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一日中医学協会助成事業ー

中国河南省における多剤耐性結核の分子病理学的研究ーリファンピシン耐性に力点をおいて

要旨:

研究者氏名

日本所属機関

研究者氏名

中国所属機関

菅原勇

(財)結核予防会結核研究所

王国斌

河南省胸科医院

中国河南省胸科院で、 2001年1月1日から同 12月31日までに集められた結核菌188検体のリファ

ンピシン耐性を調べた。 136検体がリファンピシン耐性で、そのうち 125検体にrpoB遺伝子の突然変異が、

DNAシークェンス法で、見つかった。中oB遺伝子のクラスター領域に変異を有し、 531. 526番目の変

異が多かった。これをHPLCを用いたヘテロデュプレックス法で解析しても、結果が一致した。これらの解析

結果は、リファンピシン耐性率が非常に高いことを意味し、リファンピシン耐性を減少させる結核対策を取る

必要がある。

Key Words : リファンピシン耐性、河南省、 rpoB， 多剤耐性結核

緒言:

中国河南省は、安徽省と同じく農業労働者が多い。農業労働者の収入も低いことから結核の治療も不十分だ

と考えられている。それ故、抗結核剤耐性結核の頻度も高いと考えられる。今回、薬剤感受性試験で、耐性と

診断されたリファンピシン耐性結核菌を、 95C30分加熱処理した後、結核研究所に送ってもらい、遺伝子

レベルでどのくらいリファンピシン耐性が存在するかを共同研究することにした。リファンピシン耐性に関係

する rpoB遺伝子突然変異を DNAシークエンス法と HPLCを利用したヘテロデュプレックス法を用いて解析

した。

対象と方法:

対象は、 2001年1月1日から同12月31日まで中国河南省胸科医院外来を受診した結核患者から採取

した結核菌188検体を用いた。この中には、結核再発例と初診例が混じっている。詳しい情報は、手に入っ

ていない。これをLowenstein"Jensen培地で培養した後、 95C， 30分間加熱処理した後、結核研究所に検

査のため送られた。結核感受性試験は、リファンピシン40llg/mlの濃度で、Lowenstein"Jensen培地を用い

た比率法で感受性、耐性を判定した。送られた検体から、型のごとく、 DNAを抽出し、 rpoB遺伝子sunitの

クラスターI領域をカバーするようにプライマを設計した。 PCRで増幅したPCR産物を精製した。その後、精

製産物を用いてDNAシークエンサ (ABIPRISM Mode1377)にて増幅産物の塩基配列を決定した。増幅産物

の遺伝子突然変異の有無を別の方法 (HPLCを用いたヘテロデュプレックス法)で解析した。対象として感受

性結核菌H37Rvから得られたDNAを用いた。変性条件は、 66. 4Cを用いた。

結果:

リファンピシンを用いた薬剤感受性試験では、 188検体中 136検体 (72.3%)が、リファンピシン

耐性であった。そのうち 125検体でrpoB突然変異が認められた (92%)。これらの以上は、すべていわゆ

るrpoB遺伝子のクラスターIの領域に入っていた。最も多かったのは、 531番目の突然変異で、次に多いの

が526番目の突然変異だった。この突然変異が、本当に正しいかどうかを別の方法 (HPLCを用いたヘテロ
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デュプレックス法、Transgenomics社製)で検討した。図1にそのうちの数例を示している。感受性株である

H37Rv (一番上)には、異常な波形が見られないが、突然変異がある結核菌では、矢印で示したように、異常

な波形が見られた。この方法での、突然変異検出率は、完全に、 DNAシークェンス法と一致した。

考察:

