEMAプライミングでそれぞれ寓洞直

径に対して0.145および0.073%の帽のギャップが認められた.したがってコンポジットレ

ジンと象牙質寓壁との完全な適合性を獲得するためには象牙質面のCa量を出来るだけ減少

させることなくスメア一層のみを除去することが重要であり、たとえ短時間でも10%リン

酸による処理は不適切であると考えられた.
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II.過去の研究歴

• 112. 10.21 来日

一一日4.4.1"-H5， 3.31 日本大学歯学部 聴講生〈歯科理工学教室〉

一一H5.4.1 "-現在 日本大学歯学部助手 (歯科理工学教室)

m.過去の研究実績

ー1.石こう模型の表面精度に関する研究 ーアルジネート印象材と硬質石こうとの組み合わせによるL
石こう模型の表面アラサの光学式測定器による測定一 歯科材料・器械 Vo1. 11， No. 5， 1992 

-2  鋳造体の表面性状に及ぼす鋳造用埋没材の影響について 日大歯学 Vo1. 67， No. 1， 1993 
-.3. チタンのろう付けに関する研究 第 I報市販ろう材の組成とろう付け引張強さについて

; 歯利材料・器械 Vo1. 14， No. 2，1995 

N.本年度の研究業績

(1)学会、研究会等においての口頭発表(学会名・内容)

1.第 27回日本歯科理工学会 1I8. 4. 21"-22 
チタン鋳造川埋没材に関する研究 一埋没材の熱伝導率について一

節28回日本歯科理工学会 1I8. 9. 22"-23 
チタン鋳造体の研磨に関する研究 一粒子の形状と研磨面について一

(2) 
4. 

日本大学歯学会平成8年度大会 H8. 11. 30"-12. 1 
チタンと各種セメントとの接着強さに関する研究

第 10凹歯科チタン研究会 119.1.9，，-10 
鋳造体反応Jf!jに関する研究 一埋没材とグラファイト鋳型との比較ー

| 日大歯学 Vo1. 70， No. 5， 1996 

12 チタン…サけ巾

性

日大歯学 Vo1. 70， No. 5， 1996 

V.今後の研究計画及び希望

[ ニッケルを含まないTi-Zr-Cu合金系の歯科用チタンろう材の開発を行っている.ろう材の作製には，

l赤外線照射器を用いたが，試作ろう材中に微細な気泡などが観察された.そこで，現在ろう材の作製
一方法として，プラズマ放電焼結機 (PA S) を用いる方法やチタン鋳造機のノレツボを改良してアーク・

ー放電による方法などについて検討中である.さらに，ろう材組成を大きく変化さた場合についても検，

型竺7'A"Z'ふる一 一一一一一一一 ー← l



羽.研 究 報 告(日本語、又は英語で書いて下さい。 2，000宇程度で記載下さい。)

t'\l~ 

四.指導教官の意見

! ---チ子戸ほぐ軟質なものから硬質なものまであり， 口腔内の金属修復物をす.ベてチタンで、作製ナる L

|ことが可能な金属である さらに，現在のところ金属アレルギーの報告もないことから，生体に対し!

「て安全な材料であると考えられる.チタンを歯科用金属材料として広く普及させるためには，多方面7
4からの検討が必要であるが，クラウン・ブリッジに利用するためにはろう付などによる加工技術が必ー
!要条件である.

l 沈凌さんの取り組んでいる新しい歯科チタン用ろう材の開発には，多くの期待が寄せられている
「すなわち，現在市販されているチタン用ろう材は，構造，ろう付引張強さ，耐食性および融解拡散後ア

」の状態の測定・観察結果から，ろう付引張強さは十分であるがニッケノレを含有することや積層ろう材 L
lによる不均一性などの問題点がある.そこで，ニッケルを含まないろう材を試作しいるが，高温で活 l
l性なチタンを基材とするため，ろう材の作製には，酸化防止，減圧およびろう材の拡散などが必要な(
ーことが判明した そこで 今後 沈凌さんの益々の研鎖によって，所期の目的に叶ったろう材の作製「

」方法の確立と本研究が早期に完結されることを期待したい.



研究報告書

平成9年3月 10日

沈凌

新しい歯科用ろう材の開発

1. はじめに

チタンは，耐食性，機械的性質および生体適合性などに優れ，歯科修復用材料として有

望な金属である. しかし，歯科領域にチタンが応用されてからまだ日が浅く，この材料を

さらに広く普及させるには，鋲j造-時にチタンとの反応性の低い鋳造用埋没材の開発や鈎造

修復物の接合方法すなわち，ろう付の検討などが必要で，前者については，マグネシア系，

グラファイト系などを基材とした検討が行われているが，後者については検討が始まった

ばかりである.

現在、チタンのろう付に使用されているろう材は、TiとNi-Cu合金を積層したろう材が用

いられている 1)が、梢:成成分のMは皮膚や粘膜に対してアレルギーの問題2)があり、また，

積層ろう材は，短時間の融解では拡散が不十分でろう材が不均ーとなる場合があった3¥

さらに， 0.1 M温化ナトリウム溶液中における電気化学的挙動からの検討では， Ni含有ろ

う材で， Niの溶出が疑われた4)そこで、 Niを含まないTi-Cu-Zr合金によるろう材を試作

し，そのろう付引張強さおよびろう材の反射電子像について検討した.

2. 実験材料および方法

試作ろう材は、工業用ろう材T-5000(東京ブレーズ)を基準に図 1に示す6種類とした=

ろう材の作製には、試薬の粉末Ti、CuおよびZrを既定の割合で混合し、アルゴン雰囲気の

赤外線ろう付器 (11GBTSOLDER :コベルコ科研)を用いた。
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試作ろう材のろう付引張強さは，純チタン棒 (φ2.4X 20mm JIS 3種:神戸製鋼)を

用いて突き合わせろう付を行い，その引張試験から求めた.すなわち，純チタン棒を，精

密切断機にて切断したのち，切断片を超音波洗浄器によって洗浄して，ろう付-用母:材とし

た.ろう付は，母材をクリップにて固定し，ろう付間隙O.05mmとし，試作ろう材10mgを置

き赤外線ろう付・器を用いて行った.ろう付後、母材に流れた過剰なろう材を旋盤にて除去

したのち，ろう付試験体を万能試験機 (TCM-5000A:ミネベア)を用いてクロスヘッドス

ピードlmm/minの条件で引張り、その平均値を求め，ろう付引張強さとした。

:3 .結果および考察

図2に試作ろう材のろう付引張強さを示した.引張強さは，試作ろう材No.:iが:Hf).7

MPa (最大値::i82. 8MPa) と最も高い値を示した.その他の試作ろう材では， 2:W-----2f)fi 

MPaで、あった.

