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ABSTRACT: 

Immunoserological study of cysticercosis伺出edout on sera from patients， h回lthyChinese， endemic inhabitant 

and non-endemic inhabitant， using the e回.yme-linked immunosolbent 出国y (四JISA) and e皿.yme-linked

immunotransfer blot出回Y(ETB) in Jilin， China. 

For the evaluate of suitable antigen， we pre伊redthe 2 materials designated出 cystfluid (C町 andwhole cyst 

(WC) obtained from pig. A to凶 430sera， including 134 healthy sera， 86 patie附 sera，115 non-endemic inhabitants， 95 

endemic inhabi刷 ts田raobtained from Changchun in China. In patien也 (clinically.suspec句d)sera， 82 (95.4%) out of 

86 sera were positive. On the other hand， 4 (3.0%) of 134 healthy Chinese sera showed positive. Sixteen (13.9%) out of 

115 sera from non-endemic ar，回 werepositive. On the other hand， 33 (34.7%) of 95 sera of endemic ar伺 showed

positive. In com戸市onwith ELISA value among sera from healthy Chinese， non-endemic and endemic ar，伺inhabitants，

clearly significant difference were observed. 

Key Words : Cysticercosis， seroimmunodiagnosis， ELISA， Immunoblot 

INTRODUCTION: 

Cysti田r∞sis，伺usedby 1訂valstage of Taellia solium， is a serious problem to human health. The disease is 

endemic in a few ∞untries of Latin America， South-east Asia， and Central Africa and is becoming incr，伺singly

prevalent in the United States and Europe. The larvae migrate into central nervous system (CNS) of human and were 

induced reveal seve隠 neurologicaldisorders. Diagnosis study evaluting the cysticercosis lesions with nuclear magnetic 

resonance imaging (MRI) and∞muputed tomography (CT) is propo剥.Recently， PI佃由民.eet. al. (1994) demonstrated 

that enzyme linked immunosolvent郡田.y(ELISA) and immunoblot出回yw田 ag∞ddiagnostic t∞1 for cysticercωis. 

But specific diagnosis of this disease is difficult until now. 

Seroepidemiological survey has been伺凶edout in田veralendemic countries by using with ELISA. In Central 

Ameriω， es伊到ciallyin Mexico， there are many reports of serodiagnostic survey of cysticercosis. However，鎚 far邸 we
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know， there are few from China， despite its endemicity. 

The prevalence of cysticercosis was investigated among non-endemic and endemic ar，伺 inJilin of China. The 

availability of EUSA wi出enoughsensitivity and especificity to be applied in the field setting，戸rmit凶 toperform a 

series of pop凶ationalstudies aimed旬 knowthe epidemiological characteristic of cysticercosis in endemic populations 

in China. 

MATERIALS AND恥mTHODS:

PreparoJion 0/ antigens 

The cysticerci were obtained from infected pigs組 dse戸ratedthe 2戸市ofcyst fluid (C町andwhole cyst (WC). 

Each material w田 homogenizedin 3 volumes of 0.85% NaCl solution using a Teflon-glass homogenizer in ice. The 

homogenates were田ntrifugedat 15，α氾Gfor 30 min， and the supematants were used槌 antigen.

Protein∞ncentrations were determined by the Bio-Rad protein as田ykit (Bio-Rad Lab.， Richmond， CA) using a 

bovine田rumalbumin as s飽n也.rd.

Sera 

Eighty-six sera from clinically suspected国民 ofcysticercosis and 134田ra，from h回 l白yindividuals without 

history of neurological disorders were obtained in Changchun， China. Ninety-five sera from inhabitants in endemic ar，伺

of Shaangyang加 d115 sera from non-endemic area of N6ngan， China were also obtained. Sera from 134 h回lthy

Chin回ewere used as control. 

ELlSAs伽dies

The protω01 for EUSA method followed Engvall and Peter (1971) and Weekmen and Schcrus (1971). Briefly，. 

microtiter plates (NUNC， Intermed， Denmark) wereα>ated with 1∞μ1 (10，μglml protein) of antigen回，lution(0.5M 
carbonate-bicarbonated buffer， pH 9.6) and incubated for one hour at 38・Cand left overnight at 4・C.Theex回 ssantigen 

was washed away using 0.05% Tw民n-20in PBS (PBS汀).Bl∞king w回 donewith 1∞μ1 of PBsrr containing 1% 
bovine田rumalbumin (BSA) for one hour at 38・C.After the washing， 1∞μ1 of diluted田rumsamples w部 addedto 
wells. The last well of each plate r，配eivedserum-free PBS庁andserved田 negative∞ntrolor blank well. The plate w邸

incubated for one hour at 37・Cand w国 W出 hed田veraltimes with PBS庁'.Peroxidase-Iabeled goat姐佐hum組

immunoglobuline G Fc-Fragment (白ganonTe回世伺 N.V.-Cap戸IProductes， USA) at dilution 1:気治 inPBS庁 W部

副dedto all wells (1∞μI per well) and the plate were incubated for one ho町:After w描 hing，we added the 1∞IJll 
substrate， 0.03% 2，2'・但incトbis(3-ethyl・benzthiazolin-6-sulfonicacid) in 0.05M citric acid and O.01M sodium ph四phate

buffer ∞ntaining O.α)3% HzOz， to each well. The enzyme引 lbs岡修reactionw出 allowedto∞C町 atr，∞m temperature 

for 60 minutes. The reaction w描 stoppedby adding 50，μI of 1.259もsodiumfluoride to each well. The opti伺 1density 

(00) of each well w出 measuredat 405-595 nm against the blank using Model 3550 microplate reader (Bio-Rad 

Laboraωries， USA). 
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SDS-l弘GEand Immunoblo雌ng

SDS-PAGEw国 performedaccording to the pr'ωedure of Laemmli (1970) in 12.5% polyacrylamid gels. In some 

experiments， disulfide bonds were reduced with 5% s・mercapt叩 thanol.The prot∞01 of electrophoretic transfer onto 

nitrocellulose fo11owed Burnet (1981). The samples were se伊m凶 withSDS-PAGE under reducing ∞，nditions， then 

electrotransferred to a nitrocellulose membrane (GVHP 304FO， Nihon Millipore Kogyo Co.， Yonezawa， Japan). Some 

membrane strips were stained with Indian ink for protein profiles (Hanc∞k and Tsang， 1983). The remaining strips 

were immunostained with peroxidase conjugated anti-human IgG antibody田 follows;the stri戸 werew国民d，

incubated in bloking solution (1 % BSA庁)， then rl伺 C除dwith sample sera diluted 11100 in PBsrr. After incubation in 

peroxidase-conjugated anti-human antibody solution diluted 1成治 inPBS庁~ the nitrocellulose strips were incubated 

with the substrate， 0.7 mM  3，3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride， 0.01 % HzOz， 50mM Tris-HCl buffer， pH 7.2. The 

reaction w描 stoppedby rinsing the strips with tap water. 

Amol邸凶arstandard (M 4038， Shigma Chem. Co.， St Louis， USA) w槌 runwi出回.chgel. 

StatuticJ 

Statistical differences w出 analyzedby the t-tesl A p-value of less than 0.01 w槌 considered10 be signifi回nl

RESULTS AND DISCUSSION: 

The diagn佃 isof CNS cysticercωis is often difficult. Palpation for subcutaneous nodules and roentgenograms 

for calcified cysts in muscles ∞casionally aid the diagnosis. In the p国 t，indirect hemagglutination and complement 

fixation tests has b回 nutilized， but in our experience， neither has been sufficiently reliable to permit the desired degree 

of confidence in serological diagnosis. Recently， CT scans have been employed wi出 considerablesuc田ssand are 

田p配iallyhelpful in determining the need for surgery . 

We伺汀iedout to know the optimum concentration of serum by ELISA test， which reacted with l}tl of WC 

antigen from Guatemalan cysticerci. The results showed 1024 times or more dilution of healthy Chinese sera h回 onlya

few background response (Fig. 1). As a result of these data， 10∞times dilution of sera were used to detect 
anti加diesby ELISA. 

Fug.2 showed the ELISA田ingwith WC and CF antigens in sera from h伺1thy，patient， non-endemic and endemic 

ar伺 inhabita附 .S回 tterplots showed the result of ELISA value measured in using WC and CF antigens. A few strong 

reactions with WC antigen than CF (y=O.287x + 0.032) were observed on healthy Chinese sera (Fig. 2・A).But patient， 

non-endemic inhabitant and endemic inhabitant sera showed almost equivalent rl回.ctionwith WC and CF田 y=O.党4x・

0.029，戸0.854x+0.049， y=0.699x + 0.048， resp町民velテ

The m伺 nOD values with SD at a dilution of 1:1000 in 134 Chinese sera were 0.1偲土0.0臼 and0.064::t:O.027， 

respectively (Table 1). We were defined means:l:3SD as the cut-off value between positive sera如 dnegative. 

According to cut-off value of加th姐 tigens，82(95.4%) out of 86 sera from clinically susp回tedwere positive， but 4 

(3.0%) out of 134 healthy sera showed also positive (Table 2). In endemic訂回，33(34.7%) out of 95田rawere positive， 

but 16 (13.9%) out of 115 sera from non-endemic ar伺 showedpositiveσ'able 2). 

ELISA value between WC and CF antigens were shown Fig. 2， and sera from patient， non-endemic and endemic 
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inhabitants were almost回mevalue.α1the other hand，白eEUSA value of WC antigen were higher白姐CFantigen in 

healthy Chinese sera (Fig. 2・A).

In order to characterize WC  and CF antigen fraction， with 84田ra(22 were h回lthypersons， 22 were patients， 18 

were non-endemic ar回 personsand 22 were endemic ar伺 persons)showing a high OD value against WC and CF 

antigens fraction by EUSA were examined by immunoblot部組Y(Fig. 3，4，5，6). 

In patient田ra，22 of them reacted with 15.5，17.5，18.5，20，22， 26.5，27，28，32，35，37，40，48，56，62，82， m， 

and 115 kDa MW  on WC antigen叩 d35 of them (Fig. 4) were reacted with 15.5， 17.5， 18.522，26.5，27，28 andタ7kDa

MW  on CF antigen， res戸ctivel子 But，釦meof them showed nothing reaction whether it showed higher OD value 

with two antigens by ELISA. 

Similarly， in non-endemic釘伺，which田rashowed positive reaction on the EUSA were r伺.ctedwith 15.5， 17.5， 

18.5， 20.5， 22.5， 26.5， 27， 28， 32， 35， 37， 40， 48 56， 62. 82 andタ7kDaMW  on WC antigen叩 dwere reacted with 27 

and 39 kDa MW  on CF antigen (Fig. 5)， res戸出口tively.

Inendemic紅白，which sera showed positive reaction on the EUSA were reac飽dwith 15.5， 17.5， 18.5，20.5，22.5， 

26.5， 27， 28， 35， 37， 40， 48， 56， 62， 82，抑制d115 kDa MW  on WC祖匂enand were r，伺尚dwi出35，37， 40， 80 and 

q花DaMW  on CF antigen (Fig. 6)， 11白戸ctivel予

Guerra et al. (1銃犯)described叩 tigenB to be∞mposed of 2 protein subunits with molecular weights of 105 and 

95 kDa. Analysis of the antigenic profil回 ob阻inedby us reveals polypeptid田 withthe similar molecular weight (95 and 

115kDas). We found白紙thesmaller of these antigens (m kDa) I1eacted with IgG. ln addition， it is also clear from our 

r回叫tsthat antigens wi白molecularweights of 62，65， 48，40，37，35， 28， 27， 26.5 kDa were immunodominant. 

REFERENCES: 

1) B凶百et，W.N. (1981) : "Westem Blotting" :日ectrophoretictransfer of proteins from sodium dodecyl 叫 fate-

polyacrylamid gels to unmodified nitrocellul四 eand radiographic det田 tionwi白antibodyandradioiodinated protein A. 

Anal. Bi∞hem.， 112， 195-2侶.

2) Engvall， E. and Pe飽rP. (Iml) : Enzyme-linked immunosorbent邸鴎Y(ELISA) Quanti凶 ive邸阻Yof 

immunoglobuline G. Immun∞hemis虻y，8， 871-874. 

3) Guerra， G.， A. Aisse巳L.Canedo， and J. P. Laclette. (1982) : Bi∞hemical and immunological characterization of 

組 tigenB purified from cysticerci of Taenia solium. In Cystic民田ispresent state of knowledge and persp回 tives，A. 

Aisser， K. Willms， J. P. Laclette， C. Lan泌氏，C. Ridaura， and F. Beltran (edsふAcademic町田s，New York，pp. 437-451. 

4) Laemmili， U. K. (1ダ70): Cleavage of structural pro飽insd町ingthe assembly of the h回dof the bacteriophge T4. 

Nature. 227， 680・侃5.

5) Hanc∞k， K. and T:阻ng，V. C. W. (1983) : lndia ink staining of proteins on Nitrocellulose paper. Analy，伺1

Bi∞hemistry. 133， 157・162.

6) Pla田nte，A.， Fexぉ， A. and日i錦町 A.(1994) : Reactivity in EUSA and dot blot of purified GP24， an 

immunodominant antigen of Taenia solium， for the diagnosis of human neur'∞ysti田rcosis.International J. Parasitol.， 2， 

733-738. 

po 



7) vi佃 Weekmem，B. K.叩dSchcrurs，A.H.W.M. (1971): Immunoassay using antigen-enzyme co吋ugates.FEBS Letter， 

15，232-236. 

-7 -



Table 1. 
OD vaIue with serological test by ELISA using WC and CF antigens of 
cysticercus cellulosae 

----込竺士
No. of person 

ELlSA 00 value 

(means7SO) 

WC: whole cyst 
CF: cyst fluid 

Taible 2. 

WC  

CF 

Nonnal 

134 

0.1回70.063

o.侃470.027

Non-endemic a問a Endemic area Patient 

115 95 86 

0.14670.165 0.20570.232 0.62170.191 

0.11470.184 0.22470.288 0.70470.197 

Number of positive sera with ELISA using WC and CF antigens of 
cysticercus cellulosae 

Nonnal Non-endemic area I Endemic area Patient 

No. of positive 
person* (%) 

4 
(3.O'Yo) 

115 

16 
(13.9%) 

95 

33 
(34.7%) 

* Positive limit by control data しmeans_3S0) of Chinese on WC叩 dCF組 tigens
WC: whole cyst 
CF: cyst fluid 

86 

82 
(95.4%) 

Fig.l.Optimum concentration of normal chinese person sera 
w hich measured abso伽 neeof ELISA using on WC 
antIgen 
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Fig2 

Correlation of ELISA value between WC and CF antigens泊
hearthy， patient， Non-endemic area and endemic area sera 
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Immunoblot組 alysisof whole cyst and cyst 
n凶dantigens of cysticercus cellulosa with 
healthy Chinese sera 

Fig.3 
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Immunoblot analysis of whole cyst and cyst 
n凶dantigens of cysticercus cemosa with 
patient sera 

Fig.4 
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Immunoblot analysis of whole cyst and cyst 
f1uid antigens of cysticercus ceUulosa with 
non-endemic inhabitant sera 

Fig.5 

ヲ
官
T
l
令

3a'毛
布
・
4
S
F
M
〆

象
句
、

l
t
 

i
j
:
i
i
 

事
哲
三
日

E2183111』
ihF!，
U
V
4
.

、F
iイ
h
J
'
d
M
t
i
t
7
4

・h
v
i

:Jソ
プ

ム

』

会
4

4

一一'
w
'
A
J
d
e
i
-
-
J苧
ム
や

!
J
1
1
J
a
ツ
ppyea-
川、j
j吋
ゴ
司
、
J
j
d

語
講
司
!
!
・

244E
、
語
障

httpgl噌
1
1
1
1
a
t
t
i
l
i
-
-
4
1
ι
a
t
-
-
J
1
s
i
l
-
-
l
a
e
-
-
1
1
1
4
4
6

:

a

r

-

-

;

 

、
史
意
七
二

1tJS汗、一いよ
l
J
3
2
コ
ペ
ペ
i
噂
ベ
ト
ト
・

1
1

1
1
'
t
e
s
i
円

t
i
e
l
-
J
i
!
i
i
1
4
3
1
J
e
t
t
i
-
-
立
、

同
ヘ

ト

amu
・
温
'
一
本

J

~

J

・.
J

一「?ド
4
p

Edg--azsz-S4'aa'a'''''zιss畠
gEE't

正

ザ

e
J
ι

島町
L
v
d
J

・4
5
h
野川、

t

p

唱

1

i

;

h
日

geste'z
，Z司、3
5
守、，
zeも
STEE--

i
j
j
t
 

、t
也

匂
h

，uhp
吋主管
4

2

v

工

M.W. 
(KDa) 

48.s 

29.0 

18A 

180.0 
116.0 

n:s 
g
s
g唱
な
問
。
a偉

一司p

- NC'?守間回 h 国 035三ごど32ご22ヒヨ

12 

M.W. 
(KDa) 

180.0 
116.0 
97.0 
6ι。

29.0 

18.4 

ssasa喝な



Immunoblot analysis of whole cyst and cyst 
a凶dantigens of cysticercus ceUulosa with 
endemic inhabitant sera 

Fig.6 

f
l
i
l
i
-
-
!
r
1
1
1
d
d
'
j
j
;
 

i-sti--is--

-害~・

¥ .:~ 

:;j; 

竜

司時. 
j
 

l
i
-
-
i
j円
A
u
-
-
l
i
s
-
J年
春
泌
判
i
:

11! 

!議|

ー心地綿一・‘議

拡:w.
(KDa) 

18.4 

i税

金48.s

iao 
z 

_N 宮市司::t"I.nCO_  CIO CD =..-N 軍司"'11""肉邑o.....COCTc:I.....雷、4............，._ ，，_. .. ー，ーー--.. ー-NC'司 e、4

1
1
J
i
l
i
t
i
-
-ト
j
十
作
一
定
;
一
室
ナ

;

i

1

j

i

g

-

時事一
l
ぃ惨い

-
a
f
 

i

-

-

‘

a
-

• ・・i

・・
3

ill-4吋
lid--:ie

品
持
品
、
、

v
E
a
S
2て「

i

i

l

 

i!? 

l
i
t
-
z
i
E
L
'
 

-SMri--i十

li--揮官
踏
襲
?

一会
ν

号
、
管

M.W. 
(IIDa) 

制附・

m
…w

'A-a 

g
&富
岡
冨
芝

agahυ

13 



ω県孫慰E宮町成事業

200 1年度日中医学協会共同研究等助成事業報告書

一調査・共同研究に対する助成ー

.2cc2年 2月 λC日

財団法人日中医学協会

理事長殿

研究代表者氏名 河野保子

所属機関名 愛媛大学

部署・役職 医学部看護学科教授

必宕卒、

福二

所在地〒 791-0295愛媛県温泉郡重信町志津川

1.研究テーマ

電話 089(960) 5402 

家族介護者のQOLrこ関する日中比較
一介護実態と介護肯定感の分析一

内線直通

2.研究期間 自 2001年一 4月 15日 ~ 至 2002 年 3 月 15 日

3.研究組織

.日本側研究者氏名 河野保子

所属機関愛媛大学医学部看護学科 職名教授

中国側研究者氏名 ヌs国立

所属機関広東医学院看護学校 職名教務科長

4.研究報告書

別紙報告書作成要領に従い、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい.

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい.

※発表に当つては、 Br:f11J1学館会'IJIJ.成金jごよQ旨を明記して下さい.

一 14 -

@ 



一日中医学協会助成事業一

家族介護者の QOLに関する日中比較

一介護実態と介撞肯定感の分析ー

研究者氏名 河野保子

日本所属機関 愛媛大学医学部看護学科

共同研究者 加藤基子、陶山啓子、野本ひさ、吉井紀子、赤松公子

中国研究機関 広東医学院看護学校

共同研究者 ヌs国立、朱美玉.楊材、郎商清‘方文

要旨

本研究の目的は、家族介護者の QOLに関連する要因を日本と中国との比較において明らかにした。

調査対象者は日本(愛媛県M市)と中国(広東省T市)の介護者及び要介護高齢者の 200ケースである。

調査項目は介護実態と介護に対する認識(介護肯定感、生活満足感、家族機能、介護対処行動)であり、デ

ータは差の検定、相関係数、 χ2検定を行い統計的に分析した。その結果、介護者の平均年齢は、日本 63.1

歳、中国 48.8歳で、要介護高齢者の平均年齢は日本 80.4歳、中国 72.4歳であった。厚生省の寝たきり判定

基準では、 Cランクが日本 52.8%、中国 36.1%で、介諮期間は中国より日本の方が長期にわたっていた。さ

らに家族の平均人数は日本 3.2人、中国 4.8人で日本、中国ともに女性介護者が多かった。しかし中国では

男性介護者が多く約 40%を占めていた。介護者の健康状態は中国に比べて日本の方が悪かった。介護者の介

護肯定感、生活満足感、介護対処行動は両国間に有意差はなかったが、家族機能は中国の方が日本より有意

に高かった。これらのことより、日本の介護は長期化、重介護化、老老介護化していること、中国は家族機

能を生かした役割分担の中で介護が行われていることがわかった。

KeyWords 家族介護、生活満足度、介護肯定感、介護対処行動、家族機能、日・中比較

緒言:

人口の高齢化は世界的な現象であり、日本は他国に比べて類をみない速さで高齢化率が上昇しており、

2000年は 17.5%であったのが 2005年には 26.5%になると推計されている 1)。加齢は慢性疾患や後遺症な

ど種々の健康問題を惹起させ、介護を要する状況に陥りやすくなる。今日、日本は高齢者介護が大きな問題

となっており、政策的、行政的および家族・個人的対応が問われている。

本来、介護は家族機能の一部であり家族の役割であった。しかし、経済発展や産業構造の社会的変化は家

族変動をもたらし、さらには少子高齢化という人口学的要因とともに核家族化の趨勢が強まり、家族観や結

婚観、家族機能に対する意識の変化がおこっている。それゆえ、今まで家族が果たしてきた扶助機能:高齢

者介護は、家族だけでは十分に維持できない状況となっており、介護が社会的責任のもとで専門職によって

補われつつある。要介護高齢者や家族に対するサービス提供は、よりよい質や量のあり方が求められている。

家族介護者のQOLに関する研究は、1980年代以降、介護負担の実態やその軽減に視点が向けられてきた 2)。

その反面、 1990年代からは介護経験には負担以外にも多様な側面があると考えられ、介護によって得られる

喜びゃ満足感、充実感などの肯定的側面 3)に研究が及ぶようになった。

本研究は、介護実態や介護の肯定的側面を測定し、家族介護者の生活の質を検討する。

また本研究は、同じアジア圏に位置し、宗教・文化的に深いつながりをもっ近隣国家:中国との比較研究

において、国際的視野で家族介護の課題を追究するものである。中国もすでに高齢化社会に突入しており

(1990年、 60歳以上の高齢化率 8.58%4))、この研究成果は両国間に多大な貢献をもたらすと考える。

対象と方法:

調査は日本:愛媛県M市とその周辺地区、中華人民共和国(以下中国と表す):広東省T市とその周辺地区

の要介護高齢者と主介護者に実施した。調査対象は、日本 :M市 89ケース、中国 :T市 111ケースの合計

200ケースであった。両地域ともに市部は都市化しているが周辺地区には農村地域が含まれている。愛媛県
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M市は訪問看護ステーション、在宅介護支援センターの利用者に調査を依頼した。広東省T市では病院を退

院した患者のなかから自宅介護が必要と看護婦が判断した者に対して調査を依頼した。調査表は介護者用と

要介護高齢者用で構成した。介護者に対する項目は介護実態、家族機能、介護対処行動、介護肯定感、生活

の満足度である。家族機能は SmilksteinG5) ，の家族機能尺度を用いた。介護対処行動は和気、岡林の介護

対処行動を参考に 6)7)、また介護肯定感は楼井の尺度 3)、生活満足度はVAS法を用いた 8)。これらの尺度
はすでに信頼性・妥当性が明らかにされている。要介護高齢者用は性、年齢、疾病・症状、厚生省の寝たき

り判定基準 9) を調査項目とした。中国版の調査表は日本語版を中国語に訳し、さらにそれを日本語訳し、

両調査表の表現内容が同ーとなることを確認した。この検討は中国語を母国語とする中国側調査者とともに

行った。調査は面接による聞き取り調査を実施した。日本での調査は大学院生と研究者でおこなった。中国

側の調査は現地での説明会を 2回開催し、そのうち 1回は調査する看護職 11名に対して調査目的と方法、

調査項目について説明した。調査方法は病院勤務の看護職が居宅訪問し、聞き取り調査した。両国共に調査

に要した時間は 1ケース 100分であった。調査期間は平成 13年9月~平成 14年2月である。分析は SPSS

10.0Jを用いた。

結果:

1.介護者と要介護高齢者の背景

表1に日本と中国の介護者と要介護高齢者の背景を示す。介護者の性別は両国ともに女性が有意に多かっ

たが、中国では男性介護者が 38.5%であり、日本の 13.5%に比べて多かった。介護者年齢は日本 63.1(::1: 13.2) 

歳、中国 48.8(::1:15.7)歳で、日本は中国に比べて有意に高かった。 年齢分布では日本の介護者は 60"'79歳

が約 60%を占め、中国では 50歳未満が 59%と最も多く、 60"'79歳は約 31%であった。介護期間の平均は、

日本 6年 1ヶ月で、中国の 1年 10ヶ月よりも有意に長期化していた。介護がおこなわれる家族の構成人数

は日本が 3.2(土1.5)人であり、中国は4.8(土2.7)人で、日本に比べて中国の家族人数が有意に多かった。

介護者に介護を受けている要介護高齢者の性別の割合は両国ともほぼ同率であった。介護を受けている高

齢者の年齢は日本が80.4(土9.0)歳で、中国の 72.4(土6.3)歳に比べて有意に高かった。年齢分布では日本は

80歳以上が 56.3%で最も多く、中国は 70歳台が 44.5%で最も多かった。厚生省の寝たきり判定基準による

比較では日本は Cランクが 52.8%を占め、中国の 36.1%より多く、日本の要介護高齢者の寝たきり度は中

国に比べて有意に高かった。また、日本は J、a、bランクが 19"'10%であったのに比べて、中国は各ラン

クがほぼ20%の同一割合であった。さらに、高齢者が要介護状態となった主な疾患の第 1位は両国とも脳卒

中であった。第二位は日本では痴呆、中国では高血圧であった。

2.介護の内容及び介護者に対するサポート状況

表2に介護内容と介護者へのサポート状況を示す。排?世介助では日本のオムツ介助率 (59.3%)が中国に

比べて有意に高く、また中国のトイレ介助率 (54.3%)は日本に比べて有意に高かった。戸外散歩介助は中

国の介助率 (37.3%)が日本に比べて有意に高かった。また、中国では介護者の 94.6%が要介護高齢者の話

し相手をしており、日本より有意に高かった。家事は両国とも介護者がおこなっていたが、中国では介護者

が家事をしていない割合が 27%あり、日本に比べて有意に高かった。介護内容で両国間に差がなかった項目

は食事介助、入浴・身だしなみ介助、歩行介助、車椅子介助であった。介護者へのサポート状況は、中国で

は介護代替者を約 95%が持っており、日本の 75%より有意に多かった。また自由時間があると応えた介護

者の割合は中国が 76.6%で、日本の介護者の 47.7%より有意に高かった。介護情報の提供者の有無、相談相

手の有無、経済的余裕の有無は両国に差はなかった。

3.介護者の健康状態

介護者の健康状態を表 3に示す。現在、病気を持っている介護者は日本が 55.1%と中国に比べて高く、ま

た腰痛や肩こり、関節痛など何らかの症状があると応えた介護者も、日本が 68.5%と中国に比べて高かった。

介護者の受診率は約 50%"'60%程度で、両国とも同様な傾向を示した。健康状態の比較では、両国に差がみ

られ、健康状態をょいと応えている介護者は中国に多く、悪いと応えている介護者は日本に有意に多かった。

4.介護サポート資源

介護資源の利用は、日本では 60名 (70.1%)が何らかの社会資源を利用していると応えており、中国は

- 16 -



利用していないと応えている者が 63名 (56.8%)で、両国に有意な差がみられた。中国は介護サポート資源

として親族及び家族が雇用している家政婦をあげており、看護婦を利用している者もわずかにみられた。日

本では在宅ケアサービス資源が介護代替者としてあげられており、その種類は訪問看護、ディケア、ホーム

ヘルプなど約 10種類に及んだ。

5.介護者対処行動の比較

介護者対処行動とは、「家族介護者が要介護高齢者の介護を在宅で引き受けていることで生じる介護上の

様々なストレスに対して介護者がとっている意図的な行動」を言う。対処行動にいたるプロセスには「介護」

をどのように認知するかが影響する。両国の介護を取り巻く社会・文化的要因がこの認知に影響すると考え

た。そこで、介護者対処行動の因子分析から両国の介護者の対処行動を比較検討した。その結果を表 4に示

す。日本では介護者対処行動として 3因子が抽出された(負荷量.40以上を採用)。第一因子は優しく真心を

こめて接するなどの 11項目からなり、「接近」因子とした (α係数 =.84)。第二因子は意識的に自分の時間

を持つ、気晴らしや気分転換をするなどの4項目からなる「回避J因子で (α係数 =.82)、第三因子はお世

話に役立つ情報を集める、家族や周りの人たちに協力をたのむなどの 4項目からなる「問題解決J因子であ

った (α係数 =.66)。中国の介護者対処行動も日本と同様に 3因子が抽出された。第一因子はとにかく精一

杯頑張ってお世話する、お年よりの気持ちを尊重するなど 11項目からなる「接近」因子であった (α係数

=.92)。第二因子はお年よりを世話する人達と励まし合う、お世話に役立つ情報を集めるなどの 5項目から

なる「問題解決」因子である (α係数 =.77)。第三因子は友人とあって気分転換を図るなどの 4項目からな

る「回避J因子であった (α係数 =.85)。

介護者の介護対処行動は両国ともに同様の因子が抽出され、介護対処行動は「接近J、「回避j、「問題解決」

であり、この結果は和気の先行結果とも一致していた 6)。抽出された介護者の対処行動因子は国をこえて一

致していたが、因子の順位は日本が「接近J‘「回避」、「問題解決」であったのに比べて中国は「接近J、「問

題解決」、「回避」であった。

6.介護肯定感と介護生活の満足度 (QOL)との関連

表5は両国の介護肯定感、生活満足度、家族機能、介護対処行動の平均値の比較である。介護肯定感は両

国に差はなかった。生活満足度は中国より日本がやや高い傾向を示したが有意ではなく、介護対処行動も両

国に差はなかった。家族機能は中国が日本より有意に高かった。また、表6は介護肯定感と各項目との相関

をみたもので，介護肯定感に関連する要因は両国共に生活満足度と介護対処行動であった。

考察:

1)日本のM市と中国のT市における介護状況の比較

本調査で特徴的であったのは第一に要介護高齢者の状態であった。中国の要介護高齢者の年齢は日本より若

く、日本に比べ寝たきり度のCランクが少なく、介護期間が日本の約 6年であることに比べて約 2年と短か

った。このことは中国では i1日中ベットで過ごし、排?世、食事、着替えにおいて介助を要する段階Jにまで

介護を必要としていない状況、いいかえれば介護が長期化、重介護化していない状況にあることが推察された。

また、要介護状態となった要因の第一位は脳血管障害であることは共通していたが、日本では痴呆が第二位

で要介護高齢者の超高年齢化とともに、寝たきり、痴呆が日本における介護問題であることが確認された。こ

の要介護高齢者の状況は介護内容にも反映されていた。表 2に示すように日本に比べて中国では排世介助は

トイレ誘導が主な内容であり、戸外散歩や話し相手が高くあがっており、介護内容は比較的軽度であった。

両国の介護内容はかなり異なっている状況にあった。

次の特徴は介護者と介護者を取り巻く状況である。介護者の年齢は中国が若く、男性介護者が日本に比べ

て多かった。介護の代替者や自由時間は日本に比べて中国の介護者の多くがもっており、介護の代替者やサ

ポート資源として中国では親族をあげていた。この状況は家族構成人数が日本の 3人に比べて約 5人と多い

ことによる 10)ものと考えられ、中国では家族内で男性も含めて介護者役割を緩やかに分担をしながら介護を

行っているのではないかと推察された。

さらに、中国と日本の介護を取り巻く状況で異なる点は介護者の家事担当である。中国の介護者の 3割が

家事をしていなかった。また介護サポート支援として私的に雇用している家政婦があがっていた。これらの
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ことから、家族機能の考え方など社会・文化的な違いがみられ、中国では家族人数も多いことから、介護者

が家事と介護の両立負担から解放されていると推測できた。日本の介護者が家事と介護を両立させるなかで、

心身の負担感が増大していく状況とは大きく異なっていた。このことは介護者の健康状態の比較の中にも現

れている。日本の介護者の有病率や症状の出現率は中国に比べて高く、介護者の健康状態が悪いことからも

伺える。

2)介護の認識 ー肯定感・生活満足度・介護対処行動・家族機能ー

介護者の介護への対処行動は両国の社会状況や文化的要因の影響をうけると予測したが、抽出された対処

行動は両国とも同じであった。しかし、対処行動の出現順位は異なっていた。「接近Jが第一因子であること

は両国に共通していたが、日本では第二因子が気分転換などの「回避」、そして「問題解決Jであった。中国

では第二位に「問題解決J、そして「回避Jであった。このことは日本の介護者が気分転換の対処行動を中国

の介護者より多く行っており、その背景には介護の長期化・重介護化による介護状況の厳しさがあり、その

ための対処行動と言える。

介護肯定感、介護対処行動、生活満足度、介護対処行動は両国に差はなかった。家族機能は中国が高かっ

た。家族機能の高さは中国の家族構成人数が多いこと、男性も介護担当していること、さらに介護代替者や

介護者の自由な時間、相談相手が多いなどの結果から説明することができる。介護肯定感に関連する要因は

生活の満足度と介護対処行動であった。両国ともに介護対処行動は介護肯定感と高い関連を示していた。両

国の介護者の QOLを高める支援として介護肯定感、介護対処行動に対する働きかけが有効であることが示

された。

以上の比較検討から中国の介護状況はまだ介護が社会問題化する以前の状況にあり、家庭の中で家族機能

を十分に活用していることがわかった。一方日本では、今後ますます超高齢化による介護の長期化・重介護

化や老々介護の時代を迎える。家族介護者の疲弊した状況に対する社会的サポートの必要性が示された。し

かし、中国もまた、家族形態や家族機能が現状のまま維持されていくとはいえない。したがって、家族の介

護機能を補うためにも社会的な介護支援政策 11)が必要となってくるであろう。

日本は 2000年から介護保険をスタートさせ、介護の社会化に先鞭をつけている。まだ、試行錯誤の状態で

あるがこの経過を共有化し、中国の在宅介護政策に貢献できることを願っている。

参考文献:

1) 国立社会保障人口問題研究所編:日本の将来推計人口(平成 9年 1月推計)、 4: 137、厚生統計協会発

行、 1999.

2) 中谷陽明、東僚光雅:家族介護者の受ける負担一負担感の測定と要因分析一、社会老年学、 29: 27・36、

1989. 

3) 樫井成美:介護肯定感がもっ負担軽減効果、心理学研究、 70(3) : 203・210、1999.

4) 仲村優一、一番ケ瀬康子編:世界の社会福祉アジア③:326、旬報社、 1998.

5) Smilksten G， Ashworth C， Montano D. : Validity and Reliability of the Family APGAR as a test of 

Family function. J Fan Pract， 15 : 303・311，1982.

6) 和気純子、矢富直美、中谷陽明、冷水豊:在宅障害老人の家族介護者の対処(コーピング)に関する研

究一規定要因と効果モデルの検討:社会福祉援助への示唆と課題、社会老年学、 39: 23・34、1994.

7) 岡林秀樹、杉津秀博、高梨葉、中谷陽明、柴田博:在宅障害高齢者の主介護者における対処方略の構造

と燃えつきへの効果、心理学研究、 69(6) : 486・493、1999.

8) Mccormac， HM.， et， al: clinical applications of visual analogue scales. A clinical review， Psychological 

Medicine， 18 : 1007・1019，1998.

9) 国民衛生の動向、 42(6) : 126、厚生統計協会、 1995.

10)比較家族史学会:事典家族、 952、1996.

11)呉小玉:中国の地域中核病院における高齢者への退院指導の現状と課題、日中医学、 16(4): 27・31、2001.

一 18 -



表1介護者と要介護高齢者の背景 表2 介護内容とサポート鵠兄

特性 日制%) N 中国航) N P 介鐙内容 日制%) N 中国(%) N P 

介信者 男 12 (13.5) 42 (38.5) 
*合*89 1ω 食事側1

有 52匂8.4) 53 (47.7) 
89 111 n.s 

性別 女 77 G部.5) 67 (61.5) 無 37 (41.6) 58 (52.3) 

平均土標準偏差 63.1土13.2 48.8土15.7 *** 

50歳未満 15 (16.9) 65 (58.6) 
蹴rつ合劫

有 51 (59.3) 35 (31.5) 
86 111 *** 

無 35 (40.7) 76 ~回 5)

要介燈介 50-59歳 15 (16.9) 10ω.0) 

題者年齢 60-69歳 28 (31.4) 89 22 (19.8) 111 一
トイレ介助

有 28 (32.6) 57 (54.3) 
86 105 *** 

無 58 (67.4) 48 (45.7) 

70-79歳 24 (26.9) 12 (10.8) 

80歳以上 7 (7.9) 2 (1.8) 
λ浴介助

有 63 (70.8) 81 (73.0) 
89 111 n.s. 

無 26匂9.2) 30 (27.0) 

平均±標準偏差 6年1月土73ヶ月 1年10月土34ヶ月 *** 

1年未満 9 (10.1) 61 (55.0) 

有 64 (71.9) 70 (63.1) 
身だし怠み 89 111 n.s. 

無 25匂8.1) 41 (36.9) 

介穫期間 1年以上，-5年未満 39 (43.8) 35 (31.5) 
88 109 

5年以上，-10年未満 21 (23.6) 8 (7.2) 

有 23 (25.8) 29 (26.1) 
銅ラ1t劫 89 111 

無 66 (74.2) 82 (73.9) 

10年以上 19包1.4) 5 (4.5) 

平均土標準偏差 3.2土1.5 4.8土2.7 *常食

有 22匂5.6) 18 (16.4) 
車精子 86 110 

無 64 (74.4) 92 (83.6) 

1人 2 (2.2) 。
家族人数

2人 35 (39.3) 13 (15.7) 

3人 26匂9.2) 89 11 (13必 83 

4人 11 (12.4) 20匂4.1)

戸舛散歩
有 22 (24.7) 41 (37.3) 

89 110 官官*

無 67 (75.3) 69 (62.7) 

蕗相手
有 74 (83.1) 105ω4.6) 

89 111 ** 
無 15 (16.9) 6 (5.4) 

5人1孔上 15 (16.9) 39 (47.0) 

要介霞高 男 45 (50.6) 61 (55.0) 
家事

有 87ω7.8) 81 (73.0) 
89 111 **女

無 2 (2.2) 30 (27.0) 

齢者性
89 111 n.s. 

女 44 (49.4) 印 (45.0)

平均土標準偏差 8O.4:l:9.0 72.4土6.3 n.s. 
情編制措

有 80 (89.9) 93 (83.8) 
89 111 n.s. 

無 9 (10.1) 18 (16.2) 

要介値高 60-69歳 6 (6.6) 42 (38.2) 

齢者年齢 70-79歳 30 (33.8) 86 49 (44.5) 111 

1t盤豊富わっ 有 66 (75.0) 105 (94.6) 
88 111 ** 

て〈れる人 無 22匂5.0) 6 (5.4) 

80歳以上 50 (:鉛.3) 20 (18.0) 

J 17 (19.5) 24 (21.6) 
自由な時間

有 42 (47.7) 85 (76.6) 
88 111 *女*

無 46 (52.3) 26 (23.4) 

a 9 (10.3) 26 (23.4) 
寝たきリ度 87 111 *** 

b 15 (17.2) 21 (18.9) 
相銭相手

有 79 (88.8) 99 (89.2) 
89 111 n.s. 

無 10 (11.2) 12 (10.8) 

c 46 (52.8) 40 (36.1) 

酎嘗榔に 1位 脳卒中 (50.0) 脳卒中包7.0)
結剤切端

有 回 (67.4) 85 (78.7) 
89 111 n.s. 

無 29 (32.6) 23匂1.3)

なった主疾患 2位 痴呆匂6.1) 高血圧 (14.4) 帥 P<'01 *帥 P<，001
{権散鑓昔日 3位 高血圧 (17.0) 癌 (14.4)

帥* P<'001 

表3介護者側建劇犬態

特性 日本航) 中匡K%) P 

寝在病弱Z車、 有 49 (:伍1) 36 (32.4) 
**合

かコている 無 40(必.9) 75 (67.6) 

有 61 (I回.5) 39 (35.1) 
**台

無 28 (31.5) 72 (64.9) 

怠伏 1位 蹄南(24.7) 関節痛 (32.5)

2位 肩こり ω2 E萄粛(27.5)

3位 関節晴 (19.1) 蹄高(20.0)

有 52 (:槌.4) 53 (51.0) 
霊>>

51 (49.0) 
n.s. 

無 37 (41.6) 

良い 32 (35.9) 59 (53.1) 

健康状態 部直 40 (.必.9) 41 (36.9) 

惑い 17 (19.1) 11ω.9) 

柿 P<'01 安材 Pく.001
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表4 介護者対従前動の因子分析

項 自 日 本 中 国

l お年制のお間蔀こ役立つ憎舵集める 霊1園子 α一.8357 銭近 筆1因子 α=.9185 接近

2. 同じようなお年寄りを世臆する人遣と励まし合う

3.後所や田市・看鍾婦など府開乙相絞する
却 0.723 22 0.801 

4 在宅のサービスを積掛切こ草l閥する
25 0.683 19 0.770 

5. お年寄りの状態が急恋しが語合に備えて対応策を立てる
15 0.656 却 0.767 

6. 1人司可でもやろうとしないて蕩議や周りの人たちに協力を頼む
19 0.624 21 0.738 

t できる範囲で無理をしないようにお世話をする
18 o.日2 23 0.705 

8. 自分カ制れては困るので自分自身の健康伏態口気をつける
22 0.527 25 0.650 

9. 気晴らし守唄tm蕊負に役立つことをする
21 0.493 7 o.倒8

10.先のことはあまり深く考えないようにする
16 0.476 18 0.622 

11.お年寄りのお由窓D大変さを寂旗や周りの人に伝える
23 0.447 8 0.616 

12.つらくて人気れ前立いている
5 0.435 24 0.525 

13.お曲部ヨ震り固されず悶臨紛句に自分の時間をもっ
24 0.416 17 0.440 

14.友人と会ったり自分呪好きなことをして気分転換する

15.希望を捨てずに毎日明るく過ごす

16.自分で自分を励ます

17.お年寄りを世領する体験から単ぶことがあると思う

18.お年寄りの閃聾や密化をよくみて.対応を考える

19.国税双樋を図りお年寄りの鰯寺ちを噂重する

20.お年寄りに対して優しく真4、をこめて接する |第3因子 α=.6574 国題解法|筆3因子炉鮒2 回避

21.お年寄り￠瀬まれたことは篠田しにせずすぐI~長行する

22.とにかく1砕4持層Eってお蝕吉する

23.お年寄りの世話をすることは郎初復Z1bピと恩う

24.介穫に対する考え方ややり方を変えれるようになった

25.お年よりも蔵張っていると思う

表5 家族機能対処行動，介護肯定感生活首足度の差
ーーーーーー N 平瑚直 懐準偏差 P 

現在の満足度 日本 84 59.881 25.245 

中国
n.8. 

111 65.919 20.791 

過去の満足度 日本 84 74.524 23.614 

中国
n.8. 

111 73.378 23.357 

家樹銭能 日本 89 9.202 3.432 
*** 

中国 111 7.036 2.132 

対処行動 日本 89 96.674 15.275 

中国
n.8. 

111 98.∞o 9.577 

介護肯定感 日本 89 42.843 9.821 

中国
n.8. 

111 43.018 5.679 

*帥 P<'OO1

表6介護肯足感と現在の満足昆家族樹脂包対処行動の相関

日 本 中 国

現在の満足度 家脹機能 対従前動 現在の満足度 家族機能 対処行動

肯定感 Pearsonの相関係数 .503帥 '.088 .743** .190合 '.028 739帥|
有意確率(両側J) .000 .410 .000 .046 .772 .000 

N 83 89 89 111 111 111 

会 Pく.05 帥 Pく.01
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糖尿病性腎症に有効な伝統薬物の探索

研究者氏名 助教授横津隆子

日本研究機関 富山医科薬科大学和漢薬研究所
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中国所属機関 上海中医薬大学附属曙光病院

共同研究者名 中川孝子(博士課程学生)

要旨

advanced gl yca t i on endproduc t s (AGEs)は糖尿病性腎症の成因に大きく関与しており， AGEs生成の

抑制が腎症発症・進展防止に重要であることが知られている。このことから，本研究ではAGEs阻害薬の可能

性を伝統薬物に求め，まず invitroの評価系で検討した。使用した漢方方剤 12種類のうち，最も AGEs

生成を抑制した漢方方剤は温牌湯で，次いで桃核承気湯，桂枝夜苓丸，大黄牡丹皮湯の順で、あった。実

験に供した 21種類の構成生薬では大黄，桂皮，牡丹皮，巧薬に強い抑制作用を認め，大黄剤，駆お血剤

ならびにタンニン生薬が AGEsの生成を抑制しているものと考えられた。またこれらは陽性対照物質のアミノ

グ‘アニジンより強い活性を示した。一方、糖尿病性腎症モデル動物を用いた実験で、は、温牌湯、八味地黄

丸、桂枝夜苓丸、柴苓湯はそれぞれ異なった作用機序で、糖尿病性腎症の進展を抑制している可能性が

示唆された。

Key Words advanced glycation endproducts、糖尿病性腎症、温牌湯、桂枝夜苓丸、大黄

緒言:

わが国の透析患者数は年々増加し，現在日本では約 20万人が透析療法を受けている。しかし原疾患の

約1/4は糖尿病性腎症が占め、最近の維持透析患者数の増加の最大の原因となっている。このような状況

下，糖尿病性腎症の発症，進展を規定する因子の解明とともに，治療薬の開発が急がれている。

糖尿病性腎症の成因の源は持続する高血糖であることが DiabetesControl and Complications Trial 

(DCCT) s t udyの結果からも示され，厳格な血糖コントロールを長期間にわたり維持で、きれば，発症および進

行を著明に抑制することが明らかになっている。しかし臨床的には実際上厳格なコントロールを達成すること

は，副作用としての低血糖とのからみもあり必ずしも容易ではなく，これは DCCTstudyでも指摘されている

問題点で、ある。そこで血糖コントロールを厳格に維持できないために生ずる糖質代謝異常を是正して，合併

症の発症防止に少しでも貢献できる薬剤の開発が望まれ，現在その代表的な流れとして，ポリオール代謝

異常改善薬と蛋白糖化反応阻害薬があり，ポリオール代謝異常の改善については，糖尿病におけるグ、ルコ

ースからソルピ、トールに至る代謝経路の充進を是正するために，その触媒酵素で、あるアルドース還元酵素を

阻害する薬剤が開発され，糖尿病性神経障害を適応として市販されている。これに対して蛋白糖化反応阻

害薬の方は，アミノグ‘アニジンのみの開発が進められているが，他の薬剤についてはほとんど知られていな

い。アミノグ、アニジンにしても，臨床的には糖尿病性腎症を対象に大規模な第 3相試験が進行中であるが，

安全性については慎重な治験が望まれている。一方，漢方方剤や生薬のあるものは糖尿病や腎疾患などに

対して一定の成績を挙げており，多角的な治療薬剤としての可能性の高いことが示唆されている。
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本報ではこの可能性をさぐる手始めに，糖尿病合併症に頻用されている大黄剤，柴胡剤，駆お血剤，八

味地黄丸などの地黄剤を選び，その病因の AGEs生成抑制作用を指標に、まずスクリーニング、試験を行っ

た。さらに4方剤について糖尿病性腎症モデル動物を用い検討した。

方法:

in vitro評価系:牛血清アルプ、ミン(10mg/ml)にグルコース、フルクトース、あるいは漢方方剤を加え、

37
0
Cで2週間インキュベーション後、AGEs生成量を蛍光検出器 (Ex=350nm， Em=450 nm)で測定した。動

物実験:Wistar系雄性ラットに 3/4腎摘を施し、次いでストレプトゾトシン (35mg/kg体重)を腹腔内投与し、

糖尿病性腎症モデ、ルを作製した。次いで温牌湯、八味地黄丸、桂枝夜苓丸、柴苓湯エキスをそれぞれ 150

mg/kg体重/日経口投与し、 5週目の血中、尿中の生化学的パラメーターとチオパルピツール酸反応物質、

腎組織中のソルピト}ル、 AGEsを測定した。

結果:

表 1に示したように、 AGEs生成抑制作用は、大黄含有方剤で強く(ICω<20問/m!)、駆お血剤、地黄剤

も強い作用を示したが、柴胡剤は陽性対照物質のアミノグ、アニジンより弱かった。実験に供した 21種類の構

成生薬では大黄、桂皮、牡丹皮、埼薬に強い抑制作用を認めた。次に温牌湯(大黄含有方剤)、八味地黄

丸(地黄剤)、桂枝夜苓丸(駆お血剤)、柴苓湯(柴胡剤)について、糖尿病性腎症モデ、ルを用い検討した結

果、血中グルコース、中性脂肪がいずれの方剤においても有意に低下したが、クレアチニンクリアランスと尿

蛋白量は桂枝夜苓丸、八味地黄丸投与群で改善作用が認められた。一方、血中チオバルピツール酸反応

物質は桂枝夜苓丸、温牌湯、柴苓湯投与群で有意に低下したが、腎組織中のソルピトールは八味地黄丸、

柴苓湯、桂枝夜苓丸投与群で、AGEsは4方剤いずれにおいても有意に低下していた。なお腎機能に好影

響を及ぼした桂枝夜苓丸、八味地黄丸について現在、長期動物実験を進行中である。

表 1.ICso values of prescriptions tested against AGEs formation 

方剤名 ICso (μg/m!) 

温牌湯 7.85土 0.15

桃核承気湯 10.96 :!: 0.16 

桂枝夜苓丸 11.56 :!: 0.14 

大黄牡丹皮湯 18.18 :!: 0.44 

真武湯 31.43 :!: 0.14 

当帰巧薬散 41.22 :!: 1.38 

八味地黄丸 45.55 :!: 1.10 

牛車腎気丸 47.03 :!: 1.12 

柴胡桂枝湯 54.82 + 1.44 

小柴胡湯 80.81 :!: 0.90 

柴苓湯 81.44 + 1.96 

補中益気湯 127.35 + 1.13 

アミノグアニジン 59.20 :!: 1.47 
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考察:

食品の加熱調理ほど急速ではないが，蛋白糖化反応が生体内でも進行していることが判明し，糖尿病性

腎症などの病態との関係が示唆されている。蛋白糖化反応は大略するとアマドリ転位産物を生成する前期

反応と，その後 AGEsへと変化する後期反応に分けて考えることができ， AGEsは蛍光性，褐色化，分子架橋

形成などの物理化学的な性状を有しており，また，血管内皮細胞やマクロファージなどに発現する細胞膜レ

セプターによって，リガンドとして認識されるという生物学的な特徴も有している。前期反応は，蛋白質のアミ

ノ基とグルコースとの非酵素的な二分子反応で、あるため，反応を促進するためには蛋白質あるいはグルコー

スの濃度を上げる必要があるが，生体内で、グ、ルコース濃度が高くなるという病態は糖尿病状態にあてはまる。

また，生体内蛋白質は個々の寿命が異なるので，当然，短寿命のものより長寿命の方が蛋白糖化反応が後

期まで進行すると考えられている。一方，アマドリ転位産物の形成には酸化反応が関与しないのに対し，

AGEsの特徴の lつで、ある蛍光性，架橋構造の形成には酸化反応が関与すること，またアマドリ転位産物は，

活性酸素によって酸化されて AGEs化する反面，活性酸素の発生源でもあることが桜井ら (1988)，Smi thら

(1992)、Fuら(1994)によって報告されている。従って，蛋白糖化反応の進行は，アマド、リ転位産物からの活

性酸素の発生により，酸化ストレスを増加させると考えられている。しかし AGEsはその反応の性質上，単一

の物質ではなく，多種なものと考えられており，本研究では AGEsに対する評価系を Vinsonと Howard

(1996)が報告している蛍光特性を用いた比色定量法で検討した。

実験に供した 12種類の漢方方剤の中では， AGEs生成を最も抑制したのは温牌湯であり，次いで桃核承

気湯，桂枝夜苓丸，大黄牡丹皮湯と，大黄剤ならびに駆お血剤に強い活性を認めた。これに対し，柴胡桂

枝湯，小柴胡湯，柴苓湯，補中益気湯のような柴胡剤は弱い結果を示していた。先に引網ら (2000)は糖尿

病合併症患者 141例を対象に和漢薬治療の効果を報告してUもが，その中で厚生省糖尿病調査研究班の

病期分類に従って糖尿病性腎症に用いられている漢方方剤の使用頗度を各病期別に検討し，駆お血剤や

地黄剤は各病期にEってほぼ同程度に用いられているのに対し，柴胡剤は腎症の病期が進むにつれて減

少する傾向にあること，また擢患歴で見た場合，柴胡剤は擢病年数が短い時期に多く用いられている傾向

があり，駆お血剤はほぼ全ての擢病年数に亘り用いられていることを示している。本研究では地黄剤として

八味地黄丸と牛車腎気丸を用いているが，これら方剤は大黄剤よりは弱かったが，柴胡剤よりは強い作用を

示し，糖尿病合併症患者に用いられてしも場合と，この地黄剤については異なっていた。

一方，漢方方剤を構成している生薬 21種類の AGEs生成に及ぼす効果を検討したところ，大黄が最も強

い活性を示し，大黄剤で認められた作用は，大黄によることが推測された。また桂皮，牡丹皮，巧薬などのタ

ンニン含有生薬が強い活性を示し，タンニンが蛋白糖化反応抑制に関与していることが示唆された。

桜井ら (1988)，Bucal aら(1991)はアマドリ化合物よりAGEsが生成される過程でOzーが生じること，またO2ー

は NOと反応し， ONOOーさらには・OHが生成されることを報告しているが，タンニンにこのようなラジカルを消去

することを我々はすでに明らかにしており， AGEs生成の抑制に影響を及ぼしているものと考えられた。これに

対し地黄剤，柴胡剤の根幹をなしている地黄，柴胡にはAGEs生成を抑制する作用は認められず，地黄斉11.

柴胡剤で認められた作用がどのように発現しているのか，今後の検討課題である。

蛋白糖化反応阻害剤としてアミノグアニジンの開発が進められ，現在糖尿病性腎症を対象に，大規模な

二重盲検試験が進行中であるが，本剤の有効性もさることながら安全性については特に慎重な治験が望ま

れている。このような状況下，アミノグ、アニジン以外の新たな蛋白糖化反応阻害剤の登場が望まれているが，

現在までの所，メチルグ‘アニジンやアミノグアニジン誘導体について糖尿病動物を用いた報告がなされてい

るが，伝統薬物を用いた報告はほとんど見られない。しかし本実験結果より，漢方方剤と生薬にアミノグ、アニ

ジンより強力なAGEs生成抑制作用を見い出し，伝統薬物からの糖尿病性腎症治療薬の開発の可能性が示
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唆された。また動物実験から、温牌湯、八味地黄丸、桂枝夜苓丸、柴苓湯はそれぞれ異なった作用機序で、

糖尿病性腎症の進展を抑制してし渇可能性が示唆された。

注:本研究は、2001年8月 18日『第 18回和漢医薬学会大会』のミニシンポジウムにて口演発表、

WJournaI of TraditionaI Medicines~ (Vo!. 18， p. 107-112， 2001年;Vo!. 18， p. 161-168， 2001) 

に掲載。

作成日 :2002年3月15日
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一 日中医学協会助成事業一

チベット自治区山南地区における甲状腺疾患の実態調査

ーヨード欠乏地域におけるヨード化食塩導入に伴う甲状腺疾患の変化について

要旨

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

藤盛啓成

吉林大学医学部中日聯誼病院基本外科

東北大学大学院腫蕩外科学分野

教授大内憲明

中島範昭、渡辺道雄、大友浩志、

森隆弘、福田かおり、陳瑞新、

張徳恒

1 970年代からのヨード化塩導入により中華人民共和国チベット自治区ではヨード不足は解消され、

地域性甲状腺腫も減少したと言われているが、実態は不明である。そこで、我々は2000年から 200

1年にかけてチベット自治区山南地区において触診、超音波検査を用いた甲状腺検診をおこない、同時に

甲状腺機能および尿中ヨード排世量の測定を行なった。学童242例(男児 126例、女児 11 4例)の

うち触診にて甲状腺腫を指摘した学童は男子、女児それぞれ44. 5%、44. 6%であった。また、超

音波検査にて甲状腺腫を指摘した学童は男児、女児それぞれ51. 3%、37. 9%であり、触診、超音

波検査とも高率であった。一方、尿中ヨード排世量測定の結果からは 181例中 16. 0%で欠乏を示す

のみでヨードは比較的充足していると考えられた。成人237名(男性95例、女性 142例)にも同様

の検診を行なった。甲状腺腫蕩性病変は25%に見られ、年齢とともに増加していた。しかし、 30歳以

下では有病率が 3%であるのに対し、 30歳以上では34%にみられ、この地域で 1975年から導入さ

れたヨード化塩の成果によるものと考えられた。尿中ヨード量測定からは学童と同じく 13. 8%で欠乏

状態であったが、全体としては充足していると考えられた。この研究で現在チベット自治区山南地区にお

いてヨードは比較的充足しているが、かつては不足しており 30歳以上に地域性甲状腺腫が多く見られる

ことが判明した。しかし、学童にも甲状腺腫が多く見られ、その原因を明らかにすることはできなかった。

KeyWords 地域性甲状腺腫、甲状腺検診、ヨード欠乏、ヨード化塩、超音波検査

緒言:

地域性甲状腺腫は WHO疾患分類中世界でもっとも擢患数の多い疾患であり、今日でも世界中には約 1

億人以上の悩病者がいるとみられている。かつて、中華人民共和国チベット自治区の大部分は地域性甲状

腺腫の多発地帯として知られ、住民の約50%に甲状腺腫が発生し、クレチン症も稀ならずみられていた

とされている。中国の他の地域が 1960年代よりヨード化食塩が導入され、新規の地域性甲状腺腫が激

減したのに対し、チベット自治区では 19 7 0年代から導入されたが、その効果は不明であった。

Moreno・Reyes(1) らは 1995年にチベット自治区ラサ市近郊にて調査を行い、 5........15才の住民のう

ち46%に甲状腺腫がみられ、尿中ヨード排世量からは約 2/3がヨード欠乏の状態であると推定された

と報告している。この報告からチベット自治区においてはヨード化塩導入にもかかわらず、依然としてヨ
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ード欠乏状態にあり、特異な甲状腺疾病形態をとっていると考えられた。今回我々は、 1975年にヨー

ド化塩が導入されたチベット自治区山南地区において山南地区人民病院の協力を得、 2000年の予備調

査の後、 2001年6月に日中医学協会の助成の下で超音波検査を用いた甲状腺検診、甲状腺ホノレモンお

よび自己抗体の測定、尿中ヨード排世量測定を行い、山南地区における甲状腺疾患の状態、およびヨード

摂取の現状につき明らかにしたので報告する。

対象と方法:

2000年8月、チベット自治区山南地区人民病院にて 107人の甲状腺検診を行い、 2001年6月

山南地区人民病院にて 103人、山南地区海当完小学校にて 242人、山南地区海当鎮郊外の公民館にて

42人の検診を行なった。性別、年齢は表1に示した。

検診は現地山南病院のスタッフの協力のもとで、①既往歴、家族歴などの問診、②身長体重の測定、③

尿中ヨード排推量測定のための採尿、④甲状腺ホノレモン、自己抗体測定のための採血、⑤甲状腺の触診、

@甲状腺の超音波検査、の順に行なった。触診と超音波は全例に施行、採血・採尿は被験者の同意が得ら

れた症例(採血は小学校では一部のみ)に行なった。頚部の触診は被験者の前方より行い、特に小学校で

の検診においては WHO分類に沿って判断した (2)。超音波検査は、日本より持参した超音波画像診断

装置 (ALOKAecho camera SSD・121τM)を用い7. 5MHzプロープを使用、被験者をベッドに仰臥位に

し頚部伸展位で行なった。超音波検査は、まず甲状腺各葉の縦径、横径、深さを計測、その後腫痕性病変

の有無を調べ、 4mm以上の病変があった場合これを結節性病変としその大きさを測定した。

甲状腺容積は超音波検査での各葉の測定値から 葉の容積 (m1 ) = O. 4 7 9 x縦径×横径×深さ(c 
m)の式を用いて各葉の容積を算出、両葉の容積を合計し甲状腺容積とした。甲状腺腫大の診断は Delange

ら (3)が報告したヨーロッパにおける年齢および体表面積をもとに算出した甲状腺容積の正常上限を基

準に行なった。

血液サンプノレは現地で遠心し血清を分離、日本で遊離サイロキシン (FT4)、 TSH、自己抗体(サイロ

イドテスト、マイクロゾームテスト)の測定を行なった (FT4、TSHは化学発光免疫測定法、自己抗体は

ゼラチン凝集反応により測定)0FT4の正常値は 0.9'"1.8 ngldl、TSHの正常値は 0.35"'3.73μIU/ml、サ

イロイドテスト、マイクロゾームテストは 100倍未満を正常、それ以上を自己抗体陽性とした。

尿中ヨード排世量の測定は検診時の随時尿を用いて行い、 Sandell長 olthoff反応を利用した簡易尿中測

定キット(目立化成) (4) を使用した。また、同時に尿中のクレアチニン値(酵素法)も測定した。ヨ

ード欠乏の解析には小児の場合は尿中ヨードの測定値をそのまま利用し、成人では尿中ヨードと尿中クレ

アチニンとの比(iodine nMl creatinine mM  )を算出し、 WHOのヨード欠乏のガイドラインに沿って判断

を行なった (2)。

表 1 検診場所と年齢中央値(範囲)

2000年山南病院 2001年山南病院 2001年完小学校 2001年津当近郊

検診者数年齢(才) 検診者数年齢(才) 検診者数年齢(才) 検診者数年齢(才)

男
36 33 55 

39 41 126 22 
(8"'79) (13 "'62) (6"'14) (20"'77) 

女
36.5 37 57.5 

68 62 116 20 
(6"'66) (17"'68) (6"'15) (28"'81) 

計
36 36 56 

82 103 242 42 
(6"'79) (13 "'68) (6"'15) (20"'81) 
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結果:

学童 (6"'15才) 242名の検診において超音波検査で腫痕性病変を認めた例はなかった。 2例は触

診所見で結節性病変を認めたが超音波検査では所見がなかった。この2例は触診所見の解析から除外した。

甲状腺触診において WHOの分類上 Grade1以上の甲状腺腫を認めた例は 107例 (44. 6 %)と著し

く高い頻度を示した(表2)。しかし、 Grade2の甲状腺腫はわずか3例(1. 2 %)であった。

表3に超音波検査により計測した甲状腺容積の平均を年齢ごとに示した。男女とも年齢とともに甲状腺

容積も増加している。この容積を報告されているヨーロッパ白人の年齢および体表面積ごとの甲状腺容積

の正常上限 (3)と比較した。年齢をもとに比較を行なったところ、甲状腺腫大の割合は男児 10例 (7.

9 %)、女児 10例 (8. 6 %)であったのに対し、体表面積をもとに比較したところ甲状腺腫大の割合

は男児 119例中 61例 (51. 3)、女児 103例中 39例 (37.9%) と高率であった。なお、対

表面積がO. 8m2未満で比較できない例が 20例あった。

242例のうち 18 1例に尿中ヨード排池量の測定を行なった。平均は男児、女児それぞれ 184. 0 

μgι、 198. 7μgι であった。 181例のうち尿中ヨード排推量が 100μgι 未満のヨード欠乏例

は29例 (16. 0 %)、 20μgι未満の極めてヨードが不足していると思われる学童は2例(1. 1 %) 

であった。

1 1から 14歳の 26名に採血を行なったが、 FT4は正常範囲内ながらも TSHがわずかに(正常上限

の2倍以内)上昇する潜在性機能低下症を2例認めるのみで、機能充進の学童はいなかった。また、自己

抗体も前例陰性であった。

表2触診所見

例数 GradeO Grade 1 Grade2 

男児 126 70 (55.5 %) 54 (42.9 %) 2 ( 1.6 %) 

女児 114 63 (55.3 %) 50 (43.8 %) 1 (0.8 %) 

計 240 133 (55.4 %) 104 (43.3 %) 3 ( 1.3 %) 

表3 年齢毎の甲状腺容積(平均±標準偏差)

男児 女児

年齢(才) 例数 容積 (m1 ) 例数 容積 (m1 ) 

6"'7 16 3.9:t 1.4 16 3.9土1.6

8"'9 17 4.4:t1.2 20 4.5:t 1.5 

10 17 5.2:t 1.6 8 4.3土1.0

11 21 6.2:t2.0 25 7.0:t2.1 

12 29 6.7:t2.2 25 8.9:t3.2 

13'" 15 26 8.8:t2.7 22 10.8:t5.3 

2000年および2001年に山南地区人民病院ならびにその近郊で、 16歳以上の成人237名(男

性 95例、女性 142例)に対し甲状腺検診を行なった。超音波検査で腫蕩性病変が発見された例は60

例 (25%)で、年齢とともに有病率は増加していた(表4)。腫癒性病変は30歳まではほとんど認め

られないものの (3%)、 30歳以上では34%(58/171) と高率に認められた。超音波画像上こ

れらはすべて腺腫様甲状腺腫の変化と思われた。

男性 75名の随時尿の尿中ヨード排世量は 143. 2μgι、女性 115例では 147. 7μgι であ

った。これらと尿中クレアチニン値との比を算出し、 WHOのヨード欠乏のガイドラインに従ってヨード

欠乏の状態を分類した(表5)0 1 8 9例中 (19 0例中 1例は尿中クレアチニン値が測定できなかった)
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26例 (13. 8 %)にヨード欠乏が存在し、さらに8例 (4. 2 %)は中等度から高度のヨード欠乏の

状態であった。ただし、尿中ヨード排世量と甲状腺腫痕性病変の聞には何らかの関係を見出すことはでき

なかった。

甲状腺ホルモンや自己抗体などの採血を行なったのは男性88例、女性122例の計210例であった。

このうち男性1例、女性3例は TSH低値、 FT4高値であり、甲状腺機能充進状態であった。一方、男性

4例、女性19例は TSHが正常上限より高く機能低下が示唆されたが、 FT4も低値であったものは、女

性2例のみで、他は潜在性の機能低下症と考えられた。自己抗体は男性5例 (5. 7 %)、女性15例(1 

2. 3%)に認められ、 TSHが正常上限より高値であった23例中 10例が自己抗体陽性であった。

表4 性・年齢ごとの甲状腺腫癖性病変有病率

男性 女性 計

年齢(才) 例数 有病者数(率) 例数 有病者数(率) 例数 有病者数(率)

16'""'30 26 0(0 %) 40 2 (50 %) 66 2 (3 %) 

31 '""'40 25 4 ( 16 %) 39 9 (23 %) 64 13 (20 %) 

41 '""'50 19 6 (32 %) 27 9 (33 %) 46 15(33%) 

51 '""'60 11 7 (64 %) 21 6 (29 %) 32 13 ( 41 %) 

61 '"'" 14 7 (50 %) 15 10 (67 %) 29 17 (59 %) 

計 95 24 (25 %) 142 36 (25 %) 237 60 (25 %) 

表5 尿中ヨード量/尿中クレアチニン比とヨード欠乏

Iodine deficiency ata制S Ratio 男性(例) 女性(例) 計(例)

Normal >89 62 101 163 

Mild deficiency 45.......89 8 10 18 

Moderate deficiency 22.......45 5 2 7 

Sever deficiency く22 。 1 

Total 75 114 189 

Ratio = Iodine ( nM ) I Creatinine ( mM ) 

考察:

ヨード欠乏は現在でも世界において重要な問題の 1つであり、多くの地域で地域性甲状腺腫やクレチン

病が発生している。ヨード欠乏の調査の方法として学童の甲状腺腫の有病率によってヨード摂取の状態を

把握するという手法が多く用いられている (5. 6)。今回我々が、チベット自治区山南地区において学

童の甲状腺腫について調べたところ、触診で男児および女児にそれぞれ、 44. 0%、44. 6%。超音

波検査では体表面積をもとにヨーロッパの甲状腺体積の正常上限と比較したところ、それぞれ51.3%、

37. 9%と高率にみとめられた。これは、 Moreno・Reyesら(1 )がラサ市近郊で行なった調査での甲

状腺腫の割合-49%とほぼ同じ値を示している。 WHOは触診で甲状腺腫が 10%以上に認められる場

合その地域はヨード欠乏があると定義している。この定義によれば、チベット山南地区においてもいまだ

ヨード欠乏が存在していることになる。一方、尿中ヨード排池量は WHOが設定している闘値 (2)であ

る100μgι 未満の例は 16. 0%であり、また極度の欠乏が推定される 20μglL未満は2例(1.