我々の予想に反して、リファンピシン耐性検出率が、以前の報告値より低かった。この症例には、再発例と

初発例が混じっている。大部分は農業労働者で、年齢は、 16歳から 74歳までであった。詳しい情報が、聞

けない例もあった。それでも、どうしてこのようにリファンピシン耐性頗度が高いのか。共同研究者である王

先生と話し合った結果，1)売薬を飲んでいて、病院に行かない患者がいる、 2)結核の治療を受けていたが、

医療代が払えず、途中で退院した患者が、悪化して再び外来に来た、 3)抗結核薬を、規則正しく飲まない患

者がいる、が主な原因と考えられた。我々のデータは、多剤耐性結核を減少させる対策を立てる上で、有用な

情報を与えてくれる。結核対策には、このようなデータベースの構築が必要である。

地方に行くと、十分に抗結核薬が供給されていないことが多い。従って、日本政府が既に行っているが、薬

物の無償援助がもっと必要である。結核に他する意識を高めて、規則正しく薬物を服用させねばならない。WHO

が薦めているDOTS(directlyobserved therapy short.∞urse)を出来るだけ早く採用すべきである。
rpoB突然変異を検出するのに用いた HPLCを用いた Heteroduplex法は、簡便で、再現性がある。しかも、

増幅産物を精製する必要がないので、 DNAシークエンス法よりコストが安く済む。途上国での多剤耐性結核菌

の診断に、非常に有用である。

リファンピシン耐性結核菌は、他の抗結核薬物にも耐性な結核菌が多い。次の、課題は、イソニアジッド耐

性結核菌の頗度を調べることである。
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一日中医学協会助成事業ー

中国おける大気汚染とぜん息との関連性に関する研究

研究者氏名 新田裕史

所属機関 国立環境研究所総合研究官

共同研究者 郭新彪

所属機関 北京大学公共衛生学院

要旨

Key Words 大気汚染、 PM2.5、晴息、自動車排ガス

緒言:

中国では急速な経済発展に伴って、大気汚染状況の悪化が見られたが、一方で大気汚染防止対策も進められ

て改善傾向も見られてきている。しかしながら、大都市部ではモータリゼーションが進行して、石炭燃焼を中

心とした固定発生源からの802や粉じんによる大気汚染から NOxや微小粒子、光化学スモッグを中心とした大

気汚染へ質的に変化しつつあると考えられる。

近年、従来から日本で大気環境基準が設定されていた浮遊粒子状物質よりもさらに粒径の小さい微小粒子の

健康影響に関する関心が世界的に高まってきている。日本では微小粒子はディーゼル排ガス中の粒子や光化学

反応等による二次生成粒子が主体と考えられているが、中国における微小粒子に関するデータは非常に少ない

のが現状である。中国ではこれまで総粉じん(T8P)、PM10についての規制やモニタリングが行われてきたが、

微少粒子とぜん息との関連性に関する検討は行われていなかった。本研究ではより詳細な室内汚染状況の測定、

大気汚染データの解析によって、微小粒子状物質への曝露状況についてさらに解析検討を加えるとともに、中

国各地で実施されている大気汚染の健康影響に関する疫学的知見を収集・整理して、中国におけるぜん息と大

気汚染の関連性を検討した。

対象と方法:

①微小粒子状物質の屋内・屋外測定

北京市中心部の一般家庭の屋内・屋外において、 PM2.5(50%カットオフ径2.5μm)およびPM10(50%カ

ットオフ径10μm)濃度の測定を実施した。対象世帯は幹線道路沿道を含む10世帯である。測定は2003年11

月の非暖房期と 2004年2月の暖房の2回実施した。測定対象世帯の属性は表1に示した。対象世帯は幹線道路

に面した家屋と後背地に位置する家屋が概ね半数ずつになるように選んだ。対象世帯は全て鉄筋集合住宅で、

暖房は集中暖房による温水ヒーターであった。

PM2.5濃度はミニポンプ(柴田科学(株)製MP-1;3)に単孔式多段インパクターのホノレダー(柴田ATP8-20H)

を接続し、1.5LPMで24時間捕集した。櫨紙は官宝40HI20(PALLFLEX)を用い、捕集前後に恒温恒湿の秤

量室内に24時間以上放置後、精密電子天秤(メトラー・トレドUM2)で秤量し、その重量差を捕集量とした。

②その他

北京市の大気汚染常時監視局の測定データを収集した。なお、日平均値等のデータは一般に公表されていな

いため、月平均値ないし年平均値のみ収集した。また、本研究に先立って実施された呼吸器症状調査(公健協

会)データに基づき、北京市における晴息擢息状況を解析した。
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表1. 測定対象世帯の属性