現布，使用されている歯科用チタンろう材のろう付引張強さが， 510-----4:30MPa1)で、あるこ

とから試作ろう材の引張強さは低い値で、あった.この理由として，次のことが考えられ

た.すなわち，基準とした工業用ろう材T-5000のろう付引張強さが， :381MPa5)で、あるのに

対して，同一組成の試作ろう材No.Oが250MPaで、あったことから，試作ろう材の作製方法に

問題があるものと考えられた.そこで，試作ろう材を樹脂に包埋して，空隙の有無や金属

組成について反射電子像から検討した.

図3に試作ろう材の反射電子像を示した.これらの写真から試作ろう材には，多くの空

隙が観察された.また， No.:3では，明確な濃淡差が観察された.これらの濃淡部をX線マ

イクロアナライザーによって定量分析した結果， Aの部分は純チタンであることが判明し

た.すなわち，今回作製した試作ろう材では，チタンが完全に拡散せず，さらに，作製中

におけるアルゴ、ンガスの巻き込みや酸化物などによると考えられる多くの空隙がみられた.

以上から，チタンろう材の作製に当たっては，作製時より酸化防止および減圧などの環

境条件について詳細に検討する必要があると考えられた.
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4.結論

Ti-Zr-Cu合金からなる 6種類の試作ろう材を作製し，そのろう付引張強さを測定した結

果，次のような結論を得た.

1. ろう付引張強さが最も強いろう材は， No.:~のTi ， Zrおよひ、Cuをそれぞ、れ， 45，25および

:-35wt%とした組成であった.

2.上記ろう材を用いたろう付引張強さは， :315.7MPaで、あった.

:3 .試作ろう材には，多くの空隙が観察された.
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図3. 試作ろう材の反射電子像
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VI.研 究 報 告(日本語、又は英語で書いて下さい。 2，000宇程度で記載して下さい。)
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容株安単医単部宿直堂教室耕犀茸一教樗筈が人蝿踊より伶離し以後21年間継代培養されてきた抗

酸蘭M_HI-7S (HI-75)手用い‘教樫の指導のも止に一作年来動物実験を行ってきた。これは抗酸菌

感染による末梢神経病変はハンセン病に特有とされされ、しかもらい菌は培養出来ない菌とされてい

る事の正誤を明らかにせんがためである。つまりらい菌は培養不可能の菌とされているので培養され

た抗酸菌によってらい菌によるものと同様の病変が起こせればすなわち唯一らい菌のみが神経病変を

起こす抗酸菌であるとする定説、あるいはHI-75とらい菌が無関係とする報告のいずれかに修正をせ

まるものだからである。従ってヌードマウスに接種された今回用いた菌と閉じHト75の末梢神経での

増殖と神経炎発症に関する佐々木等の報告はらい菌による病変の理解の上で重大な意義を有するもの

であるが以後顧みられる事に乏しかったため今回その重大性を鑑み追試とその実験方法の改良を試み

たわけである。つまりSkinsnes、Matsuo等によりらい腫から分離され、らい菌として報告され、

Stanford等によりM.scrofulaceum(MS)とされた抗酸菌Hト75が上記佐々木の報告以後10年を経

現在も神経病変を起こす能力を有する事を確認し、よ記の問題点について今磁積討すべき宇段の改良
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Vll.指導教官の意見

海米提君は1994年4月以後杏林大学医学部病理学教室にて研究生として業務や研究を体験して来

ましたが、その中で興味を示したのは前記の実験と研究に関するものでした。彼が体験した研究とは

我々の教室で培養を続けている抗酸菌Hト75を用いるものでこの実験的末梢神経病変はらい菌のみで

しか起こせないとされていた病変を培養された抗酸菌によっておこしたものでハンセン病の病因理解

の上で極めて重要な研究と言えます。彼の故郷ウイグル自治区はいまだにハンセン病患者が少なくは

ないところでありますから、彼の研究は故郷でも続行が可能と考えています。彼は人格、研究心、と

もに優れた一面をもっ人物であることは勿論、既に卒業校において10年間実験病理学の研究と教育

の実績を持っておりますのでこの研究をもとにして学位を取得し帰国後昇進の道が聞かれるならば必

ず母国における有為の人材の育成に寄与すると確信しています倦う
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1.顧健:Acetylspiramycin錠剤の溶出率及ぴ生物学的利用率に関する検討.第 1回全閏病院砦い薬剤師俸

秀論文報告学術会議，1991年11月.北京. (二等賞)

2.顧健，湯浅博昭，松田憲治.林祢生. ~，畦辺淳: ラットにおける!)-フルオロウラシルの牛物単的利用率

の変動性に関する検討.第5回日本病院率掌令年令..199!1年7同??R -?~阿 賀官

N.本年度の研究業績

(1)学会、研究会等においての口頭発表(学会名・内容)

顧健.湯浅博昭. ~，惇辺淳: ラット11、腸におけるらフルオロウラシルの初日指J商社謝 同本率堂会館117年

会.1997年3月26日ー28日(予宗). 

(2)学会誌等に発表した論文 無 . @ (雑誌名・論文名)
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F!astrointestinal absorntion of ιfl11oro11r::l('I 1 in r::l代 ;nv;vn. R;n/_ Pharm. Rl1ll.. Hl lM:)4 

1498. 1996. 

V.今後の研究計画及び希望

5-フルオロウラシルの初回通過代謝における肝臓と小腸の相対的寄与および持与量依存件を明らかにし.牛

物学的利用率および薬効の変動との関係を探りたい.また.イl毎十課程終了絡.博十課稗に准掌L. ~らに研

究経験を積むと共に.先端的学問の修得に努めたい.



羽.研 究 報 告(日本語、文は英語で書いて下さい。 2，000字程度で記載して下さい。)

5-フルオロウラシル(5一同)は経口抗癌剤として利用されているが，生物学的利用率(消化管から血紫中へ

の移行率)の低さと変動性に起因していると考えられる個体間および個体内での薬効の変動が問題とされて

いる.生物学的利用率にこのような問題を生じる原因としては， (1)腸管からの吸収性(腸管摸透過性)の，

問題と (2)循環血に到達するまでの代謝分解(初回通過代謝)による消失の問題が考えられる.我々は，そ

の原因を明らかにし， 5-町を用いた経口療法の改善のための基礎情報を得るために研究を進めてきている.

我々は，ラット腸管潅流法を用いた検討により， 5-刊の腸管吸収は良好である可能性が高いことを既に報

告している.本年度， in vivo実験法を用いてさらに詳細な検討を続けた結果，能動輸送の関与により若干

の投与量依存性があるが，治療域を含む広い投与量範囲で5-刊の吸収は良好で，吸収率はほぼ100切に達する

ことを示すことができた (Bio1.Pharm.良111.，19， 1494 -1498， 1996) .したがって， 5-FUの生物学的

利用率の問題は，主に.初回通過代謝の問題に起因しているものと考えられる.