1 %)であり、 Moreno・Reyesら(1 )が 10μg札未満が36%としているのに比べ大きな差がある。尿

中ヨード排世量の結果を見る限りでは、現在の山南地区において、ヨードは比較的充足していると考えら

れた。このように、尿中ヨードが比較的充足しているにもかかわらず甲状腺腫の有病率が高くなっている

原因としては、 90年代のヨード欠乏の影響、ゴイトログンの摂取の影響、また、リチウムやセレニウム
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などの重金属の影響などにより甲状腺腫が発生したと考えられるがi今回の調査では明らかにすることが

できなかった。

成人の検診では腫蕩性病変の発見を中心に検診を行なったが、種々の報告 (7，8)に見られるように

年齢とともに腫痕性病変の有病率が上昇する結果が得られた。チベット自治区山南地区においては男女と

もほぼ閉じ率を示していた。甲状腺腫蕩性病変の有病率が男性にも高いことは、これまでの報告に反する

結果であり、何らかの人種的な問題によって生じている可能性があることが示唆された。また、 1975 

年にヨード化食塩が導入される以前に生まれた 31歳から 40歳の成人の甲状腺腫蕩性病変の有病率が 2

0%であるのに対し、ヨード化食塩導入前後に生まれた成人 (16から 30歳)の有病率が 2%であった。

このように有病率が急激に変化することは、年齢の要因だけでは説明が難しく、ヨード化食塩導入の成果

によるものだと考えられた。成人の尿中ヨード量測定の結果からも学童と同じようにヨード欠乏の割合は

低いことが判った。この結果から、現在では山南地区においてはヨード化食塩導入により、ヨード欠乏状

態はほぼ改善されていると考えられた。このことは、自己抗体の陽性率が 9. 5%と高率であることから

も示唆された。
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5.収支決算報告

2001年4月4日交付通知のあった研究課題 原因不明の血液疾患に関するウイルスの同定

についての収支決算を行いました。領収書コピーを添えて、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 旅 費 その他 ぷロ弘、 計

1，000，066 円 662，821 Pl 334，410 I1J 2，835 1'1 1，000，066 I'J 

支出明細(消耗品・旅費・その他の科目別に記載、別紙可)

科目区分

研究事業費

金額

1，000，0661利息 66円

備考(用途・内訳)

旅 費 191，8301研究打合
関西空港。度門 1名X@191.830X 1回=191，830円

慶門φ関西空港

82，8241研究打合
度門φ関西空港

関西空港特度門 1名X@82，824X1回=82，824円

宿泊代 59，7561ホテルオオサカサンパレス
1名(沈建議) X @7，500x7泊X1.05=59，756円

消耗品 269，8971ナカライテスク株式会社
品名 ストレフトABCベルオキシダーゼキッ}

ヘルオキシターゼセンショクDABキット X 1 = 11.200 

HPA 2 NEBOl71S 2000U X 1 = 10.640 

MSP 1 NEB0106S 5000U X 1 = 10.545 

インターロイキン6 (ヒトリコンビナント) X 1 = 11.700 

AMV REVERSEτ"RANSCRIPTASE X 1 = 32.400 

DEADEND COLORIMETRIC APOPTOSIS DETEC X 1= 26.600 

TAQ DNA POLYMERASE IN STORAGE BUFFERX 1 = 8.820 

TAQ DNA POLYMERASE IN STORAGE BUFFERX 1= 9.000 

QlAAMP DNA BLOOD MIDI KIT(100) X 1 = 81.000 

QIAPREP SPIN MINIPREP KIT(50) X 1 = 9.900 

5-AZA-2-DEOXYCYTIDINE X 1 = 8.640 

ダルペツヘンホウイーグルパツイチ(2 ) X 1 = 4.500 

GENOPUREフラスミドミディキット X 1 = 8.500 

i内政税 12.852 

58，5901三和理研株式会社
.品名 iピペット キャンペーンセット

ミスターフロスティ1.2/2.0ml

消費税

x 1 = 19.800 

x 1 = 36.000 

2.790 
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科目区分 金額 備考(用途・内訳)

334，334 八洲薬品株式会社

品名コウVP16 X 1 = 38，700 

Plasmid Maxi Kit X 1 = 54，000 

プレットキット X 1 = 16，914 

消費税 15，920 

雑 費 840 銀行振込手数料(東急観光株式会社大阪中央支店)

525 銀行振込手数料(ナカライテスク)

525 銀行振込手数料(三和理研)

525 銀行振込手数料(ホテルオオサカサンパレス)

420 銀行振込手数料(八洲薬品株式会社)
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日中医学協会助成事業

原因不明の血液疾患に関するウイルスの同定

研究代表者氏名:山西弘一

所属:大阪大学大学院医学研究科微生物学

役職:教授

要旨

ヒトに感染するヘルペスウイルスは現在までに 8種類報告されているが、初感染の後、
体内に潜伏感染し、宿主の免疫不全状態に伴い種々の疾患を引き起こすことが知られて

いる。ヘルペスウイルスのなかでも βヘルベスウイルスに属する HHV6は初感染の後、
血小板減少性紫斑病を引き起こす症例も報告されており、また骨髄移植後の免疫不全状

態では再活性化に伴い、骨髄抑制が認めらる症例も数多く経験されている。このような

ことから、血液系の原因不明の疾患にヘルベスウイルスが病因として関わっている可能

性が深く示唆される。ヘルペスウイルスに保存性の高い領域にヘルペスウイルスを共通
増幅できるプライマーを設計し、 PCR法を用いて、複数のヘルベスウイルスを同時に検
出できうる系を開発した。原因不明の血液疾患の患者検体に応用し既知及び未知のヒト

ヘルベスウイルスがその発症原因である可能性について検討した。

Key Words:ヘルベスウイルス，原因不明血液疾患， PCR法

目的や研究背景

ヘルベスウイルスとして分類されるウイルスは 100種類以上知られている。魚類、
両生類、鳥類など、またほ類のサル、ヒトに及ぶ生物種に広〈分布している。ヒトヘル

ペスウイルス (HHV) としては、単純ヘルペスウイルス 1型 (HSV-l)、2型 (HSV-
2 )、帯状癌疹ウイルス (VZV)、ヒトカイトメガロウイルス (HCMV)、Epsteln-Barr
ウイルス (EBV)の5種と、最近発見されたヒトヘルベス 6型 (HHV-6) 7型 (HHV-
7)及び8型 (HHV-8)の8種類が知られており、その生物学の性状から α、8、γの
3群に分けられている。ヘルベスウイルス粒子はいずれもが類似し、被膜を持つ直径 2
o Onmの粒子で、細胞の核内には直径 10 0 nmの被膜のないヌクレオカプシドが存在
する。感染標的細胞は、 αヘルベスでは多くの細胞に、 Bヘルベスでは主に血液細胞(リ
ンパ球や単球/マクロフアージ)と上皮細胞、そして γヘルペスではリンパ球や上皮細

胞などである。ヒトヘルベスウイルスは初感染後体内に潜伏感染し、宿主の免疫力の低

下に伴い様々な疾患の原因になることが知られている。ヘルベスウイルスのなかでも 8
ヘルベスウイルスに属する HHV6は初感染の後、血小板減少性紫斑病を引き起こす症例
も報告されており、また骨髄移植後の免疫不全状態では再活性化に伴い、骨髄抑制が認

めらる症例も数多く経験されている。このようなことから、血液系の原因不明の疾患に

ヘルベスウイルスが病因として関わっている可能性が深く示唆される。我々はこれまで

にHHV-6が突発性発疹の原因ウイルスであることを明らかにした。また、HHV-6の HST
株の全塩基配列(160Kbp)を決定した。ヘルベスウイルスに保存性の高い領域にヘルペ
スウイルスを共通増幅できるプライマーを設計し、 PCR法を用いて、複数のヘルペスウ
イルスを同時に検出できうる系を開発した。現在までに開発し得た系は、ヘルベスウイ

ルスの中でも 8、 γヘルベスを共通増幅できる系に加え、さらに、より高感度に、 Hへ
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ルベスウイルスを共通増幅する系である。後者の系は、ヒト βヘルベスウイルスのみな

らず、サルのサイトメガロウイルスも含め、。ヘルペスウイルスを広く共通摺幅できる

系で、既知のウイルスに加え未知のヘルペスウイルスも検出できる系と考えている。こ
れらのヒトヘルベスウイルスを同時に検出可能な PCR系を開発し、原因不明の血液疾患
の患者検体に応用し既知及び未知のヒトヘルベスウイルスがその発症原因である可能性

について検討することを目的とした。

研究方法

1) Pヘルベスウイルス標箪株として、 U1102(HHV-6A)，HST(HHV-6B)， 7-KHR 
(HHV-7)， Towne{CMV)感染細胞を proteinaseK処理して得た DNAを 100ng、臨床検
体は患者末梢血または骨髄血より単核球を分離して proteinaseK処理を行い、 105個細

胞から得られた DNAをテンプレートとして用いた。血嫌は 20μlから抽出した DNAを

テンプレートとして用いた。

2 )共通増幅プライマーは、 Pヘルペスウイルスに保存性の高い latespliced gene領域に
forward側 2種、 reverse側 2種の 2組を設定し、 nestedPCR法を施行した。得られた増
幅産物はサザンハイプリダイゼーション法によりウイルスを特定した。特定されないも
のについては directsequencing法を用いて塩基配列を調べた。
3 )対象は特発性血小板減少症(ITP) 1 8症例 23例(骨髄 5検体、血紫 2検体、末梢
血単核球 16検体)、再生不良性貧血 (AA)末梢血 9検体、急性白血病患者 28症例の
末梢血単核球検体。

(倫理面への配慮)
患者からの検体の採取{末梢血 2ml、骨髄血 1ml) はインフォームドコンセントをと
った上で行った。検体から抽出した DNAはヘルペスウイルスの検出以外の目的には使用
せず、患者に不利益を生じることはないと判断した。

研究結果

1 )共通増幅プライマーはPヘルベスウイルス感染細胞 (HHV・6、HHV・7、 HCMV) 
臨床検体において既知のPヘルペスウイルスを特異的に共通増幅することが可能であった。
2 )特発性血小板減少症(ITP)患者 18症例 23検体(骨髄 5検体、血蝶 2検体、末梢
血単核球 16検体)でのヘルベスウイルスのスクリーニング結果は、骨髄から HHV・6が
3検体 (60%)、末梢血単核球から HHV・6が 10検体(62.5%)、HCMVが 1検体 (6.3Qも)、
血蝶から HHV6が l検体 (50%)検出された。未知のヘルベスウイルスの検出には至ら
なかった。
3 )再生不良性貧血 (AA)患者においては、末梢血 9検体中、 HHV・7が 1検体(11.1%)
で検出された。再生不良性貧血患者の症例中、 2症例が肝炎症状後に再生不良性貧血を
発症し、ウイルス感染が契機として疑われていたが、 2症例ともに βヘルペスウイルス
は検出されなかった。このうちの 1症例は骨髄移植が施行され、移植後経時的にヘルベ
スウイルスについて調べたところ、移植後第 9週に HHV-6が 100-1000copies/sample検出
された。未知のヘルペスウイルスの検出には至らなかった。

4 )急性白血病患者検体を用いてこの系を応用したところ HHV・6が 3検体、 HHV・7が 5
検体、 HCMVが 2検体検出されたが、未知ウイルスは検出されなかった。未知のヘルベ
スウイルスの検出には至らなかった。

考察

ヘルベスウイルスの中でもpヘルペスウイルスに属する HHV-6、HCMVは再活性化時
に骨髄抑制を認める症例や、初感染時に血小板減少症を発症する症例が報告されている。

現在は、症例を集めてスクリーニングを施行しており、特発性血小板減少症患者の末梢

血、骨髄から HHV-6が高率に検出された。肝炎症状後に再生不良性貧血を発症し、ウ
イルス感染が契機として疑われていた再生不良性貧血患者検体における検討ではヘルベ

スウイルスの関与は否定的であった。未知のヘルベスウイルスが原因不明の血液疾患の
原因である可能性を考え、特発性血小板減少症(ITP) 、再生不良性貧血 (AA) と急性
白血病の患者検体を用いたスクリーニングも同時に施行したが未知ウイルスの検出には
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いたらなかった。我々の開発した HHV共通増幅システムは息者検体からのウイルスの
検出が簡便に行なえ、スクリーニングに有効であった。特発性血小板減少症(ITP)患
者検体から、高率に HHV-6が検出された。骨髄移植後の造血障害に、 HHV-6が HCMV
と同様に関与するとの報告がされた。 Invitroで、 HHV-6頼粒球系の CFU-GM、赤芽
球系の BFU-Eのコロニー数の減少を認めた。 HHV-6の造血系の影響が示唆された。今
回の結果がその意義については現在検討中である。
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中国・内蒙古のモンゴロイドにおける

顎関節機能異常発症の民族的差異に関する疫学的研究

日本側研究者代表九州大学大学院歯学研究院教授神田重信、講師 中山英二

中国側研究者代表北京大学口腔医学院教授馬緒臣、大学院生曹利

要旨

日本人と内蒙古自治区に居住するモンゴル族の健常者に対して共通のアンケート調査票によ

る検診を行ない、両民族の健常人における顎関節機能状態と食習慣、生活習慣、社会的環境の

差を明らかにし、顎関節機能異常と生活習慣や社会的環境との関連性を考察することを目的と

した。

方法として内蒙古自治区に居住するモンゴル族成人健常者 113名(男性 62名、女性 51名)

と日本人 369名(男性 151名、女性 218名)の成人健常者に顎関節機能状態と食習慣、生活

習慣、社会的環境に関するアンケート調査を実施した。そして両民族間の各項目の差をx2検定
により危険率5%で有意差検定した。

その結果、 ( 1 )何らかの顎関節機能異常を有するものは日本人と比較してモンゴル人では

有意に低かった。(2 )社会的環境については、日本人はあせりや不満を自覚する割合が高い

のに対して、モンゴル人では現状に対する満足度が高い傾向がみられた。

以上より、日本人とモンゴル族成人のアンケート調査による比較により、顎関節機能と生活

習慣や社会的環境との関連性が示唆されたが、その関連性を明らかにするにはより詳細な診察

が必要と考えられた。

Keywords: 

Temporomandibular， joint dysfunction， Japanese， Mongolian， ethnicity， epidemiology 

研究報告

目的

顎関節機能異常を訴える患者は世界的に年々増加する一途である。その要因として顎骨の成

長発育の退化、岨鴫習慣の変化、校合異常、社会的心理的ストレスの増加などがあげられてい

る。しかし未だはっきりした因果関係や作用機構は明らかにされておらず、現在、顎関節機能
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異常症の診断および治療における最重要課題である 1)ー 7)。そこで我々は顎機能異常の発症要因

の解明は重要な課題であるという認識のもとに、まず一般健常人の顎機能状態と食習慣、岨鴫

習慣、社会環境との関連を調査してきた。

第一段階として社会環境が異なる日本人と中国人の二群間でアンケートによる生活環境の差

異と顎機能状態の差異の関連性を分析した。これは江西省南昌市民を中国側対象とした(日中医

学協会、調査ならびに研究に対する助成、 1991年-1992年)。

その結果、中国における顎機能の傾向が明らかになったが、それは日本人と同様の傾向を示

し、また食習慣や生活習慣にも大きな差がない結果であった 8)。そこでその結果をふまえ、社

会的環境や食習慣、岨鴫習慣が日本人と大きく異なる内蒙古自治区に居住するモンゴル族の健

常者と日本人の顎関節部に明らかな病変を自覚しない健常人に対して統一的なアンケート調査

を行い、その異同を明らかにすることにより、顎関節機能異常症の発症に関与する要因を解析

することを計画した。この研究の目的は日本人と内蒙古自治区に居住するモンゴル族の健常者

に対して共通のアンケート調査票による検診を行ない、両民族の健常人における顎関節機能状

態と食習慣、生活習慣、社会的環境の差を明らかにし、顎関節機能異常と生活習慣や社会的環

境との関連性を考察することである。

方法

内蒙古自治区に居住するモンゴル族成人健常者 113名(男性 62名、女性 51名)と日本人

369名(男性 151名、女性 218名)の成人健常者に顎関節機能状態と生活習慣、食習慣、社会

的環境に関するアンケート調査を実施した。顎機能異常と医療機関で診断された既往の者や、

顎関節部の外傷、炎症、腫蕩などの既往のある者、または顎機能に影響を及ぼす可能性のある

全身疾患の既往のある者は対象からはずした(表1)。対象者の内訳を表2に示す。

調査方法として、顎機能状態とそれに関連する調査項目を含むアンケート調査票を用意し、

それに各自記入してもらう方法をとった。調査期間は 2001年 4月から 2001年 12月である。

なお日本人へのアンケート調査は 1994年4月から 1995年10月に収集したデータを使用した。

質問票の項目は、1.年齢、性別、健康状態、疾病の有無や種類、 2.顎機能状態、校合状態、

3.食習慣、食事の晴好、岨噂習慣、 4.社会生活習慣、精神状態などの項目で、全 36項目

である。

これらの回答項目を集計し、各項目の日本人とモンゴル人における回答傾向について集計

した。そして両民族問の各項目の差をx2検定により危険率5%で有意差検定した。

結果
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各項目の日本人とモンゴル人における回答傾向の差の集計結果を表3以下に示す。

1.顎機能状態について(表3-9、12、13) 

顎機能状態については、開口度に関しては有意に男女ともモンゴル人のほうが日本人より大

きい傾向にあった。また開口障害についても、モンゴル人のほうが日本人より自覚する率が有

意に低かった。開閉口時不規則運動を自覚する率はモンゴル人のほうが日本人より低い傾向に

あった。左右顎関節の運動時痛を自覚する率はモンゴル人と日本人の間で明らかな有意差はな

かった。また左右顎関節雑音に関しては、雑音を自覚する率は、既往を含めてモンゴル人のほ

うが日本人より低い傾向にあった。

これらを総合すると、モンゴル人のほうが日本人より額関節症状の発現率が低く、顎機能状

態が良好であることが示唆された。

2.不正佼合と臼歯喪失状況について(表10、11) 

不正佼合と臼歯喪失状況に関しては、はいずれもモンゴル人のほうが日本人より有意に悪

い状況にある。

3.食生活について(表14-17)

食生活に関する項目では、食物の固さの好みについては、モンゴル人と日本人の問でその

分布に有意差がみられたが両群とも「どちらでもない」と回答した者が多く、明らかな傾向は

指摘しがたい結果であった。間食傾向については、モンゴル人のほうが日本人より有意に間食

を多くとる傾向があった。また、よく噛んで食べるかどうかについては、モンゴル人のほうが

日本人より有意によく噛む傾向があった。偏岨鴫については日本人では偏岨鴫の割合が高いの

に対して、モンゴル人では偏岨噌の割合が低く有意差があった。

4.生活環境、精神状態について(表18-20)

総じてモンゴル人のほうが日本人より現状に満足し、ストレスなく生活していることが示唆

された。

考察

岨鴫機能異常を有する者は、世界的に年々増大してきており、種々の民族における実態が報

告されている 1-7)。岨鴫機能異常症の発症原因は佼合状態 9)、岨曙様式、口腔悪習癖 10)，11)、頭

蓋顔面の骨格型ゅなどの局所要因や精神的ストレス 13)などの心身医学的要因などの多因子が関

与していると考えられているが、いまだ見解の統ーをみない。一方で、食習慣、社会生活習慣

や民族などの生活環境要因も発症要因として注目されている 14)。そこで我々は多数集団に対し

て岨鴫機能状態と上記各多因子との関連性を疫学調査する方法により発症要因の解明を試みて
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きた。日本人を対象とした同様の疫学調査は従来数多く報告されているが 15)，16)、我々の疫学調

査は多民族問の国際疫学調査であり、ほとんど報告がない。

今回の質問表による顎機能状態および食生活、関連症状、口腔状態、その他の項目について、

モンゴル人と日本人の回答傾向に両者間でかなりの差が認められて興味深い。

まず、顎機能状態では、モンゴル人は、顎関節症状の出現率が低く、顎機能が保たれてい

ることが示唆された。これに対して、日本人は、顎関節症状の出現率が高く、顎機能が障害さ

れていることが示唆された。しかし顎機能状態については質問票による主観的自己評価ではな

く、再度、専門医による検診を通した客観的評価をおこなったうえで、確かめる必要がある。

つぎに、不正佼合の状態と臼歯の喪失状況であるが、どちらもモンゴル人のほうが日本人

よりも有意に悪い岐合状態であることが示唆された。。この 2つの要因が、モンゴル人の顎機能

に影響を与えていることは十分考えられる 9)が、それにもかかわらずモンゴル人の顎機能は障

害されていないことは興味深い。

食生活については、やはりモンゴル人と日本人の回答傾向に差がみられ、モンゴル人は、

間食をあまりとらず、食物をよく噛んで食べるのに対して、日本人は、間食をとり、あまり食

物をよく噛んで食べない傾向にあった。これらの食習慣が顎機能に影響を与えていることは十

分考えられ 10)，11)、今回の質問票による調査においても顎機能と食習慣との相関の可能性が示唆

される結果であった。

生活習慣では、モンゴル人のほうが日本人より現状に満足し、ストレスなく生活しているこ

とが示唆された。このことはストレスが顎機能に悪影響を与える可能性があるとの研究 13)を考

慮すると、今回の結果もその説を支持する結果であると考えられた。

以上まとめると、日本人 369名とモンゴル人 113名に共通のアンケート質問票による調査

を行い、顎機能状態や校合状態、食生活などの両群の回答傾向の差を統計学的に検定した。そ

の結果、両群聞で、顎機能状態に統計学的に有意の差が認められ、かつ、岐合状態、食生活の

状況にも、統計学的に差が認められた。

この結果より示唆される顎機能状態と殴合状態、食生活との因果関係を確認するためには、

さらに専門医による詳細な検診調査が必要と思われた。
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表 l 対象者から除外した既往疾患

対象者から除外した既往疾患

自己免疫疾患(関節リュウマチ、 SLE、シェーグレン症候群など)

顎顔面骨外傷

下顎骨骨髄炎

慢性中耳炎

糖尿病

腎透析を伴う腎不全

肝機能障害

出血傾向を示す血液疾患(血友病、血小板減少性紫斑病など)

顎関節部の外傷、炎症、腫蕩、奇形、顎関節症

日本人

モンゴル人

表2 対象者

対象者数と年齢

総数 369名、

男性 151名、

女性 218名、

総数 113名、

男性 62名、

女性 51名、

平均年齢 20.4+ 2.3才 (18~39才)

平均年齢 21.2+ 2.8才 (18~39才)

平均年齢 19.7 土1.7才 (18~29才)

平均年齢 40.6+14.6才 (17~83才)

平均年齢 38.7+13.7才 (19~83才)

平均年齢 43.2+15.3才 (17~76才)
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表3 関口度(男性)

開口度 4cm以下 4-5cm 5cm以上 計

日本人 19 56 73 148 

モンゴル人 1 33 28 62 

総数 20 89 101 210 

pく0.05

表4 関口度(女性)

開口度 4cm以下 4-5cm 5cm以上 計

日本人 57 115 37 209 

モンゴル人 5 32 14 51 

総数 62 147 51 260 

pく0.05

表5 開口障害

関口障害 ある ない 不明 計

日本人 26 312 29 367 

モンゴル人 2 109 2 113 

総数 28 421 31 480 

pく0.01

表6 関口時不規則顎運動

不規則顎運動 ない 右にある 左にある両方にある

日本人

モンゴル人

総数

糊
一
辺

0
一
辺

計

368 

113 

481 

p<O.Ol 
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表7 閉口時不規則顎運動

不規則顎運動 ない 右にある 左にある 両方にある 不明 計

日本人 292 12 23 16 24 367 

モンゴル人 113 。 。 。 。 113 

総数 405 12 23 16 24 480 

p<O.Ol 

表8 右顎関節の運動時痛

運動時痛 ある ない 不明 計

日本人 23 331 12 366 

モンゴル人 4 108 1 113 

総数 27 439 13 479 

p=0.32 

表9 左顎関節の運動時痛

運動時痛 ある ない 不明 言十

日本人 11 346 6 363 

モンゴル人 4 108 1 113 

総数 15 454 7 476 

p=0.81 

表 10 不正佼合の有無

不正佼合 ある ない 不明 計

日本人 191 130 47 368 

モンゴル人 79 31 。 110 

総数 270 161 47 478 

p<O.Ol 
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表 11 臼歯喪失状況

臼歯喪失 ない 片方ある 両方ある 不明 計

日本人 321 34 11 2 368 

モンゴル人 65 25 22 。 112 

総数 386 59 33 2 480 

pく0.01

表 12 右顎関節雑音

顎関節雑音 ない 昔あった 今ある 不明 計

日本人 262 23 54 26 365 

モンゴル人 107 1 4 1 113 

総数 369 24 58 27 478 

pく0.01

表13 左顎関節雑音

顎関節雑音 ない 昔あった 今ある 不明 計

日本人 268 19 51 22 360 

モンゴル人 102 2 6 1 111 

総数 370 21 57 23 471 

pく0.01

表14 食物の硬度の好み

食物の硬度 硬食が好き 軟食が好き どちらでもない 不明 計

日本人 44 77 230 15 366 

モンゴル人 26 31 56 0 113 

総数 70 108 286 15 479 

pく0.01
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表15 間食

間食 しない ほぼ毎日する 毎日する 不明 計

日本人 107 170 33 56 366 

モンゴル人 59 38 10 3 110 

総数 166 208 43 59 476 

pく0.01

表 16 精岨鴫

精岨鴫 よく噛む よく噛まない どちらでもない 計

日本人 118 140 104 362 

モンゴル人 83 23 1 107 

総数 201 163 105 469 

p<O.Ol 

表 17 偏阻鴫

岨鴫側 右で噛む 左で噛む 両方で噛む 不明 計

日本人 97 67 146 53 363 

モンゴル人 17 11 81 1 110 

総数 114 78 227 54 473 

pく0.01
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表18 寝付きがよいか

よい 悪い 不明 計

日本人 287 48 29 364 

モンゴル人 94 14 5 113 

総数 381 62 34 477 

p=0.41 

表19 仕事上あせりがあるか

総数

一
的
一

η

7
一
切

翌
日

7
一
臼

計

363 

113 

476 

pく0.01

ない

日本人

モンゴル人

表20 日常生活に不満があるか

ない ある 不明 計

日本人 194 112 57 363 

モンゴル人 85 23 1 109 

総数 279 135 58 472 

pく0.01
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漢方薬の活性成分に関する共同研究

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

徐強

中国薬科大学中薬学院

九州大学大学院薬学研究院

正山征洋

要旨

生薬や漢方薬の主要成分の定量分析にモノクローナル抗体を用いた酵素免疫学的手法(ELISA)の開発

を目的として，人参のジンセノシド類，甘草のグリチルリチン，柴胡のサイコサボニン類，大黄のセ

ンノシド類に対するモノクローナル抗体を作成した。本抗体を用いた定性的な手法として世界に先駆

けてイースタンブロテイング法を開発した。さらに本研究ではモノクローナル抗体装着イムノアフィ

ニティーカラムにより人参の有効成分の一つであるジンセノシドRb 1の濃縮とワンステップ精製を

行い単離することに成功した。また，ジンセノシドRb1のみを除去したエキスの調整にも成功した。

Key Words漢方薬，生薬，モノクローナル抗体， ELISA，イースタンブロテイング，イムノアフィ

ニティーカラム

緒言:

漢方薬や生薬の力価を評価する場合，活性成分をマーカーとして分析することが多い。この場合特

定の化合物をターゲ、ツトとする分析と，類似した化合物群をトータルで分析する場合が有る。我々は

簡便な分析のツールとして，モノクローナル抗体を選び研究を展開している。即ち，生薬や漢方薬の

主要成分の定量分析にモノクローナル抗体を用いた酵素免疫学的手法(ELISA)を開発してきた。また，

定性的な手法として膜に転写してモノクローナル抗体により染色する新しい手法を開発し，イースタ

ンブロテイング法と命名したロまた，漢方薬には数種の生薬が配合されるため，真の活性成分につい

ての研究は殆ど手が付けられていないのが現状である。これは生薬に多種多様な成分を含有するため，

特定の成分だけを除去して薬理活性を検討することは不可能と考えられてきた。このため本研究では

モノクローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムを作成し，ワンステップでターゲット成分を単

離出来る方法を開発し，この結果により生薬エキスからターゲット成分のみを除去したエキスの調整

を目指している。

方法:

1. モノクローナル抗体の作製とELISAの開発

1 )生薬成分の内タンパクや多糖類を除いては抗原と成りえないので，生薬成分にキャリアータンパ

クを結合して抗原性を付与する。通常は牛や人の血清アルブミンを用いる。結合体の中の生薬成分の

分子数を確認後，マウスに免疫する。免疫値が上昇した後，牌臓細胞を摘出して，培養ミエローマ細

胞と融合する。選択培地て培養し，融合細胞(ハイプリドーマ)のみを，また，目的とするモノクロー

ナル抗体のみを分泌する単一のハイブリドーマをクローニングする。

2) 9 6穴のマイクロフレートに，生薬成分と抗原を作製したキャリアータンパクとは異なるタンパ

クを結合した固相化抗原を吸着し，得られたモノクローナル抗体とフリーの抗原を加えて抗原抗体反

応を行う。洗滞後酵素でラベルした2次抗体を加え，酵素の基質を加えて反応し，発色の度合いを吸

光光度計で測定する。

別に標品を用いて検量線を作製して成分含量を算出する。

2. イースタンプロテイングの開発と生薬の鑑定と漢方薬の定性

TLCで展開後PVDF膜をカバーしプロテイング液を噴霧， 1 2 0
0 

C， 5秒間加熱。膜をNaI04
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溶液で処理後，モノクローナル抗体， 2次抗体，基質の順に添加，反応して染色する。

3. モノクローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムの作製とワンステップ単離

モノクローナル抗体の糖鎖部分をNaI04で開環し，ヒドラジン修飾アガロースゲルと反応してモノク

ローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムを作製。洗浄溶液にて爽雑物を除去，溶出溶液にてター

ゲット化合物を溶出。

結果:

1.モノクローナル抗体の作成とELISAの開発

人参のジンセノシドRBl，RGl，柴胡のサイコサボニン類，大黄のセンノシド類，甘草のグリ

チルリチン，サフランのクロシン，巧薬のペオニフロリン等各種の配糖体に対するモノクローナル抗

体の作成に成功した。これらの内人参のジンセノシドRblについて詳細に説明する。

図1が抗ジンセノシドRblモノクローナル抗体を用いたジンセノシドRblに対する検量線であ

る。 2ng-lOOng/mlの範囲で良好な直線性を示すことから，この範囲内で精度の高い分析

が可能となった。

表lは抗ジンセノシドRblモノクローナル抗体のクロスリアクションを示す。この結果類似化合

物であるジンセノシドRcとRdにわずかにクロスリアクションが認められるものの，その他の成分

に対してはクロスリアクションは認められなかった。このことから抗ジンセノシド Rblモノクロー

ナル抗体は極めて特異性の高い抗体と言える。

表2は各種の漢方薬中のジンセノシドRbl含量を分析した結果である。全ての人参配合漢方薬か

らはジンセノシドRblが検出された。一方，人参を配合していない漢方薬にはジンセノシドRbl

は検出出来なかった。

2. イースタンプロテイングの開発と生薬と漢方薬の鑑定

図2は抗ジンセノシドRblモノクローナル抗体を用いて各種人参エキスのイースタンブロテイン

グを行ったものである。左のTLCでは全ての化合物が発色しているが，右のイースタンプロテイン
グではジンセノシド類のみが発色しており，本法が各種人参の鑑定に極めて有用であることが明らか

になった。

8. モノクローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムの作製とワンステップ単離

図3は人参エキスを抗ジンセノシドRblモノクローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムに

付し，洗滞液で洗浄し続いて溶離液で溶出したもので， ELISAによりモニターしたものである。洗浄

液では過剰のジンセノシドRblと他の化合物が溶出している。洗浄後溶離液によりジンセノシドR

b 1が溶出している。この状況を先のイースタンプロテイングにより確認したのが図4である。左が

TLCで，右がイースランプロテイングである。洗浄液には過剰のジンセノシドRb 1と色々な成分
が溶出している。一方溶離液によりジンセノシド Rblのみが溶出している。この結果モノクローナ

ル抗体装着イムノアフィニティーカラムによりワンステップでジンセノシドRblを単離することが

可能なことを明らかにした。

考察:

生薬成分として人参のジンセノシドRBl， RGl" 柴胡のサイコサボニン類，大黄のセンノシ

ド類，甘草のグリチルリチン， Solanum属のソラソジン配糖体，サフランのクロシン，巧薬のペオニフ

ロリン，ウマノスズクサ科の副作用成分であるアリストロキア酸，イチョウ葉の副作用成分，ギンコ

リン酸等に対するモノクローナル抗体を作製し， ELISAによる高感度定量法を樹立した。これらハイ

ブリドーマは半永久的に保存が可能で，一度作製すれば長年月間ーの力値を持つMAbを供給出来る利

点が有る。また，本法は何等前処理は必要なく， HPLCのような高価な装置も必要とせず，装置と
しては安価なプレートリーダーのみである。さらに通常のHPLCに比べ数十倍から数百倍の感度で
ある。また， HPLCが有機溶媒を必要とするが，本法では有機溶媒を必要とせず，環境に優しい分
析法と考えている。また，一度に沢山のサンプルを分析出来る利点も有り，次世代の手法と言えよう。

一方イースタンプロテイング法は世界で最初の例で，特に配糖体に特異的な手法である。通常は生
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薬の配糖体含量が低く，分析の主体をなすTLC分析には種々の前処理を必要とするが，本法は何等
処理せずに感度良く配糖体パターンを表現出来る。また，本法は生薬中の分析のみならず，生体にお

ける生薬成分の動態をも検出出来る簡便な手法として多くの分野で取り入れられるものと推察される。

モノクローナル抗体装着イムノアフィニティーカラムはワンステップ単離を可能にすることが明ら

かとなった。図5は人参エキスを精製したものである。エキスをカラムに添加するとジンセノシド R

b 1のみがカラムに結合する(1 )。完全にジンセノシドRblを除去したエキス(2 )を再度カラ

ムで精製すると， ジンセノシドR C， Rdがカラムに結合する(5 )。このように繰り返しカラムに

て精製することで 3位に糖を持つ 20S-パナクサジオール系ジンセノシドの単離が可能と考える。

また，アフィニティーカラムを用いて特定のジンセノシドを除去したエキス (2，4)を得ることに

成功した。この分離エキスは元のエキスの薬理活性と比較することにより，生薬中での除去した成分

単独の薬理活性が明らかになるものと期待したいる。
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J表2

図2

Sample Sample 白 mpositionratioa M回suredamount Expected amountb 

No (mglg dry wt.) (mglg dry wt.) 

柴苓湯 3/40 0.42:t0.03 0.41 

2 釣藤散 2/28 0.38:t0.Ol 0.39 

3 白虎加人参湯 1.5/31.5 0.25土0.01 0.26 

4 半夏湾心湯 2.5/18.5 0.71:t0.Ol 0.74 

5 小柴胡湯 3/24 0.64:t0.01 0.69 

6 補中益気湯 4/24 1.14:t0.10 0.92 

7 柴朴揚 3/34 O.ω土0.01 0.48 

8 四君子湯 4/15 1.71:t0.08 1.46 

9 六君子湯 4/21.5 0.90:t0.07 1.位

10 人参湯 3/12 O.93:tO.04 1.37 

11 柴胡控枝湯 2/22 0.34土0.02 0.50 

12 温経湯 2/27 0.28土0.01 0.41 

13 大黄甘草場 。/6 ND ND 

14 結梗渇 0/5 ND ND 

Data were mean:tSEfrom tnpli伺tedeten羽田信ons.ND= not d巴tectable.

a白 mpositionratio expresses t恥∞nte.胸 ofginseng(g) used in each prescnption. 
b The amounts of G-Rbl were calculated from the∞mposition of ginseng and白e
S出吋alizedG-Rbl∞n飽nt(5.49 mgl g dry wt. in ginseng) de臨minedby EUSA 

G-Re 

G-Rd 
G-Rc: 

MG-Rbl 

1234567  1234567  
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陶発勝

By using immunohistochemical staining technique， re甘ogradeneuronal tracing methods and electron microscopy， 

we investigated the local circuitry of the medullary dorsal hom (MDH)， which is a br泊 stemcenter for pain information 

仕釘lsmlsslon.

1) The distribution of prepro旬chykininB (PPTB)・， neurotensin (NT)-irnmunoreactive neuronal cell bodies in the 

MDH was examined. PPTB-LI neuronal cell bodies were mainly found in lamina 11 and less企equentlyin laminae 1 and III， 

and NT-LI neuronal cell bodies were mainly found in lamina 11 and， to a lesser extent， in lamina 1. Most ofPPTB・orNT-

producing lamina 11 neurons were considered to be local circuit or intrinsic neurons in the MDH. 2) About 30% of PPTB・

immunoreactive neurons showed immunoreactivity for calretinin， or calbindin， but not for p紅valbumin.More than 50% of 

PPTB占nmunoreactiveneurons in lamina 1 displayed immunoreactivity for neurotensin. No PPTB・immunoreactive

neurons expressed substance P receptor， but some PPTB・immunoreactiveneurons in laminae 1 and 11 displayed NK3 

receptor， which is a receptor for neurokinin B， the ma旬reproduct of PPTB. This suggest出eautoreceptoトlikefunction of 

NK3 in PPTB-producing neurons. 3) Most PPTB-positive neurons responded to血epainful stimulation by FOS expression 

afterおrmalini吋ectioninto the oro-facial region， indicating that白ePPTB-positive neurons in the MDH were involved in 

nociceptive information transmission. 4) About 50% of NT -positive neurons in lamina 1 expressed substance P receptor. 

Formalin stimulation in the oro・facialregion induced FOS in most NT-positive lamina 1 ne町ons. 5) Under elec仕on

microscopy， the m吋orityof the NT-containing terminals made symmetric synapses with the substance P receptor-

expressing neuronal cell bodies and dendrites in lamina 1. 6) Some NT-immunoreactive terminals in lamina 1 formed 

symmetric type of synapses on the dendrites of lamina 1 projection neurons to the thalamus or lateral parabrachial nucleus. 

The results of 5 and 6 indicates that NT-producing neurons have inhibitory effects on MDH projection neurons. 6) Under 

the electron-microscopic level with double immunolabeling methods， we observed that glutamic acid decarbo勾rlase、
glycine transporter 2-， or serotonin-containing axonal terminals白，rmedsymme凶csynapses with substance P receptor-

expressing neuronal cell bodies and dendrites in lamina 1 ofthe MDH. 

All these findings revealed the involvement of PPTB・orNT-producing neurons in local or intrinsic regulation of 

nociceptive information transmission in the MDH. Although the exact roles of PPTB-and NT-producing local circuit 

neurons have not been clarified yet， the present morphological analysis of those local circuit neurons will help the 

understanding ofthe mechanism for nociceptive information transmission in the MDH. 

Key Words: Nociception， Medullary dorsal hom， Local circuit， Preprotachykinin B， Neurotensin 

緒言:

Medullary dorsal hom (MDH)， which is also called the caudal subnucleus of the spinal trigeminal nucleus 01 c)， 

receives both primary afferent fibers that transmit noxious information from the oro・facialregion and projection fibers from 

the middle-line strucωres ofthe brainstem which regulate the nociceptive information. Unlike the spinal dorsal hom， which 
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is structurally and functionally identical to the MDH， the chemical architecture of the MDH has not been systemically 

investigated yet.百listime， we have done some research works on the chemical architecture of the MDH by using 

immunohistochemical staining combined with neuronal tracer methods， and by double or triple immunofluorescence labeling 

method. 

対象と方法:

Male Wistar rats were used in the present studies. Under deep anesthesia， some rats were injected with neuronal 

tracers for retrograde labeling， or formalin for pain釦1stimulation. The rats were fixed and immunostained as described in 

the references (参考文献参照).

結果および考察:

1. Chemical architecture ofthe medullary dorsal hom 

(1) Preprotachykinin B (PPTB) 

By using immunohistochemical staining technique， we observed a quite special distribution pa抗emofPPTB・like

immunoreactive (PPTB-LI) neuronal cell bodies. PPTB-LI neuronal cell bodies were mainly found in lamina 11， especially in 

its inner part (IIi) where sparsely distributed PPTB-LI neurons formed a line which separates laminae 11 and III. In laminae 1 

and III， only few PPTB-LI neuronal cell bodies were seen. PPTB・LIterminals were densely observed in laminae 11 and I. 

By using double immunofluorescence staining method， about 30% of PPTB-LI ne町 onsin IIi were found also 

showing immunoreactivities for calcium binding proteins， e.g. calbindin D・28k(CB) and calretinin (CR)， but not for 

parvalbumin (PV). A few CB-and CR-immunoreactive neurons showed PPTB-like immunoreactivity. Over half of the 

PPTB・LIneurons in lamina 1 e油ibitedneurotensin (NT)-like伽lmunoreactivity.Since neurokinin B， a ma伽repeptide 

produced合omPPTB， is the endogenous agonist ofNK3 receptor， the relationship between PPTB and NK3 receptor was also 

investigated. Some PPTB-LI neurons in both lamina 1 and IIi were found to co-localize with NK3 receptor. PPTB-LI 

neurons did not show substance P receptor (SPR)-like immunoreactivity and only a few large neurons in the trigeminal 

ganglion showed PPTB-LI. After noxious stimulation induced by i吋ectingformalin into血eoro-facial region， c-fos gene 

expression products FOS protein were located in the nuclei ofthe majority ofthe PPTB-LI neurons， suggesting that PPTB-LI 

neurons might be mainly involved in the regulation of the oro-facial nociception. Now， the ul仕出仕ucωrallocalizations of 

PPTB and NK3 receptor， e.g. auto-receptors ofNK3 receptor on the pre-synaptic terminals， the distribution ofNK3 receptor 

on the post-synaptic elements， the relationship and synaptic connections between NK3 receptor-and PPTB-immunopositive 

柑 uctures，have been ca汀iedout. We will soon get significant results. 

(2) Neurotensin 

Neurotensin (NT) is a previously found neuropeptide in the nervous system. Recently， it has been found that NT is 

closely related to the nociception. By using immunohistochemical staining technique， NT-LI neuronal cell bodies were 

mainly found in lamina 11， especially in its inner part (IIi). In lamina 1， a few quite large NT -LI neuronal cell bodies were 

observed. NT-LI neuronal cell bodies were hardly seen in lamina III. NT-LI terminals were densely 

observed in laminae 1 and 11， especially in lamina 11. 

By using double immunofluorescence staining method， about half of the NT-LI neurons in lamina 1 were 

colocalized with substance P receptor (SPR). After noxious stimulation applied by injecting formalin into the oro-facial 

region， FOS protein were also located in the nuclei of the most of the NT-LI neurons in lamina I. Under the electron 

microscopic level， we observed that over 85% of白esynapses formed by NT・immunopositiveterminals were symmetric 

ones. By double-labeling technique， we also found that the majority of批 NT-LIterminals made symm紺 icsynapses with 

the neurons in lamina 1 which were labeled by injecting WGA-HRP in to也eventral posteromedial thalamic nucleus (VPM) 
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or lateral parabrachial region， including the KoeIIicker-Fuse nucleus. These results suggest that NT -LI neurons might be also 

mainly involved in the regulation of the oro・facialnociception， but not仕ansmission.

2. Fiber connections 

By using fluorescence re仕ogradetracing combined with immunofluorescent histochemical staining， we previously 

found that some preprodyno中hin(PPD)・LIneurons in the MDH sent projection fibers to the VPM (re王90).This time， we 

have observed that FOS immunopositive PPD-LI neurons induced by oro-facial noxious stimulation projected to the lateral 

parabrachial region. This result suggests that PPD-LI neurons in the MDH are involved in the oro-facial noxious information 

transmission from the MDH to the lateral parabrachial region. 

Neurons in the supratrigeminal nucleus (SupV) have been demonstrated belonging to血ebrainstem pre-motor 

neuron pool for the oro-facial motor nuclei， especially for the motor neurons in the trigeminal motor nucleus (Vm). ln the 

Vm， we found that GABA and glycine (Gly) coexisted in some terminals which made c10se contacts with Vm motor neurons 

labeled by injecting WGA-HRP into伽 massetermuscle or masseter nerve. After i吋ectingBDA into the Sup V where some 

GABA-and Gly-containing neurons have been encountered， BDA anterogradely labeled axonal terminals have been found 

in Vm on both sides. By using immunofluorescent仕iple-stainingtechnique， a few BDA-Iabeled terminals also showed 

immunoreactivities for both GABA and Gly. The present results indicate that GABA and Gly might coexist in some neurons 

within the SupV which project to the Vm on both sides. These results indicate that GABA and Gly might coexist in the 

neurons ofthe SupV and these GABA/Gly co-immunoreactive neurons might innervate the motor neurons in the Vm. Under 

the el即位onmicroscopic level， we have observed that GABA-or Gly-LI terminals constituted symmetric s.戸laptic

connections with the motor 田町onsin the Vm labeled by i吋ectingWGA-HRP into the masset釘 nerveor masseter muscle. 

官lesynaptic connections between GABAlGly coexisted terminals and Vm motor neurons are being investigated now. 

According to their chemical natures， GABA neurons in the globus pallidus (GP) including interneurons and 

projection neurons could be divided into several subgroups. Among them， GABAlPV co-immunoreactive neurons belong to 

projection neurons. This time， we have studied the PV -containing projection from the GP to the reticular thalamic nucleus or 

subthalamic nucleus/entopeduncular nucleus. A食erinjecting fluoro・gold(FG) into the reticular thalamic nucleus or 

subthalamic nucleus/entopeduncular nucIeus， respectively， we observed血atabout 35% and 20% FG retrogradely labeled 

neurons in白eGP showed PV-Iike immunoreactivities. No CB-and CR-containing GP ne町onsprojecting to the reticular 

thalamic nucleus or subthalamic nucleus/entopeduncular nucIeus. 

3. Electron-microscopic (EM) studies 

Under the EM level， we have observed that GAD-， glycine位加sporter2 (GlyT2)・， serotonin (5・HT)-containing

axonal terminals labeled by DAB reaction products formed symmetric synapses with SPR-LI neuronal cell bodies and 

dendrites labeled by 1.4 nm nano・goldenhanced by silver in lamina 1. By the same double-Iabeling technique， we also found 

that the majority of the NT-LI terminals made symmetric synapses with the SPR・LIneuronal cell bodies and dendrites in 

lamina 1. These results su毘，estthat GABA， Gly， 5-HT and NT might have inhibitory e俄 ctson the SPR-LI neurons which 

receive noxious information from oro-facial region and transmit it to the higher centers ofthe central nervous system. 
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要旨

一日中医学協会助成事業一

ヒトレトロウイルス感染症のウイルス・宿主相互作用の解析

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

温旺栄

福建医科大学臨床微生物学講座副教授

北海道大学大学院医学研究科分子病理

教授吉木敬

池田仁，趣旭東，山本友希代，陳晶，

鈴木昭，辻隆裕，立野正敏

エイズの原因ウイルスであるヒト免疫不全ウイルス (HIV)感染におけるウイルスと宿主の相互作用を理解

するため、ヒト T細胞株へHIVを感染させ、感染後早期での宿主遺伝子の発現の変化について約 600種類の

免疫関連遺伝子を中心に DNAアレイによって検討した。その結果、熱ショック蛋白や CD3、FASなど 24種類

の遺伝子は感染後 2から 3日で有意に発現の増加を示した。一方、 IL-16は抑制気味であったが、その他に

発現が有意に抑制されていた宿主遺伝子は確認、されなかった。各遺伝子発現の変化の意義は現在のところ必

ずしも明らかではないものの、 HIVは感染早期から宿主遺伝子の発現に大きく影響を及ぼしているものと考

えられた。また、 HIV感染ラットモデルの作製に向けた HIV関連ヒト遺伝子導入ラット用の発現コンストラ

クトの作製も行なった。

Key Words エイズ，ヒト免疫不全ウイルス，遺伝子発現， cDNA array， トランスジェニック

緒言

HIV感染によるエイズやヒト T細胞白血病ウイルス (HTLV)感染による成人T細胞白血病 (ATL)および脊

髄症 (HAM/TSP)は代表的なヒトレトロウイルス感染症であり、重篤な疾患としてよく知られている。特に

HIVの感染者は依然として増加を続けており、東南アジア・アフリカ諸国では垂直感染のため既に次世代に

まで感染拡大がおこっている。 HIVもレトロウイルスの特徴として宿主ゲノム内に組み込まれることから、

感染後発症まで比較的潜伏期間が長く、発症に至るまでにはさまざまなウイルス・宿主間の相互作用が関与

していることが知られている。したがって、ウイルス感染から疾患の発症機構を理解するためには、単に感

染細胞と宿主免疫系の解析にとどまらず、感染細胞におけるウイルス遺伝子と宿主遺伝子間の相互作用の解

析も必要である。一方、疾患の発症過程での解析には動物モデルを用いた invivoでの解析も重要である。

しかし、 HIVの感染には種特異性があり、その受容体からウイルス活性化に至るまでいくつかのヒト遺伝子

が必要なため、現在のところ適切で汎用型の小動物モデルは樹立されていない。

このような状況を踏まえ、最近その有用性が注目されている一度に多数の遺伝子の発現を検索できる cDNA

arrayを用いたHIV感染による感染細胞での宿主遺伝子の変化を解析した。また、 HIV感染モデルの樹立を目

標に、 HIV感染から感染性ウイルスの複製に必要なHIV関連ヒト遺伝子のトランスジェニック用発現コンストラクトを

作製した。

材料と方法

1)細胞株

ヒト T細胞株HUT78を用いた。培養には 10%牛胎児血清添加 RPMI1640培養液を用い、 37"C5%C02イン

キュベター内で細胞培養した。
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2) HIV感染

3XI07の即T78細胞を 2凶/皿lのpolybreneを含む2ml RPMI1640を加え 37'C5%C02インキュベター内

で前処理し、リン酸緩衝生理食塩水で洗浄後、 1mlのT細胞好性HIVである SF33[1] (TCID50: 100)液を

加え、37'Cで2時間感染させた。感染後はリン酸緩衝生理食塩水で3回洗浄後、10%牛胎児血清添加RPMIl640

培養液にて培養した。コントロールとしては前処理した田JT78を用いた。感染実験はHIV専用の感染実験

室のバイオハザード内で行った。

3)悶A抽出と標識cDNAの作製

感染後2日と3日目の感染HUT78細胞およびコントロールHUT78細胞それぞれからMagExtractorR-mRNA-

抽出キット (TOYOBO)を用いて mRNAを抽出した。抽出した mRNA各 2凶から GeneNavigator™ cDNA 
Amplification System -Biotin-(TOYOBO)を用いてbiot in標識cDNAを作製した。

4)ハイプリダイゼーションとその検出:

10 ml の PerfectHyb™ によって Gene Navigator™ cDNA Array Filter -human immunology-(TOYOBO)を
68'C20分間プレハイプリダイゼーション後、 100'C5分間で変性させた 100μl標識 cDNAを加えた 10ml 

のPerfec tHyb™ 内で 68'C12時間反応させた。反応後0.1%SDS添加2XSCC(0. 3M Nac 1 、30mMクエン酸ナト

リウム、 pH7.0)で68'C5分間3回洗浄、さらに0.1%SDS添加O.lXSCCで3回洗浄した。洗浄後のフィル

ターの反応したbiotin標識cDNAをImaginghigh -Chemilumi-Gene Navigator™ ver (TOYOBO)によって
発光後、 CCDカメラ搭載イメージアナライザー (Fluo-STYMultilmager，BIO-RAD)で検出し、 Quant i ty OneR 

(BIO-RAD)ソフトウェアによって定量化、解析した。

5)遺伝子導入用発現コンストラクトの作製

ヒト末梢血単核球から CD4、CXCR4、CCR5、cyclinTl、 CIITA遺伝子のcDNAおよびCD4プロモーターを

ポリメラーゼ鎖反応 (PCR)にてクローニングした。クローニングしたそれぞれの遺伝子はDNAシークエン

スでその塩基配列を確認した後、 CXCR4、CCR5、cyclin Tl、 CIITA遺伝子はそれぞれマウス H-2Kdプロモ

ーターを持つ発現コンストラクト[2]に導入した。一方、 CD4プロモーターをマウスH-2Kdプロモーターと

置換したベクターにCD4遺伝子を導入した。出来上がった計5種類の発現コンストラクトからそれぞれプ

ロモーターから polyAシグナルまでを含む発現ユニットを制限酵素で切り出し、 pUC119にCXCR4あるい

はCCR5とcyclin Tl、 CIITAとCD4のそれぞれ2種類の発現ユニットを持つコンストラクトを作製した。

作製した発現コンストラクトは、ラット線維芽細胞株W31にトランスフェクションし、逆転写酵素 (RT)

-PCRによってそれぞれの発現を確認した。

cDNA arrayを用いたHIV感染による宿主遺伝子の発現の変化

HIV感染2日後(図 IB)および3日後(図 IC)での感染HUT78細胞における宿主遺伝子の発現の変化

を非感染皿JT78細胞(図 lA)とcDNAarrayによって比較した。

図1

結果
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図1の結果をイメージアナライザーで定量化し、非感染時の結果に比較してその発現量が感染 2日後お

よび3日後の両方で2倍以上であったもの、あるいは 1/2以下で、あったものを有意とし、判定した。なお、

ネガティブコントロールとした luciferaseの値 (intensi ty : 8)を最低値として、それ以下は判定から省

いた。その結果、図2に示す 24種類の遺伝子において感染後有意に発現が増強していた。一方、有意に発

現の抑制のある遺伝子は確認されなかったものの、 IL-16の発現は抑制傾向にあった。

図2
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2)遺伝子導入用発現コンストラクトの作製

いままでの invi troの結果から、ラット細胞にHIVを感染させ、感染性あるウイルスを産生させるため

には少なくとも 4種類のヒト遺伝子が必要であった。 T細胞好性HIVに対しては CD4、CXCR4、cyc1 i n Tl、

CIITA、マクロファージ好性HIVではCD4、CCR5、cyclin Tl、 CIITAである。したがって、これらそれぞれ

4種類のヒト遺伝子を同時に発現するトランスジェニック動物作製用のコンストラクトが必要となる。

の条件を満足させるため、それぞれ 2種類の遺伝子発現ユニットを持つコンストラクト

pUCI19/CXCR4-CyclinTl、pUCI19/CIITA一CD4、pUCI19/CyclinTI-CCR5を作製した(図3)。まず、 CD4以外

のそれぞれの遺伝子についてはマウス H-2Kdプロモーターを持つ発現ベクターに組み込んだ。 CD4遺伝子

については、あらかじめマウス H-2Kdプロモーターを新たにクローニングしたヒト CD4プロモーターに置

換した発現ベクターに組み込んだ。次にそれぞれから発現ユニット(プロモーターから polyAシグナルま

で)を適当な制限酵素で切り出し、 pUC119ベクターに図3のような組み合わせで組み込んだ。で、きあがっ

た各発現コンストラクトをラット細胞に遺伝子導入した結果、各遺伝子の mRNA発現がRT-PCRによって確

認された。
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図3
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HIV感染細胞について、ウイルスとそれに関連する個別の宿主遺伝子との相互作用についての報告は多数

あるものの、 cDNAarrayを用いたような多数の宿主遺伝子について、 HIV感染に伴う発現の定量的変化を検

討した報告は少ない。 Geissらはヒト T細胞株CEMを用いて、 HIV感染を行い無作為に抽出された約 1500種

類の遺伝子についての cDNAmicroarrayを行った[3]0 T細胞受容体α鎖 (TCRα)や receptor-interacting

protein 140 (RIPI40)、CD8-αprecursorなど 9種類の遺伝子の発現増加と prothymosin-αや typeIV protein 

tyrosine phosphatase (PTP)など 10種類の遺伝子の発現抑制を示したが、1.5倍以上あるいは 2/3以下を

有意としている点や感染 2日後あるいは 3日後のどちらか一方でもその値を越えていれば有意としている点

が今回の我々の基準と異なる。我々の結果で有意と判定できたのは24遺伝子の発現増強で、有意に抑制され

た遺伝子は確認されなかった。また我々で有意と判定した遺伝子内に Geissらの報告と一致した遺伝子は見

られなかったが、 TCRαや CD8-αでは感染 3日後でそれぞれ 2倍、 3.5倍と増加しており、使用したウイルス

株や細胞さらに方法は異なるものの彼らと同様な結果となった。したがって、 cDNAarray法はある一定の基

準でおこなえば、かなり再現性の高い方法であると考えられた。その他の遺伝子については同一の遺伝子の

結果が無く、比較できなかった。今回の我々の研究ではプロットしである遺伝子数は 600種類と Geissらの

使用した arrayの約1/3と少なく、且つ我々の判定基準の方が厳しかったにも関わらず、有意な発現増強を

示した遺伝子数は約 2.5倍と多く、 HIV感染では感染細胞の免疫関連遺伝子がより多くまた強い影響を受け

ている可能性が示唆された。それぞれの遺伝子発現の変化の意義は現在のところ必ずしも明らかではないも

のの、 HIVは感染早期から宿主免疫関連遺伝子の発現に大きく影響を及ぼしており、今後の詳細な解析が必

要である。

HIVに感染感受性のあるラットを作製するためには、少なくとも 4種類の HIV感染関連ヒト遺伝子を同時

に発現するトランスジェニックラットを樹立しなければならない。したがって、その作製にはそれぞれの発

現コンストラクトをそれぞれ別個に導入したトランスジェニックラットを樹立し、各トランスジェニックラ

ットを掛け合わせて作製する方法と一つのコンストラクト中に 4種類の発現ユニットを入れ、遺伝子導入す

る方法が考えられる。しかし、前者ではメンデルの遺伝の法則から考えて安定的に供給できるラットを樹立

するのは困難で、後者の方法では技術的に克服しなければならない点が多い。そこで我々はそれぞれ 2種類

の発現ユニットを持つ 2つの発現コンストラクトを作製し、その両方を同時にマイクロインジェクションす

ることとした。作製した発現コンストラクト pUC/CXCR4/CyclinTl、pUC/CIITA!CD4、pUC/CyclinTl/CCR5はい

ずれもラット細胞へのトランスフェクションでそれぞれ 2種類の遺伝子発現が確認され、同時にマイクロイ

ンジエクションすることにより 4種類のヒト遺伝子を発現するトランスジェニックラットの作製が可能と考

えられた。
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要旨

一日中医学協会助成事業ー

誘導化の自動固相ミクロ抽出ガスクロマトグラフィー質量分析法

の薬物中毒検査への応用化

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者名

劉俊亭

中国医科大学基礎医学院教授

福岡大学医学部法医学教室

教授 柏村征一

原健二

本課題ではサンプル自動化抽出と揮発性誘導の二つ方面から、ヘッドスペース法 (Head-Space，H S) 

/固相ミクロ抽出 (SohdPhase Microextraction， SPME) /ガスクロマトグラフィー (GC)/質量分析法(1¥-:18)

(HS-SPl¥IE-GC-MS)における機能を広げてきた。本教室で独自に合成した重水素標識l'vIDMA(3，4・

methylenedioxymethamphetamine-d5 )を内部標準物質として用いて、救命救急センターから依頼された

中毒試料、当教室の解剖試料、及び中国における覚醒剤使用者の毛髪試料を対象として、 SPME自動分析装

置とサンプル揮発性誘導開発を行った。本法は臨床と法中毒の分野において実用であると考えられる。

KeyWords 乱用薬物，MDMA-d5， HS-SPME-GC-MS，自動分析法

緒言

固相ミクロ抽出法 (SolidPhase Microextraction， SPME)は新しいガスクロマトグラフィー (GC)用

の試料抽出、濃縮、導入法であり、従来用いられてきた試料調節法に比べ、有機溶媒を使用せず、短時間で

簡便に試料調節ができるという特徴を持っている。現在までに、多くの研究者が幅広い分野での応用などに

ついて報告をしており、 SPME法はクロマトグラフィーにおける試料前処理と導入の重要な手法のーっとし

て定着したと言える。

SPl¥1Eの装置はホルダー(手柄)とファイパー(針)で構成されている。試料の抽出と濃縮はファイパ

ーの表面に付いている固定相で行われる。 SPMEの抽出過程は試料(血液や尿など)をいれたパイアル瓶の

中にファイパーを露出させて、直接浸漬法、或いはヘッドスペース法 (Head-Space，H S )の形で行う。後

者はもっと簡便迅速の利点が持たれているので、最近 SPME法の主流として、薬毒物の法医、臨床検査の分

野で活躍するようになった。われわれも、今までの研究結果がこの方法 (HS-SPME)を踏まえて得られて

いたものである[1，2]。

さらに、 HS-SPMEの固相ミクロ抽出法はガスクロマトグラフィー (GC) /質量分析法 (MS)と連用す

れば (SPl¥1E-GC・MS)、抽出、定量、定性が一体イじになると考えられた。今までこのような連合で作られて
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いる文献が多い。しかし、二つの問題が残っている。一つは 8PME抽出法自体が時間を厳密にしなければな

らないところが何カ所か存在している。時間に厳密にしないと、再現性が問題になる恐れがある。したがっ

て、 8PME抽出法の各段階を特定の自動装置に託せれば良いのではないかと考えられた。もう一つは H8-

8PME法の必要条件として、目的分析物が多少揮発性でなければ分析できないことである。臨床と法中毒の

分野には、大量の無揮発性の分析物質が存在している。 H8-8Pl¥IE法をそれらの物質にまで応用させるため

に、揮発性を誘導するように工夫する必要がある。この点について、我々はいろいろな試みを行った[3，4，5，6]0

この研究では以上の二つ方面から H8-8PME-GC-M8分析法を展開し、充分に業者と相談の上、改造

された新型の 8PMEの自動分析装置を開発した。それを用いて、分析を行ったところ、いろいろな所見が得

られた。

対象と方法

対象; 1、最近、本教室では覚醒剤分析関係の内部標準物質として重水素標識 MDMA(3，4・

methylenedioxymethamph etamine-d5)を日本で初めて合成し[7]、覚醒剤の中間代謝物も分析対象とした。

2、救命救急センターから依頼された除草剤であるパラコートと幾つかの農薬の分解産物としてのジクロロ

アニリン (Dichloroanilines)の検査に利用した。 3、解剖例及び依頼された試料(毛髪、血液、各臓器組

織)でも検討した。 4，さらに、中国では覚醒剤使用者の毛髪46例(女18，男 28)を使って分析した。

装置:島津 QP-5000質量分析装置。カラム:A'TI・5(Restek社， 30 m x 0_25剛，膜厚 0.25μm).温

度:住入口 250
0
C，カラムオーブン初期 700C(1 min)， 2900Cまで 20oC/minの昇温プログラム，インターフ

ェース 260oC，キャリアーガス:He 1. 7 ml/min (一定)。測定はスキャンモード (50-650叩 u/0.35 s cycle) 

で行った。

試薬:誘導佑反応試薬、塩佑へプタフルオロ-n-プチリル (HF B -Cl) ，内部標準物質(IS)

methamphetamine-d10 SPMEのfiber: 100-μm polydime血ylsiloxane(PDMS)。自動 SPME抽出装置:オートインジ

エクタ AOC-5000，HS-SPME :気化平衡瓶の中に，試料約 0.2ml及び 1810 ngを入れ，分析物によって、リン

酸緩衝液を加えたり、 pHを調整したり，反応試薬を (10μ1)添加したりしてから、ゴム栓で密封し，オート

インジエクタの装置に与える。オートインジエクタの自動抽出条件は、試料瓶を 600C設定し、 1分間静止して、

fiberをその気相に 20分間露出させ， GC-MSに導入する。注入口に3分間静止する。

結果

1、最終合成産物MDl¥lA-d5は上記の誘導化HS-SPME-GC-MS自動分析の結果、分子イオン mlz394，及

びフラグメントイオン mlz258， mlz 213、 mlz 164、mlz163、 mlz 136の特徴イオンを示すマススベクトル

を観察した。 MDMAの分析のため、理想な定量用内部標準物質であることが明らかとなった。

2、ジクロロアニリンは幾つかの農薬の分解産物として、急性中毒の原因物質である。 6種異性体

(2;3・，2，4-，2;5・，2，6・，3，4-，3，5・)の中に 3，4・，3，5・の毒性一番強い。 HFB誘導体の 8PME自動分析法を検討し

た結果、強い塩基性の条件で、尿中HFB誘導体のHS-8PME分析は可能であると認めた。 3，4・ジクロロ

アニリンの場合、特徴イオンは mlz359， mlz 357， mlz 190、mlz188、 mlz 162， mlz 133， mlz 109， mlzを示す

ように観察した。救命救急の農薬中毒の診断に応用可能である。一方、血援と尿中の除草剤であるパラコー

トの分析法は誘導化の代わり、従来の還元法を採用してから、その揮発性を誘導した。 HS-8PME自動分

析にも導入可能になった。
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3、解剖例及び依頼された試料の中、各臓器組織中の覚醒剤定量はHFB誘導体の SPME自動分析法を

検討した。試料を簡単に調整し、抽出条件を調節して、自動分析装置に導入した。無人で徹夜で運転させ、

朝データが揃っている。安定性もすぐれていて、人力面にも時間面にも節約できる。煩雑の試料を分析処理

するのは最適であると証明した。

4、 中国安康病院入院患者(覚醒剤使用者)の毛髪、 46例のHFB誘導体のHS-SPME分析結果、

殆ど MDMAが検出した。中国では特定の染毛剤も多数検出した。かえって、覚醒剤(amphetamineと

methamphetamine)は殆ど含有してなかった。従って今中国の乱用者はl¥1DMAを中心としていることが明ら

かとなった。

考察

平成8年から、福岡大学法医学教室で本格的に毛髪鑑定を開始した[8，9]0分析方法自体も絶えずに改良し

てきた。しかし、毛髪の横断分析の場合、毛髪が長すぎると、いくら簡単な分析法しでも、サンプルの数が増

えるため、煩雑の仕事になってしまう。今回自動分析装置を導入して、もっと短いセグメントで分析しても(今

までは 1cmずつ)、連続の薬毒物体内経過の歴史分布曲線が獲得できるようになる。

HFB誘導他の SPME法は優れた結果を得たが、還元法の方は時聞がちょっと長すぎるとか、パイアル

瓶の中、水素の泡が出るため、す々に密封できないとか、同時に還元できる内部標準物を探すとか、まだ問

題が残っている。 今後分析物を揮発性の性質を持たせる誘導法の開発を目指して、努力していく。
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側方滑走運動記録時の運動ガイドの相違が下顎頭運動に及ぼす影響について

要旨

研究者氏名 李 虹
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日本研究機関
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共同研究者

ハルピン医科大学口腔医学院

新潟大学大学院 医歯学総合研究科 摂食機能再建学分野

教授河野正司

池田圭介，村田はるか，田中みか子，松井理恵

側方滑走運動は阻曝機能時の下顎運動と類似しており，暁合治療において考慮すべき大きな要件とな

っている。健常有歯顎歯列の側方滑走運動は、犬歯部周囲の上下顎歯の接触によってガイドされている

運動であるが，岐合治療の対象症例においては、この歯のガイドが喪失していることがある。

この様な症例においては上下顎歯列に口内描記装置を装着して、描記装置の描記針と描記板の接触と

に誘導される側方滑走運動経路を測定している。しかし、描記装置に誘導される運動経路と、有歯顎に

おける歯のガイドにより記録される運動経路には、差異が生じている可能性が考えられる。

そこで本研究では、口内描記装置の描記板と描記針に誘導される側方滑走運動と、天然歯の歯のガイ

ドに誘導される側方滑走運動との差異について、下顎頭点の運動を評価指標として追求した。

その結果、描記板と描記針に誘導される側方滑走運動は、歯のガイドに誘導される側方滑走運動に比

較して後方へ偏位して記録されることが明らかとなった。

Key Words 下顎運動，歯のガイド，側方滑走運動，下顎頭運動，口内描記装置

緒言:

滑走運動は、顎関節内の下顎頭の運動と上下顎歯列内の歯の接触によって指導されており、この 2つ

の指導要素のうち、歯の接触は岐合治療によって可変な要素であり、「歯のガイドJと呼ばれている。

歯のガイドの機能としては、岐頭飯合位で臼歯部が岐合力を負担して、偏心位では犬歯あるいは前歯部

がガイドすべきであるという mutuallyprotected guidanceの考え方が Gnathologyグループにあっ

たが、歯周組織の保護といった面から概念的に言われていたものであった。最近になって歯のガイドは、

顎関節や岨暢筋をも含めた顎口腔系の種々な機能と、密接な関連を有することが明らかとなってきた。

さらに 6自由度顎運動測定装置により、運動量の小さな作業側下顎頭の運動についても測定が可能とな

ったことで、歯のガイドの歯列内の位置が、下顎頭の運動とくに作業側下顎頭の運動機能に大きな影響

を及ぼすことが明確となってきた。しかし、歯のガイドが喪失している症例について使用されている口

内描記装置が、下顎頭運動の記録にどの様な影響を与えているかは、全く不明である。

歯にガイドされた側方運動時の下顎頭運動経路と、歯にガイドされず、口内描記装置の平板にガイド

された下顎頭運動経路とでは、経路に相違があるのではないか?さらには、歯のガイドが喪失すると、

側方滑走運動時の下顎頭の運動範囲は後方へ広がるのではないかということも考えられる。これらの現

象が明らかになると、下顎頭運動経路を規制している解剖学的要素が明らかになり、ガイドの持つ意義

もさらに明確になってくると考えられるコ

そこで本研究では、口内描記装置の描記板と描記針に誘導される側方滑走運動と天然歯の歯のガイド

に誘導される側方滑走運動との差異について、下顎頭点の運動を評価指標として追求することとした。

- 98 -



対象と方法:

被検者として顎口腔機能に異常を認めない、健康な男性2名 (28歳と 40歳)を選択した。各被験者

について、天然歯のガイドによる側方滑走運動と、口内描記装置の誘導による側方滑走運動を、 6 自由

度顎運動記録装置によって記録した。分析点は切歯点と作業側下顎頭点とした。

1 .歯のガイドについて

被験者 A(28歳)は、仰l方滑走運動時のガイドが左右側犬歯および第 1小臼歯に存在しする健常者の

型に分類される暁合を持っていた。また一方、被験者 B(40歳)は、側方滑走運動時のガイドは歯列の

前方には存在せず、左右側大臼歯部に存在する、いわゆる顎機能障害者予備軍の範晴に入るものであっ

た。

2. 口内描記装置

上顎口蓋部と上顎歯列によって定位されるレジン製描記装置を製作し、その上面に描記板を固定した。

また、下顎歯列に定位するレジン製描記装置に描記針を取り付けられるように設計し、描記針の位置は、

両側下顎第一大臼歯聞の中央として、描記板に垂直に設定することとした。

また、上顎に装着する口内描記板は傾きの異なる 2種類を製作した。すなわち、口内描記板の傾きは、

ゴシックアーチ描記時に一般的に使用されている暁合平面と平行に設定したもの(以後 Horizontal型

とする)と下顎頭と描記針先端を結んだラインと岐合平面で成形された傾斜角度の半分の傾き (Inclined

型)の 2種類とした。

3 .下顎運動記録法

下顎運動の測定には、 6自由度顎運動測定装置 TRIMET(東京歯材社製)を用いた。下顎運動の測定

は、測定標点で、ある LEDを左右側にそれぞれ 2個ずつ、計4個配置したフェイスボウを被験者の上下顎

に装着し、この標点の運動を、大地座標系上に配置した左右側 3台ずつ、計6台の CCDカメラで記録し

た。下顎の記録データから上顎の記録データを除して、頭部運動の含まれない下顎運動について、下顎

切歯点と作業側下顎頭中央点を分析点として、解析幾何学的手法により運動経路を算出して評価した。

4.測定条件

下顎運動測定時には、被験者は頭部の拘束のない楽な姿勢で測定装置に着座し、カンベル平面を大地

に対してほぼ水平に保った頭位において、設定した種々のガイドによる側方滑走運動を測定した。

運動の記録にあたっては、側方滑走運動の出発点の位置を明確にするため次のような手法を採用した。

すなわち、天然歯列においては、楽にタッピング運動を数回行い、暁頭飯合状態がとれた後、側方滑走

を指示した。

また口内描記装置を使用する場合には、楽にタッピング運動を数回行い、その位置からの前方滑走運

動と前方位からの後方滑走運動を 3団連続的に行わせて、自力でゴシックアーチの尖頭位が得られた状

態から、指定した側への側方滑走運動を行わせ、運動測定を遂行した。

5.分析方法

下顎運動の記録は、サンプリング周波数 100 H zにて量子化を行い、すべてをディジタルデータと

して分析を行った 3 座標系は下顎運動は上顎座標系 (x_y座標系)を用い、また、天然歯の日交頭飯合

位における上下顎切歯点および下顎頭中央点をそれぞれの原点とした。
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結果

1 .側方滑走運動の出発点の位置について

天然歯ガイドを基準として、平面板および斜面板ガイドにおける出発点の位置の差異を切歯点と下顎

頭点において測定し、表 1に示した。

ガイドが変化すると側方滑走運動の出発点の位置も変化してきた(表 1)。すなわち、切歯点におい

て観察すると、前方から後方に向かつて、天然歯ガイド、傾斜した描記板によるガイド{Inclined型)、

平面の描記板によるガイド(Horizontal型)の順に位置していた(図 1A)。

また、作業側下顎頭点における観察によると、切歯点における観察結果と同様に、前方から天然歯ガ

イド、傾斜した描記板によるガイド(Inclined型)、平面の描記板によるガイド(Horizontal型)の順に

位置していた。

天然歯ー平面板 天然歯ー錐面板

被験者 1 (切歯点・右) 0.54 1. 07 

(右頼頭点) 0.43 0.59 

(切歯点・左) 0.52 O. 63 

(左頼頭点) O. 15 0.65 

被験者 2 (切歯点・右) 1. 85 1. 82 

(右頼頭点) 0.28 O. 15 

(切歯点・左) 1. 52 1. 79 

(左頼頭点) 0.30 0.30 

表 1 ガイドの相違による側方滑走運動出発点の差異 単位:mm 

2.側方滑走運動経路について

1 )切歯路について

ガイドの種類により出発点の位置に前述した相違があるものの、運動経路はそれぞれのガイドによっ

て大きな相違はみられなかった(図 l-A)。

2)作業側下顎頭運動経路について

ガイドの種類により出発点の位置に相違が認められ、さらに下顎頭の運動経路においてもそれぞれの

ガイドで、次に示すような差異が観察された(図 1-8)。

①被験者 1

・右側方滑走運動について:

・天然歯ガイド:外側へ O.7mm長のへアピン様(外側で前方で屈曲しやや戻る)

・平面板ガイド:後方へ響曲しながら 0.4mm

・斜面板ガイド:外側へ O.7mm長のへアピン様(外側で後方で屈曲しやや戻る)
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-左側方滑走運動について:

・天然歯ガイド:後方へ O.6mm行き、前外方にやや戻る

・平面板ガイド:後外方へ O.6mm

・斜面板ガイド:タト方へ O.5mm行き、後外方へ O.4mm戻る

②被験者2

・右側方滑走運動について:

・天然歯ガイド:外側へ O.8mm行き、後内方へ O.4mm

-平面板ガイド:外側へ O.6mm行き、後内方へ O.2mm

-斜面板ガイド:外側へ O.8mm行き、後内方へ O.2mm

-左側方滑走運動について:

・天然歯ガイド:外側へ O.6mm

.平面板ガイド:外側へ O.7mm 

.斜面板ガイド:外側へ O.6mm
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(A)切歯点
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-1 ・0.8 -0.6 -0.4・0.2 0 -6 ・4 ・20246

(8)右頼頭点 (C)左頼頭点

図1 被験者2の右側方滑定運動における
左.右頼頭点および切歯点の水平面運動記録
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結論

側方滑走運動の記録にあたっては、運動を誘導するガイドの種類によって、運動の出発点の位置が大

きく変化すると共に、作業側下顎頭の運動経路にも大きな差異が見られた。

特に、天然歯のガイドに比較して口内描記装置のガイドによると、描記板が平面であっても斜面であ

っても、側方滑走運動の出発点において下顎頭が大きく後方へ偏位し、その位置から下顎頭運動が開始

している点に注目したい。すなわち、歯のガイドが失われると、側方滑走運動時には作業側下顎頭は後

方変位して、その位置から回転様運動をすることになり、健常者の下顎頭運動経路とは大きく異なって

くることになる。

この結果を臨床術式に振り返ると、岐合治療においてはまず最初に唆頭飯合する下顎位を適正な位置

に定めて、その後日交頭飯合位から側方滑走運動を行わせて、下顎運動の記録を行う必要があることを意

味していよう。

李研究者は、まだ数ヶ月間日本に滞在するので、その間にさらに被験者を増して研究を継続したい。
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Revascularization of Transplanted Bone Constructed 

Ahstract: 

through Tissue Engineering 

Reseal'chel': Yan Jin(金岩)，
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Dental Univel'sity 

SUpel'viSOl': Pl'of. Fumihiko Suwa 

Collabol'atol': Yuan Liu(女Ij源)

The aim of this study was to investigate bone fOl'mation， by employing a tissue 

engineel'ing method， and the effects of a combined pattel'n of biomatel'ials and bone 

mal'l'OW stem cells on osteogenetic ability. The pl'Oject consisted of foul' sections: Bone 

fOl'mation potentiality of bone mal'l'OW stem cells (MSCs) in vitl'o; biological behaviol' of 

MSCs in thl'ee diffel'ent c<;>mplexes combined with biomatel'ials; in vivo bone fOl'mation 

induced by l'hMBP・2and TGF-βcombined with CBB and PEO-PPO・PEOcomplexes; 

observations of the bone healing and l'evascularization， which was enhanced by tissue 

engineel'ed bone in vivo. OUl' l'esults showed that: SD l'at MSCs have gl'eat bone 

fOl'mation potentiality; seeding MSCs on the mixed CBB and PEO-PPO・PEOVal羽田

complexes wel'e the best fOl' the constl'uction of tissue engineel'ed bone; obsel'vations of 

the bone healing and l'evisualization enhanced by tissue engineel'ed bone in vivo. OUl' 

l'esults showed that the CBB and PEO-PPO・PEOcomplexes al'e best fol' in vib'o bone 

constl'uction and l'hBMP・2，TGF-βcan greatly enhance the speed and quantity of 

bone fOl'mation. 