世帯
家屋構造 階数

世帯員
暖房方式 燃料の種類

家族内喫 幹線道路か

番号 数 煙 らの距離(m)

1 鉄筋集合住宅 4 3 集中暖房 天然ガス あり 50 

2 鉄筋集合住宅 4 集中暖房 天然ガス あり 10 

3 鉄筋集合住宅 2 3 集中暖房 天然ガス あり 4 

4 鉄筋集合住宅 4 3 集中暖房 天然ガス なし 200 

5 鉄筋集合住宅 3 6 集中暖房 天然ガス なし 4 

6 鉄筋集合住宅 2 3 集中暖房 天然ガス あり 15 

7 鉄筋集合住宅 4 5 集中暖房 天然ガス あり 80 

8 鉄筋集合住宅 3 4 集中暖房 天然ガス なし 6 

9 鉄筋集合住宅 5 3 集中暖房 天然ガス なし 14 

10 鉄筋集合住宅 4 3 集中暖房 天然ガス あり 20 

結果:

①微小粒子状物質の屋内・屋外測定

測定結果を表 2に示した。なお、世帯 4の第一回目の屋外測定は機器故障のため欠測となった。全体的にみ

ると、非暖房期である第一回目の測定ではPM2.5濃度、 PMI0濃度ともに屋外濃度が屋内濃度よりも高い傾向

が見られた。暖房期である第二回目の測定ではPM2.5濃度は屋内が高く、 PMI0濃度では両者に大きな差は見

られなかった。また、第一回目で高濃度を示した世帯5、6、7、8は測定日が 11月5日および6日に集中して

おり、さらに第二回目の測定で高濃度を示した世帯1、2は測定日が2月9日であった。

表2. PM2.5およびPMI0濃度の測定結果 (μg/m3)

第一回 第二回

世帯番号 PM2.5 PMI0 
測定日

PM2.5 PMI0 
測定日

屋外 屋内 屋外 屋内 屋外 屋内 屋外 屋内

l 2003.11. 3 53.3 110.8 97.0 131. 6 2004.2.9 163.3 251. 4 249. 3 283.9 

2 2003.11. 3 64.7 202.5 118.8 232.6 2004.2.9 170.7 249.2 255. 0 272.2 

3 2003.11. 4 37.3 27.0 73. 5 49.2 2004.2.11 108.4 70.2 157.5 88.3 

4 2003.11. 4 ー 154.5 ー 179.4 2004.2.11 83.2 94.9 133. 0 126.4 

5 2003. 11. 5 300.4 185.6 453.4 218.0 2004.2.4 22.2 20. 7 39.4 36.4 

6 2003.11. 5 317.4 272.9 479.8 309.6 2004.2.4 20. 7 126.5 34. 9 145.3 

7 2003.11. 6 244.2 195. 7 389.5 239.2 2004.2.5 57.2 49.6 90. 8 58.2 

8 2003.11. 6 262.3 114.3 440.9 129.8 2004.2.5 43.3 24.3 68. 6 34.0 

9 2003.11. 7 139.0 73.5 232. 1 96.6 2004.2.13 88.2 52.8 147. 7 66.1 

10 2003.11. 7 140.5 131. 6 234.6 154. 7 2004.2.6 12.4 57.9 34. 3 64.4 

平均値 173.2 146.8 279.9 174.1 76.9 99.8 121. 0 117.5 

一
屋外濃度と屋内濃度の散布図を図 1に示した。第一回目および第2回目の測定共に屋外濃度と屋内濃度との

関連性がみられたが、その特性はかなり異なっていた。すなわち、第一回目の測定ではPM2.5濃度およびPMI0

濃度ともに回帰直線の傾きは1よりも小さく、屋内濃度が屋外濃度の影響を受けていることが示唆された。一
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方、第二回目の測定では回帰直線の傾きは1を越えており、屋内汚染源の寄与を示唆していた。次に、 PM2.5