一方，初回通過代謝の問題についても平行して検討を進めてきており.生の第5回病院薬学会年会(1995

年7月22日ー23日.東京)において.肝臓だけでなく腸管組織においてもS-FUの代謝が起こっている可能性が

あることを指摘したが.本年度.腸管濯流法を用いた宴験により腸管での代謝について検討した.実験には

Wistar系雄性ラット(約260f! .非絶食)を用い.urethane麻酔下で.小腸中喪部10cmを0.15ml/minの流

速で一回濯流しながら腸管膜静脈血を採取した.また.採血による失血を補うため.大腿静脈より輸血した.

定常状態での潅流液中及び血紫中5-FU濃度をHPLC法 (UV検出)により測定し.吸収率(管腔からの消失率)

と血中への出現率を求めた.その結果.腸管膜静脈血中には腸管腔から消失した5-FUの約50唱しか出現しな

いことが明らかとなった.残りの約50略は腸管組織内で代謝により消失しているものと考えられる.現在.

5-即の腸管での代謝の濃度(投与畳)依存性などについて.さらに詳細な検討を続けており.日本薬学会第

117年会(1997年3月26日-28日)にて発表予定である.

以上のように.5-FUの腸管での利用率(代謝きれずに通過する割合)は50免程度であることが明らかと

なったが.生物掌的利用率(循環而中への到達率)は2S%程陪であ什肝臓での初岡高禍代謝も鉦視できな

いと老去られる.今待. S-FIJの初同J甫 J品イぞ，謝における肝臓 ~/I、臨の相対的容与および枠与量依存件等につい

て検討し生物単的利用率および薬効の悲動左の関係争明らかにしてい〈ことが，1%、専であると老去られる.

VII.指導教官の意見

顧健きんは.単習.研罪責欲が昏かであ均.また非常に勘納である.日本人の芸い単牛が研罪宰に現れな

い午前中の時間に、すでに実験を開始している等もしばしば県られる.研境買時代から昂算して3年近く当

研究室で研究に従事しているが.最近は.日本語も格段に上達し.日本人学生ともよく協調.協力して.上

記の研究報告にあるように.着実に成果を上げつつある.伺より自分の実験のテーマをよく理解し.直接の

指導している湯浅博昭助教授とよく打ち合わせを行っているのがよい結果を生んでいる原因であるとみられ

る.また.本年度は.貴協会からの助成が頂けたことも本人にとって大きな励みとなったものと思われる.

今後も変わらず努力を重ねて研究を実らせると共に.将来.日中の友好.協力に貢献できる人材に育つこと

を期待する次第である.
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Dose-Dependent Gastrointestinal Absorption of 5・.Fluorouracilin Rats 
in Vivo 
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Jun W ATANABE 
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Dose-dependent gastrointωtinal absorption of 5-f1uorouracil (5・FU)was kinetically evaluated in rats in vivo 
by analy.zing gas位。intestinaldisposition after orlll administration， where a Iinear model assuming first-order gastric 
emptying followed by first-order intestinal absorption was fi “e叫dtωoremaining fraction versu.附stime pro白創le凶sfor the 
stomach and small intestine to estimate the rate constants 0ぱfga鎚s甘耐icempt旬ying(“kJ and intestinal absorption (.併k.)
With a佃ni加目c町re伺asein dose from 1.5 nmollrat (.Iow dose) to 15μmollrat (high dose)， the k. decreased from 5.95 to 
0.55 min -1， suggesting the involvement of carrier-mediated transport. This study is the first to demonstrate the 
dose-dependent gastrointestinal absorption of 5・FUin vivo， though it has long been suggested in situ and in vitro. 
Meanwhile， at加ththe low and high doses， the kg values， which were unaffected by dose (0.069 and 0.082 min -1， 
respectively， for the low and high doses)， were smaller than the k. values by an order of magnitude or more and 
the recovery of 5・.FUwas negligible， comp釘edwith that of inulin (a nonabsorbable marker)， in the most distal 
segment of i1eum. These results suggest that， regardl附 ofdose， 5・FUis highly absorbable in a gasiric emptying圃
Iimited manner. Thus， well-publicized bioavailab日ityproblems (.Iow and erratic) of 5・.FUmay be attributable to 
extensive and variable first-pass metabolism rather than poor and variable gas仕ointestinalabsorption. 

Key words intestina1 absorption; 5・ftuorouraci1;dose dependency; rat; carrier-mediated transport; gastrointestinal 
disposition analysis 

5・・Fluorouracil(5・FU)has been widely used in the 
treatment of solid tumors， such as breast and' gastro・
intestinal cancers， and is clinically available in oral dosage 
forms.1) However， the bioavailability of orally adrnin-
istered 5・FUin humans is reportedly low and erratic 
(0ー74%).2)Carrier-mediated transport， which can cause 
dose-dependent variability in gastrointestinal absorption 
(absorption rate constant and fraction absorbed)， has long 
been suggested to be involved in the intestinal absorption 
of 5・FUand suspected to be at least in part a source of 
the problems.3-12) However， this remains unconfirmed 
with little information about 5・FUabsorption in vivo. 
In an effort to determine the sources of the bioavail-
ability problems of 5・FU，we kinetically evaluated the 
dose-dependent gastrointestinal absorption of the drug in 
rats in vivo by gastrointestinal disposition analysis.13) 

MATERIALS AND METHODS 

Chemicals [3H]5・FU(555.0 GBqjmmol)，. [14C]inulin 
(96.0 MBqjg) and Scintisol， a scintillation cocktail， were 
purchased from Dupont-NEN Co. (Boston， MA， U.S.Aふ
Soluene・350，a tissue solubilizer， was purchased from 
Packard Instrument Co. Inc. (Meriden， CT， U.S.Aふ
Unlabeled 5・FU何TakoPure Chemical Industries， Ltd.， 
Osaka， Japan) was commercially obtained. All other 
reagents were of analytical grade and commercially 
obtained. 
Dosing Solutions The dosing solutions， containing 
0.01 (low dose) or 10 (high dose)mM 5・FUwith a trace 
amount (404 kBqjO.728 nrnol/ml) of [3H]5・FUand a 
trace amount (33.7kBqj0.4mg/ml) of [14C]inulin， a 
nonabsorbable marker， were prepared in saline (0.9% 
NaCl solution). 
Gastrointestinal Disposition Experiments Male Wistar 

* To whom correspondence should be addressed. 