Keywords: Revasculal'Ization， Tissue Engineel'ing， Bone， l'hBMP・2，TGF-β 

Introduction: 

The aim of tissue engineering is to investigate and restOl'e tissue and ol'gan 
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substitutes. In this study， bone f01'mation was investigated by employing a tissue 

engineering method. The effects of a combined patte1'n of biomaterials and bone 

marrow stem cells on osteogenetic ability were also studied. 

Materials and method: 

1. SD rat MSCs were cultured in vitl'O by an explant method， then we1'e cultured in 

mineralization-conditioned medium f01' 5"""" 10 days. Cell prolife1'ation ability and 

alkaline phosphatase (.札P)activity wel'e obse1'Ved. The bone formation potentiality of 

MSCs in mineralization-conditioned medium was investigated by von-Kossa staining. 

The secretion of collagen type 1 was investigated by an immunocytochemistry method; 

2. SD rat MSCs we1'e subcultu1'ed to 31'd passage and cultured in mineralization-

conditioned medium for 5 days. Th1'ee diffe1'ent kinds of complexes were constructed; 

① ceramic bovine bone (CBB) and poly(ethylene 0泊de)-poly(propylene 0氾de)-

poly(ethylene oxide) (pEO-PPO・PEO)we1'e mixed togethe1'， and the MSCs were then 

seeded on the complex;② MSCs we1'e l'esuspended in liquid PEO-PPO・PEOand then 

mixed with CBB.③ MSCs we1'e combined with CBB and then mixed with PEO-PPO・

PEO;④ MSCs were mixed with CBB as a control. The biological behavior ofthe MSCs 

in the different gl'OUps were investigated at 5 and 10 days. The proliferation ability of 

the MSCs was investigated by cell counting. The attachment and gl'owth of MSCs on 

the materials were studied by SEM. ALP activity and the expr・essionof collagen type 1 

were measured by an immunocytochemistry method; 

3. MSCs were cultured， expanded and induced in vitro， as mentioned above. CBB was 

gl'ound and sieved. Cells were resuspended with PEO-PPO・PEOand then mixed with 

CBB. There were two groups;① combined with rhBMP・2 50μg/ml and TGF-β 

50ng/ml， and ② combined with rhBMP・2 50μg/ml. Then the complexes we1'e 

implanted subcutaneously in the backs of nude mice and investigated histologically at 

2w， 4w and 6w inte1'vals; 

4. An SD l'at model of c1'Itical size calva1'Ial defects will be established and arti五cial

bone made of MSCs-ceramic-PEO-PPO・PEOwill be used to l'epair these defects (study 

st迎 inprogl'ess). 

Results: 

1. Mte1' 5 days of culture in mine1'alization-conditioned medium， the cell proliferation 

ability was greatly decl'eased， the ALP activity was enhanced， and collagen type 1 

staining was positive. When cultured up to 10 days， von-Kossa staining showed thel'e 

wel'e calcium depositions with a nodule shape; 

2. These l'esults cleady demonstl'ated that at the same time inte1'val， the proliferation 

abilities of gl'oups① and ③ were bette1' than groups② and ④. The results of the 
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SEM study showed that the attachment， growth and secation of collagen in group① 

were better than it was in the other gl.'OUps. The results of the immunocytochemistry 

showed that the expression of collagen type 1 in gl.'OUp① was better than the othel' 

groups， and there wel'e no d.ifferences within the other group. In l'egard to the ALP 

activity， thel'e were no obvious changes between gl'oup① and ③， and no di宜erences

between gl'oup② and ④， but thel'e was more positive staining demonstl'ated in gl'oup 

① and ③ than in gl'oup② and ④.官lecell numbers， attachment and growth， the 

expression of collagen type 1 and the ALP activity at 10 days wel'e all better than those 

at 5 days. 

3. At 2w， the implantations were white， smooth and flexible， about 1.0・1.5μmthick， 

surrounded by宣brousmembrane and had irregular disc-like shapes. Histological 

l'esults showed that there were bone matl'ix-like tissues formed inside the complexes， 

and blood capillal'ies wel'e seen inside the tissue. The tissue fOl'mations in group① 

wel'e bettel' than those in gl'oup②. At 4w， the l'esults wel'e almost the same as those at 

2w， except that thel'e was more bone matrix-like tissue formation. The investigation of 

the 6w groups is still in progl'ess. At each time point， all of the groups combined with 

l'hBMP・2 50μg/ml and TGF-β50 ng/ml had' more bone fOl'mation than those 

combined with rhBMP・250μg/mlo凶手

Conclusions: 

1. SD rat MSCs have great bone fOl'mation potentiality and can be used in the 

fOl'mation of bone constl'ucted by tissue engineering; 

2. Seeding MSCs on the mixed CBB and PEO-PPO・PEOcomplexes wel'e the best for 

constl'uction of tissue engineered bone; 

3. Adding l'hBMP-2 50μg/ml and TGF-β50 ng/ml can greatly enhance the bone 

formation ab出tyof the mixed CBB and PEO-PPO-PEO complexes. 
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り1]紙知行部作成 '~íinに準じ、講演・指導内容、訪問地の状況・課題、今後の交流計画等を報告してドさい
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交流報告書内容

交流報告は以下の項目に従って記載する。

1.中国医科大学長期(連続)訪問意図の背景

2.訪問地での活動内容

I、 医学部学生への眼科学講義

E、 眼科学大学院学生への研究指導

皿、 眼科学レジデントへの臨床教育

W、 眼科医師全般への臨床教育

V、 眼科教室と金沢医科大学・国立環境研究所との共同研究準備

VI、 地域(遼寧省、渚陽市)眼科医への指導{講演を含む}

1 .中国医科大学長期(連続)訪問意図の背景

中国医科大学と私自身の交流は 1980年代初めにさかのぼる。現中国医科大学は戦前の旧満州医科

大学の施設を母体として発足した大学であったこと、私の亡父がその旧満州医科大学の眼科教授であ

ったこと、また私が祷陽生まれで小学時代の半ばまで藩陽市で過ごしたことなどから、亡父または私

自身を知る多くの眼科関係者が中国医大を含めた中国各地におられたこともあり、日中医学交流が始

まった初期の頃から中国医大をはじめとする幾つかの中国の大学眼科関係者の方々と交流を始め現

在に到っている。これまでに 10数名の中国人眼科医を私の主宰する金沢医科大学眼科学教室に招き、

主に私の研究テーマで、ある水晶体・白内障の研究につき指導をしてきた。初期の留学生の中には既に

何名かが眼科教授として中国の眼科学会で活躍している。今回長期の滞在を予定した中国医大眼科学

主任の張勤松教授もその一人である。

私は 2001年3月末をもって金沢医科大学眼科学教室主任の席を退くのを機会に、中国医科大学

金 学長および眼科学講座の張 主任教授より、これまでの客員教授とは異なる立場で長期滞在し、

臨床領域にくらべ未だ進歩の遅れている研究領域の指導と、同大学日本語コース学生に生の日本語で

の授業を担当して欲しいとの要請を受けた。

日中医学協会の評議員も長く勤めさせていただいてはいるが、実質、協会の仕事もこれまではしてい

なかったこともあり、特殊なケースであることは承知の上で協会事業の一つである日本人研究者派遣

助成事業に応募させていただし、た。

訪問地での活動内容は、私自身の研究継続の目的もあり多岐にわたっているが、報告規定に従い各

項につきその概略を以下に報告する。
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2、訪問地での活動内容

I、医学部学生への講義

眼科学の講義は学部4年生の学生(日本語コースの学生は、 1年次は日本語のみの授業を受けるた

め実際は5年生)が対象である。講義内容は 12コマで、 3月末までには既に大部分が終わっていた

ため、 3コマ(緑内障、ぶどう膜疾患、水晶体疾患)を行った。 1コマは途中休憩を入れて実質 120

分、時間的には充分であった。学生のもつ教科書は中国語で書かれたもので、現在日本の医学生が使

う教科書を持つ者はおらず、授業担当者が作ったプリントを教科書としていた。講義はできる限りゆ

っくりとわかりやすい言葉でOHPを使いながら行ったがそこで使用した教材はすべて学生に残して

きた。中国教科書には疾患を示す画像が非常に少ないことも聞いていたので、できる限り疾患の画像

も供覧した。日本語コースの学生とは言え講義もこみいった内容になると理解し難いようであったた

め、そのような事項は同席してもらった中国人教員に中国語で補足してもらう方法を採用した。また、

医学生としては必要な英語の医学用語は可能な限り日本語と併用して覚えてもらった。休憩時間は学

生との雑談を含めた質問時間にあてた。最初は学生も緊張していたせいか会話ははずまなかったが、

2回、 3回目の授業で、は学生からの積極的な接触があった。 総じて日本の学生とくらべ講義の時間

内に多くを学び取ろうとする意欲はこちらにもよく伝わってきた。授業開始は朝 8:00であったが、

開始時間には全ての学生が揃っていたこと、授業中学生の私語を聞かなかったこと、当然のことでは

あろうが久しく経験しなかったことだけに、授業する私も普段以上熱がはいったような気がした。間

もなく今年度の授業もはじまるので、前回以上の準備で学生に応えたいと思っている(写真 1、2、3)。

E、 眼科学専攻大学院学生への研究指導

卒業した学生が直接母校の眼科学教室で研修することは出来ないと聞く。毎年何名かの大学院生

(修士課程、博士課程)が選抜され、この学生のみが大学での研究、研修を許されるが、日常臨床は

研究テーマが臨床疾患を対象とするものでない限り、各自のあき時間で外来診療の見学、指導医のも

とで検査の助手などを行っている。

長期指導の必要な博士課程指導は時間的にも無理なため、 3名の修士コースの学生を指導すること

とした。日本の医科系大学ではない修士課程ということもこのコースの学生を引き受けた理由の一つ

である。

中国医大では同じ修士課程にも 3種類のコースがある。一つは全く基礎研究をテーマとするもの、

他に基礎研究30%""'40%、残りが関連する臨床研究を行うコースと 100%臨床研究のコースがある。

私は3名には全て水晶体ないしは白内障に関する基礎・臨床の境界領域の研究課題を与えている。中

国では全く新しい研究領域の一つである前眼部生体計測に関する課題を臨床研究が可能な二人に与

えた。この目的には特殊な前眼部解析装置が必要なためこれまで私が使用していた装置の一つを再整

備し、金沢医科大学より中国医大へ研究機器としての寄贈手続きをしていただき持ち込みが実現した。

装置使用は熟練を要することもあり、予め昨年度内に同大学眼科の水晶体研究者(当時講師)を金沢

医科大学眼科に招き充分な経験を積ませた。それでも研究を目的とした装置の稼動には時間を要し、

第4回目の訪問時から正式な研究がスタートした。時間的にはまだ充分な余裕があるため1年後には、
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私にとっても魅力ある幾つかの新知見が得られるものと確信している。

重要眼疾患の一つに「閉塞隅角緑内障Jという適切な治療時期を失すると失明につながる疾患があ

る。白人に比べ東洋人(殊に女性)に多いとされ、事実私自身もここ数年の国際共同調査(アイスラ

ンド、シンガポール)でこれを確認してきた。同じ東洋人でも日本人と中国系シンガポール人間でも

本疾患の頻度が明らかに異なる(シンガポール人>日本人)データも既に得ているが、今回からの訪

中でこれまで経験した限り、その頻度は更に高そうな印象をもっている。加齢白内障発現も日本人と

の聞には差がありそうである。研究は始まったばかりであるが発展が期待される。

基礎研究は中国医大眼科教室内には私自身が直接指導する設備は全くない。これまでの中国医科大

学の規定では修士課程の海外留学は認められていなかったが、学長、大学院担当責任者に金沢医科大

学に学生を連れて行きそこでの研究をさせたいと申し出たところ、金沢医科大学とは姉妹大学でもあ

ると言うことで特別の許可を頂いた。本年9月から金沢医科大学の私の元でヒト培養水晶体上皮を用

いた紫外線関連の白内障研究を開始したところである。

中国医大側からの望まれたことは、研究者としての基礎教育をどのような形でもよいから 3年の過

程の中でして欲しいと言うことであった。 3年後には3種のコースについては私なりの修士課程学生

教育への提言をしてみたい(写真4、5、6)。

E、眼科学レジデントへの臨床教育 及び IV、眼科医師全般への臨床教育

当初は臨床教育としては研修医、一般医を分けた教育を考え、研修医へはこれまで私自身が金沢医

科大学眼科で行ってきた眼科入門コース用の内容を、眼科医全般へは眼科教室員との間で、行ってきた

と同質の臨床検討会をしてみようと準備もし、実際何回か行ってみたが両コースでの反応はどちらか

と言うと私が中心の一方通行的なものであった。

訪中計画の段階では全く予定していなかったものに日常外来診療がある。以前とは異なり現在の中

国では外国人の医療行為は極端に制限されており、日常外来での患者診察・診断などを中国人医師と

同レベルでは行えないことになっている。ところが二度目の訪中時に大学当局学から「外国人特別医

師免許証」を渡された。大学の要望は一般外来で通常診断を行い、そこで診断を含めた医師、患者へ

の指示、説明は勿論のこと、眼科医師、研修医の教育も同時にして欲しいとのことで、あった。少なく

とも眼科領域では中国衛生部で初めて免許証が交付されたとのこと、そこまで準備も整えられている

と最早お断りすることも出来ず、診療患者は大学で選択せず時間内の受診希望者は全て同等に受け付

けて欲しい旨だけを私の希望条件として 1回目の診療にのぞんだ。

それでも予め準備をしていたらしく初回診療日 (8:00開始)には 10数名の受診者があった。診

療器具は性能の悪い細隙灯顕微鏡と直像鏡のみ、後は何を要求してもほとんど基本的な検査器具の使

用はできず、日本の保健所で検診をしているような状況であった。

しかし、そこで診察できた疾患内容は私の予想とは大きく異なるもので、あった。糖尿病患者は驚くほ

ど多く、少ないと言われていたある種のぶどう膜炎、あるいは多くの閉塞隅角緑内障症例等々、研修

医の指導、臨床検討の材料には事欠かないものがあることを知り、方法次第では期待にそえる臨床教

育ができる手ごたえをもった。眼科医の多くは疾患そのものについての知識は充分もっているが、そ

れを検出する診断の基本機器があまりにも貧弱なため単なる耳学問にとどまっていることも改めて
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知った。しかし、日本でも全ての大学が未だもたないような高価な検査機器、手術機器を既に有して

いることにも驚きをおぼえた。早速次回の訪問から可能な限りの基本診断機器、薬品類を持参し続け

現在に到っているが、未だしばらくは日本で行われているような診療システム準備には時間を要する

ものと思う。幸い、金沢医科大学をはじめ、周囲の多くの方々のご援助、ご協力を頂き予想以上の速

さで目的達成に近づいており徐々に私の目指す臨床教育体制は整いつつある。

第5回目の訪中時に到り TV画像を通して直接私の診察している外眼部、眼底その他の観察内容をそ

の場で研修医、臨床実習を行っている学生に見せることができるようになり予定していた現場での臨

床教育がほぼ可能となってきた。このような教育システムは中国では最初の試みとのことで、この意

味では中国医大側の要望に多少は近づけたかと，思っている。

4回目の訪問時あたりから私とともに患者診察にかかわる医師の患者を診る目、疾患への考え方も多

少変わってきた感がする。医師の中から自分のかかえている問題の症例を積極的に提示する者が出始

め、臨床検討の時間も必然的に増え、今回 (5回目)の訪問から本来の目的とした研究指導に割く時

間も少なくなり多少予定の変更を余儀なくされている。しかし、これも広い意味では長期滞在の目的

の一つでもあるのでなおしばらくの聞は訪中の度に様々な試みをしてみたい。未だ訪問の回数、臨床

指導の回数も多くはないが、それで、も大学内で、は多少変わった試みが始まったとの風評が拡がってい

るようで、現場を見学に来られる大学関係者が増えている。私自身医学教育の専門家でないので多少

のプレッシャーも感じ始めてきたことも否めないがこのままで続けてみたい。

今私がかかわっている大学が先進国並の眼科学レベルに達するまでには正直まだ高い壁が残され

ている。また、最新医学情報を容易に知る術を知る若手の医師の中にはこの遅れ、壁の高さを理解し、

苛立ちを訴える者もいる。これらについては本来の事業報告と離れるので別の機会にでも述べてみた

い(写真7、8)。

V、中国医科大学眼科教室と金沢医科大学・環境研究所との共同研究準備

今年度から中国医大と頻回の交流を始めようと意図したことの一つに私自身が現在も継続中の研

究課題(大気汚染と白内障に関する疫学的研究:国立環境研究所と合同で、行っている国際共同研究)

を中国でも行う予定であり、その準備を2001年度内に終了したいと考えている。

中国側の主研究グループは中国医大眼科学教室白内障研究グループと中国医大公衆衛生学教室で、

目下その準備は順調に進んでおり、 2002年度内には予備調査が渚陽市内で行われる予定である。

VI、 地域(遼寧省、海腸市)眼科医への指導 {講演を含む}

中国医大関係者、金沢医科大学眼科への留学経験のある医師が遼寧省をはじめ中国東北各地の大学、

主要病院で活躍している。私も中国医大客員教授として可能な限り、これらの施設での眼科医研修の

催しに協力しようと，思っている。

これまでに遼寧省省立眼病センター(張 同センター所長も金沢医科大学眼科同門)主催の白内障

研修会に私も講師として参加した。週末2日にわたる研修会ながら約 300名の参加者があった。話題

の中心は白内障手術(超音波手術+眼内レンズ挿入術)でその熱気はわが国の 12、3年前を思わせる
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もので、あった。現在全中国で眼内レンズ挿入術を施行できる術者は300名に満たないそうである。超

音波手術までできる術者はその中でも限られている。本手術の普及は早いと予測するが、未熟な術者

による重篤併発症の数も私の外来診療経験から推測すると中国全土には相当数いるのではないかと

思う。眼科医に対する手術教育より海外の器械、人工レンズ業者のマーケット争いが先行している。

日本での眼内レンズ挿入手術の導入から発展までの経過を実体験しているだけに、本手術の中国にお

ける正しい普及に求められる限り助言はしたいと思っている(写真9、10)。

おわりに

恐らく私の助成金の使用内容はこれまで本助成を受けた方々とは異なる特殊なものであったかと

思う。可能な限り訪中回数を増やし本年度に限らず明年度，更にはその後も前記の目標を大方達成す

るまで続けるつもりでいる。第1回目訪中時は助成金使用の詳細についての連絡を頂いてなかったた

め、第2回目訪中以降は航空券代金のみに使用させていただいた。第5回目訪中時は航空券代金全額

の支払いまで、は助成金の残額はなかったが、 5回の訪中の援助をしていただいたことに改めて謝意を

表したい。

なお本報告は助成金使用終了の第5回固までのものであることをご了解願いたい。
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3.交流報告書

別紙報告書作成要領に準じ、講演・指導内容、訪問地の状況・課題、今後の交流計画等を報告して下さい。

講演・手術指導等の写真を添付して下さい。

※訪中記等発表に当っては、日中医学館会助成金IごよQ旨を付記して下さい。
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一日中医学協会助成事業一

貴州省におけるヒ素中毒の発症機序解明と健康リスク評価およびその手法の開発に

関する日中共同研究

研究者氏名

所属機関

共同研究者名

近藤雅雄

国立公衆衛生院、栄養生化学部

謝亜雄、涯思順、劉雲宝、宮本贋、大道正義

千葉百子、稲葉裕、柘植光代、饗場直美

佐藤加代子

要旨

ヒ素中毒による臨床症状は皮膚症状をはじめとし、がんとの関係など実に多彩であるが、いまだにヒ棄の生

体内での作用機序およびその毒性発現機序は不明である。そこで、これらの解明を目的として、高湿度ヒ素を

含む石炭が原因で発症した極めて珍しい型の慢性ヒ素中毒患者の健康障害について検討した。その結果、①慢

性ヒ索中毒患者群では毘原中のヒ素遭度は対照群に比べ有意に高値を示したが、皮膚症状進行度との関係は認

められなかった。原中の他元素(24種)についてはA1. Ba. Mn. N i . Seが検出されず，その他の元素にも著明な変動

を認めたが，ヒ棄との相関関係は見られなかった。②ヒ棄の代謝への影響としてポルフィリン代謝を検討したと

ころ、県原中ポルフィリンの著明な変動を見出した。特に糞便中では29種類のポルフィリン醗導体が見出され、

この内、指溶性ポルフィリンが大量検出された。また、ポルフィリンによってはヒ棄との有意な関係を認めた。

③ヒ索中毒多発地域近郊の住民の身体的特徴と摂取栄養素量を調査し，日本人の栄養所要量と比較したところ、

Se. Ca.レチノール、ビタミンB，.B2• Eおよび脂肪摂取量の低下が著しかった。また、右炭などの生活環境因子中

の元素量を一部測定したが、現時点では評価するに十分な検討にまではいたらなかった。

以上の結果から、ヒ棄は生体内多元棄損乱因子であること、また、ポルフィリンの代謝に著明な影響を惹き

起すことがわかった。これらはヒ棄による生体曝露影響の指標、ヒ索中毒の毒性発現機序解明および中毒の予

防と治療検討での基礎的資料として有用であると思われる。

Key Words ヒ索中毒、微量元素、栄養、代謝、ポルフィリン、生物学的モニタリング、リスク評価

緒言:

人為的な汚染によらないヒ索中毒の多くは井戸水に混在するヒ素が原因である。中国でも新彊、内蒙吉、山

西、寧夏などでは地下水による慢性ヒ索中毒(飲用水型)が問題となっており、多くの研究が行なわれている。

しかし、貴州省西南部のある地域では高濃度ヒ棄を含む石炭を排煙設備のないかまどを使用して炊飯や暖房お

よび調理する結果、屋内の空気や食物が汚染され、吸入と経口とによって曝露されるという極めて珍しい型の

慢性ヒ索中毒(石炭燃焼型)が社会問題となっているにこれらの一部地域ではフッ素ーヒ素複合型中毒も見ら

れる2)。また、同省ではヒ素曝露者が全人口の約 10%越え、興仁県の慢性ヒ素中毒患者約4千人をはじめとし

て西南部に広がり、日増しに深刻化しているという。現在ではヒ素中毒の拡大を防止するための各種政策が検討

されているが、石炭燃焼型のヒ索中毒は、潜伏期聞が短く、急性発症し、症状が重いなど、飲用水型と多少異

なっていることが報告されており、早急にヒ索中毒の早期発見、健康影響・評価・曝露影響指標の作成、予防、

治療法の確立が望まれている。これまでに、ヒ棄による生体影響に関する研究は多く見られるが、未だにヒ棄

の生体内での作用及びその毒性発現機序については不明の部分が多い。そこで、本研究ではヒ索中毒の発症機

序解明と健康リスク評価及びその手法の開発を目的として、①貴州省の右炭由来による慢性ヒ索中毒患者の原

原中各種微量元素排池に及ぼす影響および②生体影響評価を目的として、公衆衛生上重要なポルフィリン代謝

について、県原中への排池パターンを追及し、さらに③貴州省のヒ索中毒発症地域の近郊で、ヒ索中毒をまった

く起こしていない地域の石炭、飲用水や食物などの生活環境試料中および住民(健常人)の毛髪、原などの生体

賦料中の各種微量元素混度の測定および身体的特徴や栄養摂取状況について聞き取り調査を行った。

F
同
U
1
i
 

司

t
A



対象と方法

対象:①貴州省の西南部に居住し、ヒ素曝露期間8-25年の慢性ヒ索中毒患者 16名(男性7名、女性9名、

平均年齢37.11鹿)および対照者 16名(患者と同一地場に住む健康な男性8名、女性8名、平均年齢40.1歳)

から、同意を得て、県原材料の提供を受けた3)。原は早朝に現地で採取し、日本で測定するまで冷凍保存した。

②同省近郊に居住し、石炭を主に生活燃料としているが、ヒ素中毒症状がまったく認められない地場に居住す

る健常人30名(0-9巌14名:男6名、女8名;10-19揖5名:男2名、女3名;20-29歳6名:男3名、女

3名;30歳以上 5名:男 1名、女4名)を対象に問診、身長、体重、血圧などの一般検診と、あらかじめ作成

していった身体表面・病状調査、家族歴、食生活環境調査、生活習慣和健康調査の各票に基いて聞き取り調査

を行った。同時に、村民が摂食している食品、石炭、土壌、湧水、家畜の糞、草木、さらに、毛盤、原などを

村民の同意を得て採取した。

微量元素分析:県原及び生活環境獄料に遭硝酸と過酸化水素加え、マイクロウエーブオーブン(MLS-1200MEGA，

Mi lestone， Italy)にて、密閉加圧式湿式分解し、 miI-Q水にて一定量に溶解し、 ICP-MS(PMS-2∞0，横河アナリ
テイカルシステム)または ICP-AES(SPS1500V，セイコー電子工業)を用いて元素濃度を測定した4)。

ポルフィリン分析:著者が開発した高速液体クロマトグラフィ一法によって、県原中のポルフィリンをパタ

ーン分析した6)。

δーアミノレブリン酸 (ALA)

て測定した則。

調査項目:身体表面・病状翻査、家族歴、食生活環境調査および栄養調査表をあらかじめ作成し、現地にて

聞き取り調査を行った(調査内容は資料として本報告書の最後に添付した)。

の測定:Dowex 1およびDowex50イオン交換樹脂を用いた著者らの方法によっ

結果:

1)石炭燃焼型ヒ索中毒患者の県原中微量元素排挫に関する検討:

原中ヒ素混度のmean:!:SDは患者群では 184.4土200.0μg/gcreatinine (平均 160μgι)に対して対照群で

は 86.8土64.20μg/gcreatinine (平均 64μgι)であり、両群聞に統計的に有意な差が見られた(p<0.05)(表

1)。他の微量元素では、 表 1.Element concentrations in urine 
Patients Control 

Cu，Ga，Snの溝度は患 {n=18) (n=16) 

者群が有意に高〈、これ 刈 ND 419(ND・7.96X103)a
As 184.4土200.0* 86.8土64.2

に反して、 Cr.ζ'，Sr，Rb
のi混聾度は対照群が有意 Be ND ND 

Bi ND ND 

に高かった。また、 Ca (1.25土0.57)X105 (1.62土0.94)X105
Cd 5.2土6.6 3.3土2.3

Al，sa，Mn，Ni，Seは対照 Cr 35.2士32.9* 81.0土64.7

群では検出されたが、患 Cu 94.7::t67.併 42.3土19.2
Fe (1.10::tO.44)X103 (1. 

者群では検出限界以下 Ga 4.2土3.3林 1.6::t1.1 
であった。 Mg (0.90土0.48)X105 (1.27土0.63)X105

Mn ND 12(ND- 】

図1に対照群の各 民'LZt;eぉ:込sD.4lvftf誌なJF郎副3KVをよ61azt;ムr山 iththe control 
元棄を 100%とした m8r1<ed w・曲 "a"。r"b". a，medan tmnEeJ b，zebm命i6m-an{range}ー
時の患者群の変動率

を示した九 Cu，Ga，

Snの漉度が患者群

で有意に高い結果を

得たが、これはおそ

らく‘石肢の燃焼産

物としてヒ棄ととも

に摂取され、原中排

池が増加するものと

思われるが、ヒ素漕

度との聞には有意な

Controls 

担当旦
332土328
29.5(0.6・805.6)b
(4.60土2.35)X105
19.7土35.5
1，916土838
2.3(0.5・6.4)b
26.3::t 16.4 
12.9土9.6
448::t216 
23.2::t 14.8 
15.7土10.7
(4.33 ::t4.41 )X1 03 

Patients 

包ヨ旦
255土158
ND 

(5.49土2.18)X105
31.0::t29.4 
945土382本本
4.8(1.2・97.3)b
ND 

43.7::t39.8林
131土67*
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相関関係は見出されなかった。また、 Sr，Cr， Ti，Rbが患者群で有意に低下し、Al，Ba，Mn，Ni，Seの各元素濃度は

検出限界以下であったが，ヒ素;1度との聞に有意な関係は見られなかった。

糞便中ヒ素;竃度は患者群では2.07:t1. 75μgjg of dry feces (mean:tSD)に対して対照群ではO.83:t0. 46μgjg 

であり、有意な差が見られた (pく0.05)。

2)石炭燃焼型ヒ素中毒患者の県原中ポルフィリン代謝産物に関する検討:

原中ポルフィリン異性体、総ポルフィリン量およびALA濃度には患者群と対照群の平均値には有意な差はな

かった(表2)。しかし、表3に示した様に、被験者を性別で2群に分け、ヒ素温度と各種ポルフィリン溝度と

の相関関係を算出したところ、患者群男性のコプロポルフィリンE型異性体、女性のヘキサーおよびペンター
表2 Urinary porphyrins and ALA of arsenic poisoning 
patienta and controls (p. g/g cre.tinine) 

Arseniam P.tients Controla 

(n=16) (n=16) 

URO (1 + m) 23.23土 11.4 24.82土 13.13

HEPTA( 1 + m) 8.01土 5.57 7.94土 6.34

HEXA (1 + m) 0.90土 1.95 1.61土 4.66

U-peak 1 (Rt=9.81) 2.19:t: 2.19 1.67土 2.18

U-peBk 2 (Rt=I1.42) 0.43土 0.64 0.60土 0.86

PENTA 1 0.81 :t: 0.64 0.87土 1.15 

PENTA m 0.11土 0.46 0.34土 0.45

U-peak 3 (Rt=14.37) 2.36土 1.98 3.13 :t: 1.74 

COPRO 1 16.25土 7.40 19.52土 7.26

COPRO m 24.68土22.30 20.50土 14.74

U-peek 4 (Rt=15.77) 0.20:t: 0.35 0.14:t: 0.31 
Total porphyrins 79.18土 39 81.16土 36.14

COPRO m/COPRO 1同居。 1.68土 1.58 1.07:t: 0.70 
COPRO /URO間百0* 2.01土1.46 1.83 :t: 1.11 

A凶 1221.5 :t: 266.7 1273.8土 303.0

表3 Correl.tion ・n.IY8isbetween urinary As .nd urin.ry porphyrins 
.Ion6 with ALA in er.enic poisonin6 p.tients end controls 

Co・仔icientof correl・tionwith urin.ry・rsenic(r) 
M・10 Femalo 

PBtionts Con廿ols Petients 。on廿ols
n=7 n=8 n=9 n=8 

URO (1+ m) -0.4618 0.9875' 0.1329 0.3099 
HEPTA( 1+ m) -0.4863 0.8866' 0.1230 0.0975 
HEXA( 1+ m) -0.0533 NO 0.7725' -0.1614 

U-peak 1 (Rt=9.81) -0.2841 -0.1219 -0.0121 0.7273* 

U-peak 2 (Rt=II.42) -0.4023 -0.2217 -0.0405 -0.2748 

PENTA 1 -0.1436 -0.5011 0.7253* -0.1784 

PENTA m NO 0.7849' -0.2045 -0.2551 

U-peak 3 (Rt=14.37) 0.8617' -0.4538 0.0083 -0.2435 

COPRO 1 0.4698 -0.0820 0.1061 0.1265 

COPRO m 0.8290・-0.3444 -0.2721 -0.2590 

U-peak 4 (Rt=15.77) -0.2248 0.0266 0.2297 0.8868* 

了。旬l岡市hyrins 0.9893・-0.4734 -0.4304 -0.3555 

COPRO/URO問6。 0.8778' -0.4436 -0.3913 -0.5181 

ALA 0.7504" 0.0451 0.0208 0.7585' 
*: P<0.05 A: P = 0.05 
NO:叩由r由tectionlimit Velu・$repre田 ntme8n土5D

必.A:d -aminol・wlinic・cid URO: uroporphザh

貯 TA:ho向山町1凹伽in HEXA: hexe四伽xylporphyrin カルポキシルポルフィリン I型異性体、対照群男性のウ
・凹nt酎町加町1同巾hyrin COPRO:∞W旬。ゅhyrin

恥問tontiontime (min) 1刷肱川nown同副 ロ一、へプタ一、ペンタEーポルフィリンに有意な正の
OPRO (1 +m) IURO (1 +m) rati。

“川P内。r巾柿p討凶h刷yrin".m 。凶u叩n叫t。“f制 u帥n油known問剛.副k糊糊s“CI副伽1
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女性のほうが高値であり、患者群のウロ一、対照群のウロ一、コプロ Iーポルフィリンについては有意な差が

見られた。

糞便では、原に比べて

29種類のポルフィリンが

検出され(図 2)、その

うち 17種類が未知のポ
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群では 76.56土64.48μg ~ 

Igofdη(mean:tSD)Iこ 3
対して、対照群では 巴

41.67土36.03μg/gof

むyであり、有意な差

が見られた(p<0.05)。

特に、ペンタカルポキ

シルポルフィリンと 6

種類の未知ポルフィリ

ンの増量が著しく、こ

の肉、 4種類は脂溶性

8∞ 
|図Patients| * 

7∞ 

目
4∞ 

nI * I'!I 3∞L 
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。

PW泌がや終務執;NW可決ミンー
q向 。'

Porphyrins in feces 

図2 Comparison of the average fecal po叩hyrinconcentrations between the patients and controls. 
1・heaverage values for the controls were fixed at 100 (units)， and then the co町espondingrelative 
values for the patients were calculated. *p < 0.05， **p < 0.01 as compared with the controls. 

ポルフィリンであった。

3)非ヒ素曝露地域の生活習慣および生活環境試料中の微量元素に関する検討:

表4に調査対象地域住民の男女別及び年齢別に分けた身体的特徴と摂取栄聾素量を示した。表より、 0-9歳
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糞
カルシウム、レチノール、ビタミンEはす

べての世代で日本人の栄養所要量の50%以

下であった。また、 10-19歳の各栄養素の

摂取量が他世代に比べて低下していた。一

方、マンガン、鉄は日本人に比べて摂取量

が1.5-2倍多かった。
表5は現地で採取した石炭、馬糞、豚肉、

灰および野菜中の微量元棄を示した。豚肉

および野菜については比較として日本の食

品成分表に記載されている豚肉及びホウレ

ンソウをあげた。表より、右民中のヒ素漉

度は少なく、 AI.Feが比較的多く、一般的

と同じ傾向であった。豚肉ではMg.Mn.Ba

が日本と比較して少なく.Ni. Cu. Mo. Snが

多く含有していた。野菜ではMg.Mn.Cu.Mo

As.Sr.Baの含有量が著明に高値であった。

0.29 

。
0 
0.400 

0.01 

。。考察:

石炭燃焼型のヒ素中毒では、住民が排煙

霞備の備わっていない簡易型のかまどを使

用し、ヒ素含有量の高い石炭を燃焼させ、炊飯、暖房、翻理した結果、室内の空気や食物が汚染され、消化器

や呼吸器が障害される慢性の中毒であるが、現在ではヒ素含有量の高い鉱山が閉鎖され、炉、かまどの改良な

どの予防措置が初歩的にではあるが実現されているという。しかし、対照群の原中ヒ素温度が10年前に調査さ

れた文献値 70μg/L6)とほぼ同じ結果であったのに反して、患者群のヒ素漉度は 400μg/L6)Iこ対して、今回は

163.6と約 40%に減少しているが、それでもなお患者群で有意に高値であり、ヒ素汚染の早急な改善策が期待

される。また、他の微量元素との関係では、対照群に比し患者群ではCu.Ga.Snの漉度が有意に高い結果を得た

が、これはおそらく、石炭の燃焼産物としてヒ棄とともに摂取されー原中排池が増加するものと恩われるが、

ヒ素濃度との聞に有意な相関関係は見出されなかった。同時に Sr.Cr. T i . Rbが患者群で有意に低下し、
A 1. Ba. Mn. N i • Seの各元素漉度は検出限界以下であったが，ヒ素;a度との聞に有意な関係は見られなかった。 Se
は体肉でHg.Ca.Pb.Snなどの有害元素との毒性を抑制すると同時にSe自身のもつ毒性も緩和されるという相互

作用を持つことが広く知られているが，患者群の原中排池が減少していることは重要である。現在ヒ索中毒の

有効な治癒法はなく、これまでに体内にヒ棄が侵入した場合のヒ棄の除去薬として

BAL(2.3-dimercapto-1-propanol)が利用されているが、我々が行った動物実験では BAL投与によって肝ポルフ

ィリン・へム代謝に著明な影響を与えることがわかっている(未発表)。そこで、我々はマウスを用いた急性お

よび亜急性ヒ素中毒モデルを作成し、これにSe欠乏食を与えた場合と過剰投与した場合の多元素動態を現在追

及しているところであり、今後の結果に期待したい。

一方、生体重要色素であるへムの合成およびその代謝には多くの薬物，金属などの化学物質の影響を受ける

ことがわかっており、ヒ棄においてもポルフィリン・へム代謝が鋭敏に影響を受けることが動物実験7-10)およ

び日本圏内のヒ素曝露歴のあるヒト 11)で程明されているが、それによると、ヒ素中毒には動物種差、曝露方

法の遣い，性差、マウスでは系統による遣いなどがあることがわかっている。今回の研究においても県原中の

ポルフィリン代謝産物の排池異常があり、生体影響の指標として有用であることがわかった。また、糞便中の
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ポルフィリン排池の異常については、ヒ索中毒によって腸肉細菌に変化が生じ、各種ポルフィリンが過剰生産

されたものと推測され、ヒ索中毒による皮膚がんや消化器がんの発生と何らかの因果関係があることが推測さ

れる。

以上の結果は、生体に取り込まれたヒ素はポルフィリン代謝の主要臓器である肝臓や骨髄、さらに腸内細菌

叢や体内の微量元素の代謝に何らかの影響を及ぼしている事がわかったが、ヒ棄と他金属との相互影響を追及

するには、これまでの多くのデータを詳細に検討すると必要がある。現在、我々は急性、 E急性ヒ索中毒並び

にセレン欠乏・過剰との組み合わせなどの動物実験を行っており、ヒ棄と他金属の相互影響を追究することに

よって、ヒ素の生体影響および治療への応用が可能となるよう検討しており、ヒ索中毒の早期診断法の確立を

含め、本研究課題を遂行するための基礎・臨床を含めた総合的・科学的アプローチが行われている。

さらに、ヒ棄の健康影響解明として栄養・食生活など公衆栄養上の問題は極めて重要であることから、今回、

ヒ素中毒患者の多発地帯である興仁地区などの慢性ヒ索中毒発生地(輿仁県、興義市、安穂県、開陽県、織金

県など)の食生活を中心とした生活習慣調査を企画したが、外国人の立入は今回は禁止ということで、急謹場

所を変更し、貴陽市内から車で約5時間の友里県高峰村 12)を調査対象とした。ここでは、湧水による慢性フッ

素中毒に加え、生活燃料は石炭が中心であり、 1995年に簡単な栄養及び健康調査が行なわれているが、その後
は行われていない。そこで今回の調査では表4.5および図3に示した樟に、栄養上の多くの問題を抱えている

ことが明白となった。今後、個別的に毛盤中の元素(朱測定)濃度変動を含めて摂取栄養素との関係を追及する

ことが重要であり、それによって各種体内元素の挙動を環境・栄養学的に追及し、これまでに未知の分野であ

った微量元素の栄養学的、生化学的基礎資料作成に十分貢献できることを期待している。
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イニシャル ( )性別(男・ 女)年齢( ) 身長( cm) 体重( kg) 

1.身体表面・病 犬態調査表

体 型 口浮腫口低体重口腹部過肥口肥満口正常口其他(
骨 格 口軟骨口松骨質口四肢変形口側轡症口無口其他(
皮 膚 口乾燥口出血口色素沈着口色素脱失口無弾力口角化斑口肥厚口日光過敏E

口爪・指変形・萎縮口癒痕口無口其他(
肌 肉 口松弛口悲痛口無口其他(
口 唇 口口角潰痕口干裂口口内炎口無其他(
歯 部 口斑状歯口歯銀出血口無口其他(
舌 頭 口水腫口亀裂口過紅白無口其他(
顔 部 口蒼白口出油口無口其他(
目艮 部 口眼球乾燥口充血口無口其他(

毛 発 口無光揮口過細口過薄口多毛口落発口色素異常口無口其他(
内分泌 口甲状腺腫口糖尿口其他口無口其他(
神 経 口精神錯乱口運動麻症口知覚障害口無口其他(
循環器 口高血圧口低血圧口頻脈口無口其他(

腹 部 口腹痛口幅吐口便秘口下痢口無口其他(
本人病症 口心臓病口糖尿病口腎炎口肝病口肺炎口胃病口癌(

口腸炎口結核口風湿口貧血口皮膚病口無口其他(
既往症 ロ心臓病口糖尿病口腎炎口肝病口肺炎口胃病口癌(

口腸炎口結核口風湿口貧血口皮膚病口無口其他(
2.家族歴
0祖父女祖母 口口口口高血圧 口口口口心臓病 口口口口糖尿病 口口口口腎炎
ム姥爺 ※姥姥 口口口口貧血 口口口口肝病 口口口口肥満 口口口口肝癌

口口口口肺癌 口口口口胃癌 口口口口子宮癌 口口口口乳癌
注:請把親属的符 口口口口食道癌 口口口口大腸癌 口口口口直腸癌 口口口口結核
号訴入方格内 口口口口皮膚癌 口口口口其他病 口口口口死亡年齢
0父 ム母 口口 高血圧 口口 心臓病 口口 糖尿病 口口 腎炎

口口 貧血 口口 肝病 口口 肥満 口口 肝癌
注:謂把親属的符 口口 肺癌 口口 胃癌 口口 子宮癌 口口 乳癌
号添入方格内 口口 食道癌 口口 大腸癌 口口 直腸癌 口口 結核

口口 皮膚癌 口口 其他病 口口 死亡年齢
0兄 ム姉 口口口口高血圧 口口口口心臓病 口口口口糖尿病 口口口口腎炎
"*妹 ※弟 口口口口貧血 口口口口肝病 口口口口肥満 口口口口肝癌

口口口口肺癌 口口口口胃癌 口口口口子宮癌 口口口口乳癌
注:請把親属的符 口口口口食道癌 口口口口大腸癌 口口口口直腸癌 口口口口結核
号添入方格内 口口口口皮膚癌 口口口口其他病 口口口口死亡年齢
3.食生活環境調査表
問 題 回 答

職業 口工人口農民口軍人口商人口事務口技術口学生口主婦口無業
同居人口 口祖父口祖母口父口母口夫口妻口児口兄口姉口其他(
有工作的 口祖父口祖母口父口母口夫口妻口児口兄口姉口其他(
本人職業労働強度 口重口中口軽口無
室内上下水 上水:口有口無 下水:口有口無 家庭線居住面積: 平方米
常用飯鍋種類 口電飯鍋口鉄鍋口呂鍋口其他
常用作飯能源 口煤口電口煤気口油口木柴口植物叶口其他
常用燃料源 口煤口電口煤気口油口木柴ロ植物叶口其他
4.生活習慣和健康調査表
間 題 回 答

毎星期4官安排食費 口有口無
烹自層 口愛好口不愛好 L 二f白包lU.B.
家庭 主宰 口講究口一般口不講究口吃飽即可
毎週烹調回数 )回
最喜歓的味 口酸口甘口辛口塩口淡口油武口清淡
平時零食 口一般口経常口不経常口喜歓口不喜歓

睡眠時間 起床時間( 入眠時間(
酒類最喜歓 口高度白酒口低度酒口果酒口牌酒 i一日凡両(
香煙最喜歓 口辛煙口中度口軽度口不吸 i一日凡支(
担心発畔 口担心口一般口喜歓
過敏体質 口有口無
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Abstract 

一日中医学協会助成事業ー

ヒトメラノーマにおいてASCの発現低下と異常メチル化

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

関新

中国北京中日友好医院産婦人科レジテント

信州大学医学部付属加齢研究センタ一環境適応分野

教授谷口俊一郎

相良淳二、増本純也、横山太郎、小金平容子

ASC (Apop同 is・描S∞i蹴 ds戸ck・likepro句in∞ntaininga CARD) is an adap句rprotein ∞ntaining two interaction 
domains， a p戸inh叩 l010gydomain and a回S伊se-r民間細胞ntdomain (CARD). ASC forms filament-like aggrega脳

during apop回 isinduced by various anti-tumor drugs in HL-ω田lls(M描 umo加 etal. JBC.問問.It is repo巾 d白紙
aberrant CpG me向lationis involved in ASC gene silencing in bre制伺n白隠 (Conwayet al. Cancer Res. 2'α)()). To 
investigate whether ASC also lO8t function in other cancers， we surveyed ASC exprl回SiOD組 di飴 methylationsta伽sof

CpG is凶tdin human melan佃 laFir百t，in 12 human melanoma田 lllin民 W回temblot analysis shows that 7 of 12 express 

lower or little ASC protein. A∞四ding旬 methylationspecific PCR， 2 of 12 cell lines were∞mpletely methylated and 
failed to ex戸田sASC.50f 12田Ulinl悶 were伊rtiallymethyla句d，2 of 5 methylation伊sitivecell lines exprl回slower or 

little ASC levels. Furthermore， immunohist∞hemical staining showed that in沼田S回 ofhuman melanoma tissues， 21 
伺S凶 (7び調印 ASCexp~回sion density w錨 lowerthan白紙innormal pigment and benignωm町出su伺.In addition， fifty 

perl叩 ot(50f 10) of primary melarωmatissu回 e油ib批dhypermethylation in the C同 islandof ASC gene. Thus， our data 

suggest伽 tASC is down regulated in melanomas組 dthe sup戸田sionis戸同allym吋iat凶 byhypermethylation. 

Key Words CARD， PYRlN， Methylation， Ap<平仮>sis，ASC

Introduction 

ASC is剖叫ap旬rprotein that is∞mpt:>Sed of two interaction domain， a N-terminal PYRlN-domain (PYD)加 da
伺 S伊se-r田rui加 entdomain (CARD)， forms filament-like agg陀gatesduring apopt08is indu四dby anti-tumor drugs in HL-

ω田lIs(9). The PYRlN domain belongsぬthedeath domain-fold supetf創nily白紙alsoincludes the CARD domain，舗td

d館山 effi田 tordαnain (12， 15， 16， 21， 22). The PYRlN family members functi叩 inbo由 inflammaωry叩 dapoptotic 

signaling (9， 19，23，24).町巾W錨 initiallyidentified国 thepr<刈uctof the MEFV gene， which is mutaぬdin伊.tientswith 

familial Mediterranean fever (5均， a heredi凶)'peri吋icfever syndrome characterized by episodic fever and ser<>Sal or 

synovial infl創nmation.CARD (伺S戸田r民間i加 entdomain) w回 identified描 theregion with 8ignificant similarity to tOO 

RAIDD and ICH・1N却 rminaldαnains.ICH・1，Ced・3，and Mch6， all戸'0旬ins∞ntai凶ng曲eCARD， have been repo即 d

toact in a戸市toticsignal (乃.

DNA methylation ∞curring in c戸国ineresidues in CpG dinucleotide田q田 n偲 sis a characteristic feature of m組 y
verte伽ategenom田 (1).It is crucial f，町developmentand differentiation (2，3). ASC w拙 repo巾 dby Vertino et al (伺11ed

TMSl)伽 taberrant CpG me向lationis involved in ASC geoe silenciog io伽明8t回ocers，and sugges凶 pe出a戸 io0血er

伺n回悶 (6).In this study， we iovl田句碑dASC expression in bo由humanmelanoma田IIlines and melanoma tissues. We 

found that exprl回sedlow or little protein levels in some melanoma田11lin田 andtissu民 wealso examin吋出e

methyl甜00status in these melanoma cell lines and some melanoma tissues，制neof them showed脱出ylation.The lower 
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exprl回sionof ASC in伺ncermaybe an eviden田 thatASCis a同morsuppressor，制御aberrantmethylation in the CpG 

island of ASC is one of the re槌onof ASC. This result is∞nsis蜘 twith the result re戸X凶 inbr，伺st伺n切 r(6). 

Materials and Methods 

CeU line組 dPrimary Tissue. 

α2TO， WM35， WM793， MEWO， VMRC・MELGand A4IFuk were ob凶nedfrom RIKEN切11bank and maintaim姐in

RPMLl併opl田 10%FBS. A20沼叩dOAK were obtained from Japan H伺lthScien田 Foundati肌 A2058w国
mainぬinedin MEDM pl田 10%FBS， OAK w槌 maintainedin 陥 rm12 plus 10% FES. HMV-I， HMV・11，SK・Mel-沼徳川

0361 were油匂inedfrom出eUniver百ityofTohoku， HMV・Iw田 maintainedin DMEM plus 109もFBS，0361 and SK・Mel-

28 were maintained in RPML 1併oplus 10% FBS.削 V・11was maintained in均的 12plus 10% FES. Prim町 tissu回
from melanoma were 0以ainedimmediately after surgi伺1res即 tionat dermaω，Iogy department of Shinshu U凶versity，

田b∞，1of Medicine and frozen at ~拘'C.
Bisulfite Modifi伺“on，MSPandS句uenl田.
OenomeDNAw値目回.ctedfrom Melanoma伺 lllines田ing出ePUREG田沼DNAlsoIationKit (USA， Minn伺 .polis).1 

μ.g ofDNAw回 trl伺鈴dwi曲sodiumbisulfite， using CpG叩叩leDNA Modifi伺討onKit (Intergene， USA， NW)，邸∞rding

旬 them叩uf邸側re'si邸釘恥6∞.F<姐lowing∞nversion，由ebisulfite-treated DNA w回路suspendedin a to凶 voIumeof25

同ofdistilled water. Approximately 50ng of bisufite modified DNA w個 amplifiedby PCR，加sed叩舘quen田 differences

resulting from bisulfite m叫ifiω.tion，with the following reaction ∞ndition: 2mM MgCI2， 0.2 mM  each dNTp， 0.5μM 
each prirner， 1 units of AmpliTag GoId (民北in・日mer，防御rCity， CA) in a 50μ1 reaction. The reaction w拙 S加制with9

min， 95C， foIlowed by 43 cycI回of陀 R(95 C， 30 s;ωC倫:).&蹴伽producωwere館開削byel倒併問伺ison a 

3% agaro田 gel，stained with ethidium bromide，副ldphc苅ographed.Primers were品sigrぉd描 d田αibedby VertinaI et aI 

(均.The PCR pJ1叫uctswere pl凶fiedwith Oenecl伺 n11 kit (USA， CA)， and pr似溺sed加鶴quen白山ingABIP悶SMTM

310 Genetic AnaIyzer. 

Westem b10tting anaIysis 

The human mel佃 omacells were homogenized with組 ultralso凶伺.ter，mixed with由e阻mevolume of double-strength 

laemmli sample buffer (Iaemmli 1970)， and then boiled fiぽ 15min at 65 C. The舘姐mpleswere su句郎副旬

el郎防が101四isin 14% SDS-polyacrylamide gels. Proteins were tr溜lSferr凶叩旬nitrocell叫ωemembrane (Immobilon-p， 
Millipore， Bedford， MA) with an el民加blotter(2mA/cm2， l.Oh).副oωwereblωked in TBS with 0.1 % Tw田n20，1% 

bovine田rumaIburnin (BSA)， 5% skimm吋 milkfor ωmin， followed by incubation with prim訂yanti-ASC mono-clαle 

Ab (1:1000) dilut凶 inTBS∞ n飽ining5% FBS and 0.1 % Tw白n20for 1 h at J1∞m tem戸mωre.After路:veralw剖h回，

blots were incuba凶 withhorseradish peroxi尚昆-co吋uga凶 anti-mou田 IgOAb (Amersham IntemationaI， UK) f，町 1h at 

r∞m tempe凶 ureandw田hedagain. Immunoblots were develo戸d田ingthe ECL Westem b10tting sy蹴 m( Amersham). 

ImmunohistochemicaI staining 

Immunohist∞hemicaI ar叫ysisof ASC w槌印刷edout using the叩“-ASCmon∞Iα叫削除均 develo阿 inωr
previous study (4). Paraffin・emtx対dedbl∞ks of human melanωna tissu回 W槌戸d四medimmunohistochemicaI stai凶ng
using the anti-ASC mon，∞lonaI Ab and a u凶versalDAKO LSAB (Dako， car戸蹴ria， CA) followed by hemaωxylin or 
Oiemsa∞unterstai凶g.臼nittingthe primary antibody from出estai凶ngprocedure performed a∞附叫experiment，and no 

S戸cificstaining w拙 found.

Result 

We examined ASC expJ1回sionin a series of 12田 lllinesderived from metastatic melanomas. As determined by 
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protein immunoblotting， 5 of 12 human melanoma田11lines expressed ASC levels ∞m伊rable旬 thoseof normal 

melan∞ytes，時:venS恥w凶 intermediate町 littleASC levels.ven of them l08t the expr回sionof ASC (Fig. la). Rf-PCR 
(Fig.l b) showed similar result to the Western Blotting analysis. The genome DNA of ASC in these melanoma cell lines 

was seque即 ed，no mutations in ASC were detec飽d(Data nωshown)， which suggest the remaining ASC allele is 

transcriptionally repre路ed.Gene silencing that ari榔 frommethylation is an important 矧geneticm回 hanismof tumor-

suppressor inactivation (12， 13). Recent studies has shown that hy戸rmethylationof CpG island in gene promo句rregionis 

蹴∞iat叫 withloss同組抑制on(6， 7， 8). Methyla凶 CpGsare recognized by proぬinsthat recruit his旬nedeace句協回，

l回dingωstabletranscriptional repression， which回noften be reversed by methylation inhibitα. 5aza2dC or by the 

his旬限必部ety.加 ei凶曲i加r凶∞s凶 nA (TSA) (4) To determine whether loss of ASC ex戸田sionin the melanoma伺 11

lines are relatedωmethylation， we analyzed the methylation s館側d肱 ASCCpG island of the melanoma田lllinesby a 

sensitive MSP technique in which methylated and unmethylated allel回伺nspecifically amplified after chemical 

modification of DNA with s吋iumbisulfite (11) (Fig. 2). The C32TO and HMV・1melanoma田llli即 se対曲ited∞mplete
methyla伽 inthe CpG island of ASC and failedωexprl蹴 theASC抑制n.MEWO， WM35， SK-Mel-28， A2058， 0361 et 

ale創 bi凶伊剖allymethy凶 oo.S句uencingthe pJ1吋uctof MCP (data not shown) coincided with the result of MCP. 

If loss of ASC expression is relatedωmethylation of the CpG island，偽enexpression of ASC should be stored af制「

tr伺佃lentwith a demethylating agent. TJ1同国entall of the melan叩鳩伺l1swith DNA methyltransferase inhibitor 5-aza-2'-

deoxycytidine resulted in the伊同aldeme白Iylationof the ASC CpG Island and 附onglyexpression of ASC. Reversely， 

創nongtheωlllines of neither ASC ex戸田sionnor ASC promoもerregion methylatioo， 5昭a2dCtr伺.trneotfailed to r即over

theASC ex戸田si叩. Tb田e血.tasuggest that methylation sta陶 ofthe 5' CpG island in ASC promo包rregion is partially 

国sociatedwith ASC exprl田sionlevels in Melanoma回11lines， but the exception indi伺旬d白紙thereare other m民hanisms

that回 nscriptionalyrepress ASC慌 pressin melanoma celllines other than aberrant methylation. 

We also investiga飽dthe ASC expressi叩 in28伺 S回 ofmelanoma ti鎚 U創価 showedin Fig O. Com戸時dwith the 

normal pigment， we found 21 (7Q1初回S回 ofthe melan叩 la回ncertissu回exprl回S吋 lowerASC gene. Interesting， we 

found in the region where ASC w値目pressed，出emacrophage即日swere founded， this indicated that ASC maybe 

involved in the ωrnorimmu凶ty.

To determine whether aberrant methylati∞of ASC also played a role in primaryωmα~， we examined melanoma tissues 

for ASC methylation. The CpG island of ASC w掴 unmethyla凶 innormal my加問ytetissues derived from red田 U叩

mammopl出ty (provided by de伊rtm削 ofdermaωlogy，medical !油∞tof Shinshu U凶versity).5 of 10 (笈鴻1)primary 

melanom描 showedaberrant de novo methylation of the ASC C戸:1island. In some伺 S回， the methylation degr田 is

substantial， it is∞，nsidera飽dtwo r，伺sons，the first is that the resected melanoma tissu回∞nsistsof a heterogen回 us

mixωreof加mぽ回1Isand normal cells， the second is白紙themethylation even in伺 nωr田Ilsis伊同all予

DI関 U田lon

ASC is組組ap飽rprotein白紙is∞m阿吋oftwo interacti叩 d叩 1ain，a pyrin N-terminal homology domain (PYD) 
andaω抑制聡ruitrnentdomain (CARD)， forms filament-like aggrega.蜘 duringapop陶 isinduced by anti・tumordrugs 

in HL-60 cells (9). The CRAD is found within the prodomain of a number of伺spases，and oligomerization with u戸tr，伺m

CARD叩 ntainingreg凶aωryproteins mediates their cleavage and配 tivation(8). 0伽 rCARD-∞ntaining proteins with 

known rol田 inapoptl伺 isinclude the Caenorha凶itiselegant CED・3and CED-4， the human homologue of CED-4， 

apoptotic pro飽倍eactivating factor-l， the回llularand viral inhibitors of apopめsis，the cellular homologue of b叫leSvirus

EHV2 EI0 protein， BCL 10， and several proteins involved in the activation of NF-kB (9). ASC w回 repo氏edtobea

proapoptωic f:即 ωr(9，10) The PVD domain has been referred加部thePVRIN， DAPIN， PAAD and pyrin domain， and a 

一 271 -



一日中医学協会助成事業一

number of PYO-∞ntaining proteins were repo市 d (12， 14-16). The re偲 ntly iden凶 ed-pr叩伊戸ic molecule 

DEFCAP/NAC/NAL凹ICARD7(12， 16-1町， a member of the mammalian Ced-4 protein family that includes A伊f・1剖 d

Nod1， which ∞ntain an N-terminal PYD domain and leucine-rich re戸総 (LRR)，binds旬 ASC，refeπedto邸 py'αU"dby 

mar討ninet al， via the PVD (16). The PVO domain w描 repo巾 d加 bep隠sentin出eN-ternimus of iebrafish伺S開ses，

Caspyand伺 spy2(19). T恥 PYOdomains of C錨 pyand C部 py2α>ITespondωCARDor DED， which are involved in 

protein-protein interactions白紙resultin effector proximity (8). Recently it is repo巾 dthat ASC and伺 S戸時・1are抑制ive

signaling戸rtnersof CARD12， which function槌 aαiti回1activat町 ofspecific a戸羽ptoticand proinflamma闘 ysi伊aling

伊，thway(20). Bertin et al reported that ASC is邸 tivatedby PY臥 F，a novel PYRIN-c叩ぬiningNBSιRRfamily member 

由atinteracts田lectivelywith偽ePYRIN domain of ASC. PYPAF (alSO伺lIedcry叩'yrin)伺町田Muckle-Wells syndrome 

and familial ∞，ld u同伺巾(25).Th山，the ASC maybe a key叫ap飽rmol白山白紙playsimpo血ntroles in interacti叩 wi血

otherPYD・containingmol回叫回throughits PYD and CARD d棚 ainsin the u附儲mofNF-kap伊B.