濃度と PM10濃度の比を表 3に示した。これをみると屋内では屋外よりも比が大きく、より微小な粒径の粒子

が多いことを示していた。また、幹線道路からの距離と濃度の関連性は明確ではなかった。

第一回目の測定で回帰直線の上側にプロットされていた世帯、すなわち屋内濃度がやや高い傾向にある世帯

の属性(表 1)をみると全体として、家庭内喫煙があった世帯がほとんどであり、屋内濃度に対する喫煙の影響

が示されていた。
第一回測定
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表3. PM2.5とPMlO濃度比

第一回目 第二回目

世帯番号 PM2.5/PM10 PM2.5/PM10 

屋外 屋内 屋外 屋内

1 0.55 0.84 0.66 0.89 

2 0.54 0.87 0.67 0.92 

3 0.51 0.55 0.69 0.80 

4 0.86 0.75 

5 0.66 0.85 0.56 0.57 

6 0.66 0.88 0.59 0.87 

7 0.63 0.82 0.63 0.85 

8 0.60 0.88 0.63 0.71 

9 0.60 0.76 0.60 0.80 

10 0.60 0.85 0.36 0.90 
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考察:

中国における大気汚染状況は近年大きく変化している。図 2に 1996年""2000年までの 802、NOx、TSP

濃度の北京市全体の月別平均値を示した。全体として季節変動が大きく、冬季暖房期の濃度上昇が顕著である。

802濃度は近年低下傾向にあるが、 NOx濃度には大きな変化はみられていない。しかし、このデータにはごく

最近の自動車交通量の増加による NOx濃度上昇の有無は反映されていない。これまで、粒子状物質としては

T8P (総粉じん)が測定されてきたが、これは数十μmまでの粒径の粒子状物質を含むものである。北京市で

は1999年から PMlO濃度の測定が開始されており、 2002年の PM10濃度年平均値は 166μg/m3であった。

PM2.5濃度の常時測定は実施されていないために測定データは得られなかった。
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ヘ4ト

公害健康被害補償予防協会の研究事業 (2001""2003年度)で我々が実施した北京市および太原市における呼

吸器症状調査結果のうち晴息症状有症率をみると、802やT8Pなど石炭燃焼由来の大気汚染がひどい太原市よ

りも、北京市の方が鴫息有症率が高い傾向にあった。 TSPやPMlOよりも健康影響が懸念され、また自動車排

ガスの影響をより強く反映すると考えられる PM2.5濃度に関する今回の測定結果をみると、家庭内喫煙や暖房

期における他の屋内汚染による影響がみられるものの、屋外濃度と屋内濃度の関連性が一貫してみられた。こ

のことは、中国圏内における晴息有症率の地域差を説明する要因として微小粒子を無視できないことを示唆し

ている。今後は、ディーゼル排気粒子の指標と考えられている微小粒子中元素状炭素量などの分析を進めるな

ど、自動車排ガスへの曝露量を詳細かつ長期的にモニタリングを行うとともに、哨息の擢患状況についても長

期的に追跡することによって両者の関係を明らかにしていく必要がある。

参考文献:

1) 常俊義三、他 (2002):気管支ぜん息等の動向に関する詳細フィールド調査と関連要因の検討に関する研究

報告書(公害健康被害補償予防協会委託業務)、(社)環境情報科学センター

2) 北京市統計局編 (2001):北京統計年鑑、中国統計出版社
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肝吸虫免蜜診断用組換え蛋白抗原の検討と中国における肝吸虫症患者診断へ