rats， weighing about 300 g and fasted overnight， were 
given an oral dose of 1.5nmol/O.15mljrat (low dose) or 
15μmol/1.5 ml/rat (high dose) of 5・FUusing a gastric 
tube. The rats were then left free in a metabolic cage at 
th巴ambienttemperature of 25 oC， and sacrificed at 5， 10， 
20， 40， or 60 min after dosing by puncturing the heart 
under ether anesthesia to sample the gastrointestinal 
contents and tissues of stomach， duodenum and three 
equallengths of small intestinal segments Gejunum， midgut 
and ileum) as described in our previous report.13) After 
adding the appropriate amount of saline， the gastro・
intestinal contents and tissues were homogenized， and a 
portion of each homogenized sample was solubilized for 
the determination of radioactivity as also described 
previously，13) using Soluene・350(1 ml) as a tissue solu-
bilizer and Scintisol EX-H (5 ml) as a scintillation cocktail. 
The remaining fraction (FR) of 5・FUin the gastro・
intestinal tract of each segment was estimated to be the 
sum of that in the contents sample and that in the fluid 
adhering to the tissue. The volume of adherent fluid was 
estimated from the amount of inulin associated with the 
tissue. 
As discussed earlier，13) assuming that the apparent 
intestinal membrane permeabi1ity clearance (CLapp) and 
the average intestinallumen volume for unit length (Vav) 
are constant along the small intestine， the intestinal 
absorption can be described as a first-order process with 
a rate constant of ka・Therefore，further assuming that 
the gastric emptying is described by a first・orderrate 
constant of kg， and that the gastric absorption and the 
transfer from the small intestine to the large intestine are 
negligible， the same model equation as those for a linear 
compartment model consisting of the stomach and small 
intestine compartments can be used to describe the 
remaining fraction of dose in the stomach (FRs) and small 
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intestine (FRsi) as follows: 

FR，=e-k." 

12H20， 47.0mM KH2P04， 101.0mM NaCl， pH 6.4) and 
added with [14CJinulin as a nonabsorbable marker， into 

(1) 
a 5・cmintestinal (midgut) loop. Fifty microliters of the 

FR'i =(e-k." -e-k"')/(1-kJkg) (2) bile sample was placed in a counting vial， to which 5 ml 
of Scintisol was added for radioactivity determination. At 
the end of experiments， 5-FU remaining in the intestinal 
lumen was also determined to evaluate 5・FUabsorption 
(disappearance) from the 100p.15.16J 

Equations 1 and 2 were simultaneously fitted to FRs and 
FRsi data， which were corrected for (normalized 切 the
total fraction of inulin recovered from the gastrointestinal 
tract， for 5・FUto estimate ka and kg， using a nonlinear 
regression program， PCNONLIN (Scientific Consulting 
Inc.， Apex， NC)， and weighted according to the reciprocal 
of the variance. 
Pharmacokinetic Analysis of Plasma Concentration 
Data Male Wistar rats， weighing about 300 g and fasted 
overnight， were cannulated in the right jugular vein und巴r
light ether anesthesia. After regaining consciousness and 
allowing a recovery period of 1 h， each rat was orally 
(through a gastric tube) or intravenously (through the 
cannula) given a low dose (1.5 nmol/O.15 ml/rat) of [3HJ5・
FU， and left free in a metabolic cage at an ambient 
temperature of 25 oC; 100μ1 of blood was taken period-
ically through the cannula and placed in a centrifuge tube 
containing 5 units of heparin and centrifuged for 3 min 
with a Microfuge E (Beckman Instruments， Inc.， Palo 
Alto， CA， U.S.A.) to obtain plasma. The plasma (20μ1) 
was placed in a counting vial to which was added 3 ml 
Scintisol， to determine the radioactivity with a liquid 
scintillation counter (LSC・1000，Aloka Co.， Tokyo， 
J叩an).
Plasma concentration (C) versus time (t) profiles of 
5・FUwere analyzed by a one-compartment model with 
first・orderabsorption， where the plasma concentrations 
after oral and intravenous administration are described 
by Eqs. 3 and 4， respectively， 

C=A' e- k• ,., 

c d-F'-k:.gJa} =一一一ニーーニ・ (e-"CI"-e-"a")
(k~-k.l) ‘， 

(3) 

(4) 

where ke" k~ and凡 arethe elimination rate constant， 
the apparent absorption rate constant and the fraction 
absorbed， respectively， and A is a constant. The values of 
A and ke( were estimated by fitting Eq. 3 to the concen-
tration versus time profiles after intravenous administra-
tion using a nonlinear regression program， PCNONLIN. 
With the values of A and ke( fixed， the values of にand
凡 wereestimated by fitting Eq. 4 to the concentration 
versus time profiles after oral administration. 
Gastric Absorption Male Wistar rats， weighing about 
300 g and fasted overnight， were anesthetized with 
urethane (1.25 g/kg， i.p.)， and a low dose of 5・FUwas 
administered to the stomach， which was ligat巴dat the 
cardia and the pylorus. 5・FUremaining in the gastric 
contents was determined 60 min after administration as 
described previously.14J 

Biliary Excretion Male Wistar rats， weighing about 
300 g and without fasting， were anesthetized with urethane 
(1.25 g/kg， i.pふThecommon bile duct was cannulated 
with PE・10tubing， and bile was collected for 60 min after 
injection (0.5 ml) of [3HJ5・FUsolution (0.01 mM)， which 
was prepared in phosphate buffer (20.1 mM Na2HP04' 

Stability in the Gastrointestinal Contents Male Wistar 
rats， weighing about 300 g and fasted overnight， were 
sacrificed by puncturing the heart under ether anesthesia. 
Gastric and midgut contents were collected and added 
with citrate buffer (30.0 mM HCl， 32.8 mM  citric acid， 
60.0mM NaOH， 71.8mM NaCl， pH 2.0) and phosphate 
buffer (pH 6.4)， respectively， to make 20% homogenates. 
[3HJ5・FUsolutions (0.001 mM or 555 kBq/mりwerealso 
prepared in the buffers ofpH 2.0 and 6.4. The experiments 
were initiated by adding 0.65 ml of a 5・FUsolution to 
0.65 ml of a homogenate in a centrifuge tube (0.5μM 
[3HJ5・FUin 10% homogenate). After 60min of in-
cubation at 37 oC， the mixture was centrifuged at 4 oC and 
15000 9 for 10 min with a MRX・150centrifuge (Tomy 
Seiko Co.， Tokyo， Japan)， and the supernatant was 
filtrated with a disposable filter (DISMIC・25CS0.45 
μm， ADV ANTEC Co.， Tokyo， Japan). The filtrate was 
analyzed with a HPLC system (LC・10A，Shimazu Co.， 
Kyoto， Japan) equipped with a radio analyzer (RLC-700， 
Aloka Co.， Tokyo， Japan) under previously reported 
conditions17J with slight modifications for the column 
(Wakopak， Wakosil 10C18・2004.0 mm i.d. X 250 mm， 
Wako Pure Chemical Industries， Ltd.， Tokyo， Japan) and 
injection volume (200μ1) 