Although ASC is伽 wingmore and more a!悦凶叩錨aαiti伺1activator of apoptoti伺 andinfl叩unaωrysi伊aling

pathway. But its r，回1function is still uncl儲 r，回戸羽a1lyiωrole in ωm町 immunityar叫回rcinogenesis.Our study first 

showed ASC silenced in human melanoma， and one of也erl伺回nof ASC silencing is due ωabnormal methylation which 

is∞nsist with result in伽-east伺 n田r(6). In剖dition，a伊P伽 isis伺sierωintroducein ASC expJ1回sion田1Ilinesth組曲e
one in which ASC is silenced， and also the ASC exp路舗ion1国蜘edby methylation inhibitor 5aza tr伺 tment伊'OItloted

apop蜘 isinducti叩 (d拘 notshown) sup伊rt出espec叫ationthat ASC maybe function槌 a加m町 suppr出回rgene. 

But we also noti田dthat no methylation w回 foundin 3 melωωma田Illinesa1though the回:lllinesshowed Iittle ASC 

levels. This res山 indi伺，te伽 to出erm民hanismssuch as loss of heterozygosity (1..0町， His加nehypoace刷ationmaybe 

alSO伺 nresult in加morsup戸港ssgene inactivation (26). We a1so analyzed the ex，戸田sionof ASC mRNA in purified 

hematopoietic田Ilsby RT-I吃R.We found CD14， and叙>siD<叩凶sexpressed high levels of ASC mRNA. In∞胸部t

C034+ and CD3+ expressed low level of ASC mRNA. CD20+叩 dneu釘叩hisdid not or ex戸田sedlow levels of ASC 

mRNA. But a11 subsets of hematoietic cells examined were unmethylaωd. (Unpublished data). so we s戸割問latethat 
methylation in the C戸:1island of ASC伺nresult in the silencing of ASC but not n民国崎町"and the methylation mayωmor 

specific. 
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3.今後の研究計画

As in mev-1 complex 11， SQR activity decreased and ROS production increased， 1 plan to 

concentrate to study the electron transferring system. 1 will t叩toknow exactly at where electrons 

leak and produ偲 ROSin the mev-1∞mplex 11. And， go on studying on how these produ偲 d
ROS a仔:ecton∞mplex 11 electron transferring system which results in mev-1 ROS 
hypersensitivity and short life span. 

As the mutation in CybL subunit in mev・1mutant， may cause pe山 rbationin protein structure 

directly， I plan to confirm the existen飽 andprope同esof heme in cytochrom b subunits. After that， 

I plan to purify cyt∞hrome b and determine its structure and prope州民， especially its function in 
the way of electron transferring. 

In addition， mutation in CybL subunit may not only伺 use矧ochromepe山巾ation，but also in 

other two subunits Fp and Ip. I will go on the study on Fp and Ip subunits， and try to know the 

pertu巾ationthat may a偽 ctin electron transferring in function. 

Then， next plan is try to elucidate the mechanism how the disorder in mev.イ∞mplex11 leads 

to its short life span. The study will focus on ROS which伺 useoxidative stress in mitochondria. I 

will try to know exactly site of ROS production and how ROS a仔'ectmetabolic system. 

At last， in conclusion of my study， 1 expect to elucidate the mechanism of oxygen 

hypersensitivity and short life spa~ in mev-1 by biochemical methods. That will be very helpful to 

the study of the pathogenic mechanism of aging and age-related diseases. 
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To elucidate the mechanism of ageing， generation of reactive oxygen species (ROS) and the 

∞rresponding response to oxidative stress are considered as key factors in ageing. 
The majority of intracellular R.OS production is derived from mit∞hondria. Complex 11 is an 
impo陶 ntenzyme in inner membrane of mitochondria. CaenorhabdJ蜘 elegans(C. e/egan吋isa 

good model animal for the study of ageing， be伺 U鵠 itpossesses a system for oxidative 

metabolism which is quite similar to mammalian species. The mev，・1(kn1) mutant is shoはlife

span mutant of C. elegans which is hypersensitive to oxygen. The mutation in mev-1 en∞des 
∞mplex 11 CybL subunit and succinate-ubiquinone reductase (SQR) activity decreased. 
Here， 1 focused on the study of the伺 talyticprope凶esof mev-1 complex 11， and t叩toelucidate 

the mechanism of short life span in mev.・1mutant. 

E∞>/i strains and plates were∞mpared to obtain a suitable ωIture condition of C. elegans. 
Several kinds of detergents were tested for the solubilzation of C. e/l句 'ans∞mplex11 from 
mitochondria. By DEAE-Sepharose column，∞mplex 11 with high SQR activity was partially 
purified and characterized biochemically. Kinetic parameters of C. elegans complex 11 were 

determined by ubiquinone-2 as electron accepto仁Then，R.OS generation was measured using 
the chemiluminescent probe MCLA. 

Complex 11 of N2 and mev-1 show ve叩similarprope耐esexcept SQR activity. This conclusIon 

∞mes from following data. First， N2 and mev，・7∞mplex11 eluted at same salt con目 ntration
duringion叫exchangechromatography. Second， both ∞mplexes have similar enzymatic activities 
of SDH. Although SQR activity in mev・1was lower than N2， their SDH activities were always 

∞mparable. The most impo陶 ntis their similar kinetic parameters of Km for ubiquinone wh肋
indicate their similarity in the spatial arrangement of the quinone binding site in cytochrlαne b 

subunits. 

In ROS assay， the mev・1mutation results in high levels of ROS production at complex 11. It 

suggests that mutation in CybL subunit∞uld affect electron官owin the complex and electrons 
leak倒的m∞mplexare transfered directly to molecular oxygen. From the result of enzymatic 
analysis， it s鵠 msthere is no functional di宵'erencein quinone binding site between N2 and mev・1.

That indicates perhaps quinone binding site is not the site where electrons transfer directly from 

∞mplex 11 to molecular oxygen. Increased ROS generation in∞mplex 11 ultimately results in 
mev-1 short life span. 

Key Words Caenorhabditis elegans， mev-1， ageing， R.OS， succinate-ubiquinone reductase 
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Introduction 

The mechanism of ageing is likely to be a multifactorial process. Now， there is signifi伺 nt

evidence impli伺 tingthe generation of reactive oxygen species (ROS) and the corresponding 

response to oxidative stress as key factors in determining longevity (Ku， et al.， 1993). ROS is 

metabolites of molecular oxygen. Mitochondria play a critical role in ageing because they are the 

major sourωand the most proximal target of ROS (Finkel， T and Holbrook， N. J.， 200o). 

To investigate the molecular mechanisms of aging and etiology of oxidative damage， 

Caenorhabditis e/egans (C. e/egans) is a good model animal. The most important advantage is 

because C. e/egans pos鵠 ssa system for oxidative metabolism which is quite similar to 

mammalian species (Mu而枇， et al.， 1976). 

The mev.・1(加1)mutant is methyl viologen (paraquat)-sensitive mutant of C. elegans. It is 

hypersensitive to oxygen and has short life span than that of wild type (N2). The mev-1 mutant is 

also hyper碍 nsitiveto raised oxygen concentration. Its life span was increased and deσeased 

under low and high concentrations of oxygen， respectively (Ishii， et al.， 1990). The di偽 rence

between mev.・1and wild type is in gene cyt-1 which en∞des large subunit of cytochrome (CybL) 
in succinate-ubiquinone reductase (SQR， al田 refferedas comp恰!x11). At the DNA sequen叩，

position 323， G is substituted by A， which resulting in glycine-to・glutamicacid substitution 

(Gly71Glu) in protein sequence (Ishii， et al.， 1998). The ability of SQR to catalyse electron 

transport from su∞inate to ubiquinone is decreased in mev.・1animal (80%)(lshii， et al.， 1998). 

Complex 11 is an impo同antenzyme∞mplexin fCA cycle and the aerobic resp同to叩chainof 
mitochondria and proka叩oticorganisms (Kita， et al.， 1989). Under aerobic conditions，∞mplex 11 

catalyzes the oxidation of succinate to fumarate and transfers its reducing equivalent to 

ubiquinone (SQR) (附ta，et al.， 20位)In倒 Is，∞mplex11 appears to∞ntribute to the basal 

production of ROS (McLennan， H. R. and Esposti， M. 0.， 2000). Those imply complex 11 has 
important function in oxidative stress damage on ageing. 

Here， I fo凶招don the study of the回 talyticprope而esof mev-1∞mplex 11， and try to 
elucidate the mechanism of shoは lifespan in mev・1mutant. That will be very helpful to 

understand of the pathogenic mechanism of aging and age-related diseases. 

Materials and Methods 

Materials --The wild type (N2) was Bristol strain. The mev-1 mutant was kn1. 

Optimum culture∞nditωns -E. coli strains and plates were∞mpared. E. coli MK3 which lacks 
the sdh and frd operons (sdhc:: KmR， Mrd ABCD)， NM52;2 ASdh::spc which laCks the sdh 

operon， and OP50. E. coli were cultured overnight. Two types of LB plates and three types of 

NGA plates were∞mpared. After incubated at 370C ovemight， numbers of E. coli on the plates 
were counted. N2 and mev.・1were grown at 20

0
C on five types of plates with the supplement of 

three types of E.∞'Ii. Worms were harvested a代er3・5days when the quantity of adults reached 

to the peak population. 

Isolation of mitochondria --Worms were collected in M9 bu偽r(Brenner， S. 1974). The 

sedimented worms were washed with M9 bu悔 runtil the bu偽 rbecome clea仁 Wormswere 

further purified by centrifugation. After polytron， worms were homogenized in MSE containing 1 

mM phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) using glass-glass homogenizer (Iwakりwiththe 
inclusion of glass beads (B. Brown Melsungen AG， 0.10・0.11mm). The homogenates were then 

centrifuged at 960 x 9 for 10 min at 4oC， twice. The supematant was then centrifuged at 19，200 x 

- 127 -



g for 10 min， and the precipitated mitochondrial fraction was resuspended in MSE and 

homogenized. 

Extraction and separation 0' ∞mplex 11 -The detergents tried include 1 %， 5% dodecyl 
maltoside (DOSIN); 1%，5% Lubrol (NACALAI TESQUE INC.); 1%，5% C12E9 (SIGMA); 1%， 5% 

C12E8 (TOKYO KASEIINC.) and 0.05%，0.1%，0.2%，0.3%，0.5% sucrose monolaurate (SML) 

(MITSUBISHI・胤.GAKUFOODS Co.) (all in WN). 

AII the steps were伺附edout at 0-4oC. Mitochondria were solubilized with 0.2% (WN) SML. 

The suspension was stirred at OOC (i偲 -wa胞のfor30 min. After centrifugation at 200，000 x g for 
60 min at 4oC， the supernatant was applied to DEAE-Sepharose (Pharmacia) column (0.8 cm2 x 

4 cm) equilibrated with 10 mM Tris-HCI pH 7.5，5% sucrose， 1 mM malonate， 0.05% SML. The 

column was washed with the same buffer (15 mりandthen comp臥 11was eluted with the回 me

bu偽 r∞ntaininga 60 ml gradient of 0-150 mM NaCI at a f10w rate of 30 mllh. Peak fractions 
were used for enzymatic analysis or st町'edat ・80oC.AII conditions were the錨 mefor both N2 

and mev.・7∞mplex11. 
SDS-polyacrylamide gel elec甘ophoresis(SDS-PAGE) was performed using 2-15% gel (PAG 

mini DAIICHI)(Weber， 1鉛 9).The gels were stained with coomassie brilliant blue (CBB). For 

Western Blo制n9，1 09/1 A which is monoclone antibody against A. suum∞mplex 11 Fp subunit 
and KM 2408 which is polyclonal antibody against C. e.俗ganscyt-1 were used. 

Enzyme assay - Succinate dehydrogenase (SDH) and SQR assay were determined by 

Spectrophotometric measurement was peげ'ormedat 25 oC with a Shimadzu UV・3000dual 

wavelength spectrophotomete仁

ROS generation was measured using the chemiluminescent probe MCLA (Cypridina luciferin 

analog， 2・methl-6- (p-methoxyphenyり・3，7-dihydroimidazo[1，2・alpha]pyrazin-3・one).

Chemiluminescence as回 yswere conclucted at 370C on a Hamamatsu C1230 photo∞unter 
with a H-R 550 photomultiplier (Hamamatsu photonics). The quantity of N2 and mev.イ∞mplex11 

was normalized by total SDH activity. 

Results 

Optimum culture conditions 0' N2 and mev.・1-To elucidate a∞urate SDH and SQR activity in C. 
elegans and determine its Km value， 1 want凶 toeliminate E.∞i}j SDH and SQR activity. MK3 
should be the best choi僧 becauseit has neither SDH nor SQR activities itself. Finally， the 

optimum conditions for the mass culture of N2 and mev，・1has been found as follows. As food 

source， MK3 is grown on LB medium with 0.2% (WN) glu∞se and is spread on to the plates. 
Then， worms are cultured on NGA plate (pH 7.0) with 8・.foldBacto-peptone and 0.2% (Wハ乃

glucose; and 50μg/ml of kanamycine. 

Isolation of mitochondria from N2 and mev-1 -To elucidate the enzymatic properties and get 

purified complex 11， 1 prepared quantities of N2 and mev.・1mitochondria. 

Extraction and separaぬnof ∞mplex 11斤omN2 and mev.・1mltl∞~hondria -For puri自国tion，

complex 11 which is membrane-bound proteins， should be solubilized by detergent in 

unidispersed form. From the results， 0.2% (WN) SML is the best detergent for solubilizing 

∞mplex 11. It回 nsolubilize almost all∞mplex 11 in the membrane ac∞rding to its highest 
specific activity. 

日utionfrom a DEAE・Sepharose∞lumnfu巾 erincreased SDH and SQR specific activities. 
The specific activity of SDH was similar in凶，thN2 and mev'イ， thoughSQR waslower in mev-1. 
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This result is consistant with low SQR activity of mev.・1mitochondrial membrane reported 

previously (Ishii， et al.， 1998). Salt con田 ntrations(101 mM) of the peak fraction were same in N2 

and mev-1. The stability of N2 and mev・7∞mp版 11was kept at least 80% when le代in-800C 
freeze仁

To know the purity of the purified enzyme， SDS-PAGE analysis was performed and shows 

∞mplex 11 from DEAE-Sepharose column was great increase. 
To investigate the subunit∞mposition， Western 810悦inganalysis was peげ'ormedas shown in 
Antibody against A. suum Fp subunits recogniz凶 the∞rresponding subunits of C. eJ，句 ans
∞mplex 11. One protein band with molecular weight about 14.8 kDa was observed∞rresponding 
to the CybL subunit of C. elegans∞mplex 11. 
Enzymatic proJ沼，rtiesof N2 and mev-1∞mplex 11 -SQR kinetic values (Km and Vmax) of 
purified enzymes were measured using ubiquinone-2 as electron ac叩 ptor，and enzymatic 

properties of mitochondria and∞mplex 11什omN2 and mev・1were∞mpared. Complex 11 
回 mpleswere the peak什actionin chromatography. The Km of pur汗iedenzymes for ubiquinone-2 

was 10.2μM (N2) and 8.77μM (mev-1) which were similar to those of mitochondria， 6.25μMin 

N2 and 8.5μM in mev-1. 

ROS assay of N2 and mev・1complex 11 --To examine the effects of the mev.・1mutation on 

∞mp恰，x11 ROS production，∞mplex 11 purified from mev-1 and wild type were analyzed. The 
levels of ROS production were found to be approximately 4.6 fold higher in puri自ed∞mplex11 
from mev.・1as compared with wild type (Fig.1). This result suggests that mev.・1mutant in 

∞mplex 11∞ntributes to ROS production. Su∞inate stimulated ROS production greatly and 
mev.・1was 1.6 fold higher than wild type. It may indicate that electrons伺 nnotbe transferred to 

ubiquinone and are leaked from the∞mplex. This elevates ROS level in mev-1 mutant. 

Oiscussion 

Purification of complex IIs from N2 and mev-1 mitochondria 

In this study， E∞，Ii MK3 was used as food sourωfor C. elegans mass culture because it has 
neither SDH nor SQR activity. There was no influence of E co1i SDH and SQR in C. e/l句ans

mitochondria samples， be回 useMK3 lacks凶，thSDH and SQR activity. 

My data showed that SML is a very useful detergent for solubilizing integral membrane 

proteins， especially∞mplex 11 in C. elegans. Almost total∞mp臥 11in inner membrane were 
solubilized and kept high activity during the puri何回tionby column chromatography. Finally， a 

highly active SQR preparation has been purified for the first time from C. elegans mitochondria. 

Complex 11 in N2 and mev-1 eluted at same salt concentration during ion exchange 

chromatography. This indicates that there is no signifi伺 ntd市'eren回 innet charge of comp蹴 IIs

什omwild type and mev.・1mutant. 

Comparison of enzymatic properties of N2 and mev-1∞mplex 11 
Comparing SQR Km and Vmax value between N2 and mev-1， 1 found that Km for ubiquinone 

was not apparently different from that of the wild type， while its Vmax was far lower than wild type. 

Therefore， in mev.・1∞mplex11， affinity between ∞mplex 11 and ubiquinone has no signi何回nt
di偽 rencewith the wild type， although rate of electron transfer from the enzyme to ubiquinone is 

greatly reduced. My work indicates for the first time that the mutation in mev・1does not affect 

quinone-binding 剖te.Substitution of Gly-71 to Glu in CybL may disturb electron transfer from Ip 

subunit to ubiquinone in the complex， although this does not a仔ectelectron transfer from 
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succinate to artifical electron ac偲 ptorsuch as PMS. 

The data pre碍 ntedhere clearly demonstrate ∞mp恰!x11 in N2 and mev.・1has ve叩 similar
protein structures. This conclusion is based upon three definitive observations. First， N2 and 

mev・7∞mplex11 elut凶 atsame salt concentration during ion副exchangechromatography. 
Second， both ∞mplexes have similar enzymatic activities of SDH. Although SQR activity in 
mev，・1was lower than N2， their SDH activities were always ∞mpa悶 ble.The most important is 
their similar kinetic parameters of Km for ubiquinone which indicate they are similar in the spatial 

arrangement of the quinone binding site in cytochrome b subunits. 

ROS assay 0' N2 and mev，・1complex 11 
It has been known that oxidants and oxidative stress are connected to ageing. ROS production 

and ∞rresponding responses to oxidative stress act as key factors in determining longevity 
(Finkel， T. and Holbr，∞k， N. J. 2000). Mitochondria are the major鈎 urceof ROS， and are also 

the行rstcompartment in theω11 that is damaged by these ROS. It has b回 nwildly known that 

∞mp蹴 1and 111 prl吋 U偲 ROSin mitochondria (Finkel， T. and Holbrook， N. J. 2000). There is still 
no eviden関 inthe literature to suggest that ∞mplex 11 contributes directly to ROS production. 
The mev・1m凶，antis hypersensitive to exogenous oxygen and short life span. The levels of 

superoxide anion production were found higher in mev・1intact mitochondria than wild type. 

Furthermore， cell damage and pre∞cious ageing are伺 usedby endogenous generation of ROS 
in mitochondria rather than by the direct toxicity of exogenous oxygen (Matsuda， et al.， 2001). 

But， the mechanism of a∞mp抱!x11 deficiency但 usesoxygen hypersensitivity and short life span 
is still unknown. 

In this work， 1 demonstrated that ROS production was significantly higher in meぃ1than wild 

type. My data provide the biochemical connection that links the molecular defect in∞mplex 11 to 
ROS hypersensitivity and short life span of the mev.・1mutant. More importantly， my data may be 

helpful to study the mechanism of where and how ROS is generated. 

From my data， the mev-・1mutation results in high levels of ROS production at∞mplex 11. It 
suggests that the ∞mp恰!x11 defect ∞uld a偽 ctelectron flow， that electrons probably transfer 
directly from ∞mp均，x11 to moleωlar oxygen. And ROS overproduction in mev.イ∞mplex11 might 
be major reason for its shoばlifespan. 

The mechanism of ROS production in mev-1∞mplex 11 is still unclea仁 Kineticdata shows 
there is no di偽 rencein quinone-binding site between N2 and mev-1. That indicates pe巾aps

quinone-binding site is not the position where electrons transfer directly from complex 11 to 

molecular oxygen. 

It seems that some ROS generation may 0∞ur at complex 11 even in wild type. In fact， with the 
addition of su∞inate， a∞mplex 11 substrate， ROS production is increased in wild type complex 11. 
This may suggest that ∞mplex 11 may be a鵠∞ndarysoun偲 ofROS generation in the 
mitochondrial respiratory chain. 

In summa臥 1have shown that mev.・1complex 11 has similar quinone-binding site struc加re

with N2 and pr'凶 U関 sincreased level of ROS from ∞mp蹴 11.This ROS ultimately results in 
mev・1short life叩an.
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1.研究テーマ

l¥C/Ngaマウスにおけるヒトアトピ一類似皮膚炎におよぼす食餌制限の影響

2.本年度の研究業績
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雑誌名:Experimental Biology and Medicine (226: 1045-1050. 2001) 

論文名:Effects of dietary restriction on spontaneous dermatitis in NC/Nga mice. 
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3.今後の研究計画

これまでに我々は、ヒトのアトピー性皮膚炎モデルである NC/Ngaマウスに食餌制限(全栄養

素制限)を行い、皮膚炎の発症、臨床症状、 IgE、炎症細胞、炎症サイトカインが食餌制限によ

り抑制されることを学術誌 (ExpBiol Med 226: 1045-1050， 2001)に発表した。しかしながら、

ヒトのアトピー性皮膚炎は、遺伝的要因、住居や食品等の環境要因、さらには心理的要因などが

複雑に関連して発症、増悪するため、ヒトにおいて食事と症状の関係を明確に証明することは困

難である。今後我々は、 NC/Ngaマウスを用い食餌制限や抗酸化食品の添加等による皮膚炎の発

症抑制の有無や皮膚組織の酸化的障害、腸の繊毛細胞の変化、腸内細菌の変化等について検討す

る。腸の繊毛細胞、皮膚組織の酸化的障害、皮膚組織の病態評価は、 computer-assistedimage 

analysisを用いて行う。組織標本の光顕像をデジタル化し、視野内の目標物のhue、1ight、and

saturat ion values (HLS)を自動設定し、目標物質を自動抽出する。この方法により細胞の数の

みならず、免疫組織染色像における染色強度も連続変数として表現することが可能となる。腸内

細菌のパターン(量的)変化について検討する。

4.指導責任者の意見

アレルギー疾患のなかでもアトピー性皮膚炎はわが国で急増している。以前は小児期に発症

して成長するにつれて軽快する例が多かったが、最近は軽快しないばかりか成人期に発症して

しかも難治性が多くなり深刻な状況を呈しているいわゆる現代文明病である。

中国の都市部でもこのようなアレルギー疾患が増加しているという。このような状況において、

抱氏はアトピー性皮膚炎の基礎的研究において、報告書に記載しているように極めて有意義な

研究をした。この研究は長時間にわたって地道な努力を要する実験と観察であったが、それを持

ち前の根気と冷静な判断で克服した。この成果は既に専門家によって評価されており、この領域

の基礎的研究に大きく貢献した。さらに、上に記述しているように、これからの研究計画も興味

深いものがある。

指導責任者氏名

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当っては、 B中医学館会助成金によQ旨を明記して下さい。
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In laboratory animals， dietary restriction prolongs lifespan， improves physiologic function， 

and prevents or lessens severi ty of several diseases including some experimental inflammatory states. 

We investigated the effect of dietary restriction on a spontaneously occurring mouse model of atopic 

dermati tis， an inflammatory skin disease. NC/Nga mice were assigned to group fed ad libi tum or to 

restricted-diet group receiving 60% of the amount of food consumed by the other group. Dermatitis 

was characterized according to extent， intensity， and scratching time. We then used computer-assisted 

image analysis to quantify immunologic findings in skin sections. Extent， intensity score， and 

scratching time in mice with restriction increased more gradually than in mice fed ad libitum. 

Infiltrating inflammatory cells (CD4-positive T cells， CD8-positiveT cells， eosinophils， and mast 

cells) as well as interleukin-4 and -5 secreted into tissue were reduced in mice with restriction. 

ln conclusion， dietary restriction delayed onset and progression of spontaneous dermati tis in NC/Nga 

mice， an effect possibly involving inhibition of inflammatory infiltration cell and cytokine 

secret ion. 

Key Words dietary restriction， atopic eczema， allergy， inflammation 

INTRODUCTION 

Dietary restriction is acknowledged to prolong lifespan in laboratory animals (1， 2). 

Experimental studies have shown that such restriction can improve declining physiologic functions 

(3)， and also prevent or lessen severity of spontaneously occurring (1)， chemically induced (4)， and 

radiation-induced neoplasia (5): and autoimmune diseases (6). Dietary restriction has also been 

reported to attenuate carrageenan-induced footpad inflammation (7)， protect against ozone-induced 

lung inflammation (8)， and alleviate chemically induced ulcerative dermatitis (9). 

Atopic dermatitis (姐)is a human inflammatory skin disease triggered by interactions between 

genetic， immunologic， and environmental factors including diet (10). Previous studies concerning 

dietary management of AD， focused on elimination of allergenic proteins such as cow' s milk or eggs 

(11). Recently we reported that a calorically restricted diet was associated wi th remarkable 

improvement in AD patients in an open-label trial (12); a posi tive correlation was evident between 

improvement of dermatitis and decrease in body weight. Accordingly， we hypothesized that dietary 

restriction can suppress AD. 

- 142 -



The NC!Nga mouse has recently been established as an animal model for human AD (13， 14). This 

strain of mouse spontaneously develops dermatitis associsted with excessive IgE production when 

animals are raised under conventional condi tions. And the dermati tis in male mice is relatively severe 

than that in female mice (13). This skin disorder was proposed to result from a combination of genetic 

propensity and environmental triggers (15). 

In the present study， we investigated the effect of 40% dietary restriction involving calories， 

protein， vitamins， and minerals on AD-like dermatitis in NC!Nga mice. 

MATERIALS AND METHODS 

Animals and Diets. Male and female NC!Nga mice purchased from Japan SLC (Hamamatsu， Japan) 

were bred and housed at the animal facility in the Institute for Experimental Animals at Hamamatsu 

University School of Medicine. Mice were maintained individually in plastic cages in a room with 

a conventionally regulated environment including temperature of 23 to 250C， relative humidity of 50 

to 60%， and a I ight!dark cycle of 12 h!12 h. All mice received care in compl iance wi th the Guidel ines 

for Animal Experimentation of the Hamamatsu Universi ty School of Medicine. Mice were randomly divided 

into ad libitum (AL) groups and dietary restriction (DR) groups. AII micewere given a standard rodent 

laboratory diet. Each AL mouse consumed 4.9 to 5.5 g of diet per day. Each DR mouse received the same 

diet， but the amount of food provided was adjusted daily to represent 60犯ofthe prior day' s food 

consumption for a paired AL mouse. Both AL and DR mice had free access to water throughout the study. 

The regimen was initiated at 6 weeks of age and terminated at 15 weeks of age. 

Evaluation of Dermatitis Severity. For objective evaluation of severity of dermatitis， we 

defined 3 indices: extent (ratio of involved skin area to total body skin area); intensi ty score (sum 

of intensity scores of all skin regions surveyed)， and scratching time (cumulative time spent 

scratching over a period of 10 min). Extent and inlensi ty score were defined referring to the Scoring 

Atopic Dermatitis (SCORAD) system (16). For calculalion of intensity score we assessed three items: 

erythema; edema or papulations: and oozing， crusts or hemorrhage. Each of the three items was graded 

on a scale of 0 to 3 (0， absent: 1， mi Id: 2， moderate: 3， severe) for the right ear， left ear， scalp， 

rostral back， caudal back， chest， and abdomen. The intensi ty score was the sum of individual i tem 

scores obtained for these seven areas. Severity of dermatitis was assessed once weekly in all mice. 

Measurement of Serum IgE. Blood samples were collected at 15 weeks of age. Serum IgE 

concentrations were measured using a mouse IgE enzyme immunoassay kit. 

Histochemical and Immunohistochemical Staining. All mice were killed by cervical dislocation 

at 15 weeks of age， and skin samples from scalp located centrally between the ears were obtained as 

previously described (17). Samples were fixed in 10% formalin， embedded in paraffin， and sectioned 

perpendicular to the skin surface at a thickness of 3畑. Sections were stained with hematoxylin and 

eosin (HE) ， acidic toluidine blue， or Congo red. 

For immunohistochemistry， sections were stained with monoclonal antibody (mAb) against CD4， 

CD8， interleukin (lL)-4， or IL-5. Deparaffinized sections were treated for 15 min wi th 3% hydrogen 

peroxide (Wako， Osaka， Japan) in distilled water. After nonspecific binding of antibody was blocked 

wi th 10% normal goat serum (Immuno-biological Laboratories， Fui ioka， Japan) di luted in Tris-buffered 

saline with 0.1% Tween 20 (TBST; Dako， Carpinteria， CA)， sections were incubated overnight at 4? C 

with the primary mAb. The mAb used were rat anti-mouse CD4 mAb (RM4-5: PharMingen， San Diego， CA)， 

rat anti-mouse CD8 mAb (53-6.7; Becton Dickinson， Mountain View， CA)， rat anti-mouse IL-4 mAb (11B11: 
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PharMingen) and rat anti-mouse IL-5 mAb (TRFK5; PharMingen). SubseQuently the sections were washed 

in TBST and then incubated with horseradish peroxidase一conjugatedgoat anti-rat IgG (PharMingen) at 

room temperature for 30 min. Reaction products were visualized wi th 3-3 --diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (Wako) with hematoxylin counterstaining. 

Computer-assisted Histomorphometry. We used a computer-assisted image analysis system that 

permi ts automatic extraction and measurement. Light microscopic images of skin sections were captured 

and then transformed into 32-bi t color images wi th 945 x 738 resolution. For transformation. a digi tal 

camera at tached to a 1 ight microscope was used together wi th software run on a computer. To determine 

the number or area in regions of interests. MacSCOPE Image Analysis was used. 

Epidermal area was measured in five fields in each HE section. Results are expressed as the 

mean epidermal area in sQuare micrometer for the five fields. 

Densities of inflammatory cells in the dermis (toluidine blue-positive mast cells. Congo 

red-pos i t i ve eos i noph i 1 s. CD4-pos i t i ve (CD4+) T ce 11 s. and CD8-pos i t i ve (CD8ワTcells) were determined 

in five fields per section and expressed as the mean number of cells per sQuare millimeter. Mast cells 

were categorized into three types: granulated cells associated wi th less than 5 granules outside the 

cell. slightly degranulated cells with 5 to 15 granules outside the cell. and markedly degranulated 

cells with more than 15 granules outside the cell. 

Portions stained with brown reaction product for IL-4 and IL-5 were extracted automatically 

based on hue. light. and saturation values. and were highlighted in green. Areas of these extracted 

portions were measured in five fields per section. and the results are expressed as the mean stained 

area in sQuare micrometers. 

RESULTS 

Body Weight. Body weights in DR mice decreased between 6 and 9 weeks of age. after which the 

animals maintained stable body weight. 

Appearance. AL mice spontaneously developed dermati tis characterized by erythema. papulation. 

hemorrhage. erosion. and alopecia. With time. dermatitis worsened and spread over most of the body 

surface. Involvement was most intense in the scalp and dorsal skin. In contrast. dermatitis in DR 

mice appeared to be relatively mild. 

Severity of Dermatitis. During the study AL mice showed increases in the severity indices 

of dermati tis. including extent. intensi ty score. and scratching time. In contrast. DR mice showed 

more gradual increases in these severi ty indices. At the end of the study. the extent. intensi ty score. 

and scratching time in DR mice were significantly suppressed compared with corresponding values in 

gender-matched AL mice. 

Histologic Examination. In AL mice the epidermis showed remarkable hyperkeratosis and marked 

acanthosis; severe inflammatorycell infiltrationwas seen in thedermis. Incontrast. thesehistologic 

findings were mild in DR mic~ 

Image Analysis. Mean epidermal area in DR mice was significantly smaller than in 

gender-matched AL mice. Mean densities of mast cells. eosinophils. CD4+ T cells. and CD8+T cells in 

DR mice were significantly lower than in gender-matched AL mice. Moreover. mean area of IL-4 was 

s igni ficant ly s皿allerin DR female mice and tended to be smaller in DR male mice than in gender-matched 

AL mice. Mean area of IL-5 tended to be smaller in DR female mice than in AL female mice. And there 

were significant difference between total DR mice and total此 micein both IL-4 and IL-5. 
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Serum IgE. The mean of serum IgE concentration in DR mice was lower than in AL mice at 15 

weeks 0 f age. 

Relationships between Severity Indices for Dermatitis and Laboratory Findings. Scratching 

time showed a significant positive correlation with laboratory variable (CD4t T cells. CD8t T cells. 

eosinophils. mast cells. IL-4. IL-5. and IgE). Extent and intensity score also showed a significant 

positive correlation with all laboratory variables. Of all laboratory data. density of markedly 

degranulated mast cells was most closely correlated wi th scratching time. 

DISCUSSION 

Dietary restriction. which is synonymous with such terms as calorie restriction and food 

restriction. has been well studied in laboratory animals. Dietary intake restriction can be 

accomplished with avoidance of malnutrition by a 40% reduction from average unrestricted food intake. 

including a balanced decrease in calories. protein. vi tamins. and minerals (1-3). This regimen resul ts 

in a limited period of weight loss， after which the animals maintain stable body weight or gradually 

regain some of the weight originally lost despi te continued dietary restriction (1. 18， 19). Our resul ts 

as to changes in body weight were consistent with previous observations. 

Our mice with dietary restriction showed lower serum IgE concentrations and less severe 

dermatitis than other ad libitum fed mice. Further. mice with restriction showed only mild epidermal 

thickening， mild dermal inflammatory cells infiltration. and mild degranulation of mast cells. Dermal 

staining for inflammatory cytokines was also suppressed. 

In NC/l日gamice. dermatitis has been reported to be closely associated wi th excessive IL-4 and 

IL-5 production as well as inflammatory cell infiltration in the dermis (13， 14). IL-4 induces IgE 

synthesis. while IL-5 promotes IL-4-dependent IgE synthesis and stimulates eosinophils (10). In most 

previous studies. intensity of cytokine immunostaining in local skin lesions was evaluated by 

subjective observation or a morphologic scoring system based upon microscopic examination (13. 17). 

Observer bias cannot be completely avoided wi th those methods. Recently. computer-assisted image 

analysis has been used increasingly for Quantitative histopathologic examination (2~ 21). We used 

such a method to Quantify both histologic findings and cytokine secretion as continuous variables. 

and could demonstrate that dietary restriction suppresses production of inflammatory cytokines in 

NC/~ga mi ce. 

We also obtained good correlations of microscopic and blood assay results with severity of 

dermatitis. Interestingly. the number of degranulated mast cells was the laboratory finding best 

correlated with scratching time. Degranulation of mast cells releases histamine and other mediators 

associated with itching (pruritus). 

The precise mechanism responsible for suppression of dermatitis by dietary restriction is 

unclear. In previous studies， dietary restriction has been reported to reduce T cell function (such 

as IL-4 and IL-5 production)， and to suppress lymphocyte proliferation and serum IgE response in 

infected mice (22. 23). Also dietary restriction causes elevation of circulating cortisol in normal 

rodents (24-26). Thus. interrelationships are likely among immunologic， endocrinologic. and other 

responses to allergic condi tions in combination wi th dietary restriction. It is also unclear if dietary 

restriction can improve AD once the disease has begun in this model， and if the effect of dietary 

restriction persists after the termination of this regimen. Further studies are needed to more fully 

explain these Questions. 
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In conclusion， dietsry restriction delayed onset and suppressed progression of AD-like 

dermatitis in NC/Nga mice， an effect possibly involving inhibition of inflammatory infiltration cell 

and cytokine secretion. 
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1.研究テーマ
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3.今後の研究計画

Neu3はカベオラ膜ドメインに局在し、そこでカベオリンと相互作用することがわかった。 Neu3

遺伝子にあるカベオリン結合モチーフによって、本酵素は他のシグナル伝達分子のように、カベオ

リンと相互作用しながら活性制御を受けている可能性が推察された。これらの結果は Neu3がガン

グリオンドの発現を調節して、シグナル伝達分子としての役割を果していることを示す。 Neu3は

カベオリンシグナル伝達経路にての役割及びそのメカニズムを今後の計画として研究を進めようと

計画している。

4.指導責任者の意見

動物シアリダーゼについては近年、細胞質性、リソソーム性、形質膜性シアリダーゼの cDNA

が相次いでクローン化され、分子レベルの研究が端緒についたところである。それらの機能の重要

性については推察されているものの、明らかな実験的証拠はほとんど挙がっていない。本研究は、

先に宮城県立がんセンター研究所でクローン化されたヒト Neu3遺伝子および同研究所で作成され

た単クローン抗体を用いて蛋自分子レベルで、本酵素の機能の一端を明らかにしたものである。本

酵素がカベオラ膜ドメインに存在し、シグナル伝達分子カベオリンと相互作用することを示した最

初の報告である。本研究の成果を第74回日本生化学学会にて発表した。
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宮城妙子，和田正

Theg:姐 gliωide-s戸田cificsialid部e，Neu 3， h田恥ensuggested加 play借関ntialroles in regulation of cell sunace 
functions，出伺useof i飽 m司自 localizationin the pl出mamembrane and strict subs岡崎戸'eferen印 forg，組gliosides
involved in signal transduction. Here we show that human Neu 3 sialid邸eis enriched in cavωlae micr，αlomains組 d
interacts with caveolin， like other回:veolin-bindingsignaling molecules. Using HeLa偲llsand Neu 3-transfec旬dCOS-l 
cells， endogenous and exogeno田 Neu3w国 found加 con田n回胞旬getherwi白 caveolin・1in low density Tri加nX・1∞
insoluble membrane fractions on sucrose density gr叫ie臨 ofthe respective田Uext蹴 ts，錨国間ssedby e回.ymeactivi句'
錨鴎.ysand immun<雌otingwith a mon∞lonal叩 U以刈yωhumanNeu 3. The presence of a putative caveolin-binding motif 
within Neu 3 promp凶山崎 determinewhether Neu 3 interacts directly with伺 veolin・1.In transf自tantsexprl回singa 
polyhistidine-tagged form of Neu 3， caveolin.・1∞-eluぬdwith Neu 3 on affinity column chroma旬graphy.A mutation with a 
single amino acid change in the caveolin・bindingmotif ledωinhibition of rl抑制nentof恥 sialid蹴旬themicrodomai弘
前∞mpaniedby 1ωsofthee回抑ne齢 tivity.In闘志ctionof Neu 3 wi出伺.veolin-胸部 supportedfurther by∞・
immunoprecipitation of Neu 3 by anti-cavωlin・1anti以xly.These results indicate that Neu 3 functions描 a伺V四Hn-
interacting protein within caveolin・richmicrodomains. 

KeyW町ds Neu 3， Siali白紙Ganglioside，Cav伺 lin，Lipid raft 

(In初出ction)

Siali伽嶋田凶YZI回 theremoval of sialic acids from glycoproteins and gangli儲 ides，an initial step of the 
degradation of these molecul回.Mammalian forms have been demons岡修dωdifferfrom microbial sialidases in various 
白戸仰，国防iallyin the戸田enceofm削除旬開evenin a sin副e切11制 instrict subs回.tespecificity， this suggesting 
participation nωonly in lysos叩 laldegradation but also in m制 y∞11凶釘prlα溺 S回 (1，2).Although the functional roles 01' 
mammalian sialidases are not fully undersめod，re鴎 ntprogrl回sin sialidase gene cloning has allowed伊rtialclarifi伺討叩，
Among伽田mammaliansialidases so far cloned (abbreviatedめNeu1，2 and 3)， g叩 .gliωide-s戸割cificsialidase (Neu 3) is a 
keyenz戸nefor g組 gliosidehydrolysis and is unique in s戸cifi伺 llyhydrolyzing g叩 gliosidesand in iω10回lizationin the 
pl槌mamembrane. Toぬωinfunctional eviden回 regardingNeu 3， we previously cloned and chaI郁terized出esialid邸e
cDNAs of mammalian origin (3-6)， and have employed a human Neu 3 cDNA (めinthe present work. 

Gangliosides， sialic acid-∞ntaining副yα>sphingolipids，釘壱 p即時ntin sunace membranes of偲 llsand are 
thought to play important functional roles in reg凶atinga wide range of biological pfα溺路s，includingωU sunace 
interactions， cell differentiation and transmembrane signaling(7・9).The gangliωide-s戸cificsialidase Neu 3 may thus have 
many functions. Accumulating eviden，偲 suggestingfunctional impo陶 n田 fぽ pl槌 mamembrane-a伽chedv邸 icul釘
organell回叫leddetergent-insoluble gly，∞shingolipid-e町iched∞mplexes(DIGs) or li似draf刷協13).DIGs are clωely 
rela凶 tocaveolae，卸・1∞nminvaginations of the pl拙mamembrane， in their lipid∞m伊sitionand resis刷偲旬de総rgent
回lubilization.A major structural pro句inof caveolae is伺 .veolin，knownωact描 ascaffold for various signaling mol民ules
(14). Recent studies have indica凶 thatcaveolin recruits 刷 E叫U回rmol配 ulesinto caveolae叩 dregula陶 theirfunctions by 
direct interaction with these pr'剖eins，including G protein alpha subunits， H-ras， Src family tyrosine kinas田，MAPkin出e.
and endothelial nitric 0対desynthase， which re∞gnize a short cytosolic domain derived from the N-terminal region of 
caveolin-l.旬rmed血ecaveolin 田affoldingdomain， by caVIωUn-binding∞mmon motifs prl田entwithin白.eirmol白川es
(14). In addition， interaction of the cavωUn scaffolding domain with回:veolin-bindingmotifs of EGF-R (l~り and protein 
kinase C (16) is knownωinhibit their悩naseactivity. We now p隠sentevidence that Neu 3 is closely鎚 S∞iatedwi血
伺.veolin-lwithin caveolae miα叫omains.pro加blyacting田 a釘潤lsdu回rmolecule. Neu 3 is the fifSt exωnple of a 
伺 rbohydrnte-metabolizingenz戸田旬beshown to interact with caveolin. In出is∞ntextit is of interest伽.1，in the ∞'Ufse 
of the pr'邸側tstudy， a戸.per(1ηap戸areddescribing ganglioside sialidase邸 tivitycofrnctionating with rafts from a 
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neuroblas旬macellline. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Cells and DNA Trans_作ction---HeLa cells and COS-l田llswere obtained from The Cell Bank of Tohoku University and 
RIKEN Cell Bank，間戸ctively，and maintained in DulbeccO・sm叫ificationof Eagle' s minimum medium (DMEM) 
supplem印刷wi血 100feぬ1bovine serum (回S)in 5% COz• Sialidase expressi叩 V配旬rswere∞ns肌民俗dby subcloning 
a cDNA fragment ∞脚ining血e吋xmreading frame (0貯)of human membrane-assωiated g.組 gli田 idesiali也se(hum組
Neu 3) or the muta凶 DNAinto the E∞悶 siteof pMEI8S， an eukaryote expression v田町 under∞ntrol of t恥 SRα
promoω<f， a generous gift from Dr. T. Maruyama， T味yoMedi伺 1and Dental U凶versity.Intr叫即tionof mutatiω凶 on
human Neu 3 cDNA was perf田medby r，叙沿mbinationPCR (18) with the following mutati叩 primers:for the Y181A 
mutation タ・GCGTATACC~TACATCCCTTCCTGG-3' and S -GGGATGTA~GGT ATACGCAGGGATG-3'，叩d
for the FI87R mutati叩，タ-CCTTCCTGG.cQCIiTf ocrrCCAGCTAC・3・and S-AAGCAAAA~ 
CCAGGAAGGGATGTAG-3'. I吃RI1回ctionswere伺JTiedout using the primeぉ，apl邸midαmtainingthe wild type human 
Neu30即 (pME-拍nSD)踊 atemplate，組dLA-T叫凶ymera碍 (T誌ara，Japan) under the conditions of 950C ti町 5min，
followed by 25 cycles of 950C tiぽ 30sec，ω。Cti町 30鈍c，72・Cfor 5 min. Mutated DNAs， with鴎q悶 n偲 S∞nfinnedby 
the didωIxy chain tenninati叩 me自吋山ing組 Au旬R鋭KlS句鴎即ingkit， were finally subclo即 din卸値te &沿阻 siteof 
thepMEl邸 V目的r.Asa∞ntrol，a cytosolic sialidase ex戸田sionpl酪midw，槌∞m刷 C凶 bysubcloning a cDNA fragment 
covering the ORF into pMEI8S and used for transf，回tion.

COS-l回llswere transti配給dby el民加伊rationby the prl∞edures previously described (5). After 48 h of 
transti田tion，cells were∞Uected and sωr凶・80・Cuntil use. To ∞rrect for transfection efficiency， a luciferase exprl回sion
pl回midw;描∞-transti回路dwith the sialidase pl田midand the sialid邸eactivity w個 thennonnalized加 theluciferase 
activity剖 deωiled伺riler(19). 
Sucrose densi，砂gradientanaか'sis---l.ow density Tri蜘 X・1件 in叫 ublemembrane domains were i鈎，latedfrom c蜘 M
cells by slight m吋ificationsof血e脱出吋d偲cribed(20). Briefly， c叫佃redcells (-3 x 1び)were叫 1印刷in1 ml of ice-
cold lysis buffer∞n凶ning25 mM  MES， pH6.5， 0.15 M NaCl， 1 mM  phenylme血yls叫fonylfluoride， 10μ，glml aproti凶n，
10μglmlleupeptin， and 1 % TriωnX・1∞'.Afl卸恥moge凶zation，the偲 llly岡修W個 adj回制旬制%sucroseby叫diti叩 of
1 ml of the above lysis加fferwithout Tri伽lX・1∞∞n凶凶ng80% sucrose. A linear sucn:鴻egr叫ient(5-30%) in the buffer 
without Triton X・1∞waslayered over the ly阻.teand田ntrifugedat 190，α)() x g (39，α)()中川 for16-20 h at 4・Cinan 
SW-41 rotor. Ten fmctions wereα地lected部 1ml-aliquots. 
Construction， Expression， and Purification 01 Polyhistidine Tagged H.抑制Neu3・--Thepolyhistidine tag w箇 inα珂>orated
inぬ恥Cterminus of the wild type and Y181A mu伽飽ofthe hum佃 Neu3 cDNA， respectively，凶ingt恥陀Rprimers 
andpME-而nSD錨 atemplate. The final∞nstructioo w槌 subclonedin防白.eEco悶siteof the pMEl8S v即旬f館td邸edfor
釘加sientexPf回sionin COS-l偲 lls.The transti田tantswere homogenized in the lysis buffer d回cribedabove，槌阻yed出e
sialidase activity ，制ddialyzed against the s凶 buffer(20 mM凶回phatebuffer， pH 7.5，10 mM imi由zole，0.5 M NaCl， 
細ld1% Triω，nX・1∞1)flぽ 3h at4・C.The dialyzed fmction w槌 appli叫加 1ml of affinity∞Ilumn ti町 histidine-tagged
pro句ins(HiSfrap∞lumn;Pharm却iaBio慨 h)pre-equili同 .tedwith the s附加ffer.After washing with 10 ml of偽ebuffer， 
bound戸。teinswere eluted with 5 ml of the elution加ffer(20 mM  pl悶 phatebuffer， pH 7.5，笈)()mM  imidazole， 0.5 M 
NaCl組 d1% Trit叩 X・1∞').W，描h郎副deluates were then subjec旬d加 immunot措叫創凶ysis.
Sialidase Assays---The切11ly鵠.teand肱 fmctionsfrom出esucrose density gr叫ientwere us吋 forsiali由民節回ys
routinely田inggangli田ides槌偽esubs国民.T恥 r伺 ctionmix制限∞ntain'剖 50nmol of subs回飽踊boundsialic acid， 0.2 
mgofbovine舘 rumalbumin， 10μmolofs叫iumace飽.te(pH4.匂and0.2 mg ofTriω'nX-l∞. After incubation at 370C for 
10-ωmin，間同時dsialic acid w剖 detenninedby the thi伽 rbituricacid me白odafter passing白roughan AGIX-2 mini-
column，出 d邸cribedelsewhere (6).問。句inw泊 detenninedby dye-binding剖回Y(Bio-rad).臼leunit of siali由民 W錨
defin伺価値leamount of enzyme which伺匂lyzedthe release of 1 nmol of sialic acidlh. 
Preparation 01 Monoclonal An蜘 dyωHun削除u3--T恥 f倒伊dsof 6 week-old female BALB/c miωwere i駒凶
every w田kwith 2 mg protein of the戸同c凶atefmction of human Neu 3・加nsfec修dCOS伺 lls，emulsified with i配。mplete
adjuv叩t.After five successive 岡田tionsfollowed by a booster i吋回tion，spleens and bil蹴 ralinguinal and伊rietal
abdominallym凶nodesof immunized mi回 werehぽ V伺飽d，andB伺 llswere fused with the mO¥腕myelomaX 63 Ag8.653 
(T加CancerCell Re伊siωry，Tohoku U凶versity，Sendai， Japan) in 50% polyethylene glyω1000 (Wako). Scr，田ningof 
hybridomas w魁伺国dωtby examining the specific immu即応邸tivitywith出e戸瓜c凶atefraction of the Neu 3 
伽 nsfectantsin ELlSA system (ZVMED)創ldwi白山emem伽潤お・戸m伺悩lizedNeu 3 transti民伽tsti町 FACS叩.alysis.
The伊rliculatefractiot凶 fromvehicle-transti田 tedCOS cells were also u時dωexcludefal時停活itiv回 dueωreacti叩 swith 
parent COS田Upro飽ins.The伊sitiveclones were附田nedby dilutionωob飽insingle specific clones. The subclass of 
mon∞lonal antibody (mAbs) w邸 detennined加 beIgG1 wi白aMousei剛 ypingkit. 
lmmunoblotting and初開unoprec.伊iωtion---Cell 1抑制， s即 rosedensity gr叫ientfmctions or fmctions from回釘rap
affinity∞lumns were se開m飽d∞SDS-伊，ly配 rylamideel即位。phoresisgels (10粉 underr吋ucing∞nditions.pro飽ins
were transferred ro PVDF membranes and immunoblo伽dwith anti以刈iesspecific 旬 r白戸~tive pro飽ins.The individual 
ban也 werede旬ctedwi曲 pero泊伽se・conjuga凶 g側副.ti-m側田 IgGor -ra刷 tIgG (Promega) and development w槌
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achieved with an e曲ancedchemiluminescence system (ECL岡山Westemblotting r，伺gent;Amersham Phannacia Bio肱 hよ
邸cordingto the manufacturer' s recommendations. In immunoprecipitation experimen低回Uly回teswere incuba凶

overnight at 4'Cwith Protein A Sepharose (Amersham四回rmaciaBio肱 h.)and伊lyclonalanti-回veolin-l(Santa Cruz 
Bio臨.)ormon∞lonal anti-hum佃 Neu3 anti以刈yandthe pr，民ipita回 afterw回hingwere apがiedめ SOS-伊ly配 rylamide
el田tro凶oresis，組dthen immunoblot飽das described above. Anti肱xlies組dtheir sources were踊 follows:anti-cav回 lin-
1 IgG (mAb 22'タ7，Transduction Labs)佃 danti-caveolin・1(Santa Cruz Bio蹴.); anti-cSrc (S佃 taCruz Bio協.);anti-
MAPK (New England Biolabs ); anti・14-3-3(S剖飽CruzBiot即ふ

RESULTS 

Coサ'act初'nation0/ hwnan Neu 3 with caveolin・1---To examine whether endogenous ganglioside-specific sialidase is 
鰯∞ia凶 with伺 veolin-l，we u凶 HeLacells having relatively high sialidase activity. Cellly鴎teswere fractiona凶 ona
sucrose density gradient and the fractions were ar叫yzedfor protein∞即en回凶叩， ωveolin・1immuncト，reactivity，and 
sialidase activity with gangli四ides酪 substrat回.Fig.la shows伊ngliosidesialidase activity旬 Cかfractionatein low density 
fractions 4-6 with caveolin-l and cS凧 asignal transdu田 r，創価総ssedby immunoblot創叫ysis，while gr伺 .terthan 909もof
the ωtalpro旬inloaded on偽egr叫ientw描 recoveredin high density frヨctions9・10.To obtain evidence that Neu 3戸。飽in
is prese凶 inthe伺 veolin-richfraction， we pr志戸redmAbs戸cificωhumanNeu3組 dobserved the戸uteindis凶butionby 
immunobl鋪 ing.The an仙刈yw国 eval凶 .tedωbeonly reactive with Neu 3 (48 kD戸0倒的， from HeLa cells (in the 
experiments with homogenates in Fig.l助描well錨 fromNeu3・transfec句dCOS-l偲 Us.on sucro:田 g叫ientNeu3 pJ1剖ein
from HeLa cells w描 de蹴 tedmai凶yin fracti叩 s5-6， in戸rallelwith sialidase制 ivityωgetherwith caveolin・1.We then 
examined COS-l伺 llstransiently transfec凶 wi也 humanNeu 3 cONA. More than 70% of the ganglioside叫 tivityw，槌
found in fractions 4-6， rich in caveolin-l，鉱ldapproximately 30% of偽eactivity remained in the fractions 9・10(Fig.2a). 
The activity deti田tedin白ehigh density fracti叩 sw国間tdue to overloading，恥国U随時・1伺 dingon the grョdientJ1回凶tedin 
recovery of the activity in the回mefracti叩 s.Neu 3 proteins were de蹴凶inthe fractions having high舵 tivityin a manner 
similar tiO血e伺 seof HeLa cells. on the other hand， when we民stedcytiOSolic sialidase (Neu 2)・釘ansti田凶COS-l田llsby 
m回suringsiali由民邸tivityat pH 6.0 with 4MU・NeuAc，all of the sialidase w回 foundin the high density fr郁 tions(Fig.2b). 
In additiα1， endogenous lysωomal sialida田 (Neu1) in COS-l伺l1s，部組yedwith 4MU-NeuAc槌 subs加，teat pH 4.6， 
showed a neary identi伺 lpattem加治atof the exogenously expressed cy加solicsialidase (data not shown). These r，回ults
indi伺 tehuman Neu 3 to ind民dbe l<x沼lizedin白e回，veolin-richmicr叫omains，in ∞n回 sttiO Neu 2 and Neu 1 sialid嗣郎.
Interaction ザHumanN切 3with Caveolin-1.---To examine the possibility that Neu 3 i蹴即tswith caveolin in the 
microd倒 1ain，we録制むhedfl町 afunctional binding site for caveolin-l in the Neu 3 molec叫e.Cavωlin binding motifs were 
r田entlydedu回d(φXφxxxxφ組dφxxxxφxxφ，whereφis組aromaticresidues W， F， orY) (14). These motifs創e
present in most伺 .veolae-掴 S∞iatedproteins， including PKCa， MAP kin酪e，arld EGFR. In the human Neu 3， we identified a 
伊ssibleregion (YTYYIPSW， 179・186residues) within the hydrophobic stretch of the 抑制四 国 nsmembranedomain 
叫 uen，回 (4).To determine whether the binding site in Neu 3 is functional， the following s回，tegieswere employed: 
intr吋uctionof mutati叩 sinω Neu 3， affinity purifi伺ti叩 of 伊Ilyhistidine (His)・旬，ggedNeu 3 forms， and 
immun叩recipitationwith anti以xlyto either caveolin・1or Neu 3. 

Two mut組 tswere expressed剖 dthe cellly鴎，teswere analyzed by fracti叩 ati∞ona sucro舘 densitygradient 
(Fig.3). Mutant FI87R with叩 eamino acid change nextωthe motif民quen回 demons同制 reductionof ganglioside 
activity in僻偲llly調節句only45%of恥 wildtype level，制mutantY l81A wi血asin副eamino acid c加ngewithin the 
motif showed∞mplete loss of ganglioside邸 tivity，although Neu 3 protein level w槌 similarωthe wild type (Fig.3a). on 
8UCrose gr叫ientfractionati叩，mu匂ntFI87Re対曲itedonly a low amount of Neu 3 pro飽inin fraction 5 with low siali由民
activity， much mo陀 proteinand activity being evident in fractiω凶 9・10.In mutant Y181A， Neu 3 pro旬inw踊 h創dly
recovered in the fractions 4-6 where caveolin w，錨 stillω1centra附.These results制路側 that血epredic岡田.veolin-
binding motif in Neu 3 may be involved in binding tiO回，veolin-l，lωsof the binding ability le剖ing旬 failureof recruitment 
旬伺Vω，lae加 dsubs叫uentlyωreductionof the e皿.ymeactivity. 

To obtain fu巾 erevidence for the direct interaction betw民 nNeu 3 and caveolin-l， we next山edHis崎 gged
forms of Neu 3∞ns回 ctedby introducing the His-tag epi旬戸in句 theC却 rminus(Fig.4a組d均.臼1transient expression in 
COS-l回lls，the His-tagged form∞uld be purified by Ni2+ iOlトchargedHiTrap Chela伽g∞lumnchroma旬伊，phy，the 
bound proteins being specifi伺 llyelu凶 byaffi凶tyelution with imidazole (21). As a∞ntr叫 fornon-s戸幻ificbinding， 
human Neu 3 without the tag epiω'pew槌 alsoexpre鉛ed.Both Neu 3 forms showed sialidase郎 tivityat the田melevel. 
After affinity purification on HiTrap∞，lumn， fractions were analyzed by immurωblotting with姐 .ti以刈i田知humanNeu 3 
加 dcaveolin・1(Fig. 4a). His-tagged Neu 3 w描 specificallyelu凶 byaffinity elution wi白 imidazole，while no binding旬
the column w槌 observedwith Neu 3 lacking the His-tag. Under these ∞，nditions endogenous caveolin-l and MAP-kinase 
co-eluted with His-tagged Neu 3，加t14-3-3 protein in the washing effluents. When theωU ly鴎.tesfrom mutant Y181A 
with His-ぬ.gepi旬戸 wereapplied on a HiTrap∞，lumn， m回tof caveolin・1protein w錨 de慨もedin the w錨hings，even 
though all of the Neu 3 pro旬inin the affinity el闘蜘(Fig.4同.We fu同1erexamin吋 dir側部Sωiati叩 ofNeu 3 with 
caveolin・1by immun叩ぉcipitationwith加 tibodyωeithercaveolin・1or Neu 3 (Fig. 4c). Under the ∞nditions where 
almosteq田1amount of endogenous caveolin・1w，槌appliedfor immunop隠cipitation(in the lower伊nel)，wild type Neu 3 

- 263 -



W槌∞・immuno限 cipita凶 wi由 cavω，lin・1by anti・caveolin・1削除xly，wher，伺smuch less amount of mu凶 tNeu 3 
pro除inw部 r配ove路d∞m戸red加 wildtype level. Consistent with the sucro田 g叫ientdata described above，出e戸。もein
level in the immunoprecipitates w踊 higherin mutant FI87R retaining some制 ivitythan in mutant Y 181A. Cav回 lin・lw部
not de胤凶 inanti-Neu 3 immunoprecipita伽.Tb田edataω'ge也erindi伺 .tethat the戸吋ic凶 caveolin剖ndingmotif 
田quen回 inhuman Neu 3伺n田rve槌 aligand for the caveolin田affoldingdomain and白紙lossof the伺戸cityfor binding 
to caveolin and s山明田ntfailure of recrui加 ent旬伺.veol鶴間ultsin f同町edenz戸neactivity. 

DISCUSSION 

G組 glioside-specificsiali血seNeu 3 is a unique glycosidase in i包l∞alizationwithin the pl個 mamembrane and the strict 
subs回 tespecificity. Unlike lysosomes， the membranes do notαm凶na set of gly，αlSi由民S旬 degr叫ategl)1∞.proteins and 
gly'叫 i戸ds(22)， suggesting削除u3 is involved in cell surf蹴 even飽叫防白剖伺鈎.bolismof gly，αm司uga回.In fact， 
there are田ve凶 observationssuggesting impo巾 ntfunctional rol田 ofsialidase in pl1∞邸時slike田11differentiation (5， 23)， 
apop胸 is(24)，組dmali伊剖t回nsformati叩 (2'>沼:).However， no clear eviden偲 f目白e抑ysiologicalfunctions of Neu 3 
hashi伽巾慨npresen凶，to our knowledge. 
In白isstudy， we demons回tedthat曲issialidase interacts directly with caveolin・1and that i包 activityis likely ωbe 
reg山陰dby伺veolin-media凶 recrui回 entω 伺.veolae・microdomains.Many伺.veolin-associa凶 pro飽insare now known 
ω∞n飽in回.veolin-bindingmotifs and也isis∞nsidered加 bea genera1 mechanism for伺.veolin-mediated田questrati叩
創tdsubs句uentin邸 tivati叩 within回 veolae.In the伺seof Neu 3， mu凶 onof白e抑制vecaveolin-binding site ledωnot 
on1y bl∞king of the recrui回ent旬国V印，laebut also suppression of the sialidase配伽ity.This indi伺陶白紙Neu3 is a 
uniq鵬 memberof伺.veolin錨socia凶 pro句inswhich is activa凶 rather由aninactivated by cav，ωUn-media凶
舘 q悶 stration，similar加悦伺田ofthe ins叫inre偲p伽 promotingIRS-l phospb田ylation(29). To似 ivateNeu 3 in vitro， 
de旬rge附 such部 TritonX-l00 are req凶red.There is no endogeno田制va回 l∞a制 inthe pl描 mamembrane known at 
present which伺 nbe replaced by the detergent. Since we have observed白紙 pbos凶olipids伺 nstimulate血eNeu 3 
siali由民館tivity(W:剖a，T. and Miyagi， T.， manusαiptin戸E抑制on)，it is mωt feasible that phospholipids∞nstiωting 
伺 .veolaemay配tivateNeu 3 after fecruitment 
We戸-eviouslydem叩 stratedthat Neu 3∞ntains a hydrophobic加tnon・α-heli伺 1s悦 tch田 aputative transmembrane 
domain which faces the extracytopl槌削cside at the N-termin凶 (3).on the other hand， our re印刷workshowed伊ssible
配 tivesite ar凶noacid residuesωbe distribut剖 allover the Neu 3 mol回ule(4). Tb回etwo results make un偲 rtainw恥ther
t悩ssiali由民 is伺凶yticin the membrane-anc加制御teor ra伽叩 thec戸田olicside of出.emembrane，邸 itmay be 
n叙氾儲aryfi町 anappropriate te.凶arystruc仰向foractivity (30). In曲isregard，加sed叩白eobservatiα1 that伺.vec:語inis a 
cy加'pl描 miωllyorien凶 integrョ1戸抑in，the human Neu 3 molecule may function on the cy陶 olicsi飽 ofthe membrane by 
interacting with caveolin，組dα'OSs-talkwith other signal回nsducers.The reg凶ationm即harrismsrequire further analysis. 

REFERENCES 

1. Schauer. R (1兜5)TrendsBi∞hem.Sci. 10， 357・貨均.
2. Pilat民 Y.，BigIlOn， J. and Lam肱e，C.R(19兜)Glycobiology 3， 201・217.
3. Miyagi， T.， W剖a，T.，Iw創natsu.A.，Ha飽.K.， Yoshikawa， Y.， Tokuyama， S.制叫
Saw剖a，M. (195ゆ，)J. Biol. Chem. 274，笈氾4-5011.
4. W.叫a，T.Y四hikawa，Y.， T味uyama，S.， Kuwal即a.M.，Akita， H.， and Miyagi， T. 
(1999) Biωhem. Biophys. Res.ωmmun. 261， 21・27.
5. Hasegawa， T.， Yamag即 hi，K.， Wada， T.， T雄氏Ia，A.，ltoyama， Y.， and Miyagi， T.， 
(2α)()) J. Biol. Chem. 275，叡町7・8015.
6. f弘segawa，T.， Camero， C. F.， W:油，T.， Itoyama， Y. & Miyagi， T. Bi∞hem. Bio凶ys.Res. Commun.捌， 762・732
(2∞1). 
7. Hakomori， S.， Y抑制ura，S.， and H細血，K. (1鰐渇:)Ann.N. Y.Ac叫.Sci. 845，1・10.
8. Ya蜘，A.， J.， and Rampersaud， A. (1錦町Ann.N.Y.A伺 d.Sci. 845， 57・71.
9. Wu， G.， Lu， Z.H.， Wei， T.， J.， Howells， R. & Led民n，R.，W.(1鉱閉Ann.N.Y.A伺d.Sci. 845， 126-138. 
10. HaroerT.， and Simons， K. (199'乃Curr.Opin. Cell Biol. 9. 53牛542.
11. Anderson， R G. W. (1係調B)Annu. Rev. Biochem. 67， 199-225. 
12. Brown， D. A.， and Lond叩，E.(19兜:)Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 14，111-136. 
13. Kurzchalia， T. V.，制parωn.RG. (1使紛Curr.句in.Cell Biol. 11， 424-431. 
14.批 mω:0，T.， Schlegel， A.， Schrer P.E.， and Lisanti， M. P. (1鋳渇)J. Biol. Chem. 2'η，5419・5422.
15. Couet， J.， Sargi邸側凧M.，甜dLi蜘ti，M. P. (199乃J.Biol. Chem. 272， 3似29-3倒38.
16. Oka， N.， Y創namoω，M.， Schwencke， C.， Kawabe， J.， Ebina， T.，αmo， S.， Couet， J.， Lis姐 ti，M. P.， and Ishikawa， Y. 
(1労ηJ.Biol. Chem. 272， 33416-33421. 
17. Kalka. D.， von Reitzenstein， Kopitz， J.， and Cantz， M. (2∞1) Biωhem.B同地ys.
Res.Oαnmun.283，筑扮・993.

- 264 -



18. J.∞es，D.H.佃 dHow創"d，B. H. (1991) BioTechniques 10，62・66

19. Wang， Y.， Yamaguchi， K.，Shimada，Y.，zbaoX.，and Miyagi，T (2∞1) Eur.J.Bi∞恥m.268，2201・2208.
20. Czamy， M.， Lavie， Y.， Fiucci， G.，組dLis∞vitch，M. (1鰐ゆ)J. Biol. C恥m.274，2717・2724.
21. Jankn即ht，T.， de Martynoff， G.， Lou， J.，Hi戸kind，R. A.， Nordheim， A.，加dStunnenberg， H.， G.， (1991) Proc. Natl. 
Aωd. Sci. U.S.A. 88， 8972-89ワ'6(1996) 
22. Miyagi， T. and Ts凶ki，S. (1使紛FEBSLett. 206，223-228. 
23. K，叩itz，J.， von Reitzenstein， C.， MUhl， C.，制dCantz， M. (1994) Bi∞hem. Biophys. Res. Commun. 199， 11民5・11児
24. Kopitz， J.， von Rewi包，ens旬in，C.， Burchert， M.， Cantz， M.，組dGa脱出，H.J.
(1998) J. Biol. Chem. 273， 11205-11211. 
25. Schengrund， C.-L.， Laωch， R.N. & Rosenberg， A. (1973) J. Biol. Chem. 248，442牛4428.
26. Yog偲抑制n，G.andHakωn凶， S.(197~り Bi∞hemistry 14，2151・215
27. Miyagi， T.， ~ωuω， K. ， Sagawa， J.， and Tsuiki， S. (1鋭治a)Jpn. J. Can田rRes. 81， 
915-919. 
28. Miyagi， T.， Sagawa， J.， K町oki，T.，Ma飽uya，Y. and Ts凶ki，S.(1990b) Jpn. J. C組回r
Res. 81，12段ト1292.

29. Yamamo臥 M.，Toya， Y.， Schwencke， C.， Li鴎nti，M. P.， Myers， Jr.， M. G.， and Ishikawa， Y. (1側諸;)273， 26962・2~治8.

30. Crennell， S.J.， Garman， E.， F. ， Laver， W.G.， Vimir， E.R. and Taylor， G.L. (19兜)Proc. Natl. Ac叫.Sci. USA 90，鋭話2・
兜56.