の応用

日本側研究者氏名 長野功

所属機関 岐阜大学医学部感染制御学分野助教授

中国側研究者氏名 方悦恰

所属機関 広東省疾病予防控制中心寄生虫病防治研究所副所長

要旨

肝吸虫症は、中国東南部においては極めて重要な感染症のひとつである。一方、肝吸虫症の免疫

学的診断は肝吸虫成虫抗原に対する抗体を検出する方法が広く行われているが、抗体価は一般に低

い場合が多く、また、他の吸虫類との交差反応も問題となっている。我々は肝吸虫の cysteine

proteinaseをクローニングし、その組換え蛋白を合成して ELISA用の抗原としての有用性の検討

を行った。

大腸菌で発現させた肝吸虫の cysteineproteinaseを抗原として Westernblotを行った結果、

肝吸虫患者血清と強く反応した。また、抗 cysteineproteinase血清を用いて肝吸虫成虫の免疫染

色を行った結果、 cysteineproteinase抗原は主に成虫の腸管上皮に認められた。

肝吸虫の cysteineproteinaseおよび肝吸虫成虫抗原を ELISA用の抗原として用いるための条

件設定を行った後、肝吸虫感染患者血清、肝吸虫以外の寄生虫感染患者血清について ELISAでの

抗体価の検討を行った。その結果、 cysteineproteinaseを用いた ELISA法の感度は高く、また他

の寄生虫感染患者血清との交差反応もほとんど認められず、 cysteineproteinaseは ELISA用の抗

原として十分有用であると考えられた。

Key Words 肝吸虫症、 cysteineproteinase、組換え蛋白、 ELISA

緒言

肝吸虫感染症はモツゴ、コイ、フナなどの淡水魚の生食で感染し、多数感染では最終的に肝硬変

や肝ガンに移行することもある極めて危険な寄生虫感染症である。日本においては衛生環境の整備、

衛生教育の充実等によって患者発生数はここ数十年でかなり減少しているが、中国東南部において

はいまだ肝吸虫感染症は極めて重要な感染症のひとつである(1)。肝吸虫感染症の確定診断は糞便検

査で虫卵を検出することであるが、一匹あたりの虫卵産生数が少なく集卵法を用いても虫卵が検出

されないことも多い(2)。一方、免疫学的診断法として肝吸虫成虫抗原に対する抗体価を検出する方

法が行われているが、肝吸虫は組織内に侵入することが少ないために抗体価は一般に低い場合が多

い。肝吸虫感染症に対しては、現在では非常に有効な治療薬があり、早期に患者を発見できれば治

療は困難ではない。

広東省寄生虫防治研究所では最近の肝吸虫症患者発生数の増加により、一度に多数の検体を処理

することが求められるようになってきた。そのため、肝吸虫感染症の診断は手間のかかる糞便検査

ではなく肝吸虫成虫抗原を用いた免疫学的診断によって行われているのが現状である。しかし、低

抗体価感染者における診断の問題、および当地方はかつては日本住血吸虫侵淫地でもあり、日本住

血吸虫抗原と肝吸虫抗原との交差反応も大きな問題点のひとつである。よって、肝吸虫の確実な免

疫学的診断には特異性が高く、かつ感度の高い肝吸虫由来抗原を用いる必要がある。今回、吸虫類

F
D
 



の免疫学的診断に有用な抗原と考えられている cysteineproteinaseの組換え蛋白を合成して ELISA

用の抗原とし、その有用性の検討を行った。

研究対象と方法

1.報告されている肝吸虫の cysteineproteinaseの DNA塩基配列に基づいて、その DNAを増幅する

ように PCRprimerを設計した。中国の患者より採取した肝吸虫虫体から作製した cDNAを鋳型とし

て DNAの増幅を行い、中国産肝吸虫 cysteineproteinaseの塩基配列を決定した。

2.増幅された cysteineproteinase DNAを大腸菌発現ベクターに組み込み大腸菌内で蛋白を発現さ

せ、アフイニティー精製した。

3.発現蛋白とプール肝吸虫症患者血清との反応性を Westernblotにて確認した。また、精製蛋白

はマウスに免疫してその抗血清を得、それを用いて肝吸虫内の cysteineproteinaseの分布を

Western blotおよび成虫虫体の免疫染色にて確認した。

4.組換え蛋白の診断における有用性を、肝吸虫感染患者血清 10検体、日本住血吸虫感染患者血清 5

検体および健常者血清 5検体を用いて、 Westernblotにて検討した。

5.組換え蛋白を ELISA用の抗原として用いるための条件設定を行い、組換え蛋白の抗原としての至

適濃度を決定した。また、健常者血清 48検体を用いて ELISA吸光度の cut-off値を設定した。条

件設定後、広東省寄生虫防治研究所において中国人の肝吸虫感染患者血清 50検体、肝吸虫以外の

寄生虫感染患者血清 26検体の ELISA吸光度を測定した。また、比較として肝吸虫成虫抗原につい