RESULTS 

Gastrointestinal Distribution Profiles The recovery of 
5・FUwas， regardless of dose and sampling time， com-
parable with that of inulin in the stomach， but far lower 
than that of inulin in the small intestine (Fig. 1). The 
gastric absorption of 5・FUwas， as estimated in the closed 
stomach of rats under urethane anesthesia， 18:!:2% 
(mean:!: S.E.; n = 3) in 60 min， giving an absorption rate 
constant of 0.0034:!:0.0004min-t， which was negligible 
compared with 20 to 30 times larger gastric emptying rate 
constants described later. 5・FUwas quite stable in gastric 
and intestinal (midgut) contents， where the fractions 
recovered were 96 and 99%， respectively， a仇er60min of 
incubation in 10% homogenate at the 5・FUconcentration 
of 0.5μM. These results suggest that 5・FUis， regardless 
of dose， rapidly absorbed in the small intestine without 
gastric absorption or degradation in the gastrointestinal 
tract. The total recovery of inulin from the stomach and 
small intestine was about 100% throughout the experi-
mental period of 60 min， assuring that its distribution was 
restricted within the region of the gastrointestinal tract 
and transit from the small intestine to the large intestine 
can be neglected. It was also confirmed that the bi1iary 
excretion of 5・FUwas negligible: only 0.37 :!:0.08% 
(mean:!: S.E.; n = 3) of dose was excreted in 60 min after 
administration to the closed midgut loop， as estimated 
in rats under urethane anesthesia， where the absorption 
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Fig. 1. Gastrointestinal Disposition of [3HJ5-FU and Coadministered [14C]Inulin after Oral Administration of Varied Doses of 5・FUin Rats 
Results are represented as the mean (n=4). Panels la (5-FU) and Ib (inulin) are for the low dose (1.5nmoljrat)， and panels 2a (5・FU)and 2b (inulin) are for the 
high dose (15μmoljrat). Keys: S， stomach; 0， duodenum; J， j句unum;M， midgut; 1， ileum 

from the loop was almost complete (98 %). A11 these r巴sults
meet the assumptions in the model analysis incorporated 
with only gastric emptying and intestinal absorption 
(Eqs. 1 and 2). 
Kinetic Analysis of Gastrointestinal Disposition The 
remaining fractions of 5・FUfrom a11 intestinal segments 
were summed for each time to obtain the total fraction 
of the drug remaining in the sma11 intestine for model 
analysis. The profiles of remaining 5・FUversus time for 
stomach and sma11 intestine were successfu11y described 
by the model (Eqs. 1 and 2) up to 20 min (Fig. 2)， though 
the model appeared to fit the data somewhat poorly for 
the low dose. The parameters are summarized in Table 1. 
A丘町20min， the remaining fractions of 5・FUin the sma11 
intestine were independent of dose and time， and could 
not be explained by the proposed model. Because the 
plasma concentrations of total radioactivity were also 
independent of time after 20 min as shown in Fig. 3 for 
the low dose， the luminal radioactivity may be equili-
brated with the plasma radioactivity， representing not 
only 5・FUbut also its metabolites (dihydro-5-fluorouracil， 
5・fluoroureidopropionicacid and α-fluoro-s-alanine).1) 
While the gastric emptying was not affected by dose， 
intestinal 5・FUabsorption was reduced with dose， as 
reflected by larger fractions remaining in the sma11 in-
testine and a smaller ka value for the higher dose. Because 
the ka value was associated with a large S.E. for the low 

dose， additional simulations were performed for ka values 
of 1 and 10 min -1 to further confirm the dose dependency 
in ka・Thedata points for small intestine were within the 
range of the simulation lines for the ka values of 1 and 
10 min -1， suggesting that 九forthe low dose would not 
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Fig. 2. Remaining [3HJ5・FUverslIs Time Profiles for the Stomach and 
Small Intestine after Oral Administration of Varied Doses of 5-FU in 
Rats 
Results are represented as the mean:!:S.E. (11=4). The solid Iines represent the 
computer-fitted profiles up to 20 min. For the data arter 20 min， where the model 
was not applicable， each series of data were connected by broken Iines for clarity. 
Keys: 0 (stomach) and ・(smallintestine) for low dose (1.5 nmoljrat)， and口
(stomach) and ・(smallintestine) for high dose (15μmolfrat). The lines of _._ 
and一一_are simulation Iines using k. of 1 and 10 min -1， respectively， for the 
low dose. 

Table 1. Kinetic Parameters of Gastrointestinal Disposition of 5・FU
in Rats 

Dose k. 
(min-1) 

1.5 nmolfrat 0.069 :1:0.008 
15μmolfrat 0.082:1:0.010 

k. 
(min-1) 

5.95:1:27.53 
0.55:1: 0.29 

CL.pp 
(μlfminJcm) 

143 
13 

Values of k. (gastric emptying rate constant) and k. (int田tinalabsorption rate 
constant) are -represented as the computer-fitted parameter with S.E.; CL.pp' 
apparent membrane permeability clearance as k.' V." where V.v is the average 
intestinal lumen volume (24μlfcm)."l 
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Fig. 3. Plasma Concentrations of Radioactivity after Intravenous and 
Oral Administration of eHJ5・FUin Rats 
Results are represented as the mean:l: S.E. (11 = 3)・Thesolid lines represent the 
computer-日tted'profiles. A low dose of 5-FU (1.5 nmol/rat) was administered 
intravenously (0) and orally (・).

be smaller than 1 min -1 and at least 2 times larger than 
that for the high dose (0.55 min -1). This is the first 
demonstration of dose dependency in intestinal 5・FU
absorption in vivo， though carrier-mediated transport has 
long been suggested in situ and的 vitro.3 -12) 
The ka values were 1arger than kg va1ues by an order 
of magnitude or more at both the 10w and high doses， 
s!lggesting that the gastrointestina1 absorption of ふFU
is gastric emptying-1imited regard1ess of dose. It shou1d 
a1so be noted that， for both the 10w and high doses， the 
recovery of 5・FUfrom the most dista1 segment of i1eum 
was neg1igib1y lower than that of inu1in (a nonabsorbab1e 
maker)， as observed at 40 and 60min (Fig. 1). Thus ふFU
was strongly suggested to be rapid1y and complete1y 
absorbed regard1ess of dose. 
Pharmacokinetic Analysis ofPlasma Concentration To 
further confirm the gastric emptying-limited absorption 
of 5・FU，the p1asma concentrations of tota1 radioactivity 
for the 10w dose were ana1yzed. Although these concen-
trations， presumab1y representing 5・FUand its metabo-
1ites， 1) were maintained at a quasi-steady state after 20 min 
for both intravenous and ora1 administration， the initia1 
phase of concentrations up to 10 min was successfully 
described by the one-compartment mode1 with first-
order absorption (Eqs. 3 and 4). The kinetic parameters 
(mean:t S.E.; n = 3) were obtained as follows: A = 0.457 :t 
0.033 % of dose/m1， ke1 = 0.0649:t 0.0031 min -1，に=
0.041 :t0.012min-1 and Fa= 1.00:t0.0001. The k~ was 
comparable with the kg of 0.069 min -1. Although k~ may 
be modified by the potentia1 involvement of first-pass 
metabo1ism， the appearance rate of [3H]5・FU・derived
radioactivity in plasma shou1d not exceed the absorption 
(disappearance) rate of [3H]5・FUfrom the gastro・
intestina1 1umen. Thus this resu1t suggests that 5・FU
absorption is rapid enough to be gastric emptying-limited. 