Flg.l. Lωalizati叩 ofNeu 3 of HeLaωIIs in low density sucrose gr叫ientfracti叩 srich in伺veolin・1.Tri蜘 X・1∞ly崎臨
ofHeLa侃llswere fr蹴ωm凶叩asucrose density gr叫ient錨 descri恥din the “EXP殴 IMENTALPROCEDURES"， and 
the fr削 ionswere tes凶 forg加 gli倒 idesiali也se前 tivity(吟 andfi町伺veolin・1(a)， cSrc (軌却dNeu 3 (助 proteinsby 
immunobl叫 analysis.T加 S戸cificityof the mAb anti-human Neu 3 w田 evalua飽dusing homogenates (fracti叩H)from 
HeLa cells and only a 48 kD band∞rresponding to the Neu 3 w出品協t吋 byimmuno blot analysis (b). 
FIg.2.L<x沼li捌 onof human Neu 3 express凶 inCOS-l偲 llsin caveolin-rich fractions. The fractions on a sucrose density 
g叫ientwere描阻yedfor伊ngli田idesialida鴎邸tivityand immunoblo恥dfor Neu 3 and caveolin pr'叫einswith mAb anti-
human Neu3 and anti・伺V回Hn-l，間戸凶vely(a). As a∞'ntrol， cytosolic siali白seexpressed in COS-lω:lls w邸錨錨.yed
恥削vityf;ぽ4MU・NeuAc国 asubs岡修(b).
Flg. 3. Failu隠 ofreαui回e則的伺veol館副dreducti叩 ofsialid個eactivity by mutati叩 ofthe caveolin-binding motif 
within Neu 3. Mutants (FI87R and Y181A) and wild type were expressed in COS-l伺llsand each Neu 3 protein w掴
de附則 byimmuno blωanalysis (祢 Celllysates of恥回邸f田刷tswere frac附 m凶 ona sucrose density gr叫ient
Suppression of sialid酪eactivity組 dNeu3抑制nlevel w拙油田W伺 inωv倒 in-richfrac伽 18from mutant cellly錨.tes，
irrespective of enrichment of cavωHn -1 in low density s即 rosegr叫ientfractions (b). 
FlK.4. Co引国自国tionof polyhistidine~tagged hum踊 Neu3 with caveolin・1by Ni 1+ chelating column chroma句，graphyand
∞・immunoprecipitationof Neu 3 and caveolin・1.Human Neu 3 with町 withouta His・tagw錨 expressedin COS-l cells 
胡 dpt.回目edbyaffi凶tychromatography儲 describedin the “EXP殴 IMENTALPROCEDUR邸"(吟.In出eupper panel， 
washings and eluates were陶 tedfor Neu 3，伺V回 lin・1，MAP~kinase 叩d 14-3-3 pro飽insby immunoblot叩 alysiswith 
resがお“veanti以刈ies.In the lower牌nel，the protein∞ncen回 tionsof the fractions from the ∞lumn are shown and arrows 
indiωtes削 ofaffinity eluti叩 with却 mMimi血zole.A His~tag form of mutant Y 181A w踊 subjec凶旬 affinity
chromatography. and Neu 3 andωveolin-l proteins were叩al戸edby immunoblo倒ng(b). Cellly館協 were∞lIecぬdfor 
immuno戸町ipitationwith anti-cav伺 lin叩 ti以:xly(polyclonal)，相dNeu 3 or caveolin-l in the immuno戸配ipita蜘 W部
品協凶with叩ti以均ωhumanNeu3ぽ伺VωHn・1(m叩∞同凶)(c). 
Flgふ ReducedNeu 3 sialida田 activityby diss∞iation of Neu 3 from伺 Vωlin・1with _-cyclodex凶ntr鵠，tmentCells were 
悦鵡dwith 10 mM  _-cycl叫ex肘nfi町 50minat3アC，and the ly組制of∞11配凶ce11swere価回yedfor sialidase叫 tivity
(札andfractionated 00 a sucrose density gr叫ientfor det民 tionof Neu 3 activity加 dthe protein (b). 

注:本研究は、 2∞1年 10月25日『第74回日本生化学会大会』にてポスター発表。

作成日:2002年2月7日
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1.研究テーマ

新しい糸球体及び腎間質の血行動態測定法・糖尿病モデルの検討

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等における発表 ⑧ 
第34回米国腎臓学会』匂nFl悶布図，2lO1，10.

無 (学会名・演題)
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(2)学会誌等に発表した論文 ⑤ 無 (雑誌名・論文名)
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3.今後の研究計画

1.前期にはStreptozotocin投与によるラット糖尿病モデルを用いて、その糸球体微小循

環系動態をリアルタイムで画像解析してきた。その結果、経過とともに糸球体輸入・

輸出動脈の拡大、血流速度の増大が確認された。後期は、その成因を糸球体輸入・輸

出動脈の血管作動性物質に対する反応、性の変化にあると仮定して研究を進める。

2 .血管収縮作用を持つアンギオテンシン II，エンドセリンを投与して、糖尿病初期、完

成期における糸球体輸入・輸出動脈の直径、同部位の血流速度をリアルタイム測定し

て、収縮反応に対する糖尿病の影響を解析する。

3.血管弛緩作用を持つー酸化窒素ドナーを投与して、 2と同様の時期のラットで、同様

の検索を行う。

4.アンギオテンシン II受容体阻害剤、エンドセリン受容体図書剤、一酸化窒素合成阻害

剤の短期多量投与により、 2，3の影響の各血管作動性物質特異性について検討する。

5. 4の薬剤とアンギオテンシン転換酵素阻害剤を継続投与し、糖尿病における糸球体微

小循環系変化に対する治療効果を検索する。

6.上述の実験結果を元に、糖原病性腎症の発症機構に腎糸球体での微小循環動態の変化

が大きく関与しているか否かを検証し、その結果を原著論文にまとめる。

4.指導責任者の意見

李氏は、微小血管血行動態実時間観察のために私どもの教室で開発した、共焦点レザー

顕微鏡・高速冷却CCDピヂオ撮影装置 (Y.Oyanagi-Tanaka et.al. Kidney International 

59:252，2001)を用いて、この半年間、精力的な研究を行い、成果をあげてきた(研究業績

の項、参照)。特に貴財団の支援によった研究テーマは昨年末の米国腎臓学会(サンフラン

シスコ)で発表され、注目された。現在、上述の研究計画に従い研究を進め、原著論文に

まとめるための作業を進めている。

李氏の研究意欲、業績に関しては申し分無く、是非とも貴財団の研究助成の継続をお願

いし、最終的な原著論文作成の実現に対してご支援をお願いしたい。

李氏は、新潟大学医学部腎研究施設での先端医学研究プロジェクトの一員として研究・

研修のキャリアを積んできた。大学院博士課程終了後は、国際的な腎臓学者を目指してさ

らに研究・研修を続け、将来の中国・日本の医学・医療の発展に貢献しうる人材と信じて

いる。

指導責任者氏名

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい.

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当つては、 B中E学館会助成金によQ旨を明記して下さい。
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要旨:

一日中医学協会助成事業一

新しい糸球体及び腎間質の血行動態測定法・糖尿病モデルの検討

研究者氏名李氷

中国所属機関 ハルピン医科大学第二附属病院小児科

日本所属機関 新潟大学医学部附属腎研究施設機能制御学分野

指導責任者教授追手鏡

共同研究者名挑建，森岡哲夫

Diabetic nephropathy is the leading cause of end-stage renal diseases. The progression of diabetic nephropathy is 

closely related to disturbance of glomerular hemodynamics， such as renal hyperperfusion and/or glomerular 

hyperfiltration. Therefore， the aim of this study is to observe and analyze the alteration of renal he modynamics in 

diabetic rats in vivo using confocal laser scan microscope (CLSM). Experiments were performed in Munich -Wistar 

rats on days 4 and 28 after streptozotocin (STZ) injection. Blood and urinary glucose levels， urinary protein 

excretion and creatinin clearance were estimated. Microalbuminuria level was also examined by radioimmunoassay. 

A polyethylene catheter was inserted into the carotid artery to allow blood pressure measurement. The left kidney 

weight (KW) was also estimated. We measured the glomerular size using the isolated glomeruli from control and 

diabetic groups. On days 4 and 28 after STZ injection， we examined hemodynamic changes by an intravital 

microscope equipped with real-time CLSM in combination with a high -speed CCD video camera. To measure vessel 

diameter and erythrocyte velocity， rats were injected with fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled dextran and 

FITC・labeledred blood cells (RBCs). The diabetic rats on days 4 and 28 after STZ injection had a significantly 

higher ratio of kidney/body weight than control rats. Also， glomerular size in diabetic rats was significantly larger 

than that in control groups. There was not significant difference in mean arterial pressure (MAP) between diabetic 

and control rats. On days 4 and 28， th e diam出 rsof afferent arterioles (AA) and efferent arterioles (EA) 

significantly increased in diabetic rats as compared with control rats. Moreover， erythrocyte velocities within 

glomeruli appeared to be faster in diabetic rats than in control rats. In a ddition， glomerular blood f10w (GBF) was 

significantly higher泊 diabeticrats on days 4 and 28泊 erSTZ injection as compared with control rats. Our 

real-time observations demonstrated that renal hypertrophy and glomerular hyperperfusion had started as e arly as at 

4 days of diabetes. The noninvasive procedure， using CLSM in combination with high -speed video camera， allowed 

us to evaluate the glomerular microcirculation in diabetic condition in vivo， and to reconfirm the significance of 

hemodynamic changes in diabetic nephropathy. 

Key words: CLSM， diabetes， glomerular bemodyna皿ics，AA， EA 

緒宵

Diabetic nephropathy is th巴 leadingcause of end-stage renal disease. Introrenal hemodynamic alterations， as 

manifest by glomerular hyperfiltration and hyperperfusion， are thought to be the foremost factors responsible for the 

onset and progression of diabetic nephropathy. Experimentally， glomerular hyperfiltration has been shown to result 

from elevations in由eglomerular capi1lary blood f10w and the glomerular capi1lary hydraulic pressure. Glomerular 

circulation is mainly regulated by two resistance arterioles， the afferent arteriole and efferent arteriole. The afferent 

and efferent arterioles normally constrict and dilate in response to changes in systemic blood pressure to maintain 
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glomerular filtration while protecting the glomerulus from巴xcessivepressure. Therefore， real-time observation of 

glomerular hemodynamic changes would allow us to deepen our understanding of progressive mechanisms in 

diabetic nephropathy. 

Recently， glomerular function has been directly evaluated with the use of the isolated perfused glomerulus， 

juxtamedullary nephrons， hydronephrotic kidneys and needle-probe charge-coupled device (CCD) videomicroscope. 

These approaches， however， invasive manipulations that might a]ter the renal vascular responsiveness， and may thus 

confound the characterization of these renal vessels. We have developed a new technique to directly visualize the 

glomerular microcirculation with the CLSM in combination with a high -speed CCD video camera. The particular 

advantage of this system over other methods is to avoid nonphysiological effects of invasive operative procedures， 

and permit the direct巴valuationof renal microcirculation in vivo under physiological and pathological conditions. 

In this present study， we directly observed the alteration of hemodynamics in diabetic rats using our newly 

develop巴dvid巴omicroscopictechnique. 

対象と方法

Animals 

Studies were performed in male Munich Wistar rats of six-to seven-week-old， which purchased from Simonsen 

Laboratories， Inc. Diabetes were induced by intraperitoneal injection of streptozotocin (sigma) (65mg/kg body wt) 

dissolved in O.lM sodium citrate buffer， PH 4.5. Diabetic and control rats were followed for 4 and 28 days. A11 rats 

received standard chow and tap water. 

Intravital observation of the renal microcirculation 

Observations of microcirculation blood flow w巴remade with an intravital microscope system (Nikon， Tokyo， 

Japan)， equipped with a real-time confocal scanner unit model CSUI0 and image processing devices. Differing from 

conventional C凶 M，the real-time C凶 M sy山 mused in this study CSUI0 (YOKOGAWA Electric Corporation， 

Tokyo， Japan) has two disks: microlens array and pinhole array.百 eCSUI0 unit is designed to at1ain a high si伊 al

to noize ratio by minimizing the background light inside the scanner， thus mak ing observation of weak fluorescent 

specimens possible. Rotation speed of the scanner motor is 1800 rpm. The scanner actually capture s 360 frames of 

confocal images which one can observe at the ey巴pieceof th巴scanner，and sends 30 frames of confocal images per 

second to an ICCD camera (Model C2400-89; HAMAM~百U PHOTONICS K.K.， Shizuoka， Japan)， tωo syn戸戸n叫1

with t由h巴 scanni泊ngrat旬巴 of the camera and be video-recorded (Model SVO-9600; Sony， Tokyo， Japan) for later 

analysis by using of a recording lens and salt water immersion objectives. 

The Munich Wistar rats were anesthetized by intraperitoneal i吋ectionof thio bu tabarbital sodium salt (100mg/kg). 

The body temperature of animals was kept 37.0 C on a heating pad. Polyethylene catheters (PE50) were inserted 

into the carotid artery for blood pressure measurements and into the femoral vein for administrating labeled plasma 

component and autologous red blood cells (RBCs). Th巴 leftkidney was exposed by a flank incision and split 

longitudinally. To analyze the microcirculation from the surface of kidney， the kidney was placed under the CLSM. 

The kidney was immersed in a bath of physiological saline (Na+ 154mEq/L， cr 154mEq/L) in which the 
temperature was kept at 37:t 1 C. 

Measurement of microhemodynamic parameters in glomerular tufts 

Measurement ofvessel diameter. To measure vessel diameter， enhancement of the contrast of microvessel images 

against a dark background was made by intravenous injection (10 mg ml・1， 2 ml kg-1) of a solution of FITC-labeled 

dextran (FITC・Dx，MW  150，000; Sigma Chemical Co.， St. 1ρuis， MO). This fluorescent staining procedure 

produced bright fluorescent images of the vascular lumen， and enabled adequate mapping of the luminal diameter. 

Diameters of microvessels were measured with a vernier caliper on individual frames of the video-recorded imag巴s.
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Erythrocyte Velocity. To measure erythrocyte velocity， a batch of erythrocytes labeled with FITC was injected 

intravenously. Briefly， washed erythrocytes obtained from an experimental rat were incubated with a PBS (137mM 

NaCl， 6.4mM Na2HP04， 2.7mM KC1， 1.5mM KH2P04， pH 7.8) solution containing 1mg/ml FITC (ICN 

Pharmaceutical， Inc.， Cleveland， OH， USA). The labeled cells were then washed twice with a saline solution 

containing 1% bovine serum albumin (BSA; Sigma Chemical Co.， St. Louis， MO) to remove unconjugated 

fluorescent dye. The final volume percent of the labeled cells was adjusted approximately to 50% by adding an 

isotonic saline solution， and an aliquot of these suspensions was injected (1ml!Kg) through the tail vein of the rat to 

measure centerline erythrocyte velocity. The rate of the labeled RBC in total RBC was about 1% by a single 

calculation. From the video-recorded images， erythrocyte velocity was calculated by frame-by-frame analysis， more 

than five different areas were measured， and averaged for at least five measurements. 

Measuremeot of Glomerular Volume 

Mter measurement of kidney weight， the outer 1 to 2 mm of the renal cortex in left kidney was excised and cut 

into fine fragments. The glomeruli were then isolated in DMEM by standard sieving techniques as described 

previously. The PH of the medium was adjusted to 7.4 before use. The whole procedure for isolation of glomeruli 

was carried out within 15 minutes at room temperature. Isolated glomeruli were allowed to adher巴toan observation 

chamber coated with poly-L-lysine (1 mg/ml) for 5 to 10 seconds. Unattached glomeruli were removed by gentle 

washing with fresh isolation medium. Adherent glomeruli were viewed in a microscope， and then the image was 

captured by computer. The area of each glomerulus was automatically measured using NIH software. The volume of 

each glomerulus was calculated from the area (S) using the formula V = 4/3π(SIπ) . At least 120 glomeruli from 
three or more rats were studied in each experiment. 

Statistical aoalysis 

All measured values are given as mean士 standarddeviation (SD). The nonparametric Mann ・WhitneyU test 

was used for comparison of the measured values of erythrocyte velocities， since these parameters are known to have 

a distribution which deviates considerably from the Gaussian. A P value less than 0.05 was considered significant in 

all statistical tests. 

結果

Determinatioo of baseline characteristics of experimental animals 

At 4 and 28 days after STZ injection， determination of baseline characteristics differed significantly between the 

investigated groups as showed io Table 1. Blood and urinary glucose levels， urinary protein excretion and creatin in 

clearance were estimated. Microalbuminuria level was also examined by radioimmunoassay. Blood glucose， urine 

glucose and albuminuria were markedly elevated in diabetes animals. Hyperglycemia (> 300 mg/dl) has already 

started at day 4， and lasted at day 28. Heavy proteinuria (> 100 mg/day) started at day 4， and reached at maximum 

(mean = 500 mg/day) at day 28. Mean arterial pressure of the carotid artery in the control rats was 107:t3mmHg. 
On days 4 and 28 after injection with STZ， mean arterial pressure wa s 106:t 4 mmHg and 101:t 9mmHg， 

respectively， not significant difference with control. 

Kidoey weight and ratio of kidoeyl body weight 

Although body weight was less in diabetic rats after 4 and 28 days injection， diabetic kidneys weighed more than 

control kidneys. The ratio of Kidney/body weight in 4・daydiabetic rats was significantly higher than that in control 

rats， and it was more pronounced in 28 -day diabetic group. 

The effect of diabetes 00 erythrocyte velocity 

The left kidneys of Munich Wistar rats were observed by intravital microscopy. On day 4 after STZ injection， 

erythrocyte velocities within glomeruli were slightly faster in diabetic rats (676.1 :t 209.6μm/sec) than in control 
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rats (496.1 :t 134.1μm/sec)， simiJarly， erythrocyte velocities within microvasculature around Bowman's capsule 

were also slightly faster in diabetic rats (446.1 :t 223.8μm/s巴c)than in control rats (238.8 :t 122.4 flm/sec). On 

day 28 after STZ injection， erythrocyte velocities within glomeruli were significantly faster in diabetic rats (859.3 

:t 192.1μm/sec) than in control rats (495.4 :t 110.7 flm/sec). Therefore，巴rythrocytevelocities within glomeruli 

appeared to be faster in diabetic rats than in control rats as early as on day 4. Similarly， on day 28 erythrocyte 

velocities within microvasculature around Bowman's capsule wer巴alsomarkedly faster in diabetic日ts(516.3 :t 

114.0μm/sec) than in control rats (351.3 :t 91.6μm/sec). 

The effect of diabetes on diameters of AA and EA 

On days 4 and 28 after STZ injection， we measured the diameters of AA and EA in control and diabetic rats.百巴

afferent and / or efferent arterioles within the glomerui were identified by observation of the microvascular branches 

and the direction of movement of labeled red blood cells. On day 4 after STZ injection， the diameters of AA in 

diabetic rats (10.39 :t 1.43 flm) significantly increased， comparision with control rats (8.43 :t 0.52μm).In 

addition， the diameters of EA in diabetic rats (10.43 :t 1.70μm) significantly incr巴asedas compared with control 

rats (8.00 :t 0.68 flm). On day 28 after STZ i吋ection，the diameters of AA in diabetic rats (11.68 :t 0.79μm) 

further enlarged， significantly greater increased than that in controls (8.88:t 1.22 flm). However， the diameters of 

臥 in diabetic rats (10.49 :t 1.16 flm) did not further increased， but there w叩a邸ss噸i抱取g伊似n凶i批f白fic化ca制n副td“i江ffe町rencewith controls 
(伊8.33土 0.96μm). . 

Measurement of glomerular volume 

Using isolated glomeruli from diabetic and control groups， we observed directly glomerular size and calculated 

the volume of glomeruli. We demonstrated that the volume of glomeruli were markedly larger in diabetic rats as 

compared with control rats. 

The effect of diabetes on glomerular blood flow (GBF) 

In order to deepen understanding the importance of hemodynamic alterati on in diabetes， we calculated the change 

of blood flow using the equation BF =π(D/2)2キGBV.GBF were significantly higher in 4・daydiabetic rats as 

compared with control rats， and it more pronounced in 28 -day diabetic group. 

考察

In the present study， we evaluated the glomerular microcirculation in diabetic rats by intravital microscope 

equipped with real-time CLSM in combination with a high -speed CCD video camera.τ'his system visualizes AA， 

EA， and the movement of labeled-RBCs within glom巴ruliand microvessels around Bowman's capsule. Therefore， 

GBV， BBV and GBF can be calculated. This research demonstrated that a basal vosodilation of afferent arterioles 

and efferent arterioles and an increased glomerular blood flow in diabetic rats， consistent with pr evious studies. This 

phenomenon appeared as early as on day 4 after STZ injection. It deepened our understanding on hyperperfusion 

and hyperfiltration in early phase of diabetes， and to reconfirm the significance of hemodynamic abnormities in 

diabetic nephropathy. 

The CLSM intravital videomicroscopic technique appears to exceed other methodological approaches in 

following several points: (1)百 istechl叫 ueavoids nonphysiological'effects of invasive ope凶 iveprocedures. (2) 

This system can real-time observe and record the continuous images of movement of FITC・labeledRBCs and 

calculate the erythrocyte velocities within glomeruli and microvessels around Bowman's capsule， because this 

system can capture 360 frames of confocal images， and sends 30 frames of confocal images per second to an ICCD 

camera (3) The diameters of afferent arterioles， efferent arterioles and glomerular blood flow can be evaluated. (4) 

Syst巴michemodynamics (e.g.， blood pressure) can be measured simultaneously. (5) The technique and experimental 

preparation are simpler than other approaches of direct visualization of the renal microcirculation. 
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Using this newly developed videomicroscopic technique， we evaluated the glomerular microcirculation in normal 

and diabetes in Munich Wistar rats. The unique characteristic of this rat strain is that many glomeruli are located 

near the surface of the kidney and easy to visualizing the renal microcirculation by intravital microscopy. We have 

observed differences of renal hemodynamics between two group; in s巴veralpoints. Firstly， the diabetic rats on days 

4 and 28 after STZ i吋ectionhad a significantly higher ratio of kidney/ body weight than control rats. Also， 

glomerular volume predominantly enlarged in diabetes as compared with controls. Secondly， on days 4 and 28， the 

diameters of afferent and efferent arterioles significantly increased in diabetic rats as compared with control rats. 

Thirdly， on day 28， erythrocyte velocities within glomeruli and vessels around Bowman's capsule were significantly 

faster in diabetic rats than in control rats. Moreover， on day 4， erythrocyte velocities within glom巴ruliwere 

significantly faster in diabetic rats than in control rats. Finally， GBF was significantly higher in diabetic rats on days 

4 and 28 after STZ i吋ectionas compared with control rats. 

Although body weight was less in the diabetic rats， diabetic kidneys weighed 22% more than control kidneys in 

4・daygroup. There is a higher ratio of kidney/ body weight in 4・daygroups (diabetes 6.00 :t 0.55， control 4.43 :t 

0.36) and more pronounced in 28-day groups (diabetes 7.36 + 0.73， control 4.27 :t 0.50). Moreover， we also 

directly observed that glomerular volume significantly increased in diabetes as compared with control rats. While 

kidney weight was a strong predictor of glomerular filtration rate as previous report. Glomerular hyperfiltration in 

early diabetes correlates with increased kidney size. On the other hand， we demonstrated that GBV and GBF in 

diabetic rats of 4 and 28 days had significantly increased as compared with control rats. Therefore， our evidence 

suggested that diabetes of 4 day had appeared not only renal hypertrophy， but also hyperperfusion and 

hyperfiltration simultaneously. 

The glomerular microcirculation regulates glome四larfiltration and renal hemodynamics by altering the vascular 

resistance of afferent arterioles and efferent arterioles. Therefore， their behavior is the most important determinant 

of glomerular blood f10w and the glomerular filtration rate. In this present study， we observ ed that the diameters of 

afferent and efferent arterioles significantly increased in diabetic rats of 4 and 28 days as compared with control rats. 

Actually， basal diameters of aII vessel types were wider in diabetic rats than that in control rats. Diabetic rats 

showed a reduced renal vascular resistance， which may be caused by increased NO production in the renal 

microcirculation. We d巴monstrated曲atthe EA also dilated in the early phase of diabetes besides of AA. However， 

the dilation capacity of EA was low巴rthan AA. Therefore， the diameters of AA further enlarged with time， while the 

diameters of EA on day 28 had no difference with that on day 4. In addition， we demonstrated that the AA!EA ratio 

increased in diabetes of 28 days， indicating a pronounced increased internal glomerular pressure. 

This newly developed technique can analyze acute changes induced by some factors in glomerular 

microcirculation in vivo. To shed some Iight on this area， the effects of some vasodilator and vasoconstrictor on 

renal microcirculation should be investigated under direct intravital microscopic observation. That is our important 

forthcoming work. 

The noninvasive procedure， using CLSM in combination with high -speed videocamera， allowed us to evaluate the 

renal microcirculation in vivo. It is us巴fulto analyze directly mediators of diabetic hyperfiltration and other 

experimental models. This technique for directly studying afferent and efferent arterioles changes and glomerular 

filtration rate in vivo may provide important in sights into the actions of drugs and into renal diseases. Clinicians are 

beginning to be able to select drugs that have desired effects on the renal microcirculation. 
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3.今後の研究計画

1 )本抗体 (antipso p27)が乾癖患者中のレトロウイルス様粒子に反応す

ることを確認する。そのために、乾癖患者尿を採取し、密度勾配遠心分離法と

ウエスタンプロット法により、レトロウイルス様粒子を分離精製する。その後

免疫電顕にて確認を行う。

2 )本抗体が squwamouscell carcinoma 'antigen (SCCA)と交差反応性を

有するか検討する。 psop27の部分アミノ酸配列が SCCAと相向性を有する

ためである。方法は、 SCCAの mRNAをRT-PCRにて増幅、 pCMVexpression 

vectorに挿入する。それを COSl細胞に遺伝し導入し、 Flagっきリコンピナ

ント蛋白を回収し、 antipso p27抗体で染色する。

3 )最終的に、 psop27をコードする遺伝子を同定する。本レトロウイルス

様粒子は表皮肥満細胞に発現しているため、肥満細胞セルライン(本大学アト

ピー疾患研究センタ-)に本レトロウイルス様粒子を感染さ、それより cDNA

ライブラリーを作製する。本抗体を用いて、 expressionスクリーニングを行

つ。

4.指導責任者の意見

乾癖は、擢患率が国民の約 0.2-0.3 %と推定されており、数百万人の患

者が存在すると考えられている。また原因不明で、根本的治療がないため、患

者の QOLのみならず、医療経済的にも社会的問題となっている。本症の一因
としてレトロウイルスの関与とその対策方法が明らかになれば、新治療法開発

につながるだけでなく、社会的にも大変有意義と考えられる。食医師は、勤勉

かつ積極的に研究を行っており、今後上記に予定されている課題を早急にまと

めることが可能と恩われる。

指導責任者氏名

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当つては、 B中E学fs会助成金jごよQ旨を明記して下さい。
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Retrovirus-like particles Pso p27 in psoriatic skin lesion were initially discovered in 1983. A 

monoclonal antibody (moAb) against internal protein， pso p27， of the particles was 

established in 1988. And the antibody has been reported to react to the stratum comeum 

cells， some spinous cells and some tryptase-positive dermal infiltrating cells of the psoriatic 

skins. In this study， we examined the reactivity of the moAb to the skins from Japanese 

patients with psoriasis by immun-f1uorescent (IF) and immuno-electron microscopy (IEM). 

Frozen sections and paraffin sectiona were prepared from the lesion skins of 24 unrelated 

Japanese psoriatic patients， then proceeded by standard IF procedure. The skin reacted to 

the moAb by IF was immersed into parafomaldehyde and serially diluted sucrose solutions， 

then proceeded for IEM by standard procedure using gold conjugated goat anti mouse IgG. 

The results showed that positive reactivity was detected on the stratum comeum cells in 12 

out of 24 patients lesion skins. By IEM， vesicles-like .structure and surface of stratum 

comeum cells， as moAb， however， further confirmation by using immuno-gold labeled 

antibody should be required to exclude the effect of endogenous peroxidase from the cells 

such as neutrophils and mast cells. Conclusion: retrovirus-like particles present in the 

skin of some Japanese patients with psoriasis. And the retrovirus-like particles may 

participate in the pathophysiology of the disease. 

Key words: psoriasis; pso p27 antigen; immunof1uorescence; IEM. 

- 166 -



Introduction 

The pso1'iasis-associated antigen， pso p27， can be isolated f1'om pso1'iasis scale and is 

p1'esent in complement-activating immune complexes in pso1'iatic scale， and in se1'um f1'om 

patients with pso1'iasis. pso p27 antigen was localized to a sub-f1'action of de1'mal cells 

and in the endothelial lining of some of de1'mal vessels. The antigen is p1'oduced by 

t1'yptase-positive cells in the skin lesions and is shown to be a majo1' antigen in the 

immune 1'eactions in pso1'iasis. 

The infilt1'ation of inflammato1'Y cells， which is an initial event in the development of skin 

lesions in pso1'iasis， st1'ongly suggests that immune 1'eaction play a majo1' 1'ole in the 

pathogenesis of this condition. 

1mmunological analyses have shown that a p1'otein p1'esent in pso1'iatic scale， pso p27， 

pa1'ticipates in the gene1'ation of complement-activating immune complexes， both in the 

pso1'iatic plaques (1 ^ 3) and in synovial liquid of patients with pso1'iasis a1'th1'itis (1). 

Recently， we p1'esented evidence that the pso p27 antigen is exp1'essed by mast cells in the 

skin lesion (4). The exp1'ession ofthe antigen was 1'educed 01' omitted when the lesions we1'e 

in 1'emission， even if the mast cells we1'e still p1'e-sent. 1ndicating a di1'ect co1'1'elation 

between the inflammato1'Y and the exp1'ession of pso p27 antigen. 

1n this study we followed 24 patients with extensive pso1'iasis in o1'de1' to investigate the 

pe1'cent of the exp1'ession of pso p27 antigen at the pso1'iasis patients and to obse1've the 

exp1'ession by immuno-elect1'on mic1'oscopy (1EM). 

一一-Themain pathological changes in pso1'iasis a1'e a hype1'p1'olife1'ation of epide1'mal 

kel'atinocytes and an inflammato1'Y 1'eaction in the de1'mis with infilt1'ation of lymphocytes 

and mac1'ophages. 1n established lesions polymo1'phonucle1' leukocytes a1'e 1'egularly noted 

in the epide1'mis， often p1'esent in the cha1'acte1'istic Mun1'o mic1'o abscesses. 

Material and method 

Specimens 

Punch biopsies (3・4mm)we1'e obtained f1'om skin lesions of 24 patients suffe1'ing f1'om static 

chl'onic plaque pso1'iasis and 4 no1'mal pe1'sons. The specimens we1'e f1'ozen with 引ssue-Tek

O.C.T. Compound in liquid nit1'ogen and sto1'ed at -80C 01' embedded in pa1'affin afte1' 

fixation in ethanol. [1] [2]. Thin sections (4・5mm) of the skin biopsies we1'e analyzed with 

1'espect to pso p27 antigen using monoclonal anti-pso p27 antibodies. 

Imm unof1uorescence analysis 

F1'ozen sections (4・5um thick) and depa1'affined sections (5・6um)we1'e p1'epa1'ed fo1' 

immunofluo1'escence staining. Sections we1'e fixed in 70% methyl alcohol plus 0.3% 

- 167 -



hydrogen peroxide for ten minutes and blocked with 1% BSA， 5% skim milk and 0.1% 

Tween 20 of PBS for 30 minutes. Then， sections were incubated with mouse monoclonal 

anti-pso p27 antibodies (10ug/ml) 50ul each section overnight at 40C. (monoclonal anti-pso 

p27 antibodies was provided by Pro. Ole-Jan Iversen. Departments of Microbiology， 

University Hospital， Norway.). After 5 times washes in 0.1% Tween 20 of PBS， sections 

were incubated with antI-mouse immunoglobulins FICT kaninchen F (ab') 2 IgG (DAKO. 

Denmark) for 1 hour at 37C. Normal skin sections following another 5 washes in PBS， 

sections were overlapped using antifade solution -FluoroGuard ant fade reagent (Bio-Red 

Laboratories. CA.USA.). Finally， sections were examined using a Leitz f1uorescence 

microscope. Normal sink sections were as negative control and same psoriatic sections 

were omitted anti pso p27 antibody as positive control. 

Detection pso p27 antigen by Immunological electric microscopy 

Immouno・glodmethod: 

1. Prepare sections for EM 

Dissect the skin specimens to the smallest possible size for handling and good penetration. 

Lightly flx tissue in 2% paraformaldehyde 0.1% glutaraldehyde for 30 minutes. Wash tissue 

in PBS 30 minutes. Then tissues were cut to thin sections. [3] 

2. Immunological staining 

Then pre-embedding sections of skin tissue were blocked by 2% BSA-PBS for 1 hour. After 

washing in PBS， sections were incubated with the primary antibody--mouse monoclonal 

anti-pso p27 antibodies (10ug/ml) 50ul each section overnight at 40C. Following 5 washes in 

PBS， sections were incubated with--anti mouse IgG: Gold conjugated (dilution to 1:50 and 

1:25) for 3 hours at room temperature. Sections were washed in PBS with 1%ーserum，1% 

BSA， 0.1% 'l¥veen 20 and 0.1% sodium azide thoroughly and then washed in PBS for 5 

times. Fixing sections in 1% glutaraldehyde for 10 mInutes and washing in water 30 

minutes. [4] [12]. 

RESULTS 

Fluorescence was extension in the stratum corneum and in the scale. Fig.l. And bright 

f1uorescence localized to a subfraction of dermal cells and at the endotheliallining of some 

of the dermal vessels. Fig.2. There were not meaningful f1uorescence was detected both at 

normal skin sections and the control psoriatic sections. Fig. 3，4. The positive expression 

ratio of the pso p27 antigen at skin lesions of psoriasis was 50%. 
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Conclusion 
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好中球は炎症反応において重要な役割を担っており、炎症反応が惹起されると、組織に
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すことが知られている。われわれは、グノレコサミンが活性酸素生成能、食食、遊走能、

接着分子の発現、アクチンの重合、粘着能など好中球機能を影響するかどうかを検討す

る。さらに、グ、ルコサミンには血流速度の改善効果があるので、グ、ルコサミンが血小板
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一日中医学協会助成事業一

好酸E容の成熱過程における活性酸素生成酵素の発現の検討ー

研究者氏名 華見
中国所属機関 中国上海普陀区人民医院内科
目本研究機関 順天堂大学医学部生化学第二
指導責任者教授長岡功
共同研究者長谷部武，中村民二，杉本耕一

裏旨
我々はこれまでに活性酸素生成酵素であるNADPHオキシダーゼが好中球成熟過程の骨髄球の段階で発
現し、活性酸素生成能を獲得することを明らかにしている。しかし、好中球と同様、頼粒球の仲間であ
り、活性酸素生成能を持つ好酸球の成熟過程におけるNADPHオキシダーゼ構成成分(即，91p加'X，p22phox， 
p67phox， p47phox，併Ophox，mc-2)の発現時期については全く調べられていない。そこで、今回我々は、ヒ
ト前骨髄性白血病細胞HL・60clone15をモデル系として用いて、好酸球系細胞への成熟過程における
NADPHオキシダ}ゼ構成成分の発現を調べた。[方法と結果]HL-6O clone15細胞をO.5mM加.tyrate存在下
で培養して、好酸球へ成熟させたところ、 majorbasic protein (MBP)が発現されることがわかった。そして、
活性酸素生成能をニトロブルーテトラゾリウムで測定した結果、好酸球の成熟過程において、骨髄球の
段階から活性酸素生成能が獲得されることがわかった。また、 NADPHオキシダーゼ構成成分の発現を
N町蜘nblotおよびWes蜘 bl例法で解析したところ、即191phox，p22phox， p67p胤p47phox，p4触.ox，rac・2
の発現量が成熟に伴って増加することがわかった。さらに、これらのオキシダーゼ構成成分の発現を免
疫組織染色で解析したところ、各構成成分が骨髄球以降の細胞で強く発現することがわかった。[結論1
好酸球成熟過程の骨髄球の段階でNADPHオキシダーゼ構成成分の発現量が増加し、活性酸素生成能が獲
得されることがわかった。

Key words: NADPHオキシダーゼ、活性酸素、好酸球、 HL-ωclone15株

錯雷
頼粒球の活性酸素は、 NADPHオキシダーゼにより産生され、微生物や寄生虫に対する感性防御に重要
な役割を担っている。 NADPHオキシダーゼは膜タンパクシトクロムb558と細胞質因子から構成されてい
る。そして、膜タンパクシトクロムb588はgp91phox，p22phoxから、細胞質因子はp47悼ox， p67phox， 
例句hoxおよびm・112からなっており、頼粒球細胞が活性化されると、これらが会合して複合体が形成さ
れる。われわれはこれまでにNADPHオキシダ}ゼが好中球成熟過程の骨髄球の段階で発現し、活性酸素
生成能を獲得することを明らかにしているσ.Leukω.Biol. 68， 216・224，2ω0)。しかし、好中球と同様、願
粒球の仲間であり、活性酸素生成能を持つ好酸球の成熟過程におけるオキシダーゼ構成成分の発現時期
については全く調べられていない。そこで本研究では、ヒト前骨髄性白血病細胞班..-60clo即日株をモデ
ル系として用い、好酸球の成熟過程におけるNADPHオキシダーゼ構成成分の発現を調べた。

方法と結果
1)臥均rate(0.5 m均存在下で阻.-60clo即時細胞をふ7日間処理して細胞を好酸球へ分化成熟させた後、
胸 ry/l白血IwaldlGiem姐染色を行い、細胞の形態変化を顕微鏡で観察した。その結果、Bu柳時処理によって
前骨髄細胞は減少し、好酸球系細胞の増加が見られた。 7日目の細胞は、前骨髄球(pl¥のが11.5%、好酸球系
骨髄球:(E-MC)が31.7%、好酸球系後骨髄球(E-M切が33.2%、好酸球系梓状細胞(E-Band)カS12%、好酸球系
分葉細胞(E-Seg)カtl.6%となった(A)。さらに、 Discombe染色も合わせて行なった結果、 7日目では約60%
の細胞が好酸球系細胞に分化成熟していることがわかったゆ}。
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2) Butyrate処理したHL・60clone 15細胞における活性酸素生成能の変化をNBT還元法で検討した。その
結果、未誘導の細胞あるいはButyrate処理後 1日の細胞はほとんど活性酸素を生成しなかったが(それぞれ
7.3%、9.5%)、それ以降、活性酸素生成細胞が徐々に増加し、 7日目では57.6%になることがわかった。
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3) HL-60 clone 15細胞の好酸球成熟過程におけるNADPHオキシダーゼのmRNAの発現をNorthernblot法
で解析した。その結果、p40phox，p22phox，rac・2はO日で少し発現し、それ以降、それらの発現量が増加す
ることがわかった。一方、 gp91phox，p67phox， p47phoxがO日で発現しなかったが、 gp91phoxでは1日以降
で、p67phox，p47phoxでは3日以降で発現量が増加することがわかった。なお、好酸球の頼粒タンパク質
であるMajorBasic Protein (MBP)のmRNAの発現量はButyrate処理によって増加することがみられた。
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4) HL・60clone 15細胞の好酸球成熟過程におけるNADPHオキシダーゼのタンパク質の発現をWesternblot 
法で解析した。その結果、p40phoxおよびrac・2は0日でも少量ながら発現がみられたが、分化成熟に伴っ
て発現量が増加することがわかった。一方、即91phox，p22phox， p67phox， p47phoxは0日において発現が見
られなかったが、 3日以降で発現が誘導され、その後さらに発現量が増加することがわかった。なお、
MBPの発現量はButyrate処理によって増加することがみられた。
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5) Butyrate処理したHL・60clone 15細胞を免疫組織染色し、 NADPHオキシダーゼ構成成分の発現を解析
した。その結果、p40phox，rac・2は前骨髄球σおので発現していたが、gp91phox，p22phox，p67phox，p47phoxは
前骨髄球(PM)で発現していないことがわかった。また、すべての構成成分(即91phox，p22phox， p67phox， 
p47phox p40phox， rac・2)が発現するのは、好酸球系骨髄球(E-MC)と後骨髄球(E・MM)および、好酸球系梓状
細胞(E-Band)と分葉細胞(E-Seg)であることがわかった。なお、 MBPの発現は好酸球系骨髄球(E-MC)以降
で見られた。
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6)ヒト骨髄細胞を用いて免疫組織染色でNADPHオキシダ}ゼ構成成分の発現を解析した。 HL・60clone 
15細胞で得られた結果と同様に、p40phox，rac・2は前骨髄球(P加。で発現していたが、gp91phox，p22phox， 
p67phox， p47phoxは前骨髄球(P切で発現していなかった。また、すべての構成成分(gp91phox，p22phox， 
p67phox， p4 7phox p40phox， rac・2)が発現するのは、好酸球系骨髄球(E-MC)と後骨髄球(E-M附および、好
酸球系梓状細胞(E-B阻d)と分葉細胞(E-Seg)であることがわかった。なお、免疫組織染色で染色された細
胞はH組問1染色で好酸球系細胞であることが確認された。

7) Butyrate処理したHL・60clone 15細胞を用いてNBT還元法で染色し、顕微鏡で観察した。活性酸素生成能
は好酸球の成熟過程の骨髄球(E-MC)と後骨髄球(E・Ml¥のおよび、好酸球系梓状細胞但・Band)と分葉細胞(E-Seg)
で現れることがわかった。

Butyrate処理 Butyrate未処理
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考察
れわれはこれまでにNADPHオキシダーゼが好中球成熟過程の骨髄球の段階で発現し、活性酸素生成能
を獲得することを明らかにしている (J.Leukω. Biol. 68， 216・，224，2∞0)。
今回われわれは、好中球と同様、頼粒球の仲間であり、活性酸素生成能を持つ好酸球の成熟過程におけ
るNADPHオキシダーゼ構成成分(卸，91phox，p22phox， p67pho>らp471治ox，p4句hox，rac・2)の発現時期を調べる
ために、ヒト前骨髄性白血病細胞HL・60clone15をモデル系として用いて、好酸球系細胞への成熟過程に
おけるNADPHオキシダーゼ構成成分の発現や活性酸素生成を検討した。
まず、 Nor血emblot，Wes鎗mblotおよび免疫組織染色の結果によって、即，91・，phoxとp22phoxが好酸球成熟
過程の骨髄球の段階で観察され、その後、その発現量は分化成熟に従って増加することがわかった。ま
た、即91・'phoxとp22phox両方ともに細胞膜に局在し、 gp91phoxやp22phoxの欠損患者ではgp91phoxと
p22phoxの両方が発現しないことがわかっている。以上のことから、卸，91・phoxとp22phoxともに好酸球成
熟過程の骨髄球の段階で発現し、その後、その発現量は分化成熟に従って増加することが明らかになっ
た。膜タンパク質gp91がlOXとp22phoxのほかに、細胞質因子であるp67p恥xとp47phoxも活性酸素生成に重
要な役割を果たしている。
細胞系で頼粒球を活性化すると、p47phoxとp67phoxが膜に移行し、膜タンパク質(卸91伸oxとp22phox)
と会合してNADPHオキシダーゼが活性化されることが報告されている。われわれのデータから、
gp91phoxとp22凶oxと同様に、p47phoxとp67phoxも好酸球成熟過程の骨髄球の段階で発現され、その後、
その発現量は分化成熟に従って増加することが明らかになった。また、骨髄球の段階では、好酸球が活
性酸素生成能を獲得することもわかった。
一方、細胞質因子m・1とm・2は低分子GTP，・bind同タンパク質であり、見%の相向性があることがわかっ
ている。さらに、ヒトでは、 m・2のタンパク質はm・1より96%以上多いこともわかっている。われわれの
研究結果iこから、 m・2は未分化細胞から発現し、分化成熟にしたがって増加することが見出されたが、
蹴・1は分化成熟によって減少することがわかった(データは示していない)。したがって、ヒトでは、 mc・2
は好酸球の分化成熟にしたがってその発現量が増加することによって、活性酸素生成に関与していると
考えている。また、閉じ細胞因子である併Ophoxは、 mc・2と同様に未分化細胞で発現し、分化成熟に従っ
て増加しているから、 NADPHオキシダーゼ構成成分に重要な因子になっていると考えられる。
以上のことから、好酸球のNADPHオキシダーゼ構成成分{即，91phox，p22phox， p67phox， p47phox，例。p胤
r邸・2)は、好中球と同様に、分化成熟過程において骨髄球の段階で発現量が増加し、活性酸素生成飴が獲
得されることがわかった
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3.今後の研究計画

我々は内皮細胞における核内受容体による IL-6、VCAM-lなどの炎症性因子の遺伝子発

現制御に関する研究を行っています。これまでの検討結果では、核内受容体によって炎症性因

子の転写抑制作用には、核内受容体.遺伝子間に侍異性が存在することを明らかにしました。

これまでに、炎症性分子の遺伝子転写抑制に対する核内受容体の特異性とそのメカニズムを明

らかにした報告はありません.我々は、このような特異性が、標的遺伝子のプロンモーター構

造の微細な差異によって、また核内受容体.転写因子間相互作用に関与する転写共役因子の特

異性によってもたらされるとの仮説を立てています.今現在と今後、核内受容体の発現量の変

化また転写共役因子の発現量の変化によって、核内受容体による VCAM-lおよび IL・6遺伝子

の転写抑制作用の強度が変化するかどうかを検討致したいです.
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夜医学研究に勤しんでいる。主要な研究テーマは、血管壁に生じる炎症性疾患の発症メカニズム

を解明しその有効な抑止的治療法を開発することである。許君はその研究態度たるや非常に真

面白でかつ勉学意欲の高い優秀な学生である。これまでは、特に血管内皮細胞における接着分子

の発現制御に関する研究を進めており、核受容体リガンドやプロスタサイクリン誘導体が抗動脈

硬化的に作用する分子機構を明らかにしてきた。これらの研究成果は、筆頭研究者あるいは共同

研究者として既にいくつかの学会や論文で発表しており、他機関の研究者ともディスカシション

できるようになっているa性格も明るく、日々の生活においても教室の他の医学研究者や事務職

員とも協調してうまくやっている。これほどまで優秀な留学生をいまだかつて見たことがない、

というのが私の正直な感想である。
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要旨

一日中医制盛会助成事業ー

血管内皮細胞におけるIL-6・VCAM-1プロモーター活性
に及ぼすPPARαの作用

研究者氏名: 許 欣

中国所属機関 中国医科大学付属第三病院内科

日本研究機関 大阪大学医学系研婿ヰ分子病態内科学

指導責任者 舗市 笠山宗正

共同研究者名 大月道夫， 斉藤博， 住谷哲， 幸原晴彦

血管内皮細胞におけるサイトカインや接着分子発現の増強は血管壁における炎症の分子的基盤のひとつと考えられて

いる。 PPARαが血管平滑筋細胞における IL-6産生と血管内皮細胞における VC刷 -1発現を抑制することが報告され

ているが、その作用機構は不明であった。我々は、培養血管内皮細胞において、 Fenoの処理により IL-6産生および

VCA¥1-1発現が低下することを判明しました。レポーター遺伝子を用いた解析により、これら炎症性分子の発現低下は

少なくとも一部尚宣伝子の転写レベルでの抑制に基づくこと紳Ij明した。また、EMSAによる解析結果より、Fe∞はIL-6

遺伝子およびVCAM-1遺伝子のプロモーター領域に対するNFrcBの結合を阻害することが明らかとなった。Fenoは、

τNF-a刺激時の NFrcBp65蛋白の核内移行に対しては影響を与えなかったことから、 NFrcBの活性化阻害における
Fenoの作用点はl'."'FrcBの核内移行後のステップにあると考えられた。 PPARyのリガントであるPioはIL-6遺伝子お

よびVC品，f-1遺伝子のプロモーター領域に対する NFrcBの結合に影響を及ぼさなかったことから、 Fenoの作用は

PPARaを介したものであると考えられた

KeyWor由 Endo'出elialcells ， PPAR・a刷la， 11-6，VCAM-1 ，. 
緒言:

種々の炎症性疾患においては、血管内皮細胞におけるサイトカインや接着分子の発現が増強し、これらは血管壁にお

ける炎症の先守的基盤のひとつと考えられている。したがって、これら炎症性分子の発現抑制は抗炎症薬のターゲット

として有用であると思われる。実際に、強力な抗炎症薬のひとつであるグルココルチコイドは種々のサイトカインや接

着分子の発現を抑制することが報告されている 130 このようなグルココルチコイドの作用は、グルココルチコイドレセ

プター(GR)を介した模糊宣伝子の転写抑制によると考えられているえ最近では、 GR以外の他の核レセプターのリガン

トによるこれら炎症性分子の発現抑制も明らかにされている刊カ丈その分子機構の詳幸田については不明の点が多い。

Peroxisome proliたrator-activatedre白ptor(PpAR)αは核レセプタースーノてーファミリーに属する受容体であり、

種々の脂肪酸やフィブラート剤により活性化される。すでに、 PPARαが血管平滑筋細胞における IL-6産生と血管内皮

細胞における VCA¥1-1発現を抑制することが報告されている 5.ηが、その作用機構は不明であった。今回、我々は血管

内脇田胞におけるIL-6とVCAM-1遺伝子のプロモーター活性に及ぼすPPARIαの作用についての餅斤を行った。

対象と方法:

細脚音養:ウシ大動脈由来内皮細胞(BAEC)は10%FCSを含むDMEM培童話夜で、ヒト瞬帯静脈由来内皮細胞(HUVEC)

はlO%FCS、2ng/mlbFGFを含むMCDB131培着夜で培養した。

レポーターアッセイ:IL-6レポーター遺伝子(-179/+12hIL-6-LUC :大阪大学審良静男博士より供与)またはVCAM-

lレポーター遺伝子(ー258/+40hVCAM-1-WC :群馬大学倉林正彦博士より供与)を、 Su開rFect(QIAGEN)を用いて

BAECに移入した。 2時間後に細胞をフェノプラート(Feno)で24時間処理し、その後廿ぜF-α(20ng/ml)で刺激した。

刺激4時間総氾AM-1レポーター)または8時閉鎖IL-6レポーター)に細胞を溶解し、ルシフエラーゼ活性を視l陀した。
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ET必A(elec廿'Ophoreticmob出ty-shiftas羽IY):HUVECをFenoまたはピオグリ夕、ノン(Pio)で24時間処理した後

τNF-aで束l撒し核蛋白を抽出した。ヒトIL-6プロモーターおよびヒトVC品11-1プロモーター領域のNF--'I(B結合配列

を含む標識オリゴヌクレオチドを作成し、とれに対する結合を解析した叱

免疫染色:HUVECを2%パラホルムアルデヒドで固定した後200倍希釈の抗NF--'I(Bp65抗体(おn也 Cruz)を加え、

ピオチン化担G抗体で処理した後Ve伽 S回h社ABCkitを用いて免疫染色を行った。

結果

BAECにIL-6レポーター遺伝子を移入し、 IL-6プロモーター活性に及ぼすFe∞の効果について検討した(図凶。

廿.JF-αの刺激により止ー6のプロモーター活性は 16倍に増加した。 Fenoはこの活性を濃度依存性に抑制した。 Feno

単独ではIL-6プロモーター活性に影響しなかった。また、官、.JF-αはVCAM-1プロモーター活性を約20倍に増加させ

たカ丈島mの処理によりこの活性は有意に抑制された(図1B)。

IL-6遺伝子とVCAM-1遺伝子のプロモーター領域には、各々 1ヶ所および2ヶ所のNF--'I(B結合配列が存在する !}.1ω。

そこで、 Fenoがこれらプロモーター領域へのNF-.d3の結合を臨書するか否かについてEMSAによる解析を行った(図

2)。その結果、 FenoはIL-6遺伝子およびVCAM-1遺伝子のプロモーターに対するNF--'I(Bの結合を阻害した。日oは

このNF--'I(B結合を阻害しなかった。

NF--'I(Bの活性化に閥租胞質から核への移倒也、須であること利用らかにされている 11)ため、 NF--'I(Bp65蛋白の細胞

内局在に対する Fenoの作用について解析した(図 3)。免疫染色法では τNF-αの刺激によって凶5の核内移行が観察

されたが、これはFe∞の処理によって影響を受けなかった。

考察

我々 は、培養血管内皮細胞において、 Fenoの処理によりIL-6産生およびVCAM-1発現が低下することを報告した叱

レポーター遺伝子を用いた解析により、これら炎症性分子の発現低下は少なくとも一部は遺伝子の転写レベルでの抑制

に基づくこと桝j明した。また、 EMSAによる解析結果より、 FenoはILー6遺伝子およびVCAM-1遺伝子のプロモー

ター領域に対する NF--'I(Bの結合を阻害すること例月らかとなった。 Fe∞は、官@-α刺激時の NF--'I(B凶5蛋自の核

内移行に対しては影響を与えなかったことから、 NF--'I(Bの活性化阻害における Fenoの作用点はNF--'I(Bの核内移行後

のステップにあると考えられた。 PPARyのリガントである日oはIL-6遺伝子およびVCAM-1遺伝子のプロモーター領

域に対するNF--'I(Bの結合に影響を及ぼさなかったことから、 Fe∞の作用はPPARαを介したものであると考えられた。

PPARαがNF--'I(Bの活性を阻害する分子機構の詳細は不明である。最近Deleriveら12)は、過剰発現実験系において

PPARa.が凶5蛋白と結合することを証明している。したがって、血管内皮細胞においても実際にPPARαが凶5と結合

し、樹鑓伝子のプロモーターへの NF--'I(Bの結合を血書しているのかもしれない。あるいは、 PP.成αがNF--'I(Bと転

写共役因子{α即位vator)との結合を競合的に阻害することにより、NF--'I(Bの活性を低下させている可能性も想定される。
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図2

A. 11-6 gene B. VCAM-l gene 

TNF-a TNF-a 

Feno Pio Feno Pio 

.... 

.... 

5'-AAATGTGG_GATITTCCCATG 5'ーCTGCCCTGGGτTICCCc1寸ー

ーGAAGGGATTTCCcrCCGCC

IL-6プロモーター (A)およびVCAM-lプロモーター (B)へのNF-KBの結合に及ぼすフェノフイプラ
ートの作用 、

HUVECをフェノフイプラート (Feno)またはピオグリタゾン (Pio)で処理した後， TNF-a (20 ng/ml) 
で刺激し4時間後に核蛋白を抽出しEMSAを行った.

Conlrol 百~F・a TNF・a+.Feno 

図3 TNF-aによる NF-KBp65蛋自の核内移行に及ぼすフェノフィプラートの作用

HUVECを100μMのフェノフイプラート (Feno)で処理した後 TNF-a(20 ng/ml)で刺徴した.抗

NF-KB p65抗体を用いた免疫染色を行った.上段:blocking peptide (ー)，下段:blocking peptide (+) 
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3.今後の研究計画
脳虚血により起きる神経細胞死に対し、BDNF，FGF，EGFに代表される神経栄養

因子がどのような細胞保護効果をもたらすか、そして、その効果がcytochrome

cの放出と Bcl-2とどのように関連しているかを探求する計画である。免疫組織

化学や生化学的手法を駆使して、ミトコンドリアを介したアポトーシスを中心

に評価する。加えて、 BDNF遺伝子、 EGF受容体遺伝子のノックアウトマウス

を利用して、内在性のこれら神経栄養因子の役割についても考察したい。
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力を有していると判断されます。
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軽度前脳虚血による C57BIJ6マウスの虚血耐性発現に関する研究

要旨

呉超然

中国大連医科大学附属第四病院麻酔科医師

日本新潟大学医学部麻酔学講座大学院生

脳虚血前処置分子機序の研究は、虚血性脳損傷のメカニズムの解明だけではなくて脳虚血治療

法の開発にも役立つと思われる。今回、我々はまず遺伝子操作の分野でよく使われる C57BU6

マウスを用いて、マウス脳虚血前処置モデルを作成し、そして神経細胞の生と死と関連する Bcl-

2fan語Iyタンパクの発見について経時・定量的に検索する。

雄性C57BU6マウスを用いた。前脳虚血は、両側の総頚動脈を閉塞することによって行った。

対照群 (shamコントロール)、虚血群 (18分間虚血)と前処置群 (6分間虚血後48時間後

1 8分間虚血)に分けた。線条体損傷は凍結切片に行われる MAP-2染色によって評価した。BcI-

2タンパクを定量的に測定するために、 6分間虚血後再潅流4時間、 24時間、 48時間、 72 

時間、 1週間ごとに脳を取り出して、皮質、海馬、線条体をそれぞれ剥離し、 W白飽m blotの方

法を用いて、 BcI-2タンパクを定量的に測定し、バンドの光学密度を評価する。

虚血後の残存神経細胞数は虚血群に比較して前処置群で有意に多かった。虚血群においては、

MAP-2免疫染色はほぼ完全に脱落した。前処置群では対照群に比べて MAP-2免疫染色は若干減

弱したがずかなり正常に近い状態で染色された。 6分間虚血後、線状体において Bcl-2タンパ

クの量が増える一方で48時間の時点でピークに達した。

C57BU6マウスにおいて、軽度前脳虚血はその後の致死性脳虚血に対して保護作用があること

が示唆された。この保護作用は短期間虚血による Bcl-2タンパクの増加と関連があると示唆する。

Key word: C57BU6 mice; Bcl-2; Ischemic preconditioning; S凶atum;Sublethal ischemia 

Iotrl叫 uc舗00

百lebcl-2 protか叩coge関 isfirst di田overedin b-cell Iymphoma創叫 avariety of other can回目

σs吋imotoet aI.， 1985). It is also ob田rvedin由e田 otralnervous system (CNS) d町ingem耐y佃 ic

也:vel叩皿ent(LeBrun et aI.， 1993; Novack and Korsmeyer， 1994)， but levels are greatly downregulated in 

the m母orityof po羽mitoticCNS即日ronsof adult brain (M釘IYet aI.， 1994). 百lebcJ-2 fanuly of 

oncogen回開codesspecific proteins that re伊late叩optosisinduced by a variety of stimu1i (Vaux et aI.， 

1988; Davies 199のAmong出eserelated pro包ins，Bcl-2 and BcJ-xl suppress apoptotic cell d朗自，

whereas Bax promote it (Oltvai et aI.， 1993). Changes in白ebcl・2far凶lygenes levels have b田n

observed部回rlyas 6 to 8 hours after ischemia (Kr亀jewsk.iet al.， 1995; Chen et al.， 1996; Antonawich et 

aI.， 1996). Therefl自己， it h部 attracted出emost attention that出ecounterre伊 la旬dexpression of Bcl-2 

fanuly proteins determines wbether neurons toward survival or apoptosis (Yang E et al.， 1996， Kroemer 

G.，1997). 
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Most evidence indicated that a抑ptotic田IIdeath may occ町 aftertransient国間braliscbemia and白紙

dysregulation of Bcl・2and rela凶 proteinsac白leratesischemic neuronal i吋ury. Furthennore， a 

forebrain ische凶cpreconditioning m峨 1in C57Black/Crj6 (C57BU6) sU∞ devel叩edrecently in our 

laboratory has shown that s凶 talneuronal i吋urya伽回lsientbilateral comm叩 carotid制 :eryocclusion 

(BCCAO) can be str，叩glyr，吋ucedby a sublethal ischemic episode (WU CR et al.' 2001). To address the 

questioo of whether the田 BcI-2fru:凶Iyproteins participate in出eωcurren回 ofischemic preconditioning 

protection induced by sublethal forebrain ischemia， we examined Bcl-2， BcI-xJ， and Bax expression by 

immunohistochemistry and immunoblot assays in the nonnal s位iatumand following 6 DUn of sublethal 

forebrain ischeDUa in C57BU6 mi田.

Objective 

We developed叩 iscbemicpr配onditioningm似たIin C57BU6 mi田.And白enaimed to address the 

question of whether BcI-2 family pro飽insparticipate in the induction of ischemic tolerance. As a 

preliminary experim佃 t，we exru:nined if ischemic pr，配onditioningalters expression of叩optosisinhibitor 

BcI-2， Bcl-xl， and apoptosis promoter Bax by using westem blot. 

Materials and Methods 

Induction of forebrain ischemia 

Experiments were carried叩 tin adult male C57BU6 mi田 weighing19 to 23 g (8・10weeks old). 

Animals we陪a1lowedfree a∞回sto ti∞d and water and housed in a c1imate-controlled environment 
(25'C). Forebrain ischemia wωinduced by bilateral common carotid artery occlusion (BCCAO) for 18 

min under 1.0% balothaneJoxygen anesthesia via a face mask. During the pr'ωedure， the rectal 

temperature was maintained betwec沼 36.7and 37.5'C. After repe巾 sion，the animals were cared in a 

W釘m，humidified chamber (32・33'C)for another 3 hours before being returned to their cages. For 

preconditioning， ru:岨malsw釘'esub長ctedto aふminBCCAO 48 h betiぽe出e18-min iscbemia. 百le

animals underwent expos町eof bilateral common carotid arteries without BCCAO were used箇

sham-controls. 

Tr佃 scardiacpe巾 sionand brain tissue prepara低価

On出e7由 dayafter reperfusion， animals were reanesthetized by叩 intraperitonealinj配 tionof sodium 

pentobarbital (150 mglkg) and transcardiacally perfu碍dwi白 0.1M PBS containing heparin (4 uniω'ml)， 

followed by 0.01 M peri叫a島E・0.075 M lysine-2% parafonnaldehyde (PLP) in 0.0375 M 

phosphate-bu偽r吋 solution(pH 6.3).百lewhole brain was removed from the skull and post-fixed in tbe 

same fixative for 4 h. Thereafter， the brains were washed in gradually increasing concentrations of 

sucro田 in0.1 M PBS (10% for 4 h， 15% and 20% for 12 h each)甜 dthen rapidly合ozenin 

2-methylbutane chilled at・80'C. Consecutive coronal sections (16阿n)were prepared on a DUcrotome 

and used for microtubule-associated protein-2 (MAP-2) immunohistochesUstry staining. For in situ 

- 188 -



det自由nof DNA fragmentation， another田tof animals were pe巾 sedwith 0.1 M PBS containing 

heparin (4 units/mJ) followed by 20% sucro担 in0.1 M PBS at 72 h after re戸巾sion. 百 ebrains were 

then removed 合omthe skull， and rapidly合ozenin 2・methylbutanechilled at・80'C.

Assessment of neuronal damage 

Ischemic neuronal damage w槌 visualizedby MAP-2 immunohistochemi紺y. Briefly，田ctionswere 

post-fixed with 4% paraf，叩nal制 lydein O.l M PBS for 10 min and wa由edthr館山leSwith 0.1 M PBS. 

Endogenous戸:roxi也sewas inactivated by incubating the蹴 tionswith却%methanol containing 0.1 % 

~02 (v/v) for 45 min. Sections were出伺 followedby seque凶 alincubations in 1) 2.5% horse serum in 

0.1 M PBS containing 0.2% Tw田n・20and 1.5% BSA for 60 min， 2) anti・MAP-2monoclonal antibody 

(Boehringer MaMheim， Mannheim， Gennany) diluted in 0.1 M PBS at 4'C overnight， 3) biotinylated 

borse釦 6・m側回 IgGfor 60 min， and 4) avidin-biotin-戸roxi由民 complexin 0.1 M PBS for ωmin. 

百lebiotinylated s配 ondaryan曲叫y卸 d曲ea'叫din-biotin-peroxi也記 W釘epurchased from Vector 

Laboratories (Burlingame， CA). 百leMAP-2 immunoreaction w部 visualizedby incubating the田ctions

with 0.05% 3，3'-diaminobenzidine and 0.002% HP2・

In siωlabeling of DNA食agmentation

By using an apoptosis in si回 detectionkit (Wako Pure Chemical Industries， Os紘a，Japan)， terr叫nal

dωxytr叩 sferase-mediateddUTP-nick end labeling (TUNEL) was carried out on non-fixed s配 tions(16 

μm). Sections were p侶 t・fixedwi白4%paraformaldehyde in 0.1 M PBS for 15 min at room temperature， 

followed by ethanoVacetic acid (2:1) for 5 min at・20'C，加dthen penetrated wi血3lJもTritonX・looinO.l

M PBS for 60 min a1 r∞m temperature. 百le田ctionswere then incubated in TUNEL reaction solution 

for 60 min at 37'C. After w踊 hing，sections were incubated in 30% ~02 in 0.1 M PBS for 10 min to 

quench endogenous peroxida路 andincubated wi出制tiFlTC・conjugatedperoxidase for 60 min at 37'C. 

TUNEL-positive回IIswere visualized with di創凶nobenzidine. Identical to tOO assessment of intact 

neurons， TUNEL-positive cells were counted in five部 signedsubregions. 

Westem blot analysis 

Immediately after d邸 apitationat 4， 24， 48， 72 h，組d7 day followiog 6 mio ischemia (0 = 12 per 

group)， mou田 S凶aωmw，踊dis田cted，and homogenized in RIPA以lffercontaining protea民 inhibitorson 

ice. After c叩，trifugationat 14，0∞g for 30 minutes， the鎚:rumw笛 collec俗d.The protein levels were 
qu組 tifiedby spectrophωometry， and曲ely回tewas boiled at 95 in sodium dodecyl sulfate loading加ffer

(loo mmol/l Tris-HCl， 2∞mmoVl dithiourea， 4% sodium由必cylsulfate， 0.2% bromophenol blue， and 
20% glycerol) for 5 minutes. Then， 40μg protein samples were. loa也d onto a 12% 

SDS-polyacrylamide gel.百letr却 sferredpolyvinylidene difluride (PVD町membranew踊 incubatedin 

ei白釘mou田 antiBcI-2 (1:1倒)()，Transduction Laboratories.) or rabbit anti BcI-XL， Bax antibody (1:500， 

Santa Cruz Biotechnology Inc.) for 2 hours at r∞m 飽mperature.A負erwashing three times in PBS 

containing 0.1 % TWI田n・20，the appropriate secondary antibody w槌 appliedat a 1 :3000 dilution for 1 h. 

The membrane w出 washedin PBS containing 0.1 % Tween-20 thr白血nesover 30 sUn，泊施nincuba低din 
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ECL Plus w<白temblot出.gdetection reagents (Amersham Phannacia Biotech)血d既伊sedto Fuji RX 

film (Fuji， Tokyo， Japan). Autor叫iogramsignals were quantified by a gel也nsitor即位icscanning 

progr;創D.The relative protein levels were detefsUned from出erelative optical densities of the 

corr田p叩 dingprotein ban也 andwere normalized to background values obtained on the姐melane.

Statistical analysis 

Qu血tita'凶ve也.taare exprl回鈴d錨 U抱組:tstandard deviation (SD) and組 alyzedby ooe-way ANOVA 

after normality of dis回加tionw踊 prov1叙i ANOVA w部 followedby Dunnett's post h民協t~町

multiple comparisons. A p-value less由an0.05 is considered statistically different. 

Result 

on the田崎nthday after 18・rnini町民師ia， neuronal loss could be found in the Stri8ωm， hipp配細抑1
CAl， CA2 and CA3 regions，包1<1血ecortex as well回 otl即時，gions，田 vis回Iizedby MAP-2 

immunostaining. In the hip伊伺mpus，neuronalloss always occu町'edin the dorsal CAl region， CA2錨

well CA3 region. In 3 out of 6 animals， CAl neuronal darnage w踊 asymmetricafter 18・rninischernia. 

In contrast， S釘iatalneuronal damage in曲ebila飽ralstriatum w国 synune住icand more consistent. 

Sin田 neuronaldamage in由es回atumw，回 moreconsistent after血e18・rninischernia，出eextent of 

prOlJ目白nby ischemic preconditioning was exarnined in也es住iaωmby MAP-2 immunohistochemis町

staining. In the記ctionsobtained 企omsham-con佐01animals， bωh soma ar叫 dendri飽swere in加lsively

stained. I詑h佃血f町 6min rl国 ultE対 inno detectable loss of MAP-2 immunoreactivity in the bilateral 

s凶atum. An 18・minischernia caused n回 rcomplete loss of MAP-2 immunorl回 ctivityin 4 out of 6 

創岨mals. A 6-min ischemic epi回deperfl町med48 h before the 18・minischemia strongly reduced the 

loss ofMAP-2 immun町eactivitydue to the 18・rnioischernia. 

There were 00 TUNEL-positive cells to occ町 insections ob凶nc:姐 fromsham-control animals. 

TUNEL-positive cells intensely existed at 72 h after re戸巾sionin animals subjec凶 to18・rninischernia 

but not 6・rninischernia. Again，白.e6-min i配 hemiaperfon磁調d48 h before the 18-min ischemia 

signific叩 tlyreduced the Dumber ofTUNEL-positive cells caused by the 18・minischemia. 

The levels of Bcl-2 and Bcl-xl pro也i邸 expre凶ionwere inぽ伺sed位om4h to 7 days after 6 min of 

BCCAO wi白 amaximum intensity occurred in出e48h time point. Bax immunore配tivityw;出 very

faint io the above mentioned time points. 