ても同時に検討を行った。

成績

1.中国産肝吸虫の cysteineproteinaseの塩基配列はすでに報告されているものとほとんど同ーであ

ったが、一部に違いが見られた。また、肝吸虫と肺吸虫、日本住血吸虫および肝蛭の cysteine

proteinaseのアミノ酸ホモロジーはそれぞれ 58%、48%および 40%であった。

2.肝吸虫の cysteineproteinaseは大腸菌体内で多量に発現し、アフィニティー精製した蛋白は

SDS・PAGEにおいてシングノレバンドとして認められた(図 1)。

3.肝吸虫の cysteineproteinaseはプール肝吸虫症患者血清と強く反応して Westernblotにて予想され

る位置にバンドが確認された。また、プール日本住血吸虫症患者血清とも弱く反応した(図 2A)。

4.肝吸虫成虫抗原と抗 cysteineproteinase血清との反応では予想される位置および成熟蛋白であろ

うと考えられる位置とに計 2本のバンドが観察された(図 2B)。また、成虫の免疫染色を行った結

果、 cysteineproteinaseの特異抗原が成虫の腸管上皮および虫卵に認められた(図 3)。

5.肝吸虫の cysteineproteinaseと肝吸虫感染患者血清、日本住血吸虫感染息者血清および健常者血清

との反応性を Westernblotにて検討した結果、肝吸虫感染息者血清では強く反応が認められた。ま

た、日本住血吸虫感染患者血清においても弱く反応が観察された(図的。

6.肝吸虫の cysteineproteinaseおよび肝吸虫成虫抗原を ELISA用の抗原として用いるための条件設

定を行った結果、使用抗原の蛋白濃度を 5μg/ml、血清希釈は 200倍、 cut-off{[宣を cysteineproteinase 

では 0.126、肝吸虫成虫抗原では 0.234と決定した。その条件で肝吸虫感染患者血清 50検体、肝吸

虫以外の寄生虫感染患者血清 26検体の吸光度を測定した(図 5)。その結果 cysteineproteinaseでは

肝吸虫感染患者血清 so検体中 2検体が陰性 (4%)、肝吸虫以外の寄生虫感染患者血清においては、

26検体中顎口虫感染患者血清の 1検体が陽性 (3.8%)を示した。また、肝吸虫成虫抗原では 50検

体中 6検体が陰性 (12%)、肝吸虫以外の寄生虫感染患者血清においては、 26検体中陽性を示した

検体はなかった。
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図1.肝吸虫組換え cysteineproteinaseの SDS-PAGE電気泳動解析

( 2.誘導前の大腸菌菌体、 3.誘導後の大腸菌菌体、 4.大腸菌破砕サンプルの上清、 5.大腸菌破砕サ

ンプルの沈濯、 6.アフィニティー精製後のサンプノレ)

A B 

123456781234  

図 2. 肝吸虫組換え cysteineproteinaseの Westernblot解析

(A2.肝吸虫患者血清と肝吸虫成虫抗原との反応、 A4.肝吸虫患者血清と肝吸虫組換え cysteine

proteinaseとの反応、 A6.日本住血吸虫患者血清と肝吸虫成虫抗原との反応、 A8.日本住血吸虫患者

血清と肝吸虫組換え cysteineproteinaseとの反応、 B2.抗 cysteineproteinase血清と肝吸虫成

虫抗原との反応、 B4.抗 cysteineproteinase血清と肝吸虫組換え cysteineproteinaseとの反応)

図 3. 肝吸虫 cysteineproteinaseの成虫虫体内分布

(A.ヘマトキシリン・エオジン染色、 B.C. D.抗肝吸虫

cysteine proteinase血清による免疫染色)i:腸管， e:虫卵;t: 

精巣
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cysteine proteinase抗原(A)および肝吸虫成虫抗原(B)における

[Clonorchis sinensis (CS)， Schistosoma japonicum (Sj)， Paragonimus westermani 

(Pw)， Fasciola hepatica (Fh)， Taenia solium (Ts)， Gnathostoma spinigerum (GS)， Dirofilara immitis (Di)， 

Diphyllobothrium latum (01)， Trichuris trichiura (Tt)， Anisakis simplex (As)， and Entamoeba histolytica 

(Eh)] 

各寄生虫感染患者血清の

ELISA吸光度の分布、

図 5.