DISCUSSION 

1497 

0.5 mljkg)， our earlier studies showed that九vof24μljcm 
in fasted rats is not affected by dosing volume up to 
5 mljkg. U sing the predetermined Vav value， CLapp values 
were estimated and listed in Table 1. 
The intestina1 carrier-mediated transport of 5・FUhas 
been extensive1y characterized in situ and in vitro，3 -12) 
where， with the Michaelis constant of 20 to 100μM， 
the membrane permeabi1ity clearance is maximized (30 
to 70μljmin/cm) at concentrations below 10μM with 
carrier-mediated transport predominant， and minimized 
(2 to 6μljmin/cm) at concentrations above 1 mM with 
passive transport predominant.11.12) On the other hand， 
5・FUconcentrations in the dosing solutions in this study 
were 0.01 and 10mM， respective1y， at the 10w and high 
doses， and can be lower in the intestinal lumen because 
of dilution by 1umina1 fluid and absorption. For the low 
dose， 1umina1 5・FUconcentrations shou1d be lower than 
10μM， suggesting that carrier-mediated transport wou1d 
be predominant. For the high dose， since 5 to 10% of dose 
(15μmoljrat) was distributed in the duodenum to midgut 
region， of which 1umina1 vo1ume is about 1 m1，13) 1uminal 
5・FUconcentrations wou1d be comparab1e with or higher 
than 1 mM， suggesting that passive transport wou1d be 
predominant. Thus it seems reasonab1e that CLapp at the 
low dose is an order of magnitude larger than that at the 
high dose， in agreement with results in vitro and in situ. 
However， CLapp va1ues in vivo are an order of magnitude 
larger than those for corresponding conditions in situ and 
in vitro (30 to 70 and 2 to 6μljmin/cm， respective1y， for 
10w and high concentrations). This remains unexplained 
and is a subject for future investigation. 
As suggested for D-xylose absorption， which is intestina1 
absorption-1imited，18.19) the rate and extent of intestina1 
absorption by passive transport is comparab1e between 
rats and humans. Gastric emptying rate constants re-
ported in humans (0.02-0.2 min -1 )20) are， a1though 
variab1e， a1so comparable with those in rats in this study 
(Tab1e 1)， suggesting that the two species are comparab1e 
for the rate 1imiting process in the gastrointestina1 
absorption (gastric emptying or intestinal absorption). 
Since 5・FUwas suggested to be rapid1y and comp1ete1y 
absorbed even at the high dose， where passive transport 
is presumab1y predominant， the same is expected in 
humans at high doses and a1so at 10w doses， where its 
absorption can be more efficient. Thus， the present study 
successfully demonstrated dose dependency in intestinal 
5・FUabsorption in rats in vivo， but a1so suggested that 
the gastrointestina1 5・FUabsorption can be practically 
independent of dose， being comp1etely absorbed in a 
gastric emptying-1imited manner in rats， and a1so in 
humans. The bioavai1abi1ity prob1ems (low and erratic) of 
5・FUmay be attributab1e to extensive and variable 
first-pass metabo1ism rather than to poor and variab1e 
absorption. 

Acknowledgment This study was supported in part by 
With the estimate ofthe average intestina11umen vo1ume a Grant-in-Aid for Scientific Research from the Ministry 
(Vav)， intestina1 membrane permeabi1ity clearance (CLapp) of Education， Science， Sports and Cu1ture of Japan. 
can be estimated as the product of ka and九v・13.111)
Although dosing vo1ume was 1arger for the high dose 
(1.5mljrat or 5mljkg) than the 10w dose (0.15mljrat or 
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学会・学術交流の名称!第10回日中寄生虫病学セミナー|
→ i第10回記念:特別講演「本セミナーの 15年正雇重J" :.，-ンポジ瓦「分子言語~Jl

アーマ
tと一般講演ー-

主 催 団 体|塑10回日中寄生虫病学セミナー委員会l
代 表 者|委員長・安羅岡一男〈筑波大学名誉教授) 事務局:順天堂大学医学部・青木君判

期間・開催地 11996年6月7日-8日、 東京都文京区本郷・ )1民天堂大学有山記念館i
招へい・派遣目的

本セミナーは日中両国の学術交流の中でも最も歴史の長いものであり、第1回は1981年

に上海で、第2回は1982年に東京で開催され、以来、奇数回は中国で、偶数回は東京で行
われてきた。今回は第10回を記念して、内容・開催方法を工夫し、従来の2倍の12名の中
国代表団を招聴し、特別講演「本セミナーの 15年と展望」、シンポジウム「分子寄生虫 l 

竺」乏企画三実施した。招聴研究者はこれらの講演および学術交流に積極的区委坦L左9__ _¥ 

1.招へい・派遣研究者 人数 |1 21 人

1)氏名(漢字)一一」別紙 II 英文名 男・女

所属機関、職名 生年月日

所在地

電話 内線

研究課題

II.滞在期間 自 '\1996 年~6! 月 15 日至 11996:年 ~6'月 111i日 ( [ 7 ¥日間)

III.助成金の使途内訳

助成金額

交通費

雑費

:500よ∞。
円

円

宿泊費 ;500、000i 円

他 円

-招鴨派遣研究者記入欄が不足の場合は別紙に追加添付して下さい。

食費 円



肌主な滞在日程 1扇紙2¥

V.学術交流報告

日中寄生虫病学セミナーは両国の学術交流の中でも最も歴史の長いものであり、第1回は l 
198 1年に上海で、第2回は1982年に東京で開催された。以来、奇数回は中国で、偶数(
回は東京で開催され、今回、記念すべき第10回を迎えた。そこで、特に、セミナーの内容・
開催方法を工夫し、従来の2倍の中国代表団(1 2名)を招聴し、記念企画として、 1)特別
講演「日中寄生虫病学セミナーの 15年と展望」、 2)ミニシンポジウム「分子寄生虫学の展
開」、および3)一般講演を行った。文京区本郷・ JI頂天堂大学有山記念館を会場として6月7
日""8日の2日間開催された。
特別講演では、 JI民天堂大学医学部・青木孝は「日中寄生虫病学セミナーの 15年と展望」、
北京医科大学人民医院・賀聯印は「日中寄生虫病学学術交流:過去と未来」と題する口演を行
った。青木は、これまでの実績を高く評価しただけでなく、むしろ今後の展開の重要性を強調
し、賀は両国寄生虫学者のさらなる交流促進の期待を述べた。
ミニシンポジウムについては、東京大学医科学研究所・北潔先生をオーガナイザーとしてセ
ミナー委員・青木らが加わり、両国の演題から3題ずつ選び、中国側学術責任者の了解を得た
上で最終決定した。このうち中国側の 1演題は演者のビザ取得トラブルのため発表されず残念
であったが、シンポジウム自体は現在の両国の先端研究「分子寄生虫学の現況」を知り、今後
の発展を期待し得てきわめて有意義であった。
その他、一般講演として中国側から6演題、日本側から 27演題、計33演題が発表された。
その内容として、中国における寄生虫病の現状、あるいは、日中双方共に、住血吸虫症をはじ
めとする各種の寄生虫症について、診断、治療薬、分子生物学、ワクチン開発等々の研究成果 I