Di提出sion

The major finding of the戸田entstudy is白紙 transientbilateral common carotid artery occlusion 

produces a consistent s凶atalinjury that c叩 bestrongly attenuated by a sublethal ischemic episode. And 

also we demonstrate白atthe Bcl-2 farnily proteins participate in the prωess of白isischemic protective 

effect. 

Currently， alrnost all available ischemic prl目 onditioningmodels have b舘 ndeveloped in rats or gerbils， 

- 190 -



but this is not corresponding to that most genetic alterations have版記nperformed in mice. Among 

di自己rentstrains，白eC57BU6 strain has been shown to be most susceptible to釘ansientischemia induced 

by BCCAO (Barone et al.， 1994; Fujii et a1.， 1997; Yang et al.， 1997). Additi叩 ally，studies have shown 

that injury to 恥制御m in C57BU6凶 ceis more consistent in com戸d回目 with injury師自e

hippocampal CAI region (ferashima et al.， 1998). 

In preliminary experiments， we had examir凶 neuronaldamage induced by BCCAO for 3， 4， 6 and 8 

min. Although there was no s釘iataland hippocampal neuronal damage ωbe found after 3 or 4 min 

ischemia， their protections against the subsequent 18-min ischemia were weaker. In contrast， ischemia 

for 8 min sometimes cauぉdserious s出ataland hippocampal neuronal damage. We thus ch回ea 

duration of 6 min as由econditioning ischemic insult. While the ふminischemia did not回 use

noti田 ables凶atalneuronal damage回 demoostratedby both MAP-2 immunohistωher凶s町民祖国ng，it 

rendered strong protection against ischemic neur，叩aldamage induced by the subs叫uent18-min ischemia. 

The extents of pl'O飽ctionare comparable with白紙 repor白din hippocampal CAl neuroos in a gerbil 

i記her凶cpreconditio凶ngmodel (Kirino et al.， 1991; Kitakawa et al.， 1990). 10叫dition，we also found 

曲atischemia-induced DNA fragmentation w回 attenuatedby the conditionc姐 ischemia，indicating that 

anti-apoptotic actions may be induced by the conditioning ischemic episode. 

I恥Yもbe施e主んふ山目maybese閃阻1m即t隠e帥 an削ismsb句yw州叫hic川h凶Bclト'何ldB制cl-x

問 u町ro叩ns.Bcl-2 plays a key role in regulating initi甜onof programn也d回Ud伺出bypreventing egress of 

cytochrome C into cytoplasm. Cytochrome C， in tum， complexes with apaf-l activating c部p出e9， an 

important triggering event in apoptosis. Bcl-2 may also play a role in stabilizing the mitochondria and 

maintaining its mernbrane potential， thus preventing the generation of 念館 radicals.So that， the 

expression of BcI-2 in neurons白紙arestressed may be an import叩 tevent that ensures neuronal survival. 
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3.今後の研究計画

モルモット虚血再濯流障害に対するNOの心筋保護作用のメカニズムについて

①ランゲ、ンドルフ心臓を作成して、 ESR器械で、虚血と再濯流中の酸素ラジカルを測定する。

②NO供与体FK409をランゲ、ンドルフ心臓に投用して、 ESR器械で虚血と再濯流中の酸素ラジ

カルを測定して、酸素ラジカルを減少させることが確認、する。

③通常電顕でのミトコンドリアの形態学観察。

④凍結切片のcytochromec， caspase 3， caspase 9， bcl-2， bax等apoptosis関連蛋白の免疫

組織化学染色して、心筋細胞apoptosisとの関連を調べる。

4.指導責任者の意見

研究者は愛知医科大学当講座に籍を置いて以来、外科臨床をやりながら積極的に研究活動

を行って来ました。すでに研究成果を上げており、特にモルモットLangendor釦心臓モデ、ノレを用い

て心筋細胞虚血再濯流障害に対するNOの心筋保護作用が明らかにしております。現在、さら

に研究を発展させており、 NO供与体を含有する心筋保護液分野での新たな成果が大いに期待

できます。

指導責任者氏名

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

蒸発表に当つては、日中医学笛会助成金による旨を明記して下さい。
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Summary 

一日中医学協会助成事業ー

虚血再港流心筋障害に対するNOの心筋保護作用について

一-NO供与体FK409添加心筋保護液の検討ーー

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者名
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堀田芳弘，塩井健介，永田昌久，川井範夫，石川直久

Effects of FK409 were investigated in perfused guinea-pig Langendorff hearts subjected to ischemia 

and reperfusion. Nitric oxide electrode， fluorometry and31P-NMR were used to monitor the changes in 

the cel lular high phosphorous energy and NO and Ca2+ content in the heart together with simultaneous 

recordings of left ventricular developed pressure. An NO electrode was placed in the right atrium 

of a fura-2 loaded heart. After cardioplegic arrest with St. Thomas' Hospital solution， normothermic 

(370C) global ischemia was induced for 40 min， and the hearts were reperfused for 40 min. FK409 at 

10-IM， which has a minimum inotropic effect on nonischemic hearts， was added to the cardioplegic solution. 

Treatment with FK409 reduced the left ventricular end-diastol ic developed pressure during and after 

the ischemia and improved the post-ischemic recovery of LVDP from 55.4% at 40 min of reperfusion in 

FK409-free hearts up to 80.4% in hearts treated with FK409 (p < 0.01). The flow rate (ml/min) at 1.5 

m i n a f te r t rea tmen t w i t h STS was 27. 7 i n hea r ts t rea ted w i th FK409 compa red w i th 21. 2 i n d rug-f ree hea r ts 

(p < 0.01). Treatment with FK409 had a significant preservation effect on the tissue level of s-ATP 

at the end of ischemia or reperfusion. During ischemia， arrested with STS， the intracellular Ca2+ 

accumulation and NO release were reduced. At the end of the 40 min period of ischemia in FK409-treated 

hearts， NO release was 86完greaterthan in drug-free hearts without reference to the Ca2+ concentration. 

In cardiac surgery， normothermic arrested hearts are subject to damage by oxygen-free radicals in 

reperfusion-injury. Therefore， NO exogenously suppl ied. by FK409 was responsible for the 

cardioprotective action， presumably by actingdi rectly as an oxygen radical scavenger during reperfusion. 

It is suggested that a specific NO-donor， like FK409， has potential therapeutic use as an NO-mediated 

vasorelaxer and additional protective action of the NO-donor for reperfusion-injury hearts if added 

before i schemi a. 

Keywords: FK409，nitric oxide electrode， Ca2t_fluorometry， 31P-NMR， ischemia-reperfusion. 

目的

一酸化窒素 (NO)は冠血管平滑筋を弛緩、 ATPの減少を抑制し、心筋細胞内 Ca2+レベル低下や酸素ラジカル

を減少することによって心筋保護できる一方、スーパーオキサイド (02・)と共存するとパーオキシナイトライ

ト (ONOO-)を産生し、むしろ細胞障害を引き起こす可能性がある。本研究ではNO供与体FK409(藤沢薬品K.Kよ

り供与)を用いてモルモット摘出心臓に対する虚血再樫流心筋保護作用を検討した。ランゲンドルフ心臓に

S t. Thomas液と薬液を注入して心臓を停止させ、再濯流を行い、虚血前(100%)と再濯流後の左室内圧の変化(1e f t 

ventricular developed pressure LVDP， left ventricular end diastolic developed pressure LVEDP) 
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冠血流量(FR)の回復率(%)を求めると同時に‘ 3Ip-NMRを測定し、高エネルギーPの動態について、薬物投与群と比

較した。また、 NO-meterとFluorometerを用いて、虚血再濯流中のコントロール，S1. Thomas液のみ、

S 1. Thomas +FK409投与群のCa
2t
、NO動態について経時的に測定し比較検討した。

方法

A.モルモット摘出心潜流

摘出モルモット(♂平、400g前後)心臓の大動脈にカニューレを挿入し、Krebs-Henseleit液(阻液、 Ca
2t
2. OmM、

pH7.4、37"C、 95% O
2
+5% C02混合ガス飽和)で濯流 (75cmH20)し、 Langendorff (LN)心臓を作成した。コン

トロール (Cgroup， n=8)として、阻i液で 30分間濯流安定化させた後、 40分間濯流停止し、 40分間阻液で

再潅流した。また、一群のモルモット LN心臓 (Tgroup， n=8)を即液で 30分間安定化した後 St. Thomas液を

注入して、心臓を停止させて、 40分間濯流停止し、 40分間阻液で再濯流した。また、別の一群のモルモット

LN心臓 (Fgroup， n=8)をNOの供与体FK409を含むS1.Thomas液で心臓を停止させて、 40分間瀧流停止し、 40

分間 FK409含有しない新しい阻液で再濯流した。各群のモルモットの LN心臓の左心室にバルーンを挿入し、

左室内圧 (LVDP)と左室拡張期圧 (LVEDP)を経時的に測定した。大動脈に連結したカニューレに電磁流量計

を付けて、冠血流量 (FR)を経時的に測定した。下のプロトコールに従い、各群の再濯流後の LVDPの回復率

(%)を虚血前 100%として求めた。

B.31p_NMRの測定方法

上に述べた群のモルモットの LN心臓はGSX400FT-剛R装置(JEOL)の直径 20mmのP核種専用プローブ中に設

置し、虚血前、虚血再濯流中の高エネルギーPの動態を経時的に同時に測定した。

c. NO・と Fura-2Ca2t signalの測定
1) NO電極の設置とFura-2の負荷

摘出モルモット(♂♀、 400g前後)心臓の大動脈にカニューレを挿入し、阻{液を流量 7"-'9ml/minの速度で

ポンプを用いて送液し、 Langendorff心臓を作成した。収縮力は左心室にバルーンを挿入し、左室内圧 (LVDP)

を測定した。 NO選択電極は心臓の右心房(冠状静脈洞)に挿入され心臓から流出する NO・の変化を測定した。

対照カーボン電極は心臓の外の外液中に置き、 NO電極を安定化させながら心臓に fura-2AM 5μM (25% 

Cremophore EL)含有阻液を 30min開港流し fura-2を心臓に負荷した。負荷後に新しい問液で洗浄して、心

筋細胞外の fura-2AMを完全に除去し、 20min間安定化させた後、実験を行った。 (EurJ Pharmacol.1995; 282: 

121.) 2) NO測定法 NO選択電極は心臓の右心房(冠状静脈洞)に挿入され、電磁波の影響を受けない環境下

で測定した。 NO電極は、直径 0.2mmでplatinumと iridiumの合金 (Pt90%， Ir 10%)よりなり、 KCl膜、 NO

選択性セルロースレジン膜、ガス透過性シリコン膜の3層より構成ーされている。 NO選択電極と対照カーボン電

極のpAレベルの還元電流を NO-meter(NO-501， Inter Medical Co.)を用いて 50160HzNoi se e 1 imina tor (Hum Bug 

Quest Scientific Instrument， Canada)を介してノイズを除去して測定した。 NOレベルは、定流量濯流で基礎

値が安定した電流値 (pA)をゼロとした。

3)蛍光測定

Fura-2を負荷した摘出心臓は Fluorometer(CAF-I00、JASCO)の測定ユニットの恒温槽の中に心臓の左心室

表面部分に光が当たるように設置した。即液を濯流しながら心筋に340と380nmの励起光を当て、蛍光波長500nm

での蛍光強度の比(rat i 0) 340/380を記録計に心臓内 Ca2t濃度変化として記録させた。Cgroup， T group， F group， 

各n=8についてFura-2Ca
2t 
signal、NOsignalおよびLVDPを同時に記録した。

D.虚血再濯流後の心筋のミトコンドリアの電顕観察 各組モルモットの LN心臓の虚血直前、虚血 40分間後、

再濯流 40分間後に左心室から心筋組織を摘出して、超薄切片を作製し、酢酸ウラン電子染色とクエン酸鉛染

色を行い、乾燥して透過電顕でミトコンドリアを観察した。

結果
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1 ATP、LVDP回復率とFRの変化率

虚血再濯流40分後のLVDPの回復率はF:81%T:55% C:33%の順に有意に存在を認めた。虚血40分後のATP回復率

はF:91%T:74% C:57%の順に有意 (pぐ0.05)に存在を認めた。

St. Thomas液注入直後のFRの増加率はF:187%T:145% C:I00%の順に有意 (pぐO.0幻に増加し、再潅流40分

後のFRの回復率もF:81.4%T:64. 8% C:41. 7%の順に有意 (pぐ0.05)に増加した。

2虚血再潜流中のNOとCa2+の濃度

T groupはCgroupより虚血後半のCa2t濃度を低下させた (C:ratio 1.09→ T: ratio 0.94 pぐ0.05)。

F group (ratio 0.88)は虚血後半の Ca21濃度がTgroupと同程度 (TとN.S.)で示されたが、 NOのみ上昇

していた (T: 302 pA→ F : 533 pA pぐ0.05)。再濯流後のNO、Ca21濃度は各群有意差は認めなかった。

3心筋細胞のミトコンドリアの電顕観察

F groupは再潅流 40分後に Cgroup、Tgroupに比べ、ミトコンドリアの膨化拡大、ミトコンドリア内の障

害が軽度で、虚血前の心筋電子顕微鏡像と同様、ミトコンドリアの大きさ、扇平形態、クリス夕、マトリック

ス、および内外膜構造は良好に保たれていた。

考察

1. KO供与体FK409は31p-NMRの測定においてコントロール、 St. Thomas液のみに比べて虚血後半にATPの存

在を認め、虚血後の再濯流により LVEDP、LVDP、FRおよびATP、PCrなどの高エネルギーPの回復を示し心筋保

護作用が認められた。

2. これに加えて，FK409投与後の虚血再濯流後の心臓の電額所見においてもATPを産生するミトコンドリアの

保持が認められた。

3. S t. Thomas液停止心臓においてコントロールよりも再濯流後の収縮力の回復は良くなるが虚血後半の Ca2t

および百0・を低下させた。これにFK409を加えた心臓では虚血後半にCa2tはほぼ同程度であるがNO・のみ上昇し、

更に再濯流による収縮の回復を高めた。

4. FK409投与群は再濯流直後にもi¥0の大きなトランジェントを示した。

以上より、虚血中の NO増大は、ミトコンドリアにおいて再濯流時に発生し、障害を起こす・02ーに作用し、ミ

トコンドリア機能を保持し、心筋の保護作用を示すと恩われる。
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3.今後の研究計画

今年度に得られた成果をもとにさらに研究を継続する予定である。

すなわち、Axinの関与はウイルムス腫療を含めた小児固形腫蕩では小さいと思われ

るが、Axinが関与するWnt伝達系路の他の因子として、。ヵテニンの異常がウイル
ムス腫蕩を含め、肝芽腫などで効率に見られることが、明らかになってきた。現在は

この8カテニン異常を腫湯細胞の中で抑制することを考えている。つまりアンチセン

ス配列を腫湯細胞に組み入れることにより、 8カテニン異常が抑制されるか否かを検
討中であり、この研究計画を今後も推進していく予定である。

4.指導責任者の意見

謬 江永君は、平成11年6月に大阪大学外国人客員研究員として、小児外科教室に

おいて小児悪性腫蕩に対する分子生物学的研究に着手した。平成12年4月よりは大学

院生としての身分を得て、現在に至るまで一貫して同研究を継続している。研究態度

は極めて熱心であり、積極的に研究分野の知識の獲得、実験技術の習熟に努力し、さ

らに研究方針・計画の決定にも参画する能力も発揮している。

また現在までに謬君は、小児固形腫蕩の一部をなす肝芽腫、腎芽腫例において8カ
テニン遺伝子変異が高率に発生していることを見いだし、論文投稿を行うなどの研究

成果を挙げている。

このように謬君は、研究への取り組みに見るべきところがあり、またその努力に応

じた成果も挙げている。これらのことは円滑に研究生活が維持されたお陰であるが、

今回支給された助成金に負うところが大きかったと考える。

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

業発表に当つては、日中医学笛会助成金による旨を明記して下さい。
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Abstract 

ー日中医学協会助成事業ー

小児腎腫携における Axin異常に関する検討

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者名

謬江永

中国上海市医科大学附属児科医院

大阪大学医学部小児外科

教授 岡田正

草深竹志、宇田津有子

The Wnt signaling pathway is essential for embryonic development and can be involved in 

tumorigenesis when aberrantly activated. This signaling stabilizes s・catenin，which accumulates in the 

qωplasm， binds to T-cell factor (TCF) and then upregulates transcription of downstream genes. In a 

subset of Wilms tumors， s-catenin mutations have been identified， and this suggested that abnormally 

activated Wnt signaling may contribute to tumorigenesis ofthis旬moれBecauseAxin has been recognized 

as a main component of Wnt signaling， and its mutations were reported in several types of malignancies， 

we analyzed Axin gene mutations in 22 pediatric renal旬mors.Twenty-four sets of the primers， which 

cover the whole coding region of the Axin gene， were used for PCR-SSCP analyses. Samples revealing 

aberrant band pa悦 rnswere fu巾 er加 alyzedfor sequencing. PCR-SSCP analysis found differently 

migrating bands in samples amplified for exons 2， 5， 6， 10 and their flanking introns. After sequencing 

these samples with migrating bands， the nucleotide changes were determined. Three of these variants 

were intronic nucleotide substitutions， and other four variants were substitutions in the exons which did 

not result in amino acid change. Frequency of each nucleotide change ranged from 2% to 48%， 

accordingly no pathogenetic gene mutations were detected. Our results indicated白紙 mutationsofAxin 

geneぉ amechanism of tumorigenesis are not associated with pediatric renal tumors including Wilms 

tumors. For better understanding of Wilms tumor carcinogenesis， further investigations on the other 

components ofWnt signaling such as APC， GSK・3s，and PP2A wjll be helpful.. 

Key words: Axin gene， mutation， PCR-SSCP， Wilmsωmor. 

Int roduct lon: 

The Wnt signaling pathway plays critical roles in embryonic development and tumorigenesis 

(1，2). This signaling stabilizes s-catenin， which accumulates in the cytoplasm， binds ω 下cellfactor 

(TCF) and then upregulates transcription of downstream genes (3・5).In a number of human cancers， 

different genetic defects which aberrantly activate Wnt signaling through s-catenin stabilization have 

been demonstrated (1). These include alterations of adenomatous polyposis coli (APC)， s-catenin， and 

serine/threonine protein phospha句se2A (PP2A). Axin is recently discovered田 amain component of Wnt 

signaling pathway， and different domains ofAxin have been shown to interact with other components of 

Wnt signaling such出 APC，glycogen synthase kinase-3beta (GSK・3s)，s-catenin， PP2A and Axin itself 
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(6・8).Axin is thought to have a critical role in degradating cytoplasmic s-catenin. Consistently， in SW480 

cells， a human colon-cancer cell line出ataccumulates s-catenin in nuclei， overs匂tementofAxin reduces 

the level ofs-catenin and suppresses TCF-dependent回 nscription(7， 9). 

The molecular pathways involved in Wilms旬mordevelopment訂elargely unknown. Many 

genes have been identified as being putatively regulated by WT1 gene. However， the cellular pathways 

abrogated ぉ aresult of WT1 mutations have yetωbe identified (10). On the other hand， the recent 

identification of s-catenin mutations in 15% of Wilms tumors implies that alteration of Wnt signaling 

pathway is important in the genesis of at least a subset of Wilms tumors (11). Because Axin is now 

regarded as an important component of Wnt signaling and its gene mutations have been detected in 

several kinds of malignancies (12，13)， we perform巴dthis 則 dyto determine whether Axin mutations are 

involved in Wilmsωmors and other pediatric renal tumors. 

Materlals and methods: 

Tumor Speclmens 

Tumor specimens were collected合om22 patients during ωmor resection at Osaka University 

Hospital and its affiliated hospitals. This series include 16 Wilms tumors， 3 malignant rhabdoid tumors of 

the kidney (MRTKs)， 2 cIear cell sar∞mas of the kidney (CCSKs) and 1 congenital mesoblastic 
nephroma (CMN). AIl tumor samples were examined microscopically priorωDNA extraction. AIl these 

samples were frozen in Iiquid nitrogen and keep at・800C.DNA was extracted from frozen tumor tissues 

according to standard protocol involving proteinase K digestion， seral phenol and chloroform extractions， 

and ethanol precipitation. 

内Iymer舗@ 曲面n 陶 actlon - Slngle 剖r飢 d Qmformat lon 向Iymorphlsm

Analysls 

The complete coding region of the Axin gene was amplified in 24 different polymerase chain 

reaction (PCR). The 23 primer sets were prepared according to primer sequences repo目edby Satoh et al 

(12). To analyze exon 10， we designed a set of primer 5'-GTTCCCTAGGTATGTGCAGG-3'(おrward

primer) and 5'-CTGCTTCTGAGCGTGGTA・3， (reverse primer). PCR reaction wぉ performedin a 

volume of50ml containing 100 ng ofDNA， 50 mM KCI， 10 mM Tris-HCI， 2 mM ofeach dNTP， 10 pmol 

of each prime巳1.0-I.5mMMgCI 2 and 0.25U Taq polymerase. Initial denaturation at 940C for 5 min 

was followed by 35 cycles on an automated thermal cycler (Tak釘aPCR Thermal Cycler， Japan). These 

incIuded denaturation at 94C for 30sec， annealing at 60-64 C for 30sec. and extension at 72C for 1 min. 

A final extension step at 72C for 10 min was added. 

PCR amplified products were applied for single-strand conformation polymorphism analysis 

(SSCP). One-two ml of each PCR product was electrophoresed on a 15% nondenaturing polyacrylamide 

gel (Clean Gel， Pharmacia Biotech， Uppsala， Sweden) in a Multiphor II system (Pharmacia Biotech， 

Uppsala， Sweden) with constant temperaωre at either 5， 10， 15 or 200C. The gel was stained by silver 

staining to visualize single strand DNAs， and band pattems were examined. 

DNA Sequenclng 

Specimens showing abnormal SSCP pa悦 rnsin the initial screening were reexamined by 

further duplicate SSCP analyses of PCR products derived from two additional separate PCR reactions. 
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Those showing reproducible results were subjected to DNA sequencing. Cycle sequencing was performed 

using the ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). 

Sequencing products were applied to an ABI prism 310 Genetic Analyzer， and detail of mutations was 

determined. 

目指ults:

PCR-SSCP analysis found differently migrating bands in samples創nplifiedfor exons 2， 5， 6， 

10 and their flanking introns. A食ersequencing these samples with migrating bands， the nucIeotide 

changes were determined. Three of these variants were intronic nucleotide substitutions， and other four 

variants were substitutions in the exons which did not result in amino acid change. Frequency of each 

nucleotide change ranged from 2% to 48% (Table 1). Abnormal band was not detected in other sets of 

pnmers. 

Dlscusslon: 

The human Axin gene locates at 16p13.3 and encodes a 900・aminoacid polypeptide with 87% 

identity to the mouse protein (14). Axin protein is a component of the Wnt signaling pathway which 

might be involved inωmor formation when aberrantly activated. The final effector of the signaling， 13・

catenin， binds TCF/LEF to act as transcriptional activator (3・5，15).When degradation of s-catenin 

白roughspecific phosphorylation by GSK・313is blocked， s-catenin is stabilized and stimulates the 

S飽tementof genes including c-myc， cサun，fra-l， and cyclin Dl (16). 

Axin binds and interacts with b-catenin， GSK・3band other several components involved in the 

Wnt signaling. Because Axin has been proposed to facilitate the phosphorylation of b・cateninby GSK・3b

(17，18)， loss ofAxin function may lead to oncogenic effect through b-catenin stabilization. Indeed， 

biallelic inactivation of the Axin have been found in human hepatocellular carcinomas (HCCs) and cell 

Iines (12)， which lack other causes for b-catenin stabilization such as mutation of b-catenin gene. AII 

these findings 抑 onglyindicate the tumor suppressor property ofAxin and its contribution to the 

development ofhuman malignancies through aberrant activation ofWnt signaling. 

In our present study， we have only detected several silent mutations in the coding region and 

intronic polymorphisms ofAxin gene in childhood renalωmors incIuding Wilmsωmor， MRTK， CCSK 

and CMN. AII these nucleotide alterations detected were not旬morspecific， because the same alterations 

were observed in the other kinds of tumors such as hepatocellular carcinomas (12)， breast and colon 

cancers (13)， and neuroblastomas (our recent da旬).Furthermore， some of these alterations appear to 

occur at relatively common frequencies. Our results suggest that Axin gene mutations as a mechanism of 

tumorigenesis are not associated with the tumors originated from the kidney in children. 

However， s-catenin gene mutations have been recently demonstrated in 15% of Wilms tumors 

investigated， suggesting an impor凶1tinvolvement of aberrantly activated Wnt signaling in this pedi鮒 ic

renal tumor. Interestingly， these s-catenin mutations are highly associated with occurrence of WTI gene 

mutations. Both of mutations affect two different cellular mechanisms， and may be necessary to obtain 

cIinically malignant property. For better understanding of Wilms tumor carcinogenesis， further 
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investigations on the other components of Wnt signaling such as APC， GSK・3s，and PP2A will be 

helpful. 
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3.今後の研究計画

私は今年3月に大阪大学大学院医学研究科臓器制御外科学(第一外科)博

士課程を卒業し、博士学位を取得し、 5月に中国北京医院普通外科に帰るつもり

です。北京に帰りましたら、日本で、研究した大腸癌肝転移の免疫治療、遺伝子治

療を続けてやりたいと，思います。中国でこの研究に関する動物実験を立ち上げま
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Abstract 

Augmentation of the hepatic immune system with IL-12 administration can prevent佃 dtreat liver metastasis. 

Fibroblasts genetical防engineeredωse側 eIL-12 have been shown ωpos田ssanti-tumor activi勿inthe subcutaneous 

tumor models. In血ISSωdy，也eanti-tumor efTect of intra-portal injection of fibroblasts genetica11y engineered to secrete 

IL-12 was investigated in murine liver metastasis models. Transfected fibroblasts (3T3・IL・12，3T3・neo)were obtained 

負。m NIH・3T3∞llstransfected with re仕oviralvectors. Intra-portal adminis仕組onof 3T3・E・12cells on day 0 

suppressed the似morestablishment in MC・38liver metastasis models. In ce11仕ackingexperiment， the red fluorescent 

cells were mainly detected in the liver after intra-portal injection of PKH・26・labeled3T3・IL-12cells， but few in 0血er

org創15.And these田 llsremained in the liver even after 7 days. IL-12 and IFN-y levels in the serum and in the liver 

extracts were up-regulated by the intra-portal injection of 3T3・E・12cells. Intra-portal administration of 3T3-IL・12cells 

suppressed the establishment of liver metastasis in a dose-dependent manner. Intra-portal administration of 3T3-IL・12

cells on day 5 suppressed the growth of established知morsin MC・38liver metastasis model. The in仕a-portali吋ection

of 3T3・E・12田llsinduced lymph∞:ytic infiltration in MC・38tumors. After血.etreatment with 3T3・E・12∞lls，IFN-y 
production by splen∞ytes re-stimulated with irradiated parental tumor cells in vUro was significantly increased. 

Specific cytotoxicities of splenocytes against parental tumor cells in vi加 alsowere induced by intra-portal injection of 

3T3・IL・12cells. These findings叩ggested也atintra-portal injection of IL・12・producingfibroblasts would be an 

efTective *ategy for the treatment of liver metastasis. 

KeyWords IL・12，fibroblast， liver metastasis， gene therapy 

Introduction 

IL・12，a disulfide-linked heterodimer consisting of 40・kDaand 35・kDasubunits， is original取 producedby 

macrophages， dendritic cells and granu1ocytes. IL・12presents marked therapeutic efTects in a wide variety of tumor 

modelsl-7， involving NK ce11s， T cells， macrophages， dendritic cells and tumor cells. IL・12stimu1ates NK cells to 

produce IFN-y， induces Thl development， enhances Cl工tokill tumor cells， activates macrophages， modu1ates activity 

of dendritic cells and inhibits angiogenesis2
••

7
• However， systemic administration of IL・12has caused dose-dependent 

and schedule-related to対cityin clinical trails. In the frrst clinical凶al，systemic therapy of IL・12resulted in the death of 

2 patients and led to severe toxic e古田tsin other 15 patients8
• 

Tahara et al started a clinical trial for melanoma， head and neck canc民 andbreast cancer by week防injectionsof IL-

12・producingfibroblasts at出esite of palpable tumors9. We血oughtthat intro-portal administration of IL・12・仕組sduced

fibroblasts should be efTective to induce production and localization of IL・12in the liver. Though there are several 

reports about systemic administration of IL・12for liver metastasis in murine models10
• 11， to our knowledge， there are 

few reports about intro-portal administration of IL・12・transducedcells for liver metastasis. In白ISS旬dy，we investigated 

the anti-tumor effect of intro-portal administration of IL・12・producingfibroblasts to prevent and treat the liver 
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metastasis in the murine models. 

Material and methods 

Cell Iines and mice MC・38，a p∞rly immunogenic C57BLl6 murine colon adenocarcinoma cell line， was kindly 

provided by Dr. Steven A. Rosenberg (Nation Cancer Institute， USA). Female 6・to10-weeks-old C57BLl6 mice were 

purchased from Clea Japan (Tokyo， Japan). Mice were fed in the Institute of Experimental Anirnal Sciences of Osaka 

Universi勿GraduateSchool of Medical， and routinely screened and found to be specぜIcpathogen free. 

In vivo tumor exper加 ents Under the anesthesia of ketarnine hydrochloride (Sankyo Co.， Tokyo， Japan)， 

C57BLl6 mice underwent laparotomy. In the liver metastasis rnodels，ωmor cells were injected into the portal vein on 

day O. After the mice were sacrificed on day 21， the liver was weighed and cut to sli田seach 3 mm thick. The number of 

metastatic nodules was counted using a dissecting microscope. In intracutaneous旬mors，mice were shaved over血e

right fl鉱tkand were i吋ectedintracutaneously with a tumorigenic dose of tumor cells. The growth of the intracutaneous 

tumors was monitored in the next 21 days， and the 旬morsizes (squ紅emillimeters) were shown as the products of也e

perpendicu1ar diameters of each tumo工

In vivo cell tracking experiment PKH・26(Sigma Chemical Co， USA) is a red fluorescent celllinker， which was 

used in vitro and in vivo cell tracking application12. 3T3-IL・12cells were labeled wi血 P即日6as described 

previously12. PKH・26・labeled3T3・IL-12cells were injected into the portal vein. After 2hr， 1，2，3，5， or 7 days， the mice 

were sacrificed and harvested organs were embedded in OCT compound (Sakura Funetechnical Co.， Ltd.， Tokyo， 

Japan)， and stored at -80oC stored. PKH・26・labeledcells were observed through a fluorescent microscope. 

Statistical analysis Statistical analysis of experiments was performed using Student's t・testand ANOVA test 

when involved grow也 ofin凶 cutaneoustumors. Dataぽepresented as mean:tSD. P values less白血 0.05were 

∞nsidered as statistica11y significant 

Results 

IL-12 production by genetically enginee回 dfibroblasts ;n v;tTo. To determine IL・12production by 3T3-IL・12

cells， lxl06 transfected fibroblasts were cultured in a 75・cm2culture dishes for 48 hr，也ensupernatants were collected. 

IL-12 production by 3T3孔・12cells was 45.5土6.8ng/106 cells/24 hr. IL-12 production by 3T3-neo cells or non-

transfected MC-38 cells was not detected， <0.05 ng/l06 cells/24 hr. 

Intra-portal administration of 3T3・，IL-12cells on day 0 suppressed the tumor establishment in MC-38 liver 

metastasis models. After intra-portal injection of MC・38ce11s， lxl05 of 3T3・IL-12ce11s were iniected in仕a-portally

or intraperitoneally on day 0， and也esarne arnount of 3T3・neocells or HBSS were injected into the portal vein as 

controls at sarne time. The livers were removed on day 21， and the liver weight and the number of metastatic nodu1es 

were exarnined. The liver weight of the mice treated with 3T3-IL-12 in仕aperitonea11ysignificantly less也anthose of 

mlce仕eatedwith 3T3-neo ce11s σ=0.0441)， and the liver weight of the mice仕eatedwith 3T3・IL・12intra-porta11y also 

significantly less出組曲oseof rnice treated with 3T3-neo ce11s σ=0.0∞6). The numbers of metastatic nodules in血e
3T3・E・12intraperitoneal treatment group or in the 3T3・E・12intra-portal treatrnent group were significantly less血血

血atin也e3T3-neo groupσ<0.05). 

Intra-portally injected 3T3・IL-12cells remained in the Iiver， and up・regulatedIL-12 and IFN-')' levels in the 
sera and the Iiver extracts. To凶∞血仕a-portallyinjected 3T3・IL-12ce11s， lxl05 of P阻ι26・labeled3T3・IL・12

cells were injected into the portal vein， while unlabeled 3T3・IL・12ce11s were used as controls. The red fluorescent cells 

were observed in the liver 2hr after the injection， but few in the lung， the brain， the kidney，出espleen and the muscle. 

Further， these cells were continually observed in the liver in the next 7 days， but not in也eother organs at all. 

Sera and liver extracts were collected after the intra-portal injection of 3T3・E・12∞11sfrom day 1 to day 14. The 

IL・12levels in血eserum or in the liver ex仕actspeaked 5 d可safter intra-portal injection of 3T3・E・12ce11s and 
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gradual1y decreased until 14 days. The peak of IFN-y levels in血eserum or in the liver extracts occurred 7 days after the 

injection， delayed a few days compared wi由也0田 ofIL・12.Elevations of IL・12or IFNマlevelswere not observed in 
the mice injected with 3T3-neo ce11s into the portal vein. 

Intra-portal administration of 3T3・IL-12cells suppressed the establishment of MC.・38liver metastasis in a 

dose-dependent manner. After intra-portal injection of MC-38 cel1s， 3xl03， lxl04， 3xl04 or lx105 of 3-IL・12cel1s 

were injected inωthe portal vein on day O. The significant decrease was observed at the dose of lxl04 3T3・IL・12

ce11slmouse， compared with those of血e3T3・neogroup伊<0.05).The strongest anti-tumor effect was obtained白血e

groups using lxl05 3T3・E幽12ce11slmouse. Intra-portal injection of 3T3-IL-12 ce11s suppres田dthe establishment of 

liver metastasis in a dose-dependent manner. 

Intra-portal administration of 3T3・IL-12cells on day 5 suppressed the growth of established tumors in MC.・38

Iiver metastasis models. The established liver metastasis of MC・38was treated wi血3T3・E・12cells. After 5 days 

ofin回 -portal血∞ulationof MC・38cel1s， lxl05 of313・E・12.ce11s were injected into the portal vein. After 21 days，白e

liver weight and the number of metastatic nodules examined.百leliver weight and the number of metastatic nodules in 

伽 3T3・IL-12・treatmentgroup significantly less than血0白血血e313・neo伊 upσ<0.05).Intra-portal injection of 

3T3・IL・12cel1s on day 5 suppres田d由egrow由ofestablished tumors in MC・38liver metastasis models. 

Histological expression of liver with MC-38 metastasis showed出atlymph∞:ytes slightly infiltrated in也eMC・38
tumors of the HBSS group or the 3T3・neogroup. There were， howeveζlymph∞:ytes markedly infiltrated in the MC・38
tumor of the 3 T3・IL・12・treatrnentgroup.百leintra-portal injection of 3T3・IL-12ce11s induced lymph∞:ytic infiltration 
inMC・38tumors. 

IFN-y production by splenocyt回目-stimulatedwith irradiated parental tumor cells w制 increasedafter the 

treatment with 3T3・IL-12cells. Splenocytes harvested from mice with liver metastasis of MC・38in each treatrnent 

group were re-stimulated in vit1匂 for48 hr with 20 Gy irradiated parental tumor ce11s or YAC-l cells to evaluate their 

ability to produce IFN-y and IL-4. IFN-y production by splen∞:ytes from mice with liver metastasis of MC-38 was 

significantly increased in也e3T3・E・12・treatmentgroup as compared with in血e313・neogroup (P<0.05). A食erthe鈎

splen∞:ytes were re-stimulated with irradiated YAC・1ce11s that were used as non-specific controls， IFN-y production by 

these叩len∞yteswas not significantly increased. No significant difference of IL-4 production was observed among 
these仕eatmentgroups. These results suggest血at血e仕'eatmentof 3T3・IL・12ce11s induced a Th 1 immune response 

specific to也eparental tumor ce11s. 

Specific cytotoxicities against parental tumor cells were induced by intra-portal injection of 3T3-IL-12 cells. 

Splenocytes were harvested from mice with liver metastasis on 14 days after implantation of tumor ce11s in each 

trea泊施ntgroup. Splenocytes from mice with liver metastasis of MC・38presented a trend of increased cytotoxicities 

against parental ce11s after the trea回 entof 3T3-IL・12ce11s， and a significant difference was observed between 3T3・E圃

12 ce11s and 3 T3・neo回l1s仕eatmentgroups (P<0.05). Cytotoxicities against MC・38cel1s were higher than白紙 against

YAC・1cells血atwere used as non-specific controls. There was a significant difference between cytotoxicities against 

MC・38ce11s and against YAC・1回日s.Similar results were obtained using liver mononuclear ce11s derived from mice 

with liver metastasis. These results suggest血at血etrea加lentof 3T3・E・12ce11s induced specific cytotoxicities to the 

parental tumor田l1s.

Discussion 

According to the previous observations in animal models， it is suggest白atIL・12is a promising candidate reagent 

using in the tumor immunotherapy2-7. 13..15. In our study， micro-foci of liver metastases were detected histologically and 

grossly on day 3 after intra-portal injection of MC-38 ce11s. We injected rIL・12from day 3ωconfrrm血at

intraperitoneal or intrasplenic injection of rIL-12 was efficient on suppress MC・38旬morgrowth of liver metastasis. 

Mor，ωIver， intraperitoneal or intra-portal administration of 3T3・E・12cells on day 0 also caused an anti-tumor effect to 
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suppress liver metastasis of MC・38.Though there was not a significant di町erencebetween the anti-tumor effects of 

intraperitoneal administration and intra-portal administration of 3T3-IL・12cells， intra-portal administration of 3T3-IL・

12 cells seemed to be better. 

After intra-portal injection of 3T3・IL・12cells， 3T3・IL-12cells were observed in the liver， but few in other organs. 

These cells remained in the liver in the next 7 days. Further， intra-portal injection of 3T3・IL・12cells maintained the 

higher levels of IL-12 and IFN-y in the serum and the liver extract at least during two weeks. These results suggested 

intra-portal injection of 3 T3・IL・12cells induced a selective localization of 3T3・IL-12cells and these cells produced IL・

12 in the liver. 

The anti-tumor effect of intra-portal injection of 3T3孔 -12cells w出 confirmedin severalliver metastasis models. 

At frrst， intra-portal injection of 3 T3・E・12cells on day 0 suppressed the establishment of MC・38liver metastasis. In 

B16・BL6(murine melanoma) or Panc・02(mぽ泊epancreas adenocarcinoma) liver metastasis models， intra-portal 

i吋ectionof 3T3・IL-12cells on d可oalso suppressed the蜘 orestablishment (data not shown). Then we showed thぽ
intra-portal administration of 3T3-IL-12 cells suppressed the establishment of MC・38liver metastasis in a dose-

dependent m組問r.It was suggested白紙 theamounts of IL・12produced in the liver was important for血isanti-tumor 

e百ect.Moreover， after 5 days of in回 -portalinjection of tumor cells， when the micro-foci of liver metastases had 

formed， intra-portal administration of 3T3・IL・12cells was also effective in the established liver metastasis of MC-38. 

Intra-portal administration of 3T3-IL・12not only suppressed the establishment of liver metastasis， but also suppressed 

血egrowth of established micro-foci of liver metastases. 

Localization of IL-12 production at也etumor site could have an advantage over systemic仕eatmentsby inducing 

an immune response against regressingωmor without the need for circulating high levels of IL-li6. Regional 

application of IL・12has been examined in subcutaneous 知mormodels using the peritumora1 injection of fibroblasts 

engineered to secrete IL-12 to activate a local anti-tumor immune response which also promoted systemic immune 

protection specific to白eωmorcellsl4
• 15. It was reported that IL・12directly effect on tumor cellsl7

• 18 and血eamount of 

IL・12made available at the tumor site is critical for tumor regression 19， SO this strategy appears to have greater 

advantage over systemic adminis仕組onfor liver metastasis. Systemic administration of IL-12 has caused dose-

dependent and schedule-related toxicity in the clinical trails8. 20. The local administration of IL・12producing cells at 

tumor site is believed to be effective in minimizing side effects， because there is with lower systemic concentration of 

IL・li5.21.Recent1y， a phase 1 clinical 出alshowed血atperitumoral injection of IL・12・仕組sducedfibroblasts was 

feasible in patients with advanced breast cancer2. Clinically significant toxicities were not encountered， and transient 

but clear reductions of tumor sizes were observed in four of nine cases22. 

As a summary， intra-portal injection of IL・12・producingfibroblasts into liver may be an effective 蛇 ategyfor the 

treatment of liver metastasis. 
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3.今後の研究計画

apoptosisの顕著な生化学特徴はクロマチンDNAのヌクレオソーム単位の切断，

すなわち，Di¥A断片化である.細胞より抽出した Di¥Aをアガロースゲル電気泳動

で分離する DNAladder検出法は，apoptosisのもう一つ確実な証明法で、ある.

同じ実験系で第4、5、6頚椎高位の脊髄組織を分別に摘出し，組織より断片化

DNAを抽出し，アガロースゲ‘ノレ電気泳動を行い，apoptosis特徴的な DNA断片化

を検出する.

4.指導責任者の意見

頚髄の慢性圧迫実験における神経細胞の apoptosisを証明することに成功し

た本研究は、画期的である。研究者越建武氏は次に挙げる技術的困難を解決し

て達成したものである。①兎の頚椎は人のそれと比べると極めて小さく、その

右側に脊髄を一側性に圧迫することは至難である、②圧迫率の異なる脊髄圧迫

を作る、③兎の脊髄麻痘を観察する、④繊細なTUNEL法染色の適切な条件

を発見する、⑤神経細胞とグリア細胞を区別する、である。

結果は予想以上のものであった。単に apoptosisを証明するに留まらず、圧迫

率の違い、経過期間の違いによって apoptosisに陥った細胞の種類の違いを明ら

かにした。すなわち、 48%未満の圧迫率では apoptosisが生じず、 48%"'55%

の圧迫率、 36"'48時間の圧迫時間ではグリア細胞が、 55%"'70%の圧迫率、 36

'-48時間の圧迫時間では神経細胞が apoptosisが生じた。加えて、上・下位椎

の高さでの脊髄に同様の apoptosisを確認した。今後、脊髄圧迫に対する脊髄内

のapoptosisの3次元的分布を明かにすることが可能である。

最後に、本研究遂行に払った趨氏の頑張りに敬意を表する。

指導責任者氏名

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当つては、日中医学協会助成金による盲を明記して下さい。
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要旨:Abstract 

一日中医学協会助成事業一

実験的慢性脊髄圧迫における神経細胞死の観察

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者名

越建武

中日聯誼医院

東北大学大学院医学研究科

外科病態学講座体性外科学分野

教授国分正一

小津浩司椿野巧庄司克吉

本実験では， JWウサギを用い，全身麻酔下に第5頚椎椎体前方より硬膜外腔に達する孔を穿ち，

直径 3mmの金属スクリューを挿入することで様々な程度に脊髄の片側を圧迫するモデ〉レを作製し

た.圧迫開始後 12時間から 72時間まで経時的に圧迫された脊髄を摘出し， TdT-mediated 

duiP-biotin nick end labeling(TUNEL法)染色標本を作製した圧迫開始後 36時間，圧迫率55%

'"'-'70%の標本において，灰白質の神経細胞に necrosis，白質の glia細胞に多数の apoptosis陽性

細胞が認められた，第4、6頚椎椎体高位の脊髄神経細胞にapoptosis陽性細胞がみられた

Key Words: apoptosis; spinal cord; neuronal death; TUNEL 

緒言:I ntroduct i on 

1972年 Kerrにより提唱された apoptosisの概念は，いまや生物学から医学，さらに農学，水産

学を含めた生命科学の広い領域にわたって最も注目される研究分野となっている 1)2).Apoptosisと

は，発生過程や組織細胞の交イt期において役目を終えた細胞の“予定された死"で，細胞の特有な
形態学的変化と生化学的変化によって特徴づけられている.電子顕微鏡で観察すると， Apoptosis 

細胞では細胞表面の微繊毛が消失し，平滑になり，細胞が縮小する.核内ではクロマチンが凝縮し，

核が断片化する.そして細胞自体が断片化してapoptosisbodyが形成され，マクロファージなどの

食細胞や隣接する細胞によって食食除去される.生化学的な特徴としては 3)4)，形態学的変化に先

立って，細胞内 Ca++濃度の上昇や特定タンパク質のリン酸化， Caspaseファミリーの活性化と特定

タンパク質の限定分解が見られる.そして， apoptosisの顕著な特徴であるクロマチン DNAのヌク

レオソーム単位での断片化が起こる.

近年、脊髄の神経細胞のapoptosisが注目されている.宮内ら 5)はWisterRatを用い，重錘で2

分間胸髄を圧迫し，急性脊髄損傷後の神経細胞死にapoptosisが存在する可能性を示唆した.Katoh 

ら6)は，実験的急性脊髄損傷モデ、/レにおいてのDNAの断片化を認め apoptosisの存在を明らかにし

た.Liu 7)らは重錘落下法を用いた急性脊髄損傷モデ、ルで、の神経細胞と glia細胞のapoptosisを調

べたしかし、慢性圧迫脊髄の apoptosisについての研究は少ない.その主な理由は，脊髄の慢性

圧迫実験モデ〉レの作製が難しいことにある.慢性圧迫実験モデ〉レとして，骨形成因子の投与8)とス

クリューを用いた脊髄の漸増圧迫法9)等が報告されている.筆者はスクリューを用いた頚髄の慢性

圧迫モデ、ノレを作製し，脊髄神経のapoptosisについてTUNEL法で検討した.

対象と方法:Mater i a I s and Methods 

18匹の]wウサギ(生後 12'"'-'16週，体重2.100'"'-'2. 700kg，オス)を用いた，ネンブタール(25'"'-'

30mg/kg)全身麻酔下に頚椎前方を展開し，第 5頚椎椎体正中右側に硬膜外腔に達する孔を穿ち，直

径 3mmの金属スクリューを挿入し， 3分間で脊柱管の前後径の 50%一80%を占めるまで、ゆっくり
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スクリューを進め，脊髄の片側圧迫モデノレを作製した. (Fig. 1， Fig. 2) 

手術の翌日に歩容を観察し，脊髄麻揮を記録した，手術後12時間後， 24時間後， 36時間後48時

間後， 72時間後に，ネンブタール100mgを静注し，頚椎を摘出した.第5頚椎横断レントゲン像よ

り，圧迫率を脊柱管内スクリュー長/脊柱管前後径として計算した.第4、5、6頚椎高位の脊髄組

織を100%ホルマリン固定3日間，パラフィンに包埋し，511mのパラフイン切片を作製した.DNAの

断片化の検索はTdT-mediateddUTP-biotin nick end 1abeling(TUNEL法)10)に準じ， Apoptosis in 

situ detection kit (Wako， Japan)を用いた.切片を脱ノ4ラフィン、親水化処理し， Protein 

Digestion Enzymeで370C、5分間タンパク分解処理し， TdT反応、液370C、45分間でDNA3'末端を

標識し， H202溶液で内因性PODを不活性処理し， POD-Conjugated Antibodyを標識抗体反応し，室

温に5分間DABで発色させ，光学顕微鏡で観察し， digi ta1 cameraで記録した.

結果:Results 

1. 運動機能の評価

圧迫率は48%"""82%であった.圧迫率70%以上は明らかな(立位不可能)脊髄麻揮を生じた.

2. 組織学的検討

圧迫率48%"'55%、圧迫36時間以上の場合は，圧迫部位の脊髄自質で多数の apoptosis陽性の

glia細胞が認められた.神経細胞のapoptosisは観察されなかった.

圧迫率55%，....，70%、圧迫時間36""48時間の場合は，圧迫部位の脊髄灰白質の神経細胞のnecrosis

が認められた(Fig.3).圧迫部位から頭側、尾側に10mm離れた部位を(第4、6頚椎レベル)中心

に神経細胞のapoptosisが認、められた(Fig.4). 

圧迫率70%以上の場合は，神経細胞と glial細胞にnecrosisが認められた。

考察:Discussion 

桐野11)は一過性全脳虚血モデ〉レで，海馬CAI錐体細胞に虚血2日後に細胞死が生じることを認め，

Di¥'D(delayed neuronal death)と名づけた.似鳥は電子顕微鏡，免疫帝国哉化学， TUNEL法やDNA1adder 

などで，DNDはapoptosisであることを報告した12).宮内らはラットの胸髄を重錘で2分間圧迫し，

急性脊髄損傷モデ、ルを作製した.出染色と T聞EL法で観察した結果，損傷12時間後から72時間後

に損傷中心部より 12mm頭・尾側に離れた機械的圧迫が加わっていない部位に necrosisとは異な

る遅発性の神経細胞死を認めた.筆者らのウサギの頚髄をスクリューで、長時間に圧迫する慢性脊髄

圧迫モデルでは，圧迫36時間から 48時間後，圧迫率55%""70%のcaseで，圧迫された頚髄の灰

白質の神経細胞にnecrosisと白質のglia細胞に多数のapoptosis陽性細胞が認められた圧迫部

位より頭、尾側に1椎体離れた部位の神経細胞に apoptosis陽性細胞がみられた.神経細胞の

apoptosisは，損傷から十数時間後にみられると報告されており，十数時間は神経細胞のGl-S-G2-M

期までの時間と考え， apoptosisはG1期に細胞死へと決定され， G2期に執行される 13)とする報告

がある.

Apoptosisの誘因としては1)death ligand とdeathreceptor の結合， 2)サイトカインの

欠乏， 3)ストレス応答があげられている.この数年の聞に精力的に進められた Apoptosisの分子

機構の研究によると， Apoptosisの誘因となる signalの多くは細胞膜上の deathreceptorを介し

て伝達される，例えば Fas(fatty acid synthase 脂肪酸合成酵素)ligandや TNF(tumornecrosis 

factor腫揚壊死因子)は細胞外領域に日シートを3つ折りにして丸めたようなコンパクトな共通の

death ligand構造をもち， death receptorとに結合する 14)，death receptorの細胞外領域はコン

パクトな球状 domainの繰り返し構造を持ち，細胞内には特徴的なアミノ酸配列のモチーフ death

domainを見出される.death ligandが deathreceptorに結合すると， SODD(silencer of death 
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domains)は速やかにdeathreceporから解離し， F油Dと呼ばれる adapter分子が結合する.FADDの

N端のDED(death effector domain)はCaspase-8(cysteiny 1 aspartic acid-protease)と結合しDISC

が形成され， Caspase-8を切断されて活性化し， Caspase-8が下流 Caspase-3，6，7を活性化し，

Caspase-3がDFF(DNAfragmentation factor) 15)のDFF45を分解し，分解されたDFF45の断片がDFF40

から離れると， DFF40が DNasedomainが活性化され， DNAを分解し， Apoptosisを引き起こす.

Apoptosisの他の誘因として，紫外線(UV)，放射線、浸透圧、活性酸素、重力などによって，酸化

ストレスが生じると， ROS(reactive oxygen species)やRNS(reactivenitrogen species)が産生さ

れ， cytochrome c 16)がミトコンドリアから遊離し， Caspaseを活性し， apoptosisを引き起こす.

さらに， ap叩tosis誘因として，サイトカイン欠乏による apoptosis誘導も明らかになった.神経成

長因子(NGF)など神経栄養因子はサイトカイン receptorと結合し， PI3-K(phosphatidylinosito1 

3-kinase)を活性化し，更に apoptosisに抑制的なBcl-2ファミリーメンバーを活性化し，apoptosis

が抑制される.このためサイトカインが欠乏にすると apoptosisが誘導される.本実験において観

察されたの神経細胞の apoptosisは脊髄外部からの物理作用ため，酸化ストレスが生じ，更に圧迫

による脊髄虚血のため，サイトカインの欠乏によってapoptosisを起こった可能性が考えられる.
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我々同遁伝性鰭閥青因遺伝子， COCH遺伝子の蛋白レベルでの研究を行っている。 C(問遺伝子窟助(白chlin)のp40蛋

白のN知簡酬に対して件減したp佐官lti-cochlin抗体を用いて、ラットの内耳と内劇こおける、白chlinのアイソフォームを

検討したその結果C∞hlin様即むは内耳以外では対菌、イ悩、 1朝蘇胸腺に認められた。この結果 Cochlinはごく微量では

あるが内耳以外側』織にも発現していることが解った。又丙鵬首でのCochlinは内耳とは異なる数種師長子量のアイソフォームで

あり腕時期漣択的スプライシングにより調整されているものと掛ける。内耳以外の臓部こ発見するCOCH遺伝子のアイソフ

ォーム崎斬は将来αm遺伝子のプロモータ}を用b、た難諒の遺伝子治療法を開発する際に非常に重要な意味を持っている。

Key Words 非症樹鑓倒強間忠α刷遺伝子、ウエスタンヲロッティング、アイソフォーム肉正スプライシンゲ

緒言

手陣E樹由量伝性購翻士、先天倒臓の大多数を占めると言われている。難聴・めまいと言った内耳障害に起因する症状以外に

目立った異常所見が見らわない侵略樹由この種の難穂の原因畳伝子を同定するのは非常に困難であった。しかし、近年の分

子生物学の発展によりこの分野はここ4年間に急過ご進歩し、現在、 40個以上の手院側主遺倒錨穂の遺伝子:臨ま明ら糾こな

っており、このうち9個の原因遺伝子が同定されている(http://w冊.okayama-u. ac. jp/user/med /oto /oto /即iho腿 .htω。一

方、これらの顛臨病因遺伝子の蛋白レベルでの研究はほとんどなされていない。 2次元電気封働による顛臓原因蛋白の同定の報

告同我々の報告が最初である.

即日遺伝子は1998年に発見された新しU喧伝子で、その隣国土行氷解明されていない。しかしC(聞のミューテーショ

ンは常染色a体鏑蛍描穂の一つであるD附胞を発症させ、さらにメニエーノレ病の発症に関わる可能性があると予測されている(1.

2)。

我々仕すでに2次元電気詠動法を用いた内耳蛋白のプロテイオ」ム解析をおこない、Cochlinに関して以下のことを明らかにし

た (3.4)。

1.内耳の構成蛋白の70%を占めること

2. Cochlin は3つの異なったN掲揚を持ち、分子量がそれぞれ63kDa， 4依Da， 40kDaの3種類のアイソフオ}ム凶3、凶4、凶0

に分類される個1)

3.それらのアイソフォームはさらに等竜長が異なる合計で16個の蛋白から檎或されている個1)

4.ヒトDFNA9患者にみられる突然変異吉岡出土全てp63にのみ含まれており p44、p40には含まれていなかった図2

5. さらに、この突然草濃部{盟主COCH遺伝子のLCCL領域のみにられている図2)
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図2 COCH遺伝子とCochlin蛋白アイソフォームの模試図
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現在、 COCH遺伝子はほぼ内耳特異的に発現していると考えられている。今臣殿々は、 COCH蛋自のアイソフォームが内耳以

州議現しているが否かを確認する目的で実験を行った3即日蛋白特異8倣体を作戒しラット同恥ウエスタンプロッティング

を行った。
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対象と方法

p40蛋自のN対自の1o22刊に対する抗ペプチドポリクローナル抗体 (p40-anti-cochlin抗体)はあらかじめ作戒した。ラット

の内耳、大脳、 A世話、眼珠ひ犠阿蘇聞良風脱線、目易から得られた組織をホモジナイズし丸 10%polyacrylarnide

slab gelを用いてSDS-PAGEを行った。 27叫、 l時晶明鋤した後ニトロセルロース膜へ転写し丸 gelの1レーンあたりに内

耳繊樹立1.7μg、内属制裁は1440μgを泳動し丸転写終了後、ニトロセノレロース膜をプロッキング緩衝液 (5% skim milk、

0.2 %Tw e e n 20、PBS)で、プロッキングした (overnight、4劇。次に室温で2∞o倍希釈の1次抗体 (p40-anti 
-cochlin抗嗣と2時晶張応させ、次にl∞o倍希釈の2次抗体 (anti-Rabbit IgG anti加dy)と1時間反応させた。 2次
抗体の検出はD油染色法とECL染色法を用いむ

結果

1、白chlin様反応は内耳だ:ltでなく大脳、 ;J悩、目、脚民間紘胸腺に発見され丸

2、Cochlin様反応l胡刊蘇腎肱肺、腸には発見されなかった。

3、内耳と比較して100倍量の内臓蛋白を訪働したが、内臓のC∞hlin様反応は非常lこ弱く、 DAB染色法では検出できなか

った。 ECL染色法で検出した休臓の白chlin様反応は内耳の約100分の1の強さで検出さ才Lサンプパ畳が1/100であ

ることを考えると内耳以外d鯨号で:の発見l詩句1/10000であると考えられた。

4、休織では内耳の蛋白と異なる数種のアイソフォームが検出された。

対菌と柑菌: 200 k也、 90k也、

1朝蔵: 40 k也、 37kda、34k也、

胸腺: 40 k也、 38k也、 37k也、 34kda 

5、牌臓と胸腺に共通して見られた40k也、 37kda、34k也のアイソフォームは全く閉じサイズであった。

考察

αmはヒト、マウス、ウシ、ラットでの発見腕鶴、されており、 79%から90%の商J湘向性があることが明ら糾こなった
(3. 4)。

今臣殿々 は内耳と内臓各臓宮跡C∞hlinアイソフォームをP40-anti -coch1in抗体を用いたwesternblottingで検討した

。そ¢結果COCH遺伝子のアイソフォームは目、月刊誌開良肺、腸には存在しないことが判明した。また大脳、川菌、脚鼠胸

1併発見畠ま手間lこ微量 (1/10000)であり COCH遺伝子は内耳にほl鵡異的に発現していた。極微量に発現している対菌

、A悩、』割高t胸腺のアイソフォームは内耳のアイソフォームとはまったく異なる分子量であった。これら国臓器IJのsplicing

、もしく同事訳倒産飾、異なるプロモーターcap作用により生じている可能性がある。

非症樹由宣伝股間忠 DFNA9はCOCH遺伝子の突然変異により発症する。難語ル》トには明らかな異常所見は無刊号、今回の

我々 の研究によって対菌、川菌、胸躍t胸腺に同霊微量ながらC田hlinis発現していた。これら例闘部こおけるCochlinは不明

であるが、今後DFNA9の発症メカニズム、治療法を考える上で重要な所見である。現高裁々はCOCH遺伝子のプロモーターを

用いた内耳特異崎伝子治療法を開発中である (5)。全身槻部品、けるCochlin発現の様拡 COCH遺伝子発現の制卸機儀

内閣品、ける繍Eと突然変興こよる発症のメカニズム検討に非常に重要な課題である。今後、我々はCOCH遺伝子発現について、

DNA、問Aレベルで検討を加えていく方針である。
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Abstract 

一日中医学協会助成事業一

血管内皮細胞における卜口ンビンによる誘導された

Cyclooxygenase-l遺伝子のSplの役割解明

(Transcription Factor Spl Is Essential For Cyclooxygenase・1

Gene Expression Upregulated By Thrombin) 

研究者 王傑

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

東京医科歯科大学大学院分子細胞機能制御学分野

教授 室田 誠逸

森田 育男

Transcriptional factor Sp 1 has been implicated in the expression of many genes. Moreover， it has been suggested 

that Spl is linked to the maintenance of methylation-合間 CpGisland， the cell cyc1e， and the formation of the active 

chromatin structures. We investigated the effects of thrombin on the expression of the Cyc100xygenase・1.in the Bovine 

Arterial EndotheIial Cell. Treatment with thrombin induced synthesis of PGロ.Thrombin induced a transient increase of 
Cyclooxygenase-l mRNA accumulation in BAE cells， without affecting cox-2 mRNA level. The accumulation of cox-1 

mRNA peaked at 30 min and decreased to control levels by 3 hours， which was associated with a time-dependent 

increase of cox-l protein expression in response to thrombin. Both increase in cox-l mRNA and protein expression in 

response to thrombin were inhibited by Hirudin， a thrombin receptor antagonist. In addition， the luciferase assay showed 

that thrombin induced an about 10-fold increase in the cox-1 promoter activity compared with the control. This enhanced 

KDR promoter activity was also abolished by Hirudin. The deletion analyses indicated that a spl-containing region (from 

・115to -97 bp) within the cox-l promoter gene was required for the enhanced cox-l expression induced by thrombin. 

Band shift assays confirmed specific binding of Sp 1 to the segment. Mutation of either Sp 1 binding site significantIy 

reduced the promoter activity. These finding suggest that thrombin could induce cox-I activity and increase PGE2 

synthesis. Binding of Sp 1 to Sp 1 site on the promoter region activites the cox-l gene transcription induced by thrombin. 

Keywords thrombin， PGI2， cox-l promoter activity， Spl 

Introduction 

Prostaglandins are important mediators of a wide varity of physiological processes (1). There are two 

isozymes， Cox-l and Cox-2， that initiate prostanglandin synthesis (2・3).Both e回 ymescatalyze the 

production ofprostaglandins (PGs) from arachidonic acid (AA)， generated by phospholipases A2 (PLA2s)， 

a family of acyl esterases that cause the release of AA from ceIlular phosphoIipids. Although 

indistinguishable in their biosynthetic catalytic activities， the two isozymes appear to have different 

physiological functions. Cox-1 is thought to be a constitutively expressed巴回yme(4)， and the expression 

of Cox-2 is inducible by cytokines or other stimulati in a variety of cell types (5). 

Cox-1 expression might also be regulated through extracellular signaling mechanism. Although Cox-I 

has been described as a constitutive enzyme (whereas synthesis of Cox-2 has been shown to be inducible)， 

it has now clear that Cox-I can be induced by cytokines under appropriate circumstances. For example 

c-kit Iigand， either alone or in combination with IL-3， 1レ9，or IL・10、wasable to induce expression of 

Cox-l in mouse mast ceIls (6). Similarly， stem cell factor， especiaIly when combined with dexamethasone， 

can induce Cox-l expression in these cells (7). A recent study also demonstrated induction of Cox-I 

synthesis in cel1s following treatment with basic FGF， although with a prolonged time course compared to 

induction ofCox-2 expression (8). 
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Cox-2・overexpressioncelJs produce prostaglandins， proangiogenic factor， and stimulate both 

endothelial migration and tube formation， whiIe control celJs have little activity. The effect is inhibited by 

antibodies to combinations of angiogenic factor， by NS-398 (a selective Cox-2 inhibitor)， and by aspirin. 

NS・398does not inhibit production of angiogenic factor or angiogenesis induced by Cox-2-negative celJs. 

Treatment of endothelial cells with aspirin or a Cox-l antisense oligonucleotide inhibits Cox-I 

activity/expression and suppresses tube formation. Cyclooxygenase regulates colon carcinoma-induced 

angiogenesis by two mechanisms: Cox-2 can modulate production of angiogenic factor by colon cancer 

cells， while Cox-l regulates angiogenesis in endothelial cells (9). 

Cox-I overexpressing expressed high levels of functional Cox-I polypeptide in the endoplasmic 

reticulum and the nucleus. In vitro proliferation of these cells was reduced compared with vector-

transfected ECV cells. Cox-l overexpression also enhanced the tumor necrosis factor-a-induced apotosis of 

ECV cells 2・fold.Incontrast to in vitro behavior， ECV cells proliferated aggressively and formed tumors in 

athymic“nude" mice， the growth ofCox-l-induced tumors was inhibited by indomathacin， suggesting that 

Cox-I overexpression in immortalized ECV endothelial cells results in nuclear localization of the 

polypeptide and ωmorigensis (l0). 

Mice homozygous for a disrupted Cox-I gene had no gross or microscopic pathological changes in the 

gastrointestinal 回 ct， and showed less gastric ulceration than wiId-type mice after gavage with 

indomethacin( 11). Similarl)らmicedeficient in Cox-2 also showed no spontaneous gastric ulceration or 

accompanying histopathological abnormalities of the intestinal epithelium (12). These studies demonsreate 

that neither Cox-l or Cox-2 are ssientialぬrthe maintenance of gas仕ointestinalintegrity in basal 

unstressed condition. 

Thrombin is generated from prothrombin in places with injury or inflammation. Thrombin exhibits its 

effects through activation of the G protein-coupled receptor PAR-I that belongs to a new family of protease 

activated receptor (13). Binding to its receptor results in intracellular signal transduction， including the G 

protein-stimulated phosphatidylinositol metabolism via phospholipase C-13 (PLC・13)(14)， protein kinase C 
2+， _ ，. .... ~. ''1  ! 

(PKC) activation (15・16)，intracellular calcium (Ca"'"') mobilization， and calcium-dependent protein kinase 

activation (15). Intracellular protein tyrosine kinases are also activated， thereafter leading to the tyrosine 

phosphorylation. Downstream components of thrombin-activated signaling cascades include Raf-I and 

MAP kinase (17). These signaling events lead ωnuclear prot∞ncogene transcription activation (c-fos， 

cサun，c-myc) (18) and increased expression of endogenous mitogenic factors， which subsequently cause 

cell proliferation and migration. The recent study had indicted that thrombin induced the expression of 

Cox-I (19)， however， the mechanism (s) oftranscriptional regulation ofthe Cox-l gene expression is as yet 

clearly understood. In this sωdy， we attempt to identify which thrombin regulates Cox-l gene expression 

and specific transcriptional factor that play a critical role in血eregulation of thrombin-mediated 

transcriptional activation ofthe Cox-l gene. 

Material and Method 

CelI culture 

Bovine arterial endothelial cells (BAE cells) were isolated from bovine carotid artery and maintained 

as previously described (20). The cells were seeded in 100-mm culture dishes with MEM Medium (Life 

Technologies Grand Island， NY) con旬ining10% fetal bovine serum (FBS， JRH Biosciences， Lenexia， KS) 

and subcultured with 5% FBS-MEM. At confluence， BAE cells were harvested with 0.05% tηpin and 

0.05% EDTA in PBS and resuspended in 5% FBS-MEM for further experiments. AII cells were incultured 

at 37'C in 5% C02". and 95% air. The medium were changed every 2-3 days. BAE cells between passages 

10-20 were used for this study. 

PGI2 production by celIs 

BAE cells (1 X 104) were plated in six-well dishs and grown to 60% confluence in growth medium. 

The cells were then treated as described below. Levels of 6-keta PGI2 released by the cells 

were measured by enzyme immunoassay. Amounts of 6・ketaPGI2 production were 

normalized to protein concentration. 

Extraction of total celIular RNA and RT-PCR of Cox-l and Cox-2 
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When cells reached subconfluency， they were washed once with PBS and cultured in the absence or 

presence of 5U/ml of thrombin for indicated times. For the isolation of RNA， cells were washed once with 

PBS， and RNA was isolated by using the ISOGENE reagent (clontic) according to the protocol. RT-PCR 

was performed with the SuperScript One-Step RT・PCRsystem (GIBCO-BRL) according to the 

manufacture's instructions. To detect the Cox-l and Cox-2， the following primers were used as previously 

reported: sense primer タ・CAGCGGCTTTTGTGGAAGACTCAC-3' and antisense primer 

タ-ACTTCTCGGTGTCACTTCTTGGAC-3' for flt-l， and sense primer 

5'-CAACAAAGTCGGGAGAGGAG-3' and antisense primer デーATGACGATGGACAAGTAGCC・3'for 

Cox-l (21). As an internal control， mRNA of glyceraldehydes・3・phosphatedehydrogenase (GAPDH) was 

amplified by using the sense primerア・CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3'and the antisense primer 

ドTCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC・3'(21). PCR was performed with 35 cycles of the following 

amplification protocol: 940C for 1 minute， 480C for 1.5 minutes， and 720C for 1 minute. Ten μ1 of the 

amplified PCR products were electrophoresed on a 1 % agarose gel (Sigma)， stained with ethidium bromide 

and photographed with a Polaroid camera under UV light. 

Immunofluorescence staining of Cox-l and image analysis 

BAE cells (1 X 104) were seeded into 24-well culture plates， thrombin was added at the indicated days in 

0.5% FBS-MEM and cultured for 2 days. Cells were washed twice with PBS， fixed with 1.9% 

formaldehyde， and rinsed t胎eetimes with PBS. After blocking with PBS containing 0.2% bovine serum 

albumin (blocking buffer)， the cells were incubated with affinity-purified anti-Cox-l and Cox-2 antibody 
(Santa Cruz， CA) (1 :20 diluted in blocking solution) for 45 min at room temperature and then with the 

FITC-conjugated goat antirabbit IgG (Sigma) (1 :40 solution) for 45 min. The fluorescence image analysis 

was performed using an interactive laser cyωmeter ACAS・570(Meridian， Okemos， MI) and the 

fluorescence intensities of individual cells were measured. For each condition， three wells were prepared 

and four areas per well were assayed. 