寄生虫感

そのために cysteineproteinase 

考察

近年、種々の寄生虫感染症の診断において、免疫学的診断法が多く用いられるようにになってき

た。今回、肝吸虫 cysteineproteinaseの ELISA用抗原としての有用性を中国広東省の肝吸虫症患者

血清を用いて検討した。

Cysteine proteinaseは多くの寄生虫において持続的に分泌されるプロテアーゼであり、

染患者では cysteineproteinaseに対して、一般に高い抗体価を示す。
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は種々の寄生虫感染症において免疫診断用抗原として極めて有用であると報告されている (3.4.5)。

また、肝吸虫においてもメタセルカリア、成虫の各発育段階において cysteineproteinaseが分泌さ

れることが報告されている(針。今回行った成虫の免疫染色でも cysteineproteinaseの特異抗原が成

虫の腸管上皮および虫卵に認められた。肝吸虫 cysteineproteinaseは腸管上皮で生成され、腸管内

に分泌されて、感染宿主に高い抗原性が付与されるものと考えられる。

肝吸虫 cysteineproteinaseのアミノ酸配列と肺吸虫、日本住血吸虫および肝蛭 cysteineproteinase 

のアミノ酸配列のホモロジ}は低く、このことは、肝吸虫 cysteineproteinaseは肺吸虫、日本住血

吸虫および肝蛭感染患者血清とは交差反応が少ない可能性を示唆している、実際に、肝吸虫の組換

え cysteineproteinaseを用いた ELISAにおいて、これらの感染患者血清とは交差反応は見られず、

顎口虫感染愚者血清の 1検体のみが陽性を示したのみであった。一方、対照として用いた肝吸虫成

虫抗原は偽陽性を示した検体はなかったが、肝吸虫感染患者血清において 12%が陰性であり、感度

において問題点が多かった。

以上の結果から肝吸虫の cysteineproteinaseは ELISA用の診断用抗原として十分に使用可能で

あると考えられた。しかし、感度において cysteineproteinaseは肝吸虫成虫抗原よりも優れてい

るものの偽陽性があったこと、供試検体が少数であったことなどの課題が残された。今後は

cysteine proteinaseの診断用抗原としての有用性をさらにサンプノレ数を増やして検討していきた

し、。

参考文献

l. Crompton， D. W. 1999. How much human helminthiasis is there in the world? J. Parasitol. 

85:397・403.

2. Rim， H. J. 1986. The current pathology and chemotherapy of clonorchiasis. Korean J. Parasitol. 24 

(suppl.):78・85.

3. Chappell， C. L.， M. H. Dresden， B. Gryseels， and A. M. Deelder. 1990. Antibody response to 

Schistosoma mansoni adult worm cysteine proteinases in infected individuals. Am. J. Trop. Med. Hyg. 

42:335・34l.

4. Ikeda， T.， Y. Oikawa， and T. Nishiyama. 1996. Enzyme-linked immunosorbent assay using cysteine 

proteinase antigens for immunodiagnosis of human paragonimiasis. Am. J. Trop. Med. Hyg. 55:435・437.

5. Carnevale， S.， M. I. Rodriguez， E. A. Guarnera， C. Carmona， T. Tanos， and S. O. Angel. 200l. 

Immunodiagnosis of fasciolosis using recombinant procathepsin L cystein proteinase. Diagn. Microbiol. 

Infect. Dis. 41:43-49. 

6. Song， C. Y.， and A. A. Rege. 1991. Cysteine proteinase activity in various developmental stages of 

Clonorchis sinen訂正 acomparative analysis. Comp. Biochem. Physiol. B. 99: 137・140.

発表論文

Nagano， I.， F. Pei， Z. Wu， J. Wu， H. Cui， T. Boonmars， and Y. Takahashi. 2004. Molecular expression of a 

cysteine proteinase of Clol1orchis sinensis and its application to enzyme-linked immunosorbent assay for 

immunodiagnosis of clonorchiasis. Clin. Diagn. Lab. Immunol. (in press) 

ー 9 -



ω日