が発表され、すべて英語による発表・質疑応答であったが、実に活発な討論がなされた。
今回の総演題数41はこれまでの最多数(1 0演題以上多〉であり、日本側参加研究者数も
約100名の多数に達した。日本側発表者として中国留学生10名が含まれたことも今回の顕 l

著な特徴である。以上のような今回のセミナーの成果として、今後、両国寄生虫学者聞の交流 i
はさらに促進され、共同研究への発展の可能性が存在することは疑いないところである。 I



別紙1

第10回日中寄生虫病学seminar中国代表団名簿

団長:

肖 梓仁氾aoZiren 男 中華医学会・副会長 (北京)

団員:

賀聯印 HeLianyin 男 北京医科大学人民医院寄生虫学・教授

(~七京〉

沈一平 ShenYiping 男 南京医科大学寄生虫病学・教授(南京〉

石佑恩 ShiYouen 男 同済医科大学寄生虫病学・教授(武漢〉

鴻 正 FengZheng 男 中国予防医学科学院・寄生虫病研究所
-所長 (上海〉

醇燕棒 XueYanping女 北京熱帯医学研究所・副所長 (北京〉

林建銀 LinJianyin 男 福建医学院寄生虫学・教授 (福州〉

陳雅業 ChenYatang 男 重慶医科大学伝染病寄生虫病・教授
(重慶〉

諸欣平 ZhuXinping女 首都医科大学寄生虫病学・講師(北京〉

日芳麗 LuFa昭li 女 華西医科大学寄生虫病学・講師(成都〉

周心寛 ZhouXinkuan男 中華医学会上海分会対外連絡部・主任
(上海〉

子 彬 YuBin 女 中華医学会対外連絡部日本室・通訳
(北京〉
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連絡先:中国北京東四西大街42号
中華医学会対外連絡部・日本室
FAX: 86-10-5123754 
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招へい・派遣目的

I.招へい・派遣研究者

1)氏名(漢字)

所属機関、職名

所在地

研究課題

人数 人

英文名

生年月日

電話

男・女

内線

11.滞在期間自 年月 日至 年月 日( 日間)

III.助成金の使途内訳

助成金額 まl)t.う/)dD 円

交通費

雑費

円

円

宿泊費 円食費

他 ω ，(] bo 円(制作成法〉

-招聴派遣研究者記入欄が不足の場合は別紙に追加添付して下さい。
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一学術交流に対する助成一

年

財団法人 日中医学協会

理事長中島章殿

月 日

報告者氏名平野 寛 鍾ら
所属機関名 杏林大学医学部

職 名教授 年齢一一一 62 才

所在地〒 181 三鷹市新川 6ー20ー2

電話 0422・47・5511 内線_]_主主皇

。添付書類:講演集・シンポジウム写真等学会に関する資料

第4回日中合同組織細胞化学セミナー
学会・学術交流の名称 (The Fourth China-Japan Joint Histochemistry and Cytochemistry Seminar) 

テ ー マ組織細胞化学に於ける最近の進歩と展望

主 催 団 体日本及び中国組織細胞化学会

代 表 者平野寛(日本側代表世話人:日本組織細胞化学会理事)

期間・開催地 1996年9月11日---1 4日，中国重慶市第三軍医大学

輯::0;:::悼D 派遣目的.組織細胞化学は，組織や細胞，或いは細胞下レベルの機能的な構造をinsituで検討する。組織細胞化
学に於ける最近の進歩・発展には目覚ましいものがある。医学・生物学の各分野にわたる研究法として，また汎用される一般
的な技術として広く受け入れられている。本合同セミナ}は，組織細胞化学に関わる日中の学術交流を積極的に図る目的で
1989年発足し，原則として隔年に中国各地で開催，とりわけ中国の組織細胞化学の啓蒙・普及に大きく貢献してきた。 1996年
9月重慶で開催された合同セミナーは，会を重ねて第4固となる。前固までは，日本側は学会会員有志が任意参加する形式をと
ってきたが，今回からは日本組織細胞化学会に於ても公式事業の一環として運営することとなった。本事業は、かかる合同セ
ミナーに主要な課題を踏まえた専門家を派遣して，一般講演参加者と共に人物交流をより一層促進し，さらなる学術的な水準
向上を図ることを目的とする。

1.招へい・派遣研究者 人数 5 人

1)氏名(漢字) 平野寛 英文名 HIRANO， Hiroshi ⑨・女

所属機関、職名 杏林大学医学部教授(解剖学) 生年月日 1934年5月12日

所在地 東京都三鷹市新川 6ー20ー 2

電話 0422-47-5511 

研究課題生体膜に関する組織細胞化学的研究

内線Jι2

1 滞在期間 自 1996年 9一月 8 日至 1996 年 9 月」旦一日 (_ll_一日間)

m.助成金の使途内訳
助成金額

交通費

雑費

500，000円
(金参加費)

270，000円 宿泊費 O円

7，295円他 222，705円
(運営費補助金)

-招鴨・派遣研究者記入欄が不足の場合は別紙に追加添付して下さい。

食費 O円



N.滞在日程
1ぬ6年9月 9日(月)出発(成田または関西新空港).中国到着(上海).
9月10日(均上海より重度に移動.
9月11日(水)重度:勧瞳録役員会.
9月12日(桐
-14日(均重度:会議(下記「会議次第J参腕及的思祭(第三寧医大学).
9月16日(月)震度より武漢に移動.

9月17日{均
-18日(水)武民会議(下記「会議次第J参冊及的勝棚北医科大学).
9月19日(栴現地解散各自適宜帰国.

六会議次第鮒摘科繍)
: .~ i)重度:於第三軍医大学.
''':1ぬ6年9月11日(水)情表 勧 H盟主供卵由1)

15:鉛-17:∞役員会prgani2aing臼m勘~.
18:∞-20:∞歓迎会(WelcaneParty:民対向日)

9月12日(*>8:30-9:∞ 閉会式
9:∞-9:ぬ記念写真樹脂全員)撮影.
9:30-9:50 休憩.
9:50-12 :20特別補貧例anaryLeclllres). 