Construction of the Cox-l 5'-flanking region， 
5'-deletion and site-directed mutants. 

A fragment of the Cox-l promoter -1261 to +28 designated as wild-type promoter was obstained by 

PCR using genomic DNA (100 ng) isolated from human planceta (Clontic). It was digested by restriction 

degiestion by using ターBlgII (Promega Co中)position -1261 and 3'-Hindill (Promega Co叩)at position 

+28 and cloned into the pGL3 Bisic plasmid， which was termed as Cox-l -1261 to +28 according to the 

length ofthe fragment from the transcription start site in the 5'_ and 3'_ direction. Primers were synthesized 

according to the sequence relative to the ATG codon (Aas +1): the upstream primers， -1261 -1237， -916-

・899，-744-・728，・565-・547，・257-・240;the downstream primers， +2寸 28Cox-l -916 -+28，ー744-

+28，・565-+28， and ・255-+28 were created by PCR， Cox-lー1261-+28 was used as a template. The 

PCR productions were purified仕omagarose gel， digested by restriction degiestion by using 5'-Blg II and 

T・Hindill(Promega Corp)， and cloned into a promoterless luciferase expression vector， pGL3 basic 

plasmid. To generate the site-directed mutants where the two Spl sites were changed， a PCR-mediated 

site-directed mutagenesis was employed as described previously (22). AIl constructs were sequenced仕om

the 5' and 3' end to confirm orientation and sequenced by sequence comparison to previously published 

deta(23). 

Transfection and Luciferase Assay 

Transient transfections were performed with FuGENE 6 transfection reagent (Boehringer) according to 

the manufactu旬、 instructions.1 X 104 Cells were seeded in 24・welltissue-culture plates one day prior to 
transfection. The pSVs-Gal and pGL3 were co・transfectedas negative control. Cells were incubated in 

transfection mixture (containing 0.18同 ofthe appropriate reporter cons加出，0.02μgpSVs・.Galto correct 

the variability in transfection efficiency;， and 0.4μ1 FuGENE 6 transfection reagent in a total volume of 1 ml 
MEM per well ) for 48h. Luciferase邸 sayswere performed using a Luciferase Assay System， and 

determined with the AML3000 microtiter plate luminometer. The transfection efficiency was normzlized to 

the s-Galactosidase production by the AURORA™ GAL-XE system (Chemiluminescent Receptor Assay 

for s・Galactosidase，ICN Pharmaceuticals， Inc. Costa Me叫 CA)according to the protocol. 
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Electrophoretic Mobility Shift Assay 

The shift assay was performed by a previously described procedure (19). A double-stranded 

oligonucleotide used as Sp 1 probe was composed of the sequence 5にTTCAGGGGGCGGAGCCA-3'and 

デ・TTCAGTTTGCGGAGCCA・3'(a mutallt with mutanted bases underlined)， both synthesized in a 

Pharmacia oligonucIeotide synthesizer (Piscateway， NY). The end-Iabeling was performed by using 

Klenow polymerase with [32P] dCTP. The probe contained a consensus Sp 1 binding cite and Sp 1 mutant in 

the context of the human Cox-l promoter合omnucleotides -614 ~ 597 relative to the major transcription 

start site. Nuclear proteins were extracted with NucIear protein extract kit according to the protocol. The 

binding reaction mixture contained 0.5 ng of double-stranded oligonucIeotide probe， 2μg ofpoly (dI).poly 

(dC)， and 5μg ofprotein in buffer C， supplemented with 35mM Mg2. After a 20 min incubation at 20oC， 

the mixture w部 electrophoresedthrough a 6% (w/v) polyacrylamide gel in 0.25 X Tris borate-EDTA 

running buffer for 2h. The gel was then dried and subjected to autoradiography. In competition experiments， 

nucIear ex仕actsor purified Sp 1 were incubated for 5 min with unlabeled oligonucleotide or DNA fragment 

in a 50・foldmolar excess perior to the addition ofthe labeling probe. Super-shift assays were carried out by 

adding 2同 ofrabbit polycIonal anti-Sp 1 body to the DNAlprotein mixture for 30 min at 40 C. The band 

was analyzed on gel electrophoresis as described above. An unrelated rabbit polyclonal anti-Cox-l 

antibody was incIuded as negative control. 

Statistical analysis 

AII experiments were performed three times in triplicate. AII values are expressed as mean:tSE， unless 

otherwise indicated. Comparison of the effects of different inhibitors， and time points were performed by 

ANOVA. Multigroup comparisons were carried out using Bonferroni-modified t-test. P < 0.05 is 
considered to be statistically significant. 

Results 

Cox-l mRNA expression 

The effects of thrombin on Cox-l mRNA are shown in Figure 1. The cells were treated with control 

medium or medium with thrombin for di妊erencetime. Single PCR products were obtained for Cox-l 

mRNA at the expected size of 355bp. The effect was evident by 30min， and persisted for at least 24h. 

Thrombin had no effect on Cox-2 mRNA abundance at any time point. 

Cox-l protein expression 

The effects ofthrombin on Cox-l protein expression are shown in Figure 2. We measured the KDR protein 

expression using a immunofluorescence staining assay. The data in Fig. 2 showed a similar increase in the 

level of Cox-I proteins as that of the Cox-l mRNA， and it is quite cIear that thrombin caused an 

enhancement in the expression of Cox-l proteins. 

Next， to understand whether the thrombin-induced increase in the Cox-l mRNA and proteins was 

mediated through transcriptional regulation or not， we examined the effect of thrombin on the Cox-l 

promoter activity using a reporter gene assay. A smallest cons汀uctcontaining the full Cox-l promoter 

activity (-996 to +68) was inserted ups仕eamof a luciferase reporter gene was transfected into BAE cells， 

and the luciferase activities were evaluated. As shown in Figure 3， Thrombin increased the Cox-l promoter 

activity， which changed in a time-and dose-dependent manner. These data indicate that thrombin enhanced 

up-regulation ofthe Cox-l promoter activity. 

Deletion analysis ofthe human Cox-l promoter 

To identify the essential regions for the promoter activity increased by thrombin， we generated various 

mutants， in which the タ-endfrom ・1261-ー255was gradually deleted， while the common 3'-end from -225 
to +28was kept unchanged. Then they were inserted into the luciferase reporter plasmid pGL3 and 

transfected into BAE cells together with pSVs-Gal (to correct the di能 rences伽 ivedfrom transfection 

efficiency). The luciferase activity was normalized to that of the pGL3 Control vec脱却 shownin Fig. 4， 

the promoter region from -1261 to +28 showed a 10-fold induction ofthe luciferase activity upon thrombin 

stimulation as compared with the untreated cells. Deletion of the region合om-1261 to -565 did not affect 

both the basal and the thrombin induced transcriptional activity ofthe Cox-l promoter. However， when the 

construct was further deleted to -255， an about 80% reduction in the transcriptional activity was observed， 
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and the basal promoter activity was also reduced. This suggests that the region from -565 to -255 is 

required for the full response of the Cox-I promoter gene to thrombin; what's more， it is important for the 

basal transcription ofthe Cox-Igene. 

Analysis by band shift assays of Sp 1 binding to the Cox-I gene 

Binding of BAECs nuclear proteins to this region was investigated. Fig 4 shows band shift when nucJear 

extracts of BAECs were incubated with -565/・255probe containing the distal action region. Two bands 

were noted with this probe. Since this region comprise putative binding sites for Sp 1 and AP2， a 150・fold

molar excess of consensus oligonucJeotide containing Sp 1 and AP2 sequence was preincubated with 

nucIear extracts perior to the addition of the probe. Both bands were specifically competed by Spl or 

unlabeled probes but not by AP2 oligonucJeotide. Furthermore， a 50・foldmolar excess of -565/・255in 

which the canonical Spl site was mutated fai!ed to inhibit the formation of the two DNA-protein 

complexes. The band was supershifted with antibody directed against Sp 1 but not with unrelated antibody 

such as anti-Cox-I antibody. These results indicate that Sp 1 cJosely related proteins bind to the Sp 1 site. To 

further explore he ability of th巴Sp1 binding site to function as a thrombin response element， we examined 

whether it could confer thrombin inducibility to a heterologous， minimal pG13 vector that lacks enhance 

sequences. An enhanceless pGL3 vector was unresponsive to thrombin. However， when three copies of the 

Sp 1 binding site were inserted into the promote巳thrombininduced promoter activity by 4-fold (pく0.05).

Furthermore， insertion of mutated Spl sites failed to confer thrombin responsiveness， and base-line 

promoter activity also was increased by insertion of both Sp 1 and mutated Sp 1 binding sites. These results 

indicate that the addition of Sp 1 binding sites into a heterologous promoter can convert it from thrombin 

unresponsiveωresponsive. Collectively， our finding demonstrate that the 8・bpSpI (タ・CCCCGCCC-3') 

can function as an essential part of a thrombin response element in the cox-l promote工

Effects of cellular expression of Spl on Cox-l promoter activity 

To determine ifelevated Sp 1 expression is sufficient to increase Cox-I promoter activity， BAEC cellc 

were transiently transfected with Cox-l promoter vector and expression plasmids for Spl (Figure 5). 

Overexpression of Sp 1 increased Cox-I promoter activity nearly 3・foldin BAECs. 

Mechanism of Cox-l induction by thrombin 

Finally， to elucidate the mechanism of Cox-l by thrombin， we measured the level of the major AA 

metabolite， PGI2， secreted by BAECs. We observed a dose-dependent induction of PGI2 synthesis by 

thrombin (日g6). 

Discussion 

It has been realized that thrombin has many functions distinct合omthe activation of the coagulation 

cascade. It is capable of transmitting intracellular signals and appears to participate in metastasis and the 

tumor-associated angiogenesis (24). Involvement of thrombin in angiogenesis has been reported to be 

associated with Cox-l in the endothelial cells. For this reason， we were attempting to investigate the 

molecular mechanisms by which thrombin led to angiogenesis in endothelial cells. In the present study， we 

investigated the effects of thrombin on the Cox-l expression， which is thought ωbe a major pathological 

change in tumor cells. The results demonstrated that thrombin potentiated cell growth and increased 

expression ofthe Cox-l in cultured BAE cells. 

CycIooxygenase (Cox-l)， also known as prostangandin (PG) H synthase， catalyzes the rate-limiting 

steps in the formation of prostangandin endoperoxide (25). The Cox e回 ymepossesses oxygenase and 

peroxidase activities and thus catalyzes the formation of PGH2 from arachidonic acid (9). Two Cox 

isoenzymes， designated as Cox-I and ・2(26)， exhibit similar enzymatic properties; however， the Cox-I 

enz戸neis ubiquitously expressed， whereas the Cox-2 isoenzyme is expresse as an immediate-early gene 

after stimulation by a wide variety of extracellular stimuli (27). Gene knock-out studies have suggested that 

Cox-I and -2 isoenzymes possess distinct function (28・30).In addition， the Cox-2 e回 ymeis localized in 

the endoplasmic reticulum (ER) as well as the nuclear envelope， whereas the Cox-l enzyme is localized 

primarily in the ER (31). It had been demonstrated that the rate-Iimiting e回 ymein vascular PGI2 

synthesis in newborn lung is cyclooxygenase (Cox)， and that the capacity for vascular PGI2 production 

increase markedly during the early postnatal period. This is due to an upregulation in the expression of the 
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t旬ype1 isoform of Cox (Cox-1り)(ο32勾).Cox.寸 p1aysan important role in angiogenesis and endothelial growt白h.

But the mechanisms underlying i刊tsexpression are not well understood. As the best we know， this is the first 

r巴portto characterize the Cox-1 promoter activity induced by thrombin. We identified the regions 

containing a positive regulatory element within the 5'-flanking region of the human Cox-1 gene. By 

deletion analysis， a 18・bpfragment within the 5'-flanking region of the Cox-1 promoter was identified， 

which appears to be essential for the cox-1 expression induced by thrombin. No significant changes were 

noted after deletion of the element from ・1261to +28， whereas deletion between -1261 ~ -565 reduced the 
promoter activities to 77% that of the whole promoter fragment. However， the promoter activity was 

reduced significantly when e1ements企om-565 to -255 was removed. This region of the Cox-1 promoter 

only contains a putative Sp-1 binding site. Sp 1 belongs to a zinc finger family of transcription factors that 

can activate transcription of a subset of genes containing Spl sites， inc1uding human tissue factor (33)， 

human VEGF gene (34)， and human 12 (s) Iipoxygenase (35). Analysis by band shift assays ofSpl binding 

to the Cox-l gene had shown two bands were specifically competed by Sp 1 or unlabeled probes but not by 

AP2 oligonuc1eotide. Furthermore， a 50・foldmolar excess of -5651・255in which the canonical Sp 1 site 

was mutated failed to inhibit the formation ofthe two DNA-protein complexes. The band was supershifted 

with antibody directed against Spl but not with unrelated antibody such as anti-Cox-I antibody. The 

present data suggest that Sp-l may be necessary for up-regulation of the cox-I promoter activity induced 

by thrombin. 

官1Tombinis an important growth factor and immuno-regulator for the tissue injury. Highly purified thrombin 

stimulates proliferation of chick embryo and mammalian fibroblasts under serum-仕eeculture condition， and it activates 

monocytes， NK cel1s， T cells， and endothelial cells. Early studies showed that action at cel1 surface is su筒cientfor 

thrombin to stimulate cell proliferation by initiating transmembrane signals. Several laboratories have cloned members 

of a proteolytically active seven-transmembrane G-protein-linked receptor fami1y that include PAR1， PAR2， PAR3， and 

PAR4 (36). These receptors are proteolytically activated by thrombin to generate a new NH2 terminus， which acts as a 

tethered Iigand and promotes the interaction between the receptor and the G-proteins at the intracellular side of the 

membrane. To understand whether the thrombin-induced Cox-I up-regulation was also through these pathways， we 

investigated e能ctsofvarious inhibitors ofthe thrombin receptor. Here， we show that induction ofCox-l by thrombin 

was inhibited by pretreatment with Hirudin， a thrombin receptor antagonist. This suggests that thrombin acts via 

activation of the receptor. 

In summary， our studies firstly demonstrate that thrombin up-regulated of Cox-1 via a transcriptional 
level mechanism. We further demonstrated the critical role of the region合om・115to -97 of the Cox-I 

promoter in mediating up-regu1ation of Cox-1 induced by thrombin， and in the basic Cox-l promoter 

activity.. The exact mechanisms by which the region from -115 to・97exerts its activity on the expression 

of Cox -1 remains unc1ear and is therefore the focus of our fu飢res旬dy.

Acknowledgments 
This work w出 supportedby grants from Japan China Medical Association 

References 

l. Richardson， C.， Emery， P. 1996. Drug Saf. 15:249-260. 

2. Herschman， H.R. 1994. Cancer Metastasis Rev. 13:241・256.

3. Seibert. K， Masfe町er.J.L. 1994. Receptor. : 17・23.

4. Gierse、J.K.，Hauser， S.D.， Creely， D.P.， koboldt， C.， Rangwla， S.H.， Isakson， P.C.， Seibert， K.， 1995. 

Expression and selective inhibition ofthe constitutive and inducible forms of cyc1o-oxygenase. Biochem. J. 

305:479-484. 

5. Dewitt， D.L.， Smith， W.L.， 1995. Yes， but do they stil1 get headaches. Cell. 83:345・348.

6. Murakami， M.， Matsumoto， R.， Urade， Y.， Austen， K.F.， Arm， J.P. 1995. cKIT ligand mediates increased 

expression of cytosolic phospholipase A2， prostaglandin endoperoxide synthase-1， and hematopoietic 

prostaglandin D2 synthase and increased IgE-dependent Prostaglandin D2 generation in immature mouse 

mast cells. J. Biol. Chem. 270:3239・3249.

- 226 -



7. Samet， J.M.， Fasano， M.B.， Foneth， A.N.， Chilton， F.H. 1995. Selective induction of Postaglandin G/H 

synthase 1 by stem cel1 factor and dexamethasone in mase cel1s. J. Biol. Chem. 270:8044・8049

8. Kawaguchi， H.， Pilbeam， C.C.， Gronowicz， 0.， Abreu，C.， Fetcher， B.S.， Herschman， H.R.， Rasiz， L.o.， 

Hurley， M.M. 1995. Transcriptional induction of prostaglandin G/H synthase-2 by basic fibroblast growth 

factor. Am. Soc. Clin. Invest. 96:923・930.

9. Tsujii， M.， Kawano， S.， Ts可i，S.， Sawaoka， H.， Hori， M.， Dubois， R.N. 1998. CycIooxygenase regulates 

angiogenic induced by colon cancer ceIIs. Cell. 93:705・716.10.

10. Narko. K.， Ristimark. A.， Macpheee. M.， Smith. E.， Haudenschild. C.C.， Hla. T. 1997. Tumorigenic 

transformation of immortalized ECV endothelial cells by Cyclooxygenase-l overexpression. J. Biol. Chem. 

272:21455-21460. 

11. Langenbach， R.， Morham， S.o.， Tiano， H.F.， Loftin， C.D.， Ghanayem， B.I.， Chulada， P.C.， Mahler， J.F.， 

Lee， C.A.， Goulding， E.H.， Kluckman， K.D.， Kim， H.S.， Smithies， o. 1995. Postaglandin GIH synthase 1 
gene disruption in mice reduces arachidonic acid-induced inflammation and indomethacin-induced gastric 

ulceration. Cell. 83:483-492. 

12. Morham， S.o.， Langenbach， R.， Loftin， C.D.， Tiano， H.F.， Vouloumanos， N.， Jennette， J.C.， Mahler， J.F.， 

Kluckman， K.D.， Ledford， A.， Lee， A.， Kluckman， K.D.， Smithies， O. 1995. Postaglandin G/H synthase 2 

gene disruption causes severe rena1 pathology in the mouse. Cell. 83:473-482. 

13. Vu TK， Hung DT， Wheaton VI， Coughlin SR. 1991. Molecular doning of a functional thrombin 

receptor reveals a novel proteolytic mechanism of receptor activation. CeII 64: 1057・1068

14. Van Obberghen-Schil1ing E， Pouyssegur J. 1993. Signaling pathways ofthe thrombin receptor. Thromb 

Haemostasis 70: 163-167 

Vergnolle N， Hollenberg MD， Wallace JL. 1999. Pro-and anti-inflammatory actions of thrombin: a distinct 

role for proteinase-activated receptor-l (PAR1). British Jouma1 ofPharmacology 126: 1262・1268

15. Webb ML， Taylor DS， Molloy CJ. 1993. Effects of thrombin receptor activating peptide on 

phosphoinositide hydrolysis and protein kinase C activation in cultured rat aortic smooth muscle ceIIs: 

evidence for "tethered-Iigand" activation of smooth muscle ceII thrombin receptors. Biochem Pharmacol 

45:1577-1582 

16. Berk BC， Taubman MB， Cragoe EJ JR， Fenton JW 2d， Griendling KK. 1990. Thrombin signal 

transduction mechanisms in rat vascular smooth musc1e cells. Calcium and protein kinase C-dependent and 

-independent pathways. J Biol Chem 265: 17334・1735016.

17. Vane， J.R. Towards better aspirin. 1994. Nature. 367:215・・216.

18. Berk BC， Taubman MB， Griendling KK， Cragoe EJ Jr， Fenton JW， Brock TA. 1991. 

Thrombin-stimulated events in cultured vascular smooth-muscle cell. Biochem J 274:799・805

19. Xu， X.M.， Tang， J.L.， Chen， X.M.， Wang， L.H.， Wu， K.K.Y.， 1997. Involvement oftwo Spl elements in 

basal endothelial Prostaglandin H s戸lthase-lpromoter activity. J. Bio1. Chem. 11 :6943・6950.

20. Morita 1， Kanayasu T， Murota S. 1984. Kallikrein stimulates prostacycin production in bovine 

endothelial ceIIs. Biochem 'Biophys Acta 792:304・309

21. Wilson Y.， Keyvan M.， Asifa H.， Irene L.， Nicholas RF. 2000. Cox-2 is required for TNF and 

Angiotensin 2・mediatedproliferation ofVSMCs. Circulation Research 86: 906-914 

22. Xu XM.， Tang JL.， Chen XM.， Wang LH.， Wu KK. 1997. invo1vement of two Sp1 element in basic 

endothelial prostaglandin H s戸lthase・1promoter activity. J. Bio1. Chem 271: 6943・6950

23. Xu XM.， Tang JL.， Chen XM.， Wang LH.， Wu KK. 1997. involvement of two Spl element in basic 

endothelial prostaglandin H s戸lthase-Ipromoter activity. J. Bio1. Chem，271 : 6943-6950 
24. Nierodzik ML， Kajumo F， Karpatikin S. 1992. Effect of Thrombin treatment of tumor cells on adhesion 

oftumor cel1s to platelets in vitro and tumor metastasis in vivo. Cancer Res 52:3267・3272

25. Smith， w.L.， Garavito， R.M.， Dewitt， D.L. 1996. J. Biol. Chem. 271 :33157・33160.

26. Smith， W.L.， Dewitt， D.L. 1996. in dvances in immunology (Dixon， F.1.， ed) Vol. 62， pp. 167・215，

Academic Press， Orlando， FL. 

27. Herschman， H.R. 1994. Cancer Metastasis Rev. 13:241・256.

28. Dinchuk， J.E.， Car， B.D.， Focht， R.1.， Johnston， J.1.， Ja釘ee，B.D.，Covington， M.B.， Contel， N.R.， Eng， 

- 227 -



V.M.， Collin， R.J.， Czerniak， P.M.， Go汀y，S.A.， Trzaskos， 1.M. 1995. Nature. 378:406-409. 

29. Langenbach， R.， Morharn， S.G， Tiano， H.F.， Vouloumanos， N.， Jennette，J.C.， Mahler， 1.F.， Kluckman， 

K.D.， Ledford， A.， Lee， C.A.， Smiththies. 1995. Cell. 83:473-482. 

30. Morita， S.G， Schindler， M.， Regier， M.K.， Otto， J.C.， Hori， T.， Dewitt， D.J.， Smith， O. 1995. J. Biol. 

Chem. 270: 10920-10908. 

31. Coleman， R.A.， Smith，W.L.， Narumiya， S. 1994. Pharmacol. Rev. 46:205・229.

32. Brannon， T.S.， North， A.J.， Wells， L.B.， Shaul， P.W. 1994. prostacyclin synthesis in ovine pulmonary 

artery is developmentally regulated by changes in cyclooxygenase-l gene expression. J. Clin. Invest. 

93:2230-2235. 

33. Cui MZ， Parry GC， Oeth P， Larson H， Smith M， Huang RP， Adamson ED， Mackman N. 1996. 

Transcriptional regulation of the tissue factor gene in human epithelial cells is mediated by Sp 1 and EGR・1.

J Biol Chem 271 :2731-2739 

34. Finkenzeller G， Sparacio A， Technau A， Marme D， Siemeiter G 1997. Spl recognition sites in proximal 

promoter of the human vascular endothelial growth factor gene are essential for platelet-derived growth 

factor-induced gene expression. Oncogene 15 :669・676

35. Qin H， Sun Y， Benveniste EN. 1999. The transcription factors Spl， Sp3， and AP-2 are required for 

constitutive matrix metalloproteinase-2 gene expression in 田troglioma cells. J Biol Chem 

274:29130-29137 

36. Vu TK， Hung DT， Wheaton VI， Coughlin SR. 1991. Molecular cloning of a functional thrombin 
receptor reveals a novel proteolytic mechanism of receptor activation. Cell 64: 1057-1068 

37. Karim S.， Habib A.， Levy-Toledano S.， Maclouf J. 1996. Cyclooxygenases-l and -2 of Endothelial 

Cells Uti1ize Exogenous or Endogenous Arachidonic Acid for Transcellular Production of Thromboxane. 1. 

Bio1. Chem. 271:12042-12048 

38. Sato， T.， Sawada， S.， Tsuda， Y.， Komatsu， S.， Akamatsu， N.， Kono， Y.， Higaki， T.， h:namura， H.， Tada， Y.， 

Yamasaki， S.， Tamagaki， T.， Nakagawa， K.， Tsuji， H.， Nakagama， M. 1999. The mechanism of 

thrombin-induced prostacyclin synthese in human endothelial cells with reference to the gene transcription 

of prostacycin-related e位 ymesand Ca2+ kinetic. Journal of pharmacological & Toxicologinal Methods. 

41(4):173・182.

-、

- 228 -



匂思君F鳳照鵬業

2001 生存犀芝日中医肴全弓全制すさをお花イ是支隼毒享要最幸艮全長主宰

一在留中国人研究者研究助成一

財団法人日中医学協会

理事長中島章殿

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真、及び発表論文のコピーを添付

1.研究者氏名 呉 軍

平成14年 3 月 20日

研究機関 日本大学歯学部 研究指導者 角野隆二 職名一一盆皐

所在地干101・8310千代田区神田駿河台 1・8・13 電話 03・3219・8122 内線

研究テーマ 三文神経損傷時に発現する痛覚過敏発現の中枢機構の解明

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等においての口頭発表 有 ・ ⑮ (学会名・内容)

(2)学会誌等に発表した論文 ⑤ ・ 無 (雑誌名・論文名)

眼簡下神経CCIモデルラットに対する gabapentin投与の

有効性に関する研究

日本歯科麻酔学会雑誌第29巻第1号14ー 22 (2001年)

- 229 -



3.今後の研究計画

今回報告書に記載した神経障害時の中程神経内での神経回路網の可塑的変化

については，その機構に不明な点が多く以アの説がある。 1)神経切断後，ま

ず C神経線維の萎縮，さらにシナプスの欠落が起り，その後に損傷を受けた C

神経線維が Aβ神経線維の発芽を誘因すると考えられる。 2)神経切断後に，

有髄神経線維のみならず無髄の神経線維も CTBを取り込むようになるため，

無髄神経線維がより多く存在する II層にも CTB陽性神経線維およびその終末

が認められるようになる可能性がある。これらの疑問に対し， C神経線維の分

布を IB4などのトレーサーを用いて確かめていき，三文神経節細胞体に2 有髄

神経に対する CTBと無髄神経に対するトレーサー (IB4)の二重染色を施し
観察し調べていく予定である。

4.指導責任者の意見

呉 軍君は，三叉神経系においての神経障害時の痕痛発現機構の解明と言う

大変な命題を，免疫組織学的方法を駆使し，三文神経脊髄路核内での神経線維

の発芽があることを証明した。さらには，ひFos蛋白質を指標にし，神経障害

時に興奮性を高めている中枢神経細胞の分布を調べた。これらの研究は神経障

害時の感痛発現機構の解明の一翼をになっていると考えられる。今後は，研究

を発展させ学位論文にまで仕上げて頂きたい。

名ベミ許?をニ@

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい.

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい.

※研究成果を発表する場合は‘-発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当つては、 B中'/2[学館会1M.成金IごJ:-!J旨を明記して下さい.
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三文神経領域では，下顎第三大臼歯抜歯後などの神経損傷時に発現する痔痛は，慢性佑し，有効な治療

薬もないために難治イじするとことがあり，臨床上大きな問題となっている。その発現樹齢蕎として，損傷を

受けた神経の切断端に神経腫ができることなど末梢神経側に原因があるだけではなく，中枢神経の可塑的

変化が関与していることが示唆されている。

そこで，ラットの下歯槽神経 (IAN)切断後に，眼下宮神経 (ION)支配領域に惹起される知覚過敏

(allod y n ia)発現の機構としての中枢神経系内での神経回路網の変化を調べることを目的とし， IAN切

断後に IANが投射している三文神経感覚核群での一次求心性有髄耕経樹監・軸索の分布を調べた。その

結果，三文持経脊髄詰核尾側亜核 (SPVC)では，非切断観吻の 11層には CTB陽性神経樹監・終末は認

められなかったが，切断動物の SPVCの 11層には CTB陽性神経線維・終末が多く認められた。 SPVC

の11層は痛覚情報処理に閥系している領域とされており， SPVCの11層への有髄持経線維の発芽が，知

蹴撤発現に関与している可制空が示唆された。

さらに， IONを拘掘し allodyniaが惹起されたモデル劃吻を用い，中枢神経の興奮性を c-Fos様蛋自発

現を樹票にし，持経損傷時の期高に対する新しい治療薬gabapentinの有釧生を調べた。その結果， SPVC

の表層に発現する c-Fos様蛋白陽性細包が ION拘据モデル動物では増加したが， gabapentin投与によ

りその数は有意に減少した。

これらのことより，神経損傷時の痛飴邑敏発現に中枢神経の回路網の変佑と中枢神経の興奮性の増加が

関与することが示唆された。

K町山fords
榊至損傷， CTB， gabapentin， c-Fos，ラット

緒言:

末梢感覚神経が損傷を受けると，正常では痛みを引き起こさない触刺激に対しても痛みを感じるアロ

ディニア (allodynia)と言われる知錨昌敏を生じることが知られている。この知錯昌敏の発現メカニズ

ムとして， 1 )神経切断端に神経腫ができること， 2)交感神経線維が発芽し神経節細胞体にシナプス
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を形成すること， 3)損傷を受けた求心材経内で A神経鰍佐と C持経線維聞に活動電位の‘cross-talk ' 

が生じること，さらに4)柑経節細胞体で種々の物質の産生充進や減邑が起こることなどが考えられてお

り，これらの変佑によって，一次求心持経に不規則な自発活動の過興奮が生じると考えられている

一方，末梢柑経(坐骨神経)切断を施した動物の脊髄後角において一次求心性持経の終末を含む領域に

神経回路網の再構築が起り，これが知第昌敏発現の一因になっていると推察されている。それによると，

正常動物では主に脊髄後角の ill-VI層に終末する Aβ神経線維が，神経切断 2週間後には軸索発芽

(sprou ting)を起し，電気生理学的に痛覚情報の伝達に重要な役割を果たしていると考えられており，

本来 Aβ神経線維の終末が認められない E層にまで延びる。さらに，後根をつけた脊髄のスライスパッ

チクランプ法を用いた研究により，正常動物の後角の 11層の細胞ではほとんどのものが Aδ持経線維由

来のもので， Aβ神経線維由来のものはごく少数であるが，坐骨神経が切断された動物の H層の細包では

ほとんどが Aβ神経線維由来のものであることを報告している。これらのことを考え併せると，神経が

切断された動物では， Aβ神経線維を伝導してきた触刺激により誘発された活動電位が脊髄で痛覚伝達に

関与するこユーロンを興奮させることによって，結果的に触刺激で痔痛すなわち allodyniaが誘発される

と推察される。

近年，野村はラットで三文神経第3枝，すなわち下歯槽神経 (inferioralveolar nerve，以下 IANと

略す)切断後に，三叉神経第2枝すなわち眼下寓神経 (infraorbitalnerve，以下 IONと略す)支配領域

である口ひげ部の19以下の創刺激に対して逃避桁動を示す知覚過敏 (allodynia)が生じることを示し，

この allodyniaが神経切断のあと2日後より 15日まで惹起されると報告している。この野村が報告した

末梢神経切断後の知節目敏 (allodynia)の発現のメカニズムとしての中枢神経系内での神経回路網の変

化を調べることを目的とし， IAN切断後に IANが投射している三文神絶感覚核群での一次求心性有髄神

経線維の軸索発芽の有無とその分布を調べた。

さらに，末梢神経の侵害刺激により中枢神経系内で活性イじする細胞を標識する方法として c-Fos様蛋

白免疫組織也学染色法が確立された。その方法によって，中枢神経系内で刺激によって活性した細胞の数

と分布を調べることが可能となった。そこで，神経障害のモデルとして IONを拘掘し， chronic 

constriction inju ry(CCI)を施し，動物に allodyniaを惹起させ，この動物の三文神経脊髄路核尾側盟核

で非侵害刺激~こよって発現する c-Fos 様蛋白陽性細胞の数と分布を調べ，さらに抗てんかん薬として使

用され近年，神経損傷時の嬉痛発現を抑制するとされる gabapentinの効果を行動学的， c-Fos様蛋自発

現細包の数と分布を調べることによる免廊邸哉他学的に調べた。

これらの研究により，持組員傷時のf割高発現機構の中枢柑経系の儲リを考察する。

研究対象と方法:

持経切断と軸索発芽の実験には 7週齢の SD系雄性ラット (180・200g)を6匹用い，切断動物と

して5匹，非切断劃物として4匹を用いた。

1. 持経切断の方法(切断製物)

ラットを pentobarbitalsodium (ネンブタール，大日本製薬， 40mg/ kg)で麻酔後，左側顔面皮膚

の毛を剃った。左側頬部皮庸を切開し，さらに岐筋の筋線維をできるだけ傷つけないように一部剥離し，
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下顎突起の中央部で骨を露出した。下顎骨の表面を歯科用エンジンで切削除去し，左側下歯槽神経を

約3mm露出した。その後，左下歯槽持経の近遠心側の2箇所を， 6.0の絹糸で， 2mmの間隔で結紫し，

その闘で榊至を切断した。その後，切開部を6.0の絹糸で4糸縫合した。

2.コレラ毒サプユニットBの注入方法

神経切断1週間後に再度 pentobarbital sod iu m (ネンブタール，大日本製薬， 40mg/ kg， i.p.)で麻

酔し，左側皮膚を切開し，岐筋をできるだけ傷つけないように下歯槽神経の中枢側の切断端を露出した。

神経切断端より2"'3mm中枢の神経束に，有髄神経に特異的に取り込まれ，逆行性に運ばれ，神経節を

越えて中枢の持経線維およびその終末まで運ばれる0.5mgのコレラ毒Bサブユニット (choleratoxin B 

subunit，以下口Bと略す， UST BIOLOGICAL LABORATORlES)を 1mlの湖銅蒸留水(大塚製

薬)に溶解したものを60μl注入した。

3.濯流および切片の作成法

CTB注入 1週間後に， pentobarbital sodium (ネンブタール，大日本製薬， 80mg/ kg)で深く麻酔

し， 0.1M phosphate buffer (PB， pH=7.4)で緩衝した 4%paraformaldehydeで濯流固定した。中脳

と延髄を含む脳を取り出し，上記の固定液を用い， 40Cで72時間後固定した。その後， 30%ショ糖含有

0.01M phosphate buffer saline (PBS， pH=7.4)内に 48時間浸漬した。摘出した脳を厚さ 20μmま

たは50μmの前額断連続凍結切片を作成した。

4.CTBに対する免疫反応

標本は 4切片おきに 2組 CTBに対する免疫反応を行い，残りは予備とした。免疫反応は，以下に示す

ように浮遊法にて行った。1)切片を0.01MPBSで10分間出争し，0.3%のTriton-Xを加えた0.01MPBS

200mlに15mlの normalrabbit serum (NRS)と0.2gのアジ他ナトリウム (NaN3) を加えた緩衝夜

(プロッキング液)に40Cにて 24時間浸潰した。 2)0.3%のTriton-Xを加えた0.01MPBS 200mlに

10mlのNRSとO.5gのNaN3を加えた手護衛夜(U対克備容解液)で10000倍に希釈したpolyclonalgoat 

anti-chorela toxin B subunit抗体 (USTBI01βGICAL LABORA-TORIES)に40Cで72時間浸潰し

た。 3)0.3%のTriton-Xを加えた 0.01MPBSで5分間洗浄した後， 0.01M PBSで5分間3回船争

した。 4)0.01MPBS 200mlに3mlのNRSと0.2gのNaN3を加えた緩衝夜(2謝克体溶自軒夜)で10000

倍に希釈したビオチンイl:Janti-goatIgG (H+L) (BA・5000，VとctorLab.)で370Cで1時間浸潰した。

5)0.3%のTriton-Xを加えた0.01MPBSで5分間洗浄した後， 0.01MPBSで5分間3回船争した。

6)0.3%のTriton-Xを加えた0.01MPBSで100倍希F尺したavidin-biotinperoxidas巴complex (Vector 

Lab.)で室温で 2時間浸漬した。 7) 0.01M PBSで5分間3回， 0.05Mtris buffer (TB， pH=7.6) 

で洗浄した。 8)0.05MTB (pH=7.6) 200ml に0.08gの3，3'-diaminobenzidine tetra hydrochloride 

(DAB，東京佑成)と4gのammoniumnickel sulfateを加えた溜夜に， hydrogen peroxide (H202) 

を30μl加えた液に室温で5分間浸潰し， CTB陽性神経線維およU終末を黒く発色させた。

5.CTBの分布の検索

光学顕微鏡下で，標本をスワンソンの脳図譜を参考に核分けし，榊差切断動物の三文神経感覚核群内の

CTB陽性神経線維およびその終末の分布を非切断動物のものと比較検討した。厚さ 20μmに切った標

本で CTB陽性神経線維およびその終末の密度について検索を行った。厚さ 50μmに切った標本で、三文
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神経の求心性感覚鰍佐が直樹謝する種々の感覚核群(上三文神経核:supratrigeminal nucleus，以下

SUTと略す，三文持経主知覚核， principal sensory nucl巴usof the trigem inal以下回Vと略す，三文

持経脊髄路核吻側盟核:oral part of the spinal nucleus of the trigeminal，以下回VOと略す，三文神

経中間亜核:interpolar part of the spinal nucleus of the trigeminal，以下SPVIと略す，三文桝至脊

髄路核尾側盟核:caudal part of the spinal nucleus of the trigem inal，以下SPVCと略す)での口B

陽性柑経線維およびその終末の分布範囲について調べた。

IONの CCIモデル戴物の c-Fosの実験では， SD系雄性ラット (200-250g)を使用した。 41匹の

動物にCCIを施し， sham手術群をとして5匹使用した。

1. 持経切断の方法(切断劃吻)と行動観察法

ラットを pentobarbitalsodium (ネンブタール，大日本製薬， 40mg/ kg)で麻酔後， Imamuraの方

法により右側IONにchromicgut(4・0)を用いCCIを施した。

ラットの行動観察として，すべてのラットに対し IONの CCI施行当日までに，口髭部をケージの穴か

ら突出させたままの状態で，侵害機械刺激 (vonFrey hair 28.84gを使用)に対し，頭部の引っ込め行

動を起こさないように訓練した。 CCIを施した翌日より，ケージ穴から突出した状態の右側口髭部にvon

Fery hairで定量的機械刺激を与え，頭部の引っ込め行鰯秀発東l撒値 (headwithdrawal threshold， 

以下 HWf)を測定した。 CCI施行日より 10日から 14日目にかけて， HWfが非侵害機械刺激であ

る3.63g以下の動物をCCI-IONラットとみなした。

2. 府撒方法と濯流固定法

CCI-IONラットを1.saline2.carbamazepine(17， 50mg/ kg) 3. gabapentin(10， 30， 100mg/ kg)投

与する6群に分けたourethan (SIGMA， 1000mg/ kg， i.p.)で麻酔し，各薬物を腹腔内に投与した後

に3.63gの刺激を口髭部に1Hz，15分間与えた。刺激終了2時間後，再度麻酔し (urethan，80mg/ kg)， 

4 %paraformaldehydeで濯流固定した。第一顕髄 (firsts巴gmentof the spinal cord: C1)および三

文神経脊髄路核尾側亜核 (meduUarydorsal horn: MDH)を含む脳を取り出し，上記の固定液で48時

間後固定した後， 30%ショ糖含有0.01MPBS内に48時間受潰した。

3. Fos-U cellsの免疫染色法

摘出した脳から MDHおよび C1を含む領域を切り出し，厚さ 50μmの連続前頭断切片を作製した。

標本は4切片おきに浮遊法を用いた。0.01MPBSで出争後，1.5%nomalgoat serum (NGS)， 0.1鋤 ovine

seru albumin (BSA，和光)に0.3%Triton-Xを加えた0.01MPBS液に40Cにて24時間受潰した。10000

倍に希釈した affinitypurified polyclonal rabbit anti human" c-Fos antibody (Ab-5， Oncogene 

Science)に

40C， 72時間侵漬した。その後，洗浄後，200倍に希釈したbiotinylatedgoat anti-rabbit IgG(H+ L) 

(BA・1000，Vector Lab.)に370C 2時間侵漬した。 100倍に希釈した avidin-biotinperoxdase 

complex (Vector Lab.)に室温で2時間侵漬した。その後，切片を0.05MTrisbuffer (TB， pH7.6) 

にて洗浄し， 0.04%3，3・diaminobenzidinetetera hydrochloride (DAB，東京化成)， 0.2勉 mmonium

nickel sulfateに 0.03%hydrogenperoxideを加えた 0.05%MfB(PH7.6)緩衝夜に，室温で5-8分侵

漬することにより， Fos-U cellsを発色させた。

結果:

1. CTB陽性耕経脇惟およU幣末の分布範囲

三文神経の求心也感覚持経鰍佐が酎割支射する種々の感覚核群での CTB陽性神経線椎およびその終末
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の分布について調べた。厚さ 50μmの標本を用いて検索を行った。 SUT，PSV， SPVOおよび SPVI

でのCTB陽性柑牢鵠締並およひ終末の分布範囲は，密度の高い部分の分布範囲は切断車胸て・縮小していた。

しかし，密度の低い部分を含めた全体の CTB陽性神経繍佐およびその終末の分布範囲には非切断裂物お

よび切断劃敢π・分布範囲には大きな違いなく SPVIの背内側部に限られていた。

2. SPVCでの口B陽性神経鰍佐およU幣末の分布範囲

非切断および切断鰍JでSPVCの背内側部に CTB陽性持続説縦およびその終末が認められた。非切断

製胸において SPVCの内背側部の皿層， IV層に多くの CTB陽性持続鵠縦およびその終末が多く認めら

れた。さらに， 1層にもCTB陽性持経線維およびその終末がわずかに認められた。一方，切断観吻では，

SPVCの背内側部の皿層， IV層だけではなく， 1層.(矢印 a)， II層(矢印 b)にも多くの CTB陽性

材掃車噺荘およびその終末が認められた。さらに， 1層での CTB陽性線維およひ終末は，外側に拡がって

いた。

非切断聾胸のSPVC 切断裂吻のSPVC

4. CCI-IONラットのallodyniaの発生率

41匹中31匹においてのラットにおいて右側の HWfが 3.63g以下となった。 sham群では HWf

が28.84gに戻り， allodynniaは認められなかった。

5. 薬物投与群のFos-UceUsの分布

saline投与群と各薬物投与群と Fos-UceUs数を比較すると carbamazepine50mg/ kg投与群と

gabapentin30， 100mg/ kg投与群では， CCI同側の表層および深層の両層において有意な減少が認め

られた (p<O.Ol)が，特に表層においてその傾向は強く現れた。各群での CCI反対側の，表層および深

層において発現したFos・UceUs数の投与量依存的な減少は観察できなカ通った。

考察:

四肢においては， sural nerveを切断後1週間から9週間の内に， CB-HRPの註入または単一軸索内

染色を行しU有髄の Aβ神経線維およひ事冬末が正常動物では Aβ神経線維の入力が無いといわれている

脊髄後角 II層と，一部 I層に認められると報告している。その要因として次のような可能性が考えらる。

1)相経切断後，まず C柑経線維の萎縮，さらにシナプスの欠落が起り，その後に損傷を受けた C持経

鰍餅Aβ桝経線維の発芽を誘因すると考えられる。逆に，切断後， C柑経樹監が萎縮しないように柑経

p
h
u
 

n

‘u
 

ワ白



成長因子(以下 NGFと略す)を投与すしたときには， II層に有髄神経線維およびその終末の発芽が起ら

ないことが報告されている。 2)桝至切断後に，有髄神樹齢世のみならず無髄の神経線維も CTBを取り

込むようになるため，無髄榊~協惟がより多く存在する H 層にも CTB 陽性持施術監およびその終末が認

められるようになる可能性がある。今回の研究でも，切断動物では， SPVCの背内側部の III層， IV層

だけではなく， 1層(矢印 a)， II層(矢印 b)にも多くの CTB陽性持経線維およびその終末が認められ

た。この三文持経系でのし II層の CTB陽性梓樹尉唯およびその終末の発現においても， sural nerve切

断時に考えられている上記のような要因が関与していると推察される。

近年，野村は IAN切断後， ION支配領域の口ひげ部皮膚に定量的機械刺激を与え，逃避行動を誘発す

る刺激闘値を経時的に測定した。その結果，神経切断側においてラットが逃避行動を起こす機械刺激の閥

値は，手術前と比較すると，手術後2日目より対側のsham手術側と比べ有意に低下し， 15日固まで19

以下の刺激で逆鎚行動が起る状態 (allodynia)が続いた。今回の研究では， 1層での C百陽性神経線維

およびその終末は，外側に拡がっていた(矢印 a)。この拡がった領域は，上記に述べたように ION支

配領域からの入力カ鴨討する部位である。今回の研究で，柑経切断後に起る I層での CTB陽性持経鰍佐

およびその終末の外側への拡がり，切断神経の支配領域を越えた知賞品敏に重要な働きをしていると考え

られる。

Ga凶pen出の抗侵害受容樹藷については不明な点があるが，作用部位として伊加pentin結合蛋白である

電位依存性カルシウムチャネルのサプユニット(a2o)が考えられている。このサブユニットは脊髄後角

表層に分布していることが明らかになっている。今回の実験で， all吋卯iaを惹起した動物の三文神経脊髄

路核尾側亜核やcUこ認められたF四-u田:llsの数が増加し，さらには凶ine投与群と伊加戸n出30，1∞m凶<g
投与群では， α1同側の表層および深層の両層において有意な減少が認められた(p<O.Ol)。これらのこ

とを考えあわせると， 0α を施すことにより，これら中枢神経細胞の細胞内カルシウムイオンの上昇によ

り，各種の細胞内伝達系反応が起こり，その結果として柑経核内の Fos蛋白が産生されることが推察でき

る。細胞内伝達系には，慢性感痛モデルで脊髄表層に対側と比較して有意に発現する PKCyなどが知られ

ている。

以上，神経切断時に中枢神経内での神経回路網の可塑的変佑と神経拘施時の中枢柑採Z細胞の興奮性の増

加を報告した。実際の臨床では，この二つのモデルの複雑な組み合わせで柑経障害時の痛賞品敏が引き起

こされていると考えられる。
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3.今後の研究計画

今回、『破折歯の接着強度に関する研究』を博士論文試験のテーマとし、三年間の研究実

験を進め、よい結果を得た。臨床では成功例が多く発表されている破折歯の接着技法につ

いて、歯科理工学の立場から、研究データーおよび治療根拠を提供することができた。微

小引張試験法を破折歯研究に用いることにより、成功な臨床治療法を確信され、さらに健

康な歯質と接着修復した破折歯の接着強度を比較できることが認められた。

歯科医学は理工材料学よって発展し、これからも理工学によって支えられていく』とよ

く言われているc 歯科研究者と歯科医師に対して、基礎知識が歯科材料の使用や治療方針

の決定などにより非常に重要な物である。今後さらに本研究の結果を生かし、微小面積分

析の手法を用い、歯根部だけではなく、歯冠部破折の症例にも試み、各種歯科臨床接着治

療方法の理論的根拠を明らかにしたい。

4.指導責任者の意見

劉佳君は， 1998年4月に専修科生として本学に入学し，翌年より本学大学院博士課程に進学し，

3年次を終了するに至っております.この間に， r歯科用銀合金の疲労特性についての研究Jr支
台歯とされる歯牙の破折と再接着に関する研究Jを行い、学会発表5回，原著論文 l編の報告を

行っております.貴協会の助成金により，在学中の経済的困難が軽減され、研究に専念できたも

のと考えます.

現在，博士論文として「歯牙の破折と再接着に関する研究Jを完成させたいと実験をほぼ終了

し，データ整理と博士論文の作成に取り組んでおります。

また、学生教育にも積極的に協力し、学生実習の指導に当たっております。現在はその着実で

勤勉な態度、真撃な研究態度と勉学意欲からして、十分な成果を期待できるものと確信しており

ます。

指導責任者氏名 JJ" ¥句 史

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当っては、 B1f11*学蕗会助成金IごよQ旨を明記して下さい。
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一日中医学協会助成事業一

破折歯の接着強度に関する研究
(Bond St間目gthsof Adhesively Reattached Root Fracture) 

研究者氏名 劉佳(JiaLIU) 
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共同研究者名 服部雅之，長谷川晃嗣，吉成正雄，河田英司，小田豊

ABSTACT: An investigation of the bond strength of bovine root dentin was conducted wi th purpose to provide 

mechanical evidence for the successive treatment of adhesively reattached vertical root fracture. The 

microtensile dumbbell specimens were fractured as a vertical root fracture wi th a tensile force and bonded 

by 4-META/剛A-TBBadhesive resin. It was found that the better bonding (above 10MPa) to the parallel 

tubules on the bonding interface of butt joint was due to the compacted gap space and the posi ti ve effect 

of etching treatment. The adhesive treatment in a wedge joint， with oblique tubules on the bonding 
interface， was revealed that it contributed to the strongest bond strength (about 19MPa) and good 
durability (after 3000 thermocycling). The test method in this study was proved that it allowed of 

comparing the fracture and re-fracture resistance of root dentin by reusing the same specimen. 

Key Words: Vertical root fracture， Microtensile bond strength， Adhesive resin， Root dentin 

I NTRODUC T ION 

Vertical root fracture (VRF) in endodontically treated teeth occurs frequently. As we all known， the 
selection of treatment often depends on the extent of the fracture lines. The conservation of VRF， a 
vertical fracture down to the root， is particularly difficult. Tooth extraction is necessary to end 
treatment at last. Several conventional techniques have been used to repair fractured teeth by tightened 

wire on the grooves around the tooth crown or by glass ionomer cement. Over the years， due to the advances 
of dental adhesive systems， the new clinical operation have been challenged for bonding fractured teeth， 
including the use of cyanoacrylate cement， composite resins， and even fusion of the fracture line by 
laser. Especially， significant advances have led to a relatively high bonding strength to dentin. The 

conservational treatment of VRF by adhesively repairing method with 4-META/MMA-TBB resin was reported 

with a long-term clinical succession1
• 

4-META/剛A-TBBresin has a long research and clinical history. Nakabayashi2 addressed its use on 

extracted bovine dentin substrates， and introduced firstly the concept of hybrid layer from formation 
by 4-META/MMA-TBB resin in the demineralized dentin of extracted bovine teeth3• It was investigated in 

vivo research4 that process good biocompatibility and little cytotoxicity to the periodontal tissue. 

But no evaluation on the micro-bond strength of repaired VRF was reported. In addition， as for the root 

dentin， Fogel et al.5 showed that the permeability of root dentin is much lower than that of coronal 
dentin. 

In order to reveal adhesion mechanism of root dentin and make a mechanical evidence for the bonding 

treatment of VRF， the purpose of this study was to investigate the effect of surface treatment (polishing 
and etching)， gap space， and the shape of bonding joints (butt joint and wedge joint) on the microtensile 
bond strengths of 4-META/MMA-TBB adhesive resin to the vertically fractured bovine root dentin， and the 
durability of adhesion was also evaluated on effect of thermal cycling. 

IATERIAlS & IETHODS 
Twelve freshly extracted bovine lower central incisors in frozen storing were used within 6 months 

following extraction. 
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Specimen preparation of with para11e1 tubu1es on the fractured surface 

The roots were sectioned longitudinally in bucco-lingual direction with a low-speed diamond saw 

(No.11-4254， Buehler Ltd.， USA) under copious water. Two pieces of dentin-slices (distal and mesial) 
in 1.0mm thickness were obtained from each root. Within two dentin-slices of each root， 10 pieces of 
dentin specimens could be obtained. (Fig. 1) 

The span between the plastic jig was decided on 3.0mm. The rectangular cross-section (1. 0 X 1. 5mm) of 

micro-tensile dumbbell specimen was carefully shaped and trimmed with a diamond bur (Diabur， SF-12， Mani 
Inc.， Japan) in a denta1 handpiece under copious air-water spray. Specimens were subjected to a tensile 
load at a crosshead speed of 1.0 mm/min until failure to obtain the ultimate tensile force， and then 
the microtensile strength was calculated by di viding by the area of rectangular cross-section of dumbbell 

specimens. The fractured specimens were stored in O.略 normalsaline solution at 370C for 24hrs prior 

to reattachment. 

Reattachment and measurement of bond strength 

Followed by thorough rinsing of the fractured surfaces for 30 seconds wi th distilled water， the fractured 
specimens were randomly di vided into 10 groups (n=12 X 10)， and the fractured surfaces were condi tioned 
according to different criteria.such as po1ishing treatment， etching treatment， gap spaces， and joint 
types (Tab. 1). 4-META/~fMA-TBB adhesi ve resin (Super-Bond， Sun Medica1 Ltd.， Japan) was used. 
The bonded specimens were stored in O. 9先norma1saline solution at 3rc for 24hrs prior to micro-tensi1e 

bond test. The half of specimens (n=6X 10) were fractured under tensile force (RTC-1l50， Orientec， Japan) 
at a crosshead speed of 1.0mm/min， and the microtensi1e bond strength (MTBS: MPa) was recorded. 

Evaluation on the durabi1ity of adhesion 

The other half of specimens (n=6X 10) was use for investigating the durability of bond strengths in 

the test of therma1 cycling. The bonded specimens were a1so stored in 37
0 
C O.鍬 salinesolution for 

24 hours prior to loading on the thermal cyc1ing (TC: 4-60. C for 3000cyc1es， dwel1 time 20 s). The 
microtensi1e bond strengths were a1so measured. 

Statistica1 ana1ysis 

One-way ana1ysis of variance (ANOVA) was used to assess the effect of surface treat即 ntsand thermal 

cycling on microtensile bond strength of root dentin. Data differences between each group were ana1yzed 

with the Fisher PLSD (protected the least significant difference). 

SEM observations (the bonding interfaces) 

The interfaces of various condi tioned specimens were ground wi th a series of increasing1y finer silicon 

carbide abrasive papers up to 1200-grit， and polished with diamond pastes down to a 0.03μm particle 
size (Buehler). And then， the specimens were immersed into 6 mol/L HC1 solution (30s) and 1% NaC10 solution 
(lOmin) wi th rinsing interva1， in order to partially remove the inorganic and organic parts of the dentin. 
The specimens were rinsed thorough1y with the distilled water， air-dried slight1y， and stored in silica 
ge1 for 24hrs prior to the gold sputter-coated for SEM observation (JEOL， JSM-6340F， Tokyo， Japan). 

RESULTS 
Bond strength measurement. 

According to the result within the same butt joint before the emp10yment of thermal cyc1ing: 1) Bond 

strengths of both non-treated groups (N， NT) and etched groups (E， ET) were about 10MPa. There were no 
statistica11y significant differences， regardless of a wide or narrow gap-space. 2) Bonding of the 
po1ished specimens (P， PT and PW) showed significant weak in a result of pre-fracture， without data， 
before setting up to the test machine. 3) The significant improvement (pく0.01)of bond strength (about 

5-6¥IPa) was found due to the addi tional etching treatment after the polishing (PE， PET). 4) As for the 
effect of gap space (50μm and 500μm) on butt joint specimens， the significant differences were not 
obtained (p)O. 05). 5) Between the butt joint and wedge joint， the specimens of wedge joint (PE的 showed
the highest value (about 17MPa) with statistically significant difference (p(O.Ol). (Fig.2) 

Due to the influence of 3000 therma1 cyc1es， the bond strength of a wide gap-space (500μm) in butt 
joint decreased significantly (p(O. 01) within non-treated group (about 6MPa)， etched group (about 5MPa) ， 
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and polished-etched group (about 2MPa)，respectively.The specimens with a narrow gap-space(50μm) of 

butt joint had no signifICanee exchanges (p〉0.05).Onthe contrary，the wedge joint (PEW)was still on 
stable bond strength with the highest level (about 19MPa). 

SEM investigation on a side view of the bonding interface 

An image of closed mechanical connection between the resin and dentin surface is showed，even though 

there is an absence of the hybrid layer (Fig.4:N and E);the combination seemed not be closely and the 

extending of resin is not actively because of the absence of resin tags.The absence of connection between 

resin and dentin was remarkable， regardless of tubule orientation (Fig.4: P and PW) ; most of the smear 

layer and smear-plugs in tubule were removed.The superficial layer of dentin was shown a demineralized 

Image;the layer of resin-infiltrated seems alike the texture named as the hybrid layer (Fig.4:PE); 

the hybrid layer occurred in oblique to the tubule orientation.It seems be more regular，entirely than 

that of PE specimens bonded paraI Iel to the tubules.And much mre resin tags and their lateral branches 

were appeared. Observations of this bonding interface wi th the oblique tubules seem gi ve a show of well 
bonding. (Fig.4: PEW) 

There is no any evidently different appearance of bonding si tuation for each pair of condi tioned groups 
by comparing before-TC and after-TC respectively. 

DICUSSION 

1n our previous study6， it was indicated that multiple specimens (about 8-10 specimens) were be prepared 
from one root with the nearly similar tensile strength (36MPa) and parallel tubules on the segment as 

the fractured surface of VRF. 1n addi tion， i t was not found the significant influence of dentin 10cations 

from the cervica1 to the apical root on the tensi1e strength. 1t was contributed to imi tating practically 

the fractured surface of VRF， and standardizing correct1y the origina1 conditions of specimens. On the 

other way， it makes a possib1e to measure the stress on different detai1ed 10cations that is different 
with the conventiona1 study by a tapered tip too1 inserted into the who1e root cana1に8. 1t is better 

suitable for imitating 10ca1 situation of a reattached VRF. 1n addition， this method allows the presence 

of obtaining a percentage data to compare the fracture resistance (about 36MPa6) of intact root dentin 

and the bond strength of a bonded VRF by the same one specimen at one testing 10ad. In order to determine 

the corre1ation of the bond strength wi th tubu1e orientations and other surface treatments， bovine dentin 
was used in this study， a1though it have a 10wer resistance compared to human dentin9 • 

1n this study， we obtained an interesting resu1 t in the group of non-treatment (N/NT)， a just-fractured 
situation after tensi1e force. The bond strength was not showed significant difference to the etched 

groups (E/ET)， and showing an image of closed mechanica1 connection at side view of the bonded interface 

even without the appearance of the hybrid 1ayer. 1n this case of non-treated group， there was no the 
collapse of the superficial layer of collagen at where the minute networks of collagen fibers was shown 

on the bonding surface， (Fig.3). This bonding surface had higher surface energy and surface roughness 

for the easier spreading of adhesi ve materia1s and better interfacia1 contact. It was a1so proposed that 

it is possib1e to contribute the we11 adhesion by micromechanical interlocking between the fresh1y 

fractured surfaces. And it is considerab1e for refitting the fractured segment accurate1y because of 

1ess deformation of the fractured surface. Since the good reattachment of fractured segments is a1so 

a critica1 point for successfu1 treatment of teeth fracture. 

1n this study， the bond strengths retained with the smear 1ayer (P/PT and PW) were very weak， which 

is contrary with the report of WatanabelO
• The smear layer has been defined as any debris ca1cific in 

nature produced by reduction or instrumentation of dentin， enamel or cementumll
• The smear 1ayer is 

composed of hydroxyapatite and a1tered col1agen with an externa1 surface formed by gel-like denatured 

collagen. As the SEM picture in this study， the smear layer revealed a uniform layer of cutting debris 
that covered the dentin and obscured the tubules orifices. Because of their inherent weakness， the 

existing of smear layer can interfere with good dentin adhesion. 

The stronger bond strength was improved in the etched group (E/ET and PEW) with a comparing to the 

polished group (P/PT and P的.The dentin impregnation by app1ied adhesive monomers was realized on1y 
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after removing the weak smear layer. Etching method is commonly used as this actor. The acidic agents 
remove the smear layer， demineralized the dentin surface， open the dentin tubules， and increase the micro 
porosity of the intertubular dentin12• In this study， the 4-META/棚上TBBadhesive resin was used due 
to its good biocompatibility and little cytotoxicity4 and its successive clinics of the repaired VRF1

• 

The 4-META!剛A-TBBresin was unable to adhere to dentine until the development of 10施criticacid and 
3先ferricchloride solution to remove the smear layer. It was found that 4-META promoted diffusion of 
削Ainto the dentin and Fe2+ in 10-3 solution was also effective in increasing the permeability of 
demineralized dentin. The 10-3 solution， a kind of shallow etching， tends to prevent collapse of the 
collagen fibril network and回 yprovide a stiffer interface due to non of over-collapse of collagen 
fibrils13

• The achievement of the bond between adhesive resin and dentin depends on the penetration of 
the primer and adhesive resin into the conditioned dentine surface in order to create micromechanical 
interlocking between the dentin collagen and resin. 
But， the depths and quality of hybrid layer and infiltration of resin tag into the conditioned dentin 
surfaces were showed different for the perpendicular and parallel tubules14

• As for the bond strength 
of adhesion， it was revealed that the value of wedge joint group (PEW: about 130 to tubules) was 
significantly higher than that of butt joint groups (PE: 00 ). The exchangers of bonding areas in two 
kinds of bond joints can be abbreviated (Cos130 '" 0.97). The cause of different bond strength was thought 
that it was the different influence of tubule orientation on the bonding surfaces between both bonding 
joint. At a right angle to dentinal tubules， relative to parallel tubule， the rate of etched dentin has 
been shown to be higher when the acids can diffuse down dentinal tubules1S

• On the other way， it was 
described by Griffiths and Watson16 that the lateral diffusion can only occur in areas where open dentinal 
tubules are available for a fast penetration of the acids and following dissolution of the peritubular 
dentin lining the tubule walls. Resin penetration into tubules can effectively seal the tubules and 
contribute to bond strength if the resin bonds to the tubules wall l7

• The oblique orientation between 
the tubules and bonding surface in the case of PEW specimen of this study回 kei t possible to represent. 
As for the durability of adhesion， in this study， we invested the effect of 3000 thermal cycles on 
the root dentin wi th a thermal change of 4-600 C. Loyd et a1. 18 suggested that several thousand thermal 
cycles might occur in vivo in several years. The storage period was 15-30 seconds in each dwelling bath. 
Xoguchi et a1. 19 concluded that the desirable thermal cycling temperatures were between 50 C and 600 C 
that could simulate in vivo conditions closely. The situation of root around in the periodontal tissue 
is different with that of crown， at where it is thought there is little frequent thermal change. But 
the mechanical stresses can be occurred directly hy thermal change through bonded interfaces. Therefore， 
i t is permi tted to accelerate a long resting periods by a simulation of the mechanical stresses in vivo. 
The significant difference of bond strength was not found after 24hrs ether in the groups of 50μm 
or 500μm. But the significant decreasing of bond strength was revealed in the groups of 500μm after 
3000 thermal cycling with temperature exchange from 40 C to 600 C， regardless of various etching or 
polishing surface treatments. The decreasing of bond strength in the 500μm groups was thought the mixture 
action of two factors. One is larger linear thermal expansion of P剛Aresin in the 500μm of gap space 
than that of 50μm space. Another reason is the larger water absorption of the回 ssresin in the 500μm 
gap space. At a combined resul t， the adhesi ve material between a wide gap spaces is easier to be influenced 
by the thermal stress. 
The results were shown that the durability of the wedge joint (PEW) was stable with the mean value 
of bond strength about 19MPa， which was different to the specimens wi th parallel tubules on the bonding 
surface of butt joint. The force of about 19MPa of the reattached specimens in the wedge joint of this 
study， which is about 50潟ofthe fractured strength of intact root dentin6， seems be enough to resist 
the re-fracture force. Due to the report of Friedman S et al.7 that the force required re-fracturing 
the bonded roots was at the most 2側 ofwhat it was for intact roots. This percentage was lower than 
50覧calculatedwhen crowns of teeth were horizontally fractured. In addition， such reinforcement in the 
case of repaired VRF may have to include an intracanal resistance with adhesive resin used as a root 
canal filling. The actions of composi te resin as root canal fillings or as core materials are being taken 
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a 1arge regard not on1y in the fractured root but a1so as a endodontica11y treatment of integra1 root 
cana1 to prevent the occurrence of VRF. 

REFERE制使S

(3.0mm) 

Fig.1: Specimen preparing 

Tab.1: Assignment and abbreviations of different groups 

Butt Joint Butt Joint Wedge Joint 
(50) (500) (50-500) 

I I I E3l l5. 

Non-treated N NT ----Etched (1073 Solution) E ET ----Polished P PT PW 

Po1ished and Etched PE PET PEW 

;守 Pa) 
Cl24hrs; [924hrs and 3000 thermalcycles 

20 

** ** 
1 5 

10 

5 

。
N NT  E ET PE PET PEW 

Fig. 2: Bond strength of reattached root dentin before and after thermal cycles. 

(The bonding of some specimens in the 3 groups of P， PT and PW were too weak 
to become failures at a pte-fractute before the finishing of thermal cycling 

test. *: pく0.05;**: p(O.Ol) 
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注:本研究は平成 12年 04月 27I=l， 10月 15日;平成 13年 04月 01日、 10月 19日

『日本歯科理工学会学術講演会』にて発表， r歯科材料、器機~_ VOLl9 ; VOL20に掲載。

作成日 :2∞2年2月27日
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1.肝壊死後の再構築の際、血管新生と線維化における mastcellの免疫反応と

肝組織内での分布を統計学的にまとめ、 mastcellと組織変化聞の関係に対し

て病理学的に検討を行う。

2.同モデルでの肝星細胞初代培養上で分子病理学観察を行い、肝星細胞の活性
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指導責任者氏名 円山英昭

5.研究報告書

>>，j紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい.

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい.

来研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も源付して下さい.
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要旨

一日中医学協会助成事業ー

肝星細胞(HSC)の壊死脱落巣における線維化機序と

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

組織の再構築について

金玉蘭

延辺大学医学院附属病院病理科

高知医科大学第一病理学教室

教授 円山英昭

黒田直人、張彦虎、戸井慎、林芳弘、宮崎恵利子、郭麗梅

肝掠維化では成因の如何を問わず、肝細胞傷害局所で活性化した HSCが線維化の進展、増強に中心的役

割を果たす。一方、これまで、 HSCが壊死、脱落した急性亜広範性肝壊死後の線維化機序についての報告は

ない。今回、 DMN大量1回投与による HSC壊死脱落巣における線維化機序を病理学的に観察した。 7週齢

のWistar系雄性ラット 30匹に、 1%DMN 50mg/kgを腹腔内に 1回注射し急性 DMN肝傷害モデルを作成

した。注射後6，12， 24， 30， 36時間及び2，3， 5， 7， 14日に肝臓を摘出し、 10%中性緩衝ホルマリン固定後、

各実験群及び無処置対照群とも HE、 鍍銀染色及び α.-SMA、BrdUの免疫染色を行い、また、全例肝組織

の一部を電顕観察した。肝臓は投与12時間より小壊死巣が生じ、36時間後にはE広範性出血性肝壊死の像(全

域 αーSMA陰性)を呈する。 α-SMA陽性の活性化 HSCは 5日目になり、初めて、壊死部と遺残した実質

の境界部に出現し、不完全に残存した鍍銀線維に沿って壊死部内に伸展する。 7日目、実質内には禰漫性に筋

線維芽細胞の増生が見られる。 BrdUとa-SMAの二重染色では実質内で BrdU陽性の筋線維芽細胞が散見さ

れた3 投与14日後には線維化がさらに進展、増強する一方で、炎症細胞浸潤は消槌し、細束状の C-Cbridgng 

fibrosisの像を呈する。 HSCの壊死脱落を伴う亜広範性肝壊死では遺残部の肝組織内の HSCおよび壊死巣

内の中心静脈周囲の間質細胞が活性化され、筋線維芽細胞化し、壊死巣内に遺残した鍍銀線維の網工に沿い移

動、伸展して、壊死後性線維化に関与し再生肝細胞と共に組織の再構築にあずかる。

KeyWords 肝星細胞、組織再生、肝線維化、 Dimethvlnitrosamine、ラット

緒言:

肝線維化では成因の如何を問わず、肝細胞傷害局所でサイトカインの相互作用により活性化した HSCが

線維化の進展、増強に中心的役割を果たす(1-5)0 一方、これまで、 HSCが壊死、脱落した急性E広範性肝壊

死後の線維化機序についての報告はない。今回、 DMN大量1回投与による HSC壊死脱落巣における線維化

を伴う肝組織の再構築の機序を病理学的に観察した。

対象と方法:

7週齢のWistar系雄性ラット 30匹(180-200g)に、1%DMN 50mg/kgを腹腔内に 1回注射し急性DMN

肝傷害モデルを作成した。注射後6，12， 24， 30， 36時間及び2，3， 5， 7， 14日 (n=3)に肝臓を摘出し、 10%

中性緩衝ホルマリン固定後、各実験群及び無処置対照群 (n=3)ともHE染色、 鍍銀染色、 PAS染色、 D-PAS
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染色、鉄染色、 NaphatholAS-D chloroacetate (N AS-D C必 esterase染色及びα一平滑筋アクチン (α-

S:MA; 1A4， DAKO)、ratmacrophage (ED-l， ED-2， Serotec， oxford， England)、bromodeoxyuridine

(BrdU; Bu20a， DAKO)の免疫染色 (SAB法)を行い、また、全例肝組織の一部を電顕観察した。

結果:

DMN投与6時間より、 (NAS-D CA) esterase染色陽性の好中球が肝類洞内および類洞内皮に付着する

形で認められ、次後、次第に数を増す。肝壊死巣は投与12時間より zone3及び 2に散在する径約50μn，境

界不整の小壊死巣として生じ、好中球および ED-1陽性の macrophageの浸潤も増強する。 36時間後には肝

壊死の強さと範囲は最大となり Zone3-2に広がる亜広範性壊死の像をする(図 1)。壊死巣では肝細胞のみ

ならず類洞内皮や HSCも一様に壊死して、鍍銀線維網のみが不完全に遺残した状態で、多量の壊死肝細胞、

浸潤した ED-1陽性 macrophage，好中球、リンパ球や血小板などが認められる出血性壊死の像を示し、壊

死巣は全域α-SMA陰性である(図2)。壊死部では、次後、 ED-1陽性 macrophageの数量の増加と対照

的に壊死肝細胞や赤血球が減少し、壊死組織の処理が進行する。 DMN投与 5日目になると壊死巣は

macrophageの他には部分的に残存した細い鍍銀線維片と少数の赤血球などをいれた形状不整な組織空隙

(punched-out lesion)となり、壊死巣と肝実質の境界は明瞭となる。この時期になり、壊死巣に接する肝

実質の辺縁部に実質の表面を被うようにα-SMA陽性の活性化HSC(筋線維芽細胞)が初めて出現し、以後、

壊死巣内に残存した鍍銀線維に沿って芽出状に伸展する(図 3).7日目では壊死巣内の中心静脈周囲や肝実

質内 (BrdU陽性肝細胞の数が増加)にα-SMA陽性筋線維芽細胞の増生が認められる。肝実質内のα-SMA

陽性細胞の分布は欄漫性であり、一部はBrdU陽性の像を示す(図4)。

以後、壊死巣は再生肝細胞により次第に置換されるが Zone3には筋線維芽細胞や増生した鍍銀線維、腰原

線維、 siderophage，ceroid macrophageを含めた炎症細胞の浸潤像を伴う肉芽組織が形成され、その後、線

維束が伸展し、 DMN 投与 14日後には隣接する中心静脈域をつなぐ細索状の C-Cbridging fibrosisが形

成される(図5)0

考察:

DMN1回大量投与による亜広範性出血性壊死では壊死巣内の HSCはすべて壊死、脱落している。との

事実は壊死部のHSCが肝細胞の壊死後、短時間内に、筋線維芽細胞化(α-SMA強陽性)するヒトの massive

and submassive hepatic necrosis例 (6)や四塩化炭素の急性肝傷害実験モデル例とは著しく異なっている

(7)0 DMNによる HSCの壊死脱落巣では壊死組織の処理後、中必静脈周囲や壊死巣に接する肝実質の表面に

α-S恥'JA陽性筋線維芽細胞が出現し、遺残した鍍銀線維に沿い伸展する。一方、肝実質内の HSCの一様な

α-SMA陽性像やα-SMA+，BrdU+細胞の散在像は壊死巣内に伸展する α-SMA陽性細胞の由来を考える

際、示唆に富む所見であり、壊死巣内のα-SMA陽性筋線維芽細胞は遺残肝実質内の HSCに由来し、活性

化して、壊死巣内に遺残した鍍銀線維の網工に沿い移動、伸展して肝細胞の再生に必須な類洞壁の再構築の関

与する一方で、不完全再生部では C-Cbridging fibrosisの形成にあずかると考えられる。なお、従来の四塩

化炭素や DMNなどの化学物質の反復頻回投与による線維化モデルでは新旧の病変が混在し、投与期間が長い

ため細胞や組織に適応現像が生じるなど、病理組織像の性状や成立機序が復雑であったが、 DMNl回大量投

与モデルでは肝壊死から線維化を伴う肝組織の再構築までの変化が時間の経過につれ一元的に観察される利点

がある。

参考文献:

1 . Friedman SL ; The cellular basis of hepatic fibrosis-Mechanisms and treatment strategies. N Engl J 
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図1.DMN投与36時間. HE染色.36時間目には投与12時間目より生じたZone3を中心とした出血や好

中球浸潤を伴う形状不整、境界不明瞭な肝細胞凝固壊死巣が最高の強さと広がりを示すようになり、壊死巣内

にはマクロファージが多数浸潤し、壊死組織や赤血球を食食するoN:壊死巣、P:門脈域、V:中心静脈 Bar=40 
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α一平滑筋アクチン (u-SMA)免疫染色。筋線維芽細胞に形質を転換したα-SMA

陽性肝星細胞は壊死巣内 (N)には認められない。 P:門脈域、 V:中心静脈 B紅 =40μm
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. 、

図3.DMN投与5日目. 鍍銀染色(黒色)とα一平滑筋アクチン(茶色)2重染色.α一平滑筋アクチン陽性の

筋線維芽細胞は(矢印)壊死と遺残した実質の境界部に出現し、不完全に残存した鍍銀線維に沿って壊死部に

伸展する。 H:肝実質、 V:中心静脈 Bar=80μm

図4.DMN投与 7日目.BrdU (茶色)と α一平滑筋アクチン(ブルー)2重染色.壊死巣周囲の肝実質内で

はα一平滑筋アクチンとBrdU陽性の筋線維芽細胞(矢印)が散見されるロ P:門脈域 Bar=40μm 
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図5.DMN投与 14日目.αー平滑筋アクチン陽性筋線維芽細胞は中心静脈周囲、およびその部分から伸展する

細い新生線維化束で認められる。 P:門脈域、 V:中心静脈 Bar=80μm

注:本研究は、 2001年 8月4日「第 2回細胞病理談話会」、 2001年 9月 28日「第33回日

本臨床電子顕微鏡学会J、2001年 12月15日「第15回肝・類洞壁細胞研究会Jにて口演発表。

作成日:2002年3月11日
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1.研究テーマ

抗血栓薬における脳出血のメカニズム解明と脳出血抑制法の探索

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等における発表 ⑤・ 無 (学会名・演題)

(1)学会名:第74回日本薬理学会総会.

演題:ヘパリンによる脳出血をラジカルスカペンジャーが抑制するーウサギ中大脳動脈血栓モデルを用いてー.

@ 

(2)学会名:XXth Intematlonal Symposlum on Cerebral Blood Flow， Metabollsm and Functlon & Vth Intemational 

Conference on Quantlfication of Braln Functlon wlth P町:

演題 :τ'heComblnatlon of EPC-K1 and Heparln Enhances Neuroprotection ln the Rabblt MCA Occluslon Model. 

(3)学会名:第75回日本薬理学会総会.

題名:ヘパリンによる脳出血における内因性tPAおよびmatrixmetalloprotelnasesの役割:tPAノックアウトマウス中大

脳動脈閉塞モデルでの検討.
(2)学会誌等に発表した論文 ⑤・無 (雑誌名・論文名)

(1) Comblnation of a Free Radlcal Scavenger and Heparln Reduces Cerebral Hemorrhage After Heparln Treatment 

ln a Rabblt Mlddle Cerebral Artery Occluslon Model. Stroke 32 (9): 2157-2163， 2001. 

(2) Cerebral hemorrhage due to heparln llmits lts neuroprotective effects: studies in a rabbit model of 

photothrombotlc middle cerebral artery occlusion. Braln Res. 902 (1): 30-39，2001. 

(3) A novel MCA occluslon model of photothrombotic lschemia wlth cycllc flow reductlons: development of cerebral 

hemorrhage lnduced by heparln. Braln Res Prot. In press. 

(4)τlssue-町peplasminogen activator h田 paradoxlcalroles ln focal cerebrallschemic injury by thrombotic middle 

cerebral訂teryoccluslon wlth凶ldor severe photochemlcal damage ln mlce. J Cereb Blood Flow Metab. In Press. 
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3.今後の研究計画

脳梗塞の治療薬である抗血栓薬の大きな問題は副作用としての脳出血である。しかし、脳出血のメ

カニズムはほとんど解明されておらず、臨床での使用の際には脳出血を予知することは不可能である。

そとで、我々は抗血栓薬の脳梗塞縮小効果と副作用である脳出血のリスク評価を一緒にできるモデル

を確立した。

さらに、我々はt-PA(tissue-type plasminogen activator)とMMP(matrix metalloproteinases) 

という蛋白は脳出血に大きく関与している乙とを見つけて、それらの発現を分子薬理学的に経時的に

追っていくことで局所の病態を詳細に検討する。

いまは、ヘパリンによる脳出血における t-PAと MMP-9および MMP-2の関連を insitu 

hybridiza.tionによるmRNAレベルで検討している。さらに、抗酸化剤と抗血栓薬との併用で脳出血

が抑制できることを我々は見つけたので、抗酸化剤を用いて t-PAとMMPの活性がどのように修飾

されるか検討する。

4.指導責任者の意見

趨氏は当薬理学、大学院博士課程3年生です。彼のテーマは、脳梗塞治療薬

における脳出血のメカニズム解明とその予防方策の探索です。 13年度には、

日中医学協会から助成を頂きこのテーマで最も重要となる動物モデルの確立を

成し遂げました。学会にも演者として積極的に発表し、有名英文雑誌にファー

ストオーサーとして掲載されました。現在、更に詳細なメカニズムを分子生物

学的手法を用いて検討中です。大学院生としての研究期間は後1年ですが、さ

らなる発展が期待できる大変優秀な研究者と評価しております。

指導責任者氏名ふねずD支 持

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当つては、日中医学協会助成金による旨を明記して下さい。
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Intracerebral hemorrhage is the m吋orcomplication associated with antithrombotic and thrombolytic 

therapy. Despite efforts directed toward achieving hemorrhagic infarction， an ideal animal model of cerebral 

hemorrhage has not yet to be establish凶.Using the photothrombotic technique in rabbits， we developed a 

model of cerebral hemorrhage by inducing cyclic flow reductions in the middle cerebral a吋ery(MCA). 

Furthermore， the hemorrhage increased 4・foldafter infusion of heparin at a dose prolonging activated pa附al

thromboplastin time by about 3 times that of control animals. The photothrombotic occlusion of the MCA is 

based on a thrombosis induced by endothelial injury through singlet oxygen produced by Rose Bengal injection 

and green light irradiation. Using a pulse Doppler flowmeter， spontaneous reperfusion of the MCA after the 

thrombotic occlusion following cyclic flow reductions was observed within 2 h in the majority of animals. This 

model is unusual with respect to the development of clinical stroke， because of the MCA cyclic flow reductions. 

Thus it is different from permanent or ischemia/repeげusionMCA occlusion in rodents and may be suitable for 

studying hemorrhagic risks associated with the use of antithrombotic agents. 

Key W ords Cerebral hemorrhage， heparin， photothrombotic occlusion， antithrombotic agents， 

cerebral ischemia， cyclic flow reductions 

INTRODUCTION 

Intracerebral hemorrhagic transformation訂efeared events that may follow antithrombotic and 

thrombolytic therapy in acute stroke， so high dose use of these agents has been limited [1]. 

To investigate the efficacy and safety of antithrombotic agents for treatment of stroke， ideal animal 

models of cerebral infarction with a good reproducibility， which are similar to the clinical situation，訂e

required. Up to date， a variety of methods have been developed for this purpose by many 

investigators， but they are not yet satisfactory [2]. 

Based on photothrombotic technique， we developed a new model of intracerebral hemorrhage 

induced by antithrombotic agents after the rabbit MCA thrombotic occlusion [3]. 

Heparin is routinely used to prevent recurrent embolism and deep venous thrombosis [4]. Therefore， 

in the present study， we investigated the efficacy of heparin on cerebt.:al ischemic damage in a rabbit 

model of MCA photothrombosis and in the same model， cerebral hemorrhage induced by heparin as 

its side effect wぉ alsoinvestigated. 
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MATERIALS AND METHODS 

1. Anima1s 

Male Japanese white rabbits weighting 2.0-3.0 kg. Animals were housed individually in a cage with 

access to food and water on a 12 h light-dark cycle for one week. 

2. Anima1 preparation 

The白cperimentalprotocol was approved by the Hamamatsu University School of Medicine 

Committee on Ethics of Animal Experimentation， andほ trac訂ew，出takento avoid animal suffering. 

Male Japanese white rabbits weighting 2.0-3.0 kg were used. After one week of acclimation， the 

animals were anesthetized with 1-2% isoflurane (Dainnihon Pharmaceutical， Tokyo， Japan) in 30% O2 

and 70% N20 using a faceロlask.Body temperature w.邸 maintainedat 38t羽 tha heating pad (K-

module model K-20， American Pharmaseal Company).官leright femoral artery w，ぉcannulatedfor 

blood sampling and the continuous recording of訂teryblood pressure and heart rate. Artery blood 

gases were monitored using a g出 analyzer(modeI860， Ciba-corning， MA， USA) just before and 2 h 

after the occlusion of the MCA. 

A curved skin incision along the rim of the left orbital bone w，ぉmade，the temporalis muscle w部

removed訓tha bipo加 electriccoagulator (model 80-1160， Valley Forge Scientific Corp.， USA) and 

thermoknife. U nder an operating凶 croscope(model KOM 300， Konan Inc.， Japan)， a oval bony 

windoww，ぉopenedusing a dental drill (model PAL-7， Morita， Japan); the dura mater was intact. 

With the help of the operating 凶 croscope，the MCA and the olfactory tract were identified. The 

irradiation with green light was directed by a 3-mm-diameter optic fiber mounted on a 

micromanipulator. The head of the optic fiber wぉ placedon the dura町田tterjust above the MCA 

where it passes over the olfactory tract ， providing an irradiation dose of 0.170 W / cm2 (wavelength， 

540 nm). Intravenous iniection ofRose Bengal (10 mg/kg bodyweight for 3 min through aperipheral 

ear vein) and photo-irradiation were started simultaneously. The photo-irradiation was continued 

for 60凶 n.The local blood flow in MCA was monitored continuously for 2 h after the iniection of 

Rose Bengal using a pulse Doppler flowmeter (PVD-20， Crystal Biotech). The time taken from the 

start of photo-irradiation to the cessation of blood was regarded as the MCA occlusion time. After the 

closing of surgical wounds， animals were allowed to recover from the anesthesia. 

After the scoring of clinical outcome at 24 h after photothrombosis， animals were anesthetized with 

an overdose of pentobarbital sodium and then immediately perfused transcardially叫 thnormal saline. 

Twelve consecutive coronal sections were cut from each cerebrum using a slicing apparatus (RBM-

7000C， Activatinal Systems INC.， Michigan， USA). AlI coronal sections were photographed 

immediately. Thereafter， the brain slices were stained with 1% triphenyltetrazolium chloride (TTC) for 

30 min，自xedwith buffered formaldehyde (pH 7.2) for 24 h and photographed again. The cerebral 

hemorrhage size and the infarct volume were measured using a computerized image analysis system 

(NIH Image 1.62 Program， Internet). 

3. Administration of heparin and ana1ysis of activated partia1 thromboplastin time 

Heparinw，ぉdilutedwith saline and infused by infusion pump {model 1① S-230， USA) at a delivery 

rate of 0.5 ml/kg/hr. In heparin-treated animals (n = 7)， heparin was administered intravenously by 

iniection as a bolus of 100 IU /kg followed by continuous infusion at 75 IU /kg/hr to 24 h， starting 2 h 

after the start of photo-irradiation. The vehicle-treated animals (n = 14) were infused continuously 

with saline. 
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Activated partia1 thromboplastin time (aPπ) was determined using an automatic Coagulometer KC 

4A (HeinrichAmelung， Germany) as previously described [3]. 

4. Examination of neurological deficits 

At 24 h after photothrombosis， the neurologica1 deficits of each anima1 were eva1uated in a blind 

ロlaI1ner:

. Wryneck test: the anima1 w;部 placedin a cage and the torsion of the neck was observed. 

Behaviorw;出 scoredas follows: 0， norma1; 1， twist of the neck. 

. Righting reflex: test: the anima1 w，部placedon its back， and scored as follows: 0， righted羽thin1 

s; 1， righted within 5 s; 2， did not right within 5 s. 

. Dysfunction of paws: the fore paw or hind paw was pulled toward the body. The time to re-

ぽ tendthe paw w;ぉ scored出 follows:0， achieved within 1 s; 1， achieved柄 thin5 s; 2， not 

achieved within 5 s. 

. Post町alreflほ test:the anima1 w，出pushedin the contralatera1 direction and scored as follows: 0， 

norma1; 1， reduced resistance to latera1 push; 2， fell down on the contralatera1 side. 

5. Data analysis 

Data訂erepresented as the mean ::t S.E.M. Parameters of cerebra1 blood flow and cerebra1 

hemorrhage were ana1yzed by the two-tailed unpaired Student's t-test. The correlation between 

infarct volume and neurologica1 score was ana1yzed using linear regressions. A Pva1ueく0.05w出

considered significant. 

RESULTS 

1.Ex]氾'rimenta1Conditions 

All physiologica1 p町田neterswere羽rithinthe normal r，田沼eafter the photothrombotic occlusion of 

theMCA. 

1n heparin-treated anima1s， aPITwas prolonged markedly at 24 h and about 3 times that of the 

vehicle group. 

The green light irradiation system used in this study is a short-arc type xenon泊mp(wavelength 

540 nm， bandwidth 80 nm) which has a heat-absorbing filter and a green filter.τ'he xenon lamp 

irradiation system did not heat the irradiated tissue ne訂 theMCA during photo-irradiation. 

2. Blood f10w in the MCA 

The blood flow in the MCA was reduced to詑 roby the formation of a thrombus at 9.23 :t 0.58 min 

after Rose Benga1 iniection. Spontaneous reperfusion of the occluded MCA was observed within 2 h in 

95.2% of anima1s. Spontaneous reperfusion of the MCA after the thrombotic occlusion following cyclic 

flow reductions w;部 observed.

3. Cerebra1 hemorrhage volume as well neurological deficit 

Infarct volume was 219.0 :t 14.1 mm3 in vehicle-treated anima1s and 226.6 :t 19.2 mm3 in 

heparin-treated anima1s. Hemorrhage w;ぉ mainlyobserved in the basa1 ganglia in a1most of anima1s. 

Heparin-treated anima1s had a 4-fold increase in cerebra1 hemorrhage compared叫ththe vehicle-

treated controls (pく0.0001).Gross hemorrhage in the ventriculus latera1is and the basa1 ganglia was 

observed in 3 of 7 heparin-treated anima1s， while no gross hemorrhage w;出 observedin the vehicle-

treated anima1s. 

In the control group， wryneck and contralatera1 forelimb flexion were freQuently observed. A 

correlation between infarct volume and neurologica1 score was observed (r = 0.539， n = 21， pく0.01ふ
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Heparin treatment tended to worsen neurologica1 deficits at 24 h compared v.ぺththe control group. 

DISCUSSION 

We have described a simple and reproducible model of heparin-induced cerebra1 hemorrhage 

achieved by spontaneous reperfusion of the occluded MCA following cyclic flow reductions. This 

photothrombotic occlusion model results in a platelet-and fibrin-rich thrombus in the MCA at the 

irradiated site [3，5]. In this study， the photochemica1 approach to inducing thrombotic occlusion is 

based on the iniection of Rose Benga1 and green light from a xenon lamp irradiation system. Rose 

Bengal is a photosensitive dye， and its photoactivation produces reactive oxygen species， mainly 

singlet oxygen by a‘photodynamic百羽II'energy transfer [9]. Reactive oxygen species cause 

endothelial injury fol1owed by the adhering and aggregating of platelets to fibrin nets，紅ldthe 

formation of a platelet-and fibrin-rich thrombus at tte irradiated site [10]. 

The advantages of this model include occlusion of the MCA by a nonmechanica1 approach， and an 

intact dura mater to maintain norma1 intracrania1 pressure. Another important feature is the 

continued cyc1ic flow reductions in the MCA. Therefore， the present system represents a new 

approach to the occlusion of the MCA different from previously described models of permanent 

occlusion or ischemia/reperfusion [6-8]. In sixty percent of patients， the middle cerebral訂teryis 

spontaneously recana1ized in the early phase of ischemic stroke訓thoutreceiving thrombolytic 

therapy [11]， and rethrombosis after thrombolysis is a1so frequently observed in the cerebra1 artery 

[12，13]. This suggests that cyclic flow reductions occur in the acute phase of human stroke. However， 

in permanent models [6]， suture MCA occlusion models [8，14]， and embolic MCA occlusion models 

[15，16]， spontaneous reperfusion h出 notbeen observed. Therefore， this model is unusual with respect 

to the development of clinica1 stroke， because of the cyclic reductions in blood flow in the MCA. 

The other advantages of the proposed model include: (1) A light source that is prefiltered and 

concentrated by an el1iptica1 reflector that h部 aspecia1 coating for efficient absorption of infr訂 edand

ultraviolet radiation. (2) In this model， not only platelet but also fibrin is involved in the formation of 

the thrombus日0].Therefore， in this model， a tissue plasminogen activator caused reopening of the 

occluded MCA and reduced cerebra1 infarction [10]. Recently， we established a thrombotic occlusion 

model in which spontaneous recanalization with cyclic flow reductions wぉ observed[17]. Moreover 

in this model， we have demonstrated that a GPIIb/IIIa antagonist reduced cerebral infarction without 

enhancing cerebra1 hemorrhage [18]， and a delayed administration of heparin initiated 2 h after 

thrombosis aggravated significantly cerebral hemorrhage [3]. More recently， we demonstrated that 

the combination of a free radi伺 1scavenger (EPC一K1)and heparin reduced heparin-induced cerebral 

hemorrhage and enhanced neuroprotection from cerebra1 ischemic damage in this model [19]. It is 

therefore suggested that the MCA occ1usion model of thrombotic ischemia with cyc1ic flow reductions 

developed and reported from our laboratory is useful for investigating efficacies and hemorrhagic 

risks associated with antithrombotic agents for stroke research. 

Our previous results showed that the longer the irradiation， the more continuous the cyclic flow 

reductions in guinea pig [17]， and infarct volume was reduced when cyclic flow reductions through 

the MCA were prevented in rabbit日8].In contrast， animals that had more cyclic flow reductions had 

a significantly larger cerebral hemorrhage volume. Therefore， in this study， we sought to establish a 

model in which cyclic flow reductions continued after reperfusion of the occluded MCA. Based on our 

preliminary studies， we used a low dose of Rose Bengal and low intensity irradiation， but a longer 
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irradiation time to produce a gradual vascular injury; under these conditions， cyclic flow reductions 

continued and cerebral hemorrhage also occurred. 

In conclusion， based on photothrombotic occlusion of rabbit MCA， we have developed a new model 

of cerebral hemorrhage induced by heparin therapy. Spontaneous reperfusion of the MCA after the 

thrombotic occlusion following cyclic flow reductions is an important characteristic of this system. 

This model can beほ tendedto determine the hemorrhagic risks associated訓 ththe use of 

antithrombotic agents. 

REFERENCES 

[1] G. J. del Zoppo， Antithrombotic treatments in acute ischemic stroke，τ'hromb Haemost. 82 (1999) 
938-946. 

[2] E.Z. 1ρnga， P.R. Weinstein， S. Carlson， R. CUlllID，ins， Reversible middle cerebral artery occlusion 

without craniectomy in rats， Stroke 20 (1989) 84-91. 

[3] B.ーQ.Zhao， Y. Suzuki， K. Kondo， K. 1匂wano，Y. Ikeda， K. Umemura， Cerebral hemorrhage due 

to heparin limits its neuroprotective effects: studies in a rabbit model of photothrombotic middle 

cerebral artery occlusion， Brain Res. 902 (2001) 30-39. 

[4] P.W. Ma，ierus， G.J. Br回 eJr.， J. P. Miletich， D.M. Tollefsen， Anticoagulant， thrombolytic， and 

antiplatelet drugs， In: J.G. Hardrr国n，L.E. Umbird， P.B. Molinoff， R.W. Ruddon， A.G. Gilman 

(EdsよGoodmanand Gilman's The pharmacological basis of therapeutics， 9th Edition， The 

McGraw-Hill Companies， Inc.， NewYork， 1996， pp.1343-1346. 

[5] A.R. Saniabadi， K. Umemura， N. Matsumoto， S. S品cuma，M. Nakashima， Vessel wall injury and 

arterial thrombosis induced by a photochemical reaction， Thromb. Haemost. 73 (1995) 868-872. 

[6] A. Tamura， D.I. Graham， J. McCulloch， G.M. Teasdale， Focal cerebral ischemia in the rat: 1. 

Description of technique and early neuropathological consequences following middle cerebral 

artery occlusion， J. Cereb. Blood. Flow. Metab. 1 (1981) 53-60. 

[7] S.T. Chen， CヱHsu，E.L. Hogan， H. Maricq， J.D. Balentine， A model of focal ischemic stroke in 
the rat: reproducible低 tensivecortical infarction， Stroke 17 (1986) 738-743. 

[8] Y. Matsuo， T. Kihara， M. Ikeda， M. Ninomiya， H. Onodera， K. Kogure， Role of platelet-activating 

factor and thromboxane A2 in radical production during ischemia and reperfusion of the rat 

brain， Brain Res. 709 (1996) 296-302. 

[9] G. Vandeplassche， M. Bernier， F. Thone， M. Borgers， Y. Kusama， D.J. He訂se，Singlet oxygen and 

myocardial injury: ultrastructural， cyt∞hemical and electrocardiographic consequences of 

photoactivation of rose bengal， J. Mol. Cell. Cardiol. 22 (1990) 287-301. 

[10] K. Umemura， K. Wada， T. Uematsu， M. Nakashima， Evaluation of the combination of tissue type 

plasminogen activator， SUN9216， and a thromboxaneA2 receptor antagonist， vapiprost in rat 

middle cerebral artery thrombosis model， Stroke 24 (1993) 1077-1081. 

日l]A.V.A1臼田ndrov，C.F. Bladin， J .W. Norris， Intracranial blood flow velocities in acute ischemic 

stroke， Stroke 25 (1994) 1378-1383. 

[12] R. von Kummぽ，R.Holle， L. Rosin， M. Forsting， W. Hacke， Dose arterial recanalization improve 

outcome in carotid territory stroke? Stroke 26 (1995) 581-587. 

[13] R.C. Wallace， A.J. Furlan， D.J. Moliterno， G.H. Stevens， T.J. M部訂yk，J. Perl， Basilar artery 

rethrombosis: successful treatment訓thplatelet glycoprotein IIB/IIIA receptor inhibitor， Am. J. 

Neuroradiol.18 (1997) 1257-1260. 

- 154 -



[14] D.J. Cowley， L. Lukovic， M.A. Petty， MDL 74，180 reduces cerebral infarction and free radical 

concentrations in rats subjected to ischaernia and reperfusion， Eur. J. Pharrnacol. 298 (1996) 

227-233. 

[15] P.A. Lapchak， D.F. Chaprnan， J.A. Zivin， Pharrnacological effects of the spin trap agents N-t-

butyl-phenylnitrone (PBN) and 2，2，6，6-tetrarnethylpiperidine-N-oxyl (TEMPO) in a rabbit 

thrornboembolic stroke model: Combination studies with the thrombolytic tissue plasrninogen 

activator， Stroke 32 (2001) 147-153. 

[16] Y. Yang， Q. U， H. Miyashita， W. Howlett， M. Siddiqui， A. Shuaib， Usefulness of postischemic 

thrombolysis with or訓thoutneuroprotection in a focal ernbolic model of cerebral ischernia， J. 

Neurosurg. 92 (2000) 841-847. 

[17] K. Kawano， Y. Ikeda， K. Kondo， K. Urnernura， Increased cerebral infarction by cyclic flow 

reductions: studies in the guinea pig MCA thrombosis model， Arn. J. Physiol. 275 (1998) R1578-

R1583. 

[18] K. Kawano， K. Fuiishima， Y. Ikeda， K. Kondo， K. Umernura， ME3277， a GPIIb/IIIa antagonist 

reduces cerebral infarction訓 thoutenhancing intracranial hernorrhage in photothrornbotic 

occlusion of rabbit middle cerebral artery， J. Cereb. Blood. Flow. Metab. 20 (2000) 988-997. 

[19] B.ーQ.Zhao， Y. Suzuki， K. Kondo， Y. Ikeda， K. Umemura， Cornbination of a free radical 

scavenger and heparin reduces cerebral hernorrhage after heparin treatrnent in a rabbit middle 

cerebral artery occlusion model， Stroke 32 (2001) 2157-2163. 

注:本研究はBrainResearch Protocolsに掲競予定である。

作成日:2∞2年3月1日

- 155 -



匂日君F思開閉成事業

200 1年度日中医学協会共同研究等助成事業報告書

一在留中国人研究者研究助成一

斗 CC'ーと年弓月三日

財団法人日中医学協会
理事長殿

所在地〒 1/ ラ_~~

電話 。1-.rg斗1-!J_，'j ~C 内線

r:-
研究者氏名

所属機関名

指導責任者氏名

職名

ーミ
@ 

1.研究テーマ
， I 

ιどt.>

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等における発表 有・
f

無
)
(学会名・演題)

(2)学会誌等に発表した論文 有 ・ 無 (雑誌名・論文名)
.ー_'
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3.今後の研究計画
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4.指導責任者の意見

李燕さんは、黄色ブドウ球菌の複製タンパクに関する研究に従事し、いくつかの重要な業績を挙げました。

まず初めに李さんは、黄色ブドウ球菌の温度感受性変異株を分離し、その温度感受性を相補するいくつか

の遺伝子の同定に成功しました。さらに、李さんは、 2つの温度感受性変異株について、 dnaDとし、う遺伝

子により混度感受性の増殖が相補されることを見出しました。 dnaD遺伝子は枯草菌で同定された遺伝子で

すが、黄色ブドウ球菌での報告はなく、李さんの研究が初めてであります。また、この遺伝子の研究は、

大腸菌では全く例がありません。さらに李さんは、放射標識したチミジンの取り込みで見たDNA合成がこ

の変異株では高温で低下していることを示しました。この結果は、黄色プドク球菌の dnaD遺伝子が DNA

複製に必須の役割を果たしていることを示すものであります。さらに李さんは、 dnaD変異株が高温条件下

では速やかに死滅することを発見しました。この結果は、この遺伝子の産物である DnaDタンパクの活性が

失われると、細胞死がおこることを示しており、 DnaDタンパク質が殺菌性を有する抗菌剤のよいターゲッ

卜となり得ることを示唆するものです。以上の研究成果は、細菌の分子遺伝学における研究業績として、

国際的にも高く評価されるべきものであり、近い将来、研究論文として学会誌に発表できると考えられま

す。したがって私は、李燕さんが、当初の期待通り、立派な研究成果を挙げたと高く評価しています。

指導-責任者氏名 問キ恥人⑮

5.研究報告書

別紙報告書作成要領により、添付の用紙で研究報告書を作成して下さい。

研究発表.中または研究中の本人のスナップ写真を添付して下さい。

※研究成果を発表する場合は、発表原稿・抄録集等も添付して下さい。

※発表に当つては、 H中医学蕗会助成金IごよQ旨を明記して下さい。
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加型5県鰐n朋成事業

200 1年度目中医学協会共同研究等助成事業報告書

一学会開催に対する助成ー

~::"t'r I年 i/月/之日

財団法人日中医学協会
理事長殿

， 
報告者氏名ノ)、援イム ..，ι@ 

所属機関名緩め場'S務
職 名選鍾
所在地〒勿'/-1'511 移彬必がfr-Jf~.μ

電話F2.-'Jhvo}フタiP 内線ダ仰げン

1 学術会議の名称池誠Kr;. 燃え先物./(~維がタム
テ ー マすこj~t安秀ヴj- M 一一一一
主 催 者群島ぱ繍予副総財政 代表者氏名ノト遜ィム

期 間三笠L年i一月立一日~ヱ一月三L日 開催地新j~ヂ
参加者数日本側 15'1.名 中国側え 名

招轄・派遣の目的 士、臨耕式投川({.&fftJ宮t. t存放eγb7μ受虚ず3
fM援の}制点争 il;fJ蓄え:'l1~か〉向の章氏 綴Zの
家弘J争心得失ttr ltt1 

2.招轄・派遣研究者 人数三一人記入欄不足の瞬間IJ腕添付

氏名 所属・役職 研究分野

話月 丈島j4時収 縦 /"i-(;孝

を多E 沼紛母・ il機後 側(鰍写)
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3.主な滞在日程

滞在期間 自一辺住_J_~_j_L日至年一乞月_Jj_日

? fllf日新of(義的信)
必品 4「紛争Oc.~~t，ん~(j6

料If'd1'l物音

9~20fl j~成Jfli lf ~ /ltìJ拘lぎ 1'?~

~fJ 218 

守自主刈
4.学術会議報告書

tjJ.jtil 多~ k.Jf)itJiμ1 ~lf.旋争点7ft?，!"ぉ b秋

$fす仰を札もすZ

系物え材料 ←___:;;，. ~診断連れ成餅~'f，オ}(.­
ヂトιt1Jlf~~~ザレマ/教~魚)('，j ~ i 'b管縫iJ;
μ刈111-;fタム t均時
均絡が・両協ikヴ v..t;;e

別紙報告書作成要領に準じ、添付の用紙で成果・今後の課題等を報告して下さい。

抄録集・プログラム・写真等、学会に関する資料を添付して下さい。

5.収支報告

交付を受けた金額一盆五五 円

支出内訳(旅費・宿泊費・印刷費その他の科目別に記載、別紙可)領収書コピーを添付すること。

科 目 金 額 備考(用途・内訳)

救護 :2? 4"ヂIぷ 熱傷体(は・駒〕

f/ 2よ~ IfP ，t]'(}) 孝男1iT(r R.華，包 ) 

恭持管 .2 ，0， ~きr it:守IV代々{いがン)

-66 -



一 日中医学協会助成事業 -

大連医科大学・群馬大学医学部・大学改革フォーラム

研究者 萎潮教授、李昌臣教授

中国所属機関 大連医科大学・校長

日本研究機関 群馬大学医学部

指導責任者 教授小漬一弘

要 旨:大連医科大学と群馬大学医学部は共に国家計画としての大学改革にまき込

まれているが、大連医科大学より養潮学長と李昌臣教授をお招きして、意見を交

換した。この内容はテレビ中継で中国にも伝えた。研究者の学術交流ならびに市民

との親睦の機会を持った。

Key Words :学術交流、大学改革

緒 言:大連医科大学との交流は平成元年に笹川医学研修生として林原君を群馬

大学医学部にあずかったことから始まります。林原君はその後何回か来日し、努

力の結果、本学で医学博士の学位を得ています。また、これまで両大学問のパイプ

役として交流に協力してくれました。おかげで、お招きできた役職のある教授方は

1 0名をこえ、あずかった大学院生が 15名以上。そのほとんどが国費留学生であ

ります。受け入れ側の教室も私が担当する薬理学教室のみならず、 7つの講座・研

究施設にまたがっています。一方、群馬大学側からは私が年に 1--2回何らかの機

会をとらえて訪問していますが、最近では前学部長や現学部長を含む何人かの教授

が出張しセミナーや講義を行っています。当然のことながら学術交流協定は平成9

年に締結し、現在は2期目に入っています。この様な研究者間の交流ばかりでなく、

もっと若い世代に何十年にもわたる交流をしてもらうべく、平成10年からは毎年

2人づっ医学生を短期的に派遣しています。今年(平成13年度)からは群馬大学医

学部に小さな資金ができ、派遣ばかりでなく、大連医科大学より医学生を受け入れ

る事ができる様になりました。市民との交流も活発に行っており、平成 12年前橋

市ユネスコ協会のメンバーが大連医科大学を訪問した。平成 13年には大連市より

同協会が市民マラソン参加者を招待しました。
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成果内容:日中医学協会のサポートにより平成13年9月に大連医科大学の萎校長

と内科主任教授の李先生を群馬大学医学部にお招きする事ができました。学術交流

では群馬大学医学部が主催する北関東医学会に併合して聞かれました。お2人の先

生の専門分野(萎教授は自殺問題、李教授は糖尿病問題)を中国の国情に照し合せ

て話をしてもらいました。特筆すべきことは、群馬大学医学部・酒巻教授のお骨折

りで衛星回線と電話回線を利用して群馬大学・信州大学++長春中医学院・大連

医科大学とでテレビ中継された事であります。

群馬大学・学長室のある荒牧キャンパスを訪問し、両大学の学長並びに関

係者によるフォーラムでは大学改革の問題が話されました。大連医科大学では総合

大学化の問題、群馬大学では独立法人化の問題があり、大学改革の必要性と同時に

困難性について意見が一致したようでした。中国でのひとりつ子政策、日本での少

子化という若年者の数の減少も共通した話題となりました。同キャンパスにある留

学生センターを訪問し、所長との懇談、及び現在建設中の留学生会館見学を行いま

した。また夕方には一昨年に大連を訪問した前橋ユネスコ協会のメンバーと親睦の

機会をもちました。

今後に残された問題と発展:大学の改革のフォーラムは大連医科大学が他の大連市

の大学と合併し、総合大学化するという昨年来の計画が失敗した事もあり、正面に

出して行えませんでした。養学長によれば、サルはサルでヒトはヒト、両者が一緒

になるのは困難であるということでした。幸いに群馬大学はすでに総合大学化して

いるということで合併問題はないこと、そして、むしろ独立法人化して社会との対

応を広げてゆく事が要求されていることを説明しました。後者に関しては、大連医

科大学におけるスポーツ・ジムの開設計画が披露されました。乙の計画に対し、前

橋市民との交流のもとで協力することを約束しました。

学術交流とテレビ会議に関しては成果欄に記入した通りですが、群馬大学側

において中国に対する関心が深まり、引いては留学生招待、市民交流の推進に役立

つと思われます。両先生が帰国されその一週間後に大連医科大学より 2人の医学生

の来日が実現しました。

作成日 2001年11月12日
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匂思君5君359朗成事業

200 1年度目中医学協会共同研究等助成事業報告書

一学会開催に対する助成ー

.2 c-C'τム年ム月 /日

財団法人日中医学協会
理事長殿

報告者氏名大田仁史

所属機関名茨城県立医療大学付属病院

職 名院長

やJ

所在地〒 300一0331 茨城県稲敷郡阿見町阿見4733

電話 0298-88-9210(直通)内線

1 .学術会議の名称 リハビリテーション・ケア合同研究大会沖縄2001 

一 新世紀を迎えてより身近なところで御万人(ウマンチュ・みんなで)
テーマ で担うリハビリテーションを実現しよう

主 催 者リハビリテーションケア合同研rf75務局代表者氏名宮里好一
期 間」三一年 10月 25 日....... 10月 26日 開催地沖縄県那覇市

参加者数 日本側 2300 名 ・中国側 2 名

招鴨・派遣の目的

リハビリテーション・ケア合同研究大会沖縄2001の学会で上海の地域リハビリテーション

の現状を話してもらうため

2.招聴・派遣研究者 人数ーと人記入欄不足の場合は別紙を添付

氏 名 所属 . 役職 研究分野

楊軒君 上海市石門地域衛生サービスセンタ} 助教授 「上海市脳卒中防止計画j

「慢性病地域リハビリ研究j

大西幸子 蘇州大学国際文化交流学院 学生(語学留学) 通訳

， 
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3.主な滞在日程

滞在期間 自ーと三一年 10 月之三一日至 13 年 10月三三日

1 3年 10月23日 上海から福岡着 沖縄泊

1 0月24日 沖縄 病院施設視察

1 0月25日 沖縄 学会参加・発表

1 0月26日 沖縄 学会参加

1 0月27日 沖縄 病院施設視察

1 0月28日 沖縄から上海着

4.学術会議報告書

別紙報告書作成要領に準じ、添付の用紙で成果・今後の課題等を報告して下さい.

抄録集・プログラム・写真等、学会に関する資料を添付して下さい。

5.収支報告

交付を受けた金額 24 0，0 00 円

支出内訳(旅費・宿泊費・印制費その他の科目別に記載、別紙可)領収書コピーを添付すること。

科 目 金 額 備考(用途・内訳)

旅費 137280円 往路上海→福岡→沖縄， 復路沖縄→上海航空券2人分

8 280円 空港から会場までのタクシー代

宿泊費 140，000円 1 0月23日---28日までの2人分の宿泊費
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一日中医学協会助成事業ー

上海市中心地区における地域リハビリテーションの模索と実践

研究者氏名 楊柿君

中国所属機関 中国上海市石門地域衛生サービスセンタ一助教授

日本研究機関

指導責任者

共同研究者名

要旨

地域における、衛生、サービス、予防、保健、計画出産指導、健康教育の6機能のうち、調査によると、

地域リハビリテーション(以下リハと略す)は、現在相対的に遅れているが、その原因は概ね、圏内の地域

リハが草創期の段階であり、完全なレベルにいたる経験とモデルケースがないこと、社会民生部、障害者連

合会、医療衛生などのリハ部門間の協力関係、がないこと、地域リハ技術の開発・研究に人材が不足している

こと、などによる。われわれは、上海市の衛生業務の特性を充分に活用するとともに、地域でリハ医療を必

要とする人たちに系統的なシステムに基づいてサービスが提供されるようにすることを提言する。例として、

脳卒中による障害者に地域でリハサービスが受けられるようにするために地域リハにかかわる組織を創設

し、地域におけるリハ医療の流れの管理モデ、ルを作った。数年にわたって試行しながら、リハにかかわる専

従の人材グ、ループの養成ーを行った。同時に機能評価システムを作成した。その結果、地域衛生サービスの全

体的な向上がみられた。

Key Words ;地域リハビリテーション、上級下級病院の連携、ネットワークづくり、全科医師養成

緒言

上海市は、「中国人民共和国国民経済と社会発展第十5ヶ年計画要綱Jに基づきリハ医療が国家政策のー

っとして展開されつつある3 事業は、 1)国民経済全体計画にリハ医療を組み込む、 2)地域リハの展開の

原則と方法を提示、 3)全科医師養成を中心にした地域リハの展開、の3つの大きな枠組みの中で行われる。

リハ医療の中で、も脳卒中の占める割合は大きく、発病の予防、治療、リハ医療に至る系統的な対策が望ま

れる。上海市の調査によると、近年、脳卒中の発症年齢が早まり、発病率も増加の傾向にある。上海の某セ

ンターの住民区における調査では、地域人口 7. 8万に対し、 60歳以上の高齢者人口は18. 6 5%を占

め、 2028年には35. 6%に達すると予測されている。主要な疾病と死因の統計では心臓及び脳血管疾

患が首位を占め、 35-74歳の2万人の調査では25%が高血圧である。

上海市の脳卒中の年開発病率は10万人対256例、過去3年間の合計は630例、そのうち死亡したも

のが247例で発病総数の39.21%を占め、生存者は383例60.79%で、あった。生存愚者のうち、

67. 8%は全介助または部分介助を要する。脳卒中の身体障害は患者の日常生活の自立及び社会的なコミ

ュニケーション機能に影響し、本人および家庭、社会の生産性に影響を与える。家族のみならず社会の介護

を必要とするからである 3 調査によると、脳卒中障害者の介護は、 38%が配偶者、 12%が子供、 32%

家政婦、 8%が社会援助、 10%が病院もしくはナーシングホームで行われ、社会、家庭、個人の負担が増

えている。

上海市はこれらの諸状況の中で、国の示した事業の枠組みに基づきながら独自の施策を模索し実践して

いるその概要を整理し報告する。
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結果

1組織

現在、地域リハは、行政、民政、医療でそれぞれに行われ統一されていない。したがって、脳卒中患者は

退院後、地域でのリハ訓練に関して有効かつ系統的に管理されておらず、脳卒中後の愚者も十分に身体の残

存能力の改善や再建がなされていなかった。中国の状況に合った地域リハ組織と訓練手法を確立し、発病直

後から総合的な取り組みをどのように行うかは、重要な検討課題といえよう。そのような観点から、現在地

域の組織化と実情に見合ったリハの提供内容について総括的な構想をたて、地域衛生サービスステーション

のネットワークを構築し、管理者グループ及ひ'専門家指導グ、ループの組織化を図っている。

(1)脳卒中者のための地域衛生ネットワーク

指導ネットワーク

上級医療センター

リハピリネットワーク

静安区衛生局

福祉ネットワーク

静安区民生局

障害者連合会

曹家渡街道

一一住民委員会

専門家カウンeセラーグループ
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(2) 疾病報告ネットワーク

脳卒中は早期リハを行うことで、患者の機能回復率を高めるだけでなく急性期の入院周期を短縮できる。

地域のリハ組織が、患者の疾病情報やリハ訓練の・情報を持っていなければ患者が地域に戻ってきた際に地域

リハは適切に行われない。住民疾病報告は「病院による疾病報告を主とし、住民による疾病報告を従とする」

としづ基本方針で行っている。区衛生局は区域内の医療センター(現在2級病院に限定、 2002年には3

級病院まで拡大)に疾病報告カードを区の疾病コントロールセンターに提出させ、区の疾病コントロールセ

ンターは毎月 2回地域の衛生サービスセンターに情報を伝達する。これは経済的かっ効率的な地域疾病報告

ネットワークシステムといえる 3
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地域衛生サーピスセンター

リハビリ科
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(3) 管理者グループの設立
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地域の民政、障害者連合会、住民委員会、地域衛生サービスセンターから構成される組織である。定期的に

会議を聞き、当該地域の地域リハのために方針決定と協同業務の責任を負う。また定期的に専門家の意見を

聞き、地域リハの技術的な方向性を検討し振興に努める。

(4) 専門家指導グループの設立

2， 3級病院のリハ医学の専門家を技術顧問として招き、関係する人々の研修・養成を担う。リハ訓練土

は定期的に臨床指導を行い、リハ技術のレベノレを維持向上させる職責を担う。双方から意見を出し研究する。

2人材養成グループ設立

地域リハが展開で、きるかどうかは、地域リハに携わる者のレベルが鍵となる。レベルの保証には人材グ、ル

ープの教育が保証されていなければならない。そこで我々は地域リハの人材養成計画を制定した。卒後教育

や職場研修の長期計画を十分に活用し、現任の全科医師、按摩、鋪灸、理療の医師に対して、地域リハ訓練

の系統的な研修を強化した。また毎年実習に来るその年の優秀な本科生に地域リハの課題研究を義務づ、け、

地域リハ領域に若い彼らが才能と創造性を発揮できるようはからうなど、一歩づっ地域リハ医療従事者の主

力人材を養成している。

3地域リハの適切なテクニック

(1) 国内外のリハテクニックを参考にし、片麻揮のリハ手法に加え、物理療法、按摩錨灸を合せ、地域医

療に適した方法を用いる。また、経済的なリハ器具を使用して、各家庭の環境に応じた訓練行う c

片麻捧急性期 (2週間以内) 1 一一一一「

上級;丙院 | 

E、E 一一」片麻捧痩鐘期 (2-4週間) ファシリテーション(リラックス、

正常姿勢保持、異常姿勢反射抑制)

相対回復期 (5週一3ヶ月) N、V 地域 l鍛灸、理療、按摩、ベッド上主動
リハ |運動、ベッド上訓練、座位訓練、

(4ヶ月一6ヶ月) 羽 |起立訓練、歩行訓練、歩行器訓練、

片麻捧後遺症期 (6ヶ月以上障害残存)VI一一一」上肢手指機能回復訓練、作業療法

訓練、 ADL器具応用訓練

(2)地域にはリハ専門治療士が不在で、あり、地域リハに適した訓練もないため、急性期後、上級医療セン

ターから地域に戻ってきた患者は、どの患者に対しても継続して有効なリハ訓練が系統的に指導できるとい

う保証はない。 PT、OT等の専門技術が提供されないことは、地域リハの発展の障害となっており、優先

して解決しなければならない課題である。我々はBrunnstromの各期と対応するリハ医療徒手体操を作り、

リハ治療士の人材不足に暫時対応すると共に、地域で個別訓練や集団療法の実践として活用している。さら

にデータ分析を行い、完成度の高い地域リハに適した訓練にしていきたい。

(3) 国内外におけるリハ医学でよく使用される身体機能、 ADL評価表を取り入れ、定期的にリハ評価を

行うコまた、個人の訓練カルテを作成し、個々に合ったリハ計画を作成し訪問指導を行ってきた。訓練前後

の機能評価を行い、訓練計画、運動処方等の修正する。

円

4
U

可

t



筋力レベル

「場所ー上級医療センター

~ I 
昔発J

移 I I地域リハビリ病棟
動一場所ート地域衛生サービスステーショ

I L家庭

系 運動機能 機 I ril固別状況の理解 全

統 ADL 古芭 検査ー」リハビリ需要の検査一「

的 評 I I 長期計画 中 体

リ 機能 価 個別訓練| 心

ノ、 独立性 表 計画」ー短期計画 循 評

評

価 訓練目標

I ，9ハ計画の策定 環

リハ訓練 トー司11練モデルの設定 価

と計画 の実施」ー訓練課題の完成

I ，段階評価
評価-l

」評価総括

(4) 身体機能の改善の程度によって患者のADL能力はかなりの影響を受けるが、リハの過程では住居に

ついても注意すべき背景因子になる。リハ工学的な原理に基づいて個別にニーズに合わせた経済的なADL

自助具を開発して日常生活の自立能力が最大限発揮されるようにし、患者のQGLを高める。

4地域リハを推進する環境

地域リハを進めるにあたっては、地域住民の社会的連帯感と相互扶助精神を啓畏し、障害者と健

常者間の垣根をとりはらい、相互に理解しあえるような地域のボランテイアを養成しなければなら

ない3

(1) 地域ボランテイアグ、ループの活動内容

① ボランテイア活動を開始、組織する。

② ボランテイア、家族、介護士、家政婦を組織し、研修の機会を設ける。

③ 障害者を支援し、文化娯楽・スポーツ活動を行う。

④ 障害者と健常者の相互交流活動を組織する。

脳卒中身体障害の地域リハは、在宅療養だけをいうのではない。とくに患者の積極性を引き出すことが必

須で、そのために主体的な社会参加を促し、脳卒中身体障害リハ倶楽部の活動を推進する必要がある。

(2) 脳卒中身体障害リハ倶楽部の活動内容

① 疾病克服への自信をもっG

② 自分に合ったリハビリの方法を習得する。

③ 家庭でのリハピリ計画を設定するu

④ 自己管理能力を養う"

⑤ 相互交流において技能を高める。

考察

・地域リハで利用可能な社会資源
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WHOは地域リハの定義として「地域の資源のレベルに応じたリハアプローチがなされ、これらのアプロ

ーチは地域資源を活用するためこれらに依存するものである。全体として、これらの過程は障害者自身及び

その家族と社会を包括するものである」としている。我々は、適切な時期に脳卒中身体障害者が地域リハの

ネットワークに参入できるようにし、適切な技術研究を検討し、地域資源、を利用した。地域で新たに発病し

た脳卒中患者に対し住民委員会疾病報告ポストや、地域衛生サービスセンター、上級医療センターなど複数

の発病報告方式を活用して、地域の衛生サービスの特性を生かし、発病から地域リハにいたる総合的な流れ

に乗れるようにした。

急性期が過ぎ上級医療センターを退院して地域に帰ってきた患者に対しては、段階的かつ選択的に地域の

衛生サービスセンター(地区病院)のリハビリ病棟、地域衛生サービスステーション、家庭及び地域リハ健

康センターなど多様な施設を利用して医療及び総合的なリハアプローチを行っている。これにより患者及び

障害者の潜在能力を引き出し、喪失した身体機能の再建と改善および生活自立能力を高め、「病はあれど障

害を残さず、障害はあれど廃人とはせず」をめざした。また、国内外でよく使われる運動機能障害及び生活

能力評価表を用いて得た成果に基づき適切な地域リハのネットワーク、サーヒ*スマニュア/レを作成、脳卒中

後遺症者の地域リハにふさわしい訓練を行える人材グループの育成を行った。これらによって、地域全体の

リハシステムの構築が促進され、障害者数を把握するデータバンク、地域リハビリの評価システムが作られ

た。また行政による医学、教育、職業といった各方面が共同責任で行う環境が整い、地域における障害者の

心身の改善ならびに家庭、社会における全体的な健康が促進されることとなった。

-地域リハの展望

近年、先進国、発展途上国を間わず地域リハは等しく関心を集め、 WHOも大々的に提唱している。地域

リハは、高齢化社会、疾病状況の変化、また都市家庭の小規模化、核家族化に対応するものである。我が国

においては、地域リハが発展する上で多くの有利な条件がある。つまり 2級政府による 3級管理、また政府

の大衛生管理体制は、地域リハにとっては組織を構築していく保証が得られているといってよい。そのため

着手されはじめた地域衛生サービスネットワークも、すでに初期段階を経ょうとしている。上層部のリハ医

学の専門家が21世紀にむけて戦略を練り、地域リハの領域に積極的に参加すれば地域リハに適した技術研

究と地域リハの人材養成が可能になり、地域リハを支持する環境を作り上げることができるだろう。

地域リハは、我が国ではまだ草創期段階であり、地域リハにあった技術は実践の中で一歩一歩検証してい

る。しかしすでにその厚き氷は打ち破られ、道は通じているといえよう。我々は絶えざる試行錯誤をしなが

ら地域サービスにおけるリハ機能を強化し、特徴を打出し地域衛生サービスの優れて持続的発展を実現して

いきたい。

参考文献

1.卓大宏 21世紀の地域リハビリ中国リハビリ医学雑誌、 2000. 6(15):327 

本研究は、 2001年 10月25日「リハビリテーション合同大会沖縄・ 2001 Jのシンポジウムで口頭発

表された。財団法人日中医学協会の助成を受けた。

作成日:2002年2月1日

(翻訳:大西幸子、監訳・文責:大田仁史)
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匂県在思想問成務

2001年度日中医学協会共同研究等助成事業報告書
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氏 名 所属 . 役職 研究分野

魯開化 西安市西京医院整形外科中心・教授 ~以外科今
高建華 第一軍医大学南方医院・教授

梁 建 深草11市福田区香密湖医院・副主任医師

察景龍 山東大学済魯医院・副教授

宋修軍 青島大学医学院市立医院・教授

黄金井 .中国医学科学院整形外科医院・教授

章慶国 南京大学附属中大医院・副教授

王玉新 中国医科大学附属第一医院・教授

林子豪 上海第二軍医大学長征医院・教授
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4.学術会議報告書
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抄録集・プログラム・写真等、学会に関する資料を添付して下さい。
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一日中医学協会助成事業一

第 12回日中形成外科学術交流会を主催して

主催者氏名 百束比古

日本所属機関 日本医科大学形成外科学講座(主任教授)

学校法人日本医科大学国際交流センター(長)

後援 社団法人日本形成外科学会

要旨

第12回日中形成外科学術交流会は、日中医学協会の助成のもとに 2001年11月10， 1 1日の両

日、東京は上野の弥生会館において成功裡に開催された。参加者は日本から 95名、中国から 53名、他に

日本から 2名、中国から 2名、またスイスから 2名、豪州から 1名の著明な形成外科医を講演者として迎え

た。今回の特別講演は、東京女子医大野崎幹弘教授に食道癌手術後の発声再建まで考慮した遊離空腸移植術

について、また中国側からは上海のZhonGang (宋業光)先生には気管の同種移植の可能性について御講

演頂いた。さらに、岡山大学の光嶋勲教授を招いて、トピックスである穿通枝皮弁について講演して頂い

た。対応して、広州第一軍医大学のGaoJian-hua (高建華)教授に世界に先駆けて開発した大腿部の穿通

枝皮弁の解剖と臨床について多くの症例を供覧し教示して頂いた。 招待講演としては豪州ローヤルプリ

ンスアルフレッド王子病院形成外科主任であるDavidG.Pennington博士を招き、遊離腹直筋皮弁を用いた

乳房再建の卓越した成績や、最新の血管吻合技術を供覧してもらった。またスイスはローザンヌ大学から

Daniel V. Egloff先生とPatriciaRoggero先生を招いて、欧州の熱傷形成外科や美容外科の趨勢について御

講演を頂いた。その他多くのパネルや特別企画を設け、日中が世界をリードしている分野の学術交流を行

い、極めて有意義な学会であった。

KeyWords形成外科、学術交流、国際学会

緒言

本会は、 1990年以来、毎年日中両国交互に開催されているもので、かつて日本では長崎(第2回:難

波雄哉会長)、金沢(第4回塚田貞夫会長)、東京(第6回:鬼塚卓弥会長)、盛岡(第8回:奈良卓会

長)、大阪(第10回:上石弘会長)において開催された。また、.中国では順に西安、上海、溶陽、広州、
重慶、済南で開催された。今回6年ぶりのわが国の首都開催とあって、中国の形成外科医の関心が非常に高

く、予想を温かに超える参加者であったことは主催者としては喜ばしい限り.であった。

形成外科学における中国の進歩は睦目すべきものがあり、かつて世界を驚嘆させた切断指再接着に見る卓

越した手技のみならず豊富な症例から得られた洗練された手術結果を供覧させられ、今や世界における中国

形成外科の水準が欧米やわが国と比較しても決して遜色がなく、寧ろその発展の加速度は経済と同様に執れ

世界をリードするであろうという予感さえ与えるものであった。さらに、今回からスライドも発表も英語を

公用語としたことで、本交流会の国際学会としての意義も高まったと思われた。

概要と結果

本学会のテーマは、形成外科分野で日中が果たす役割を再認識し、その結果得られる成果を世界に向けて

発信することである。実際これまでに特に皮弁外科の領域では日中の形成外科が世界をリードしてきたと

言っても過言ではない。

今回の特別講演は、東京女子医大形成外科野崎幹弘教授に食道癌手術後の発声再建まで考慮した遊離空腸
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移植術について、また中国側からは上海のZhonGang (宋業光)先生には気管の同種移植の可能性につい

て御講演頂いた。世界的に未だ再建方法が確立されていない領域であり、日中の形成外科が世界をリードし

ていることを再認識させられた。

さらに、現在世界的にみて若手形成外科医のトップリーダーといっても過言ではない岡山大学形成外科の

光嶋勲教授を招いて、トピックスである穿通枝皮弁について講演して頂いた。対応して、広州第一軍医大学

形成外科のGaoJian-hua (高建華)教授に世界に先駆けて開発した大腿部の穿通枝皮弁の解剖と臨床につ

いて多くの症例を供覧し教示して頂いた。いずれも、この分野では日中が常に世界に先鞭を付けてきたこと

を証明した。

招待講演としては豪州シドニ一大学ローヤルプリンスアルフレッド王子病院形成外科主任であるDavid

G.Pennington博士を招き、遊離腹直筋皮弁を用いた乳房再建の卓越した成績や、最新の血管吻合技術を{共

覧してもらった。またスイスはローザンヌ大学かI?Daniel V. Egloff先生とPatriciaRoggero先生を招い

て、欧州の熱傷形成外科や美容外科の趨勢について御講演を頂いた。アジア人以外の形成外科学の最新情報

を得ることも本学会の極めて重要な目的であり、これら 3人の先生には本学会の成功に対して多大な寄与を

頂いた。

そのほかに、トピックスとして日中合作の世界的成果の一つである「超薄皮弁jとその血管解制および血

管束付加による発展について、また「生体充填用異物の新展開Jについて新しい材料の紹介と課題について

検討と情報交換がなされた。さらに、組織工学(TissueEngineering)のパネルでは米国留学経験者を含め

た日中の新進気鋭の研究者5名が集い、世界のトッフレベルの討論がなされた。さらに、性同一性障害

(Gender Identity Disorder)のパネルも設けられ、両国での性転換手術の技術と社会的問題について討論

された。性同一性障害の治療は、我が国の医療において臓器移植とともに国際的水準から遅れを取っている

分野であり、同じアジア人であり我が国の 10倍の人口を有する中国の実状を知ることは極めて有意義であ
り、かつ対策の急務を知らされた。

考察

本交流会は、日本形成外科学会および、中国整形外科学会の後援のもと、毎年両国交互に開催されているも

のである。会を重ねて今回が第 12回目となったが、その規模及び内容は発展の一途を辿っており、そこで

得られた成果が世界に発信されて新たな技術開発の端緒となった例は暇がない。今回も例に漏れず、多くの

新技術や新概念の披涯がなされ、その成果は更なる進展を期待するものであった。とくに、今回の特徴とし

ては、中国側の発表の殆どがコンビュータプレゼンテーションであったことである。従来中国側から示され

たスライドは学術発表には不適当な組雑なものが垣間見られたが、今回は寧ろ日本側のスライドより優れた

ものが多かったのは睦目に値した、とともに隔世の感があった。また、今回よりスライドの発表も公用語を

英語に統ーしたので、中国の若手の医師が多数発表されることができ、また発表の内容についても互いによ

く理解することができた。質疑討論のみ日中の通訳を入れたが、これは相互の理解と円滑な学会運営のため

やむを得ない措置であったといえる。しかし、執れはすべて英語で行うべきと考える。また、日中のみなら

ず日中の形成外科に由縁のある豪欧の著明な形成外科医も交えた学術交流を行ったことも、アジアに偏らな

い情報を得ることで有意義であった。

学会以外では歓迎パーティーや総合懇親会においても、互いの旧交を温めたり新たな親交を深めたりと活

発な交歓風景が繰り広げられた。また学会終了後、中国側の参加者を都内半日ツアーに招待した。折しも雨

上がりの真空かと見まごう秋天の下、浅草雷門仲見世、東京塔、銀座と周囲し、旧い歴史を温存しつつ再生

を繰り返す世界的大都会が全貌に亘って眼下にそして車窓にと大展開し、最後は銀座での晩餐と参加者には

学会の締めくくりに相応しい極めて満足のゆくツアーであったとたいへんに好評を頂いた。

因に次回は2002年9月下旬、中国の六朝古都である美都南京において開催されることが内定してお
り、会長のJiangHuiqing (養会康)先生においては、日本からできる限り多数の参加があることを熱望さ

れ、併せて熱烈歓迎の意向を示された。

謝辞:最後に本交流会を開催するために貴重な助成を頂いた、日中医学協会に深謝致します。
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匂思否5思ER聞成事業

200 1年度日中医学協会共同研究等助成事業報告書

一学会開催に対する助成一

)_CC /年 ;0月 /0日

財団法人日中医学協会
理事長殿

報告者氏名 南裕子

所属機関名 (社)日本看護協会

職 名会長

所在地〒 150・0001東京都渋谷区神宮前5-8-2

電話 03・3400-8331 内線

1 .学術会議の名称
第7回日中看護学会

テ ー マ 変革期における日中看護の展望

主催者中華護理学会・ 代表者氏名王春生

期 間三001年 9一月止と日- 9 ，ij 14一日 開催地中国珠海市

参加者数 日本側一一三三 名 中国側 約 100 名

招聴・派遣の目的 標記学会の共催

2.招聴・派遣研究者 人数 人記入欄不足の場合は別紙を添付

氏名 所属・役職 研究分野
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3.主な滞在日程

滞在期間 自2001年 9 月」土一日至2001年 9 月 15日

月日 実施 時刻 備考

9月11日(火) 関西空港発 10:00 JAL 701便
香港着 12:50 

香港発 16:00 フェリー利用
珠海泊 珠海着 17:10 

9月12日(水) 学会開会式 09:00 開会挨拶担当
特別講演 09:40 講演「変革期における日本の看護の展望」
全体会出席 13:00 

珠海泊 懇親会 18:00 

9月13日(木) 分科会出席 09:00 
珠海泊 答礼会 18:00 

9月14日(金) 分科会出席 09:00 
閉会式 11:30 閉会挨拶担当

香港泊 香港へ移動 13:00 

9月15日(土) 香港発 10:05 JAL 700便
関西空港着 14:45 

4.学術会議報告書

別紙報告書作成要領に準じ、添付の用紙で成果・今後の課題等を報告して下さい。

抄録集・プログラム・写真等、学会に関する資料を添付して下さい。

5.収支報告

交付を受けた金額 500， 000 円

支出内訳(旅費・宿泊費・印刷費その他の科目別に記載、別紙可)領収書コピーを添付すること.

科 目 金 額 備考(用途・内訳)

旅行代金 337，150 南裕子会長分(内訳別紙①)

論文翻訳料 162，850 中国語論文和訳

総額369，000円の一部

(内訳別紙②、領収書に代えて振込明細書別紙③)
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一日中医学協会助成事業一

第7回日中看護学会出席報告

日時:2001年9月 12日(水)""14日(金)

場 所:中国広州珠海市

会 場:華駿大酒庖会議室、珠海衛生学院講堂

主 催:中華護理学会

共 催:日本看護学会

テーマ:変革期における日中看護の展望

本会代表:南裕子会長、小野光子理事

学会出席者:日本側 84名(含・代表者2名)、中国側 約 100名

事務局:贋瀬佐和子学会部長、輪湖史子国際部長、内田恵美子中央ナースセンター業務部長

主要なプログラム

1)開会式:中華護理学会王春生理事長挨拶

日本看護協会南裕子会長挨拶

2)特別講演:

中華護理学会 王春生理事長 「変革期における中医看護の現状と考察」

【要旨】中国における病院看護管理体系、中国看護の基本的考え方と看護モデル、看護技術の発

展、看護教育の状況を紹介し、看護と医学の不可分性に基づき、中医と西医の統合を図りなが

ら、臓器別ではなく生命全体を診る看護の一層の展開が課題であることを示した。

日本看護協会 南裕子会長 「変革期における日本の看護の展望J

【要旨121世紀は、グローパリゼーション(世界化)をさらに超えて、宇宙規模の視点が求めら

れる時代である。看護職は、そこで生じる「人と人Jr人と社会」の関係の変化を鋭敏に捉えな
がら、かっ一個人・一市民としての健全な理念と感覚に基づき、政策の場にも積極的に声を挙

げながら、安全で質の高い看護の提供を目指す必要がある。

3)全体会:

①看護倫理 首都医科大学附属宣武病院 楊苓「老年性痴呆における情緒障害の看護J

長野県看護大学小西恵美子 「日本における看護倫理の教育J

②看護教育 西南女学院大学小田正枝 「日本における看護教師の資質の発展への取り組みJ

成都軍区総合病院虚敏 f専門看護婦の養成システム設立の研究J

③訪問看護 北京中医蔚科大学附属東方病院劉香弟 「糖原病に対する中医健康教育の実施と効果J

日本看護協会 内田恵美子 f日本における高齢社会と訪問看護の評価J

@中日看護の関心事

神戸大学医学部附属病院 吉田智美 「専門看護師の実際的な活動J

中国協和医科大学中国協和病院 史冬雷 「婦長の選抜採用基準システムの確立J

4)分科会:

① 日本側演題:33題、②中国側演題:問題(取り下げ・差し替えあり)
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5)交歓会

①中華護理学会主催懇親会 :9月12日(水)夜一日本側の学会出席者全員招待される

②日本看護協会主催答礼会 :9月13日(木)夜一中華護理学会関係者を 11名招待

6) 閉会式:中華護理学会 王春生理事長挨拶、

日本看護協会 南裕子会長挨拶

7)施設見学:中医医院(スケジュールの都合により、学会出席者一部が参加)

8) その他:来年度以降の交流プログラム実施計画について相談

成果と今後の課題

1)成果

1. 本学会ならびに相手国の看護に対する関心の高まり

① 日本側:一般演題の応募総数67題と、過去最高を数えた(うち 33題採択)。また、参加者数 (84

名)は、 1994年の北京大会に次いで最高であった。また、継続参加者もおり、両国の親善と情

報交換に重要な役割を果たしている。

② 中国側:とくに、日本の専門看護師・認定看護師制度に対する関心が強く、その点について多々、

質問や間合わせが寄せられた。

2. 演題発表内容の充実

① 適切な研究デザインおよび科学的な調査研究手法に基づく発表が増えている。

② 日本で勉学・教育に従事する中国人看護職ならびに中国で看護活動(国際協力)に従事する日本

人看護職による応募と発表が増えており、日頃の交流が生かされた学会内容となっている。

3. 両国の看護の共通点と相違点の明確化

全体会において、共通テーマのもとに両国から発表を行う形式にしたことによって、両国の看護にお

ける共通点と相違点が把握しやすく、相互理解を深めることができた。

2)課題

1. 両国看護職による共同研究・共同企画の試み

現在は、日中両国の演題発表による情報交換を主目的として学会を開催しているが、今後は、両国の

交流の上に立脚し、共同研究や共同企画を通じて両国の看護に貢献するプロダクトを産み出してゆく

ことが望まれる。

2. 日中両国の看護や保健の状況に関する基本的な情報の把握と広報

発表演題の背景となっている保健医療看護制度(教育も含めて)や社会状況を、参加者がより理解す

ることによって、交流が深まると考えられる。現在、そうした理解は個々人の努力によっているが、

今後、学会主催者・共催者がシステマティックに情報を取得竺整理して、関係者に広報できるような

仕組みの整備が望まれる。

3. 日中の看護の橋渡し役となる人材の確保と育成

日本において就学・就労経験のある中国人看護職および、中国において就学・就労経験のある日本陣

看護職の名簿を作成し、今後の両国の交流促進をはかる上で貴重な人材として活用することが望まれ

る。

作成日:2001年 10月 5日
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