(5駒日本側:中根ー穏健崎大)
平野寛(杏材次)
川生明(山梨医大)

中国側:aENG LingZI湖沼
成令忠 L上海底大)
GUOWru由国
郭協事(中山医大)

12 :20-13:30昼食
13 :ω-17:∞一般識寅僻visi∞SylTl(羽田1). 2会場.
17:∞-18:20視察(第三軍医大学研究室)
18:20-21:∞晩袋会

(日本側:鋭時全員、
中国側:役員及び第三軍医大首目儲E

v.学術交流報告

9月13日偉) 9:犯-12:20 一般識寅僻vi抑Syn側四~. 2会場.
12 :20-13:ω 昼食
13:鈎-15:ω 一般粛寅脚visionSYlTl(羽田~. 2会場.
15 :30-18:∞示説(pcmrSess町1).1会場.
18 : 30-20 : 30晩餐会炉問咽IPru旬').

9月14日(土)早朝 研究劃尾祭.
日中 日中勧暗交歓(Exa同∞:大足).

2)武漢:於湖北聞大学.
9月17日伏)14:∞-17:∞湖北障は制勝.

18 :∞-20:鈎歓迎晩餐会.
9月18日体) 8:鈎-9:∞ 湖北聞大学(創蹄)表敬訪問.

9:∞-9:30 閉会式
9:30-12:∞ 帯寅会.

(3駒日本側:平野寛(杏林対
中根一穂(長崎大)

中国側:PIAOYingfle 
朴英1';悌一寧医対

12:∞-13:30昼食
13 :釦-17:∞湖北野}大戦勝.

第4回日中合同組織細胞化学セミナー (The4th Japan-China Joint Histochemistry and Cytochemistry Seminar)は、上記
日程に従い、重慶市第三軍医大学(世話人:察文琴教授、芦原 司教授、平野 寛教授)及び武漢市湖北医科大学(世
話人:周新華教授、平野寛教授)に於て開催された。
1 )主たる会議は重慶で催され、日本側より総勢約30名、中国側より約250名が参加した。特別講演 (5席)を含めて
日本側は約20題、中国側は約80題の発表があり、活発な情報交換が行われた。内容も酵素組織細胞化学、免疫組織細胞
化学、複合糖質組織細胞化学、 insitu hybridization、画像処理法、共焦点レーザ顕微鏡、法など多岐にわたり、多彩であっ
た。講演及び討議は全て英語で行われた。(但し、質疑応答の一部が途中より中国語に随時通訳乃至解説されることもあっ
た。)
日本側の個々の発表に対して中国側から多大な興味が示され、とりわけ技術面、或いは技法について熱心な質問が寄せ
られた。一方、中国側の発表内容も、多少の不揃いはあるとはいえ、従前に比し格段の向上がみられた。一部には、抗体
など使用するι試薬が海外から自由に入手し難い事情を反映した内容の演題もあったが.&'数に止まった。口頭発表や示
のうちかなりの演題では、用いたスライドや展示の表現にパソコン処理を最大限に活用した色彩豊かなプレゼンテーシロ
ンが目立った。しかし、技術面での進歩の割には、学問的な新知見に乏しかったと判断せざるを得なかった。今回、小規
模とはいえ、初めて商業展示がなされ、中国側参加者の多大なる関心を集めた。
第三軍医大学のうち、主として組脹教研室、解剖教研室、病理教研室を中心に視察した。薬教授主宰の組匹教研室は、
神経系を取扱う組織化学的な研究室としてそれなりに整備されていた。また肉眼解剖学標本室もかなり充実していた。但
し、研究室によってはひどく貧弱であった。大学構内に自由に立入ることは、学会会場や特定の研究室を除いてやはり制
限を受けた。また構内でのスナップ写真撮影も、草医大学の故か事実上当局の監視下にあり、制約を蒙った。
多少の阻離はあったとはいえ、現地の主催者側は最大限の努力を傾けていた。会は全体として円滑に運営されていた。
参加者が互いに顔を合わせて討議を重ね、友好を暖めたことの持つ意義は大きい。これは日本側参加者も等しく感じたこ
とであった。
2 )武漢湖北医科大学では、 postcongress形式で啓蒙的な講演会を催し、日本側より 7名、中国側では約60名がそれぞ
れ参加した。試みに一部を日本語で講演し、主催者が中国語に通訳したところ好評であった。英語のみでは難解な向きも
あった。中国側からの講演は中国語を中心に行われた。質疑応答は活発であったが、手技に関る内容が多かった。
研究室の整備状況は重慶の場合に比し遅れていた。現在の中国では、北京など一部を除いて軍医大学がより恵まれてい
るのは否めないと感じた。
重慶に於るのと同様、歓迎会をはじめ学術的な催しを含めて、現地の受入側は極めて友好的で能う限りの配慮を示した。
武漢では湖北医科大学のみならず同済医科大学も加わって実行委員会を構成、運営にあたった。
3 )学術交流の功績により、重慶第三軍医大学で中根一穂(長崎大)に、また武漢湖北医科大学では平野 寛(杏林大)
にそれぞれ名誉教授の称号が授与された。
4)第5回日中合同車邸最細胞化学セミナー (The 5th Japan-China Joint Histochemistry and Cytochemistry Seminar) は、
1999年夏上海で開催予定となった。尚、世話人として中国側より成令忠(上海医大)、日本側より平野 寛(杏林大)
がそれぞれ選任された。
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一学術交流に対する助成ー

手武、営年? 月之0 日

財団法人 日中医学協会

理事長中島章殿

;J.J 
報告者氏名 沼

所属機関名 主Re み九包@
職名 d1- .t~L 年齢 るo 才

所在地干 j-()j-02ム主主&本財閥財賃借絶2119s1

電話。S~-32 9-11f.上/ 内線

。添付書類:講演集・シンポジウム写真等学会に関する資料
( J'"/，ァ，νインコ

学会・学術交流の名称 rti長織は仇ム("Sì-ne・~ωμ 弘。ゐniaf S 'fl?f{204lu.An_) 
ア マ 色&私ーの1/λ?JylJ 1一 段点、

ø~:生国高そ全'キ品交晶手話誉念主催団体

代表者

期間・開催地

招へい・派遣目的

ふ是非。ぬL組織委自長管紡(主t;i鮒去をJz.緩)刻幻良知事沌f舟aぇ滋縁j
/196え 9410"-911 1:宇~Jt1Ì返納玄室ロ自主2き1)3史』範幸常

1.招へい・派遣研究者 人数 人

1)氏名(漢字) 英文名 男・女

所属機関、職名 生年月日

所在地

電話 内線

研究課題

II.滞 在 期 間 自一一一一年一一一月一一一日 至一一一一年一一一月一一一日 (一一一一日間)

ill.助成金の使途内訳

助成金額 円

交通費

雑費

円

円

宿泊費

他

-招聴・派遣研究者記入欄が不足の場合は別紙に追加添付して下さい。

円

円

食費 円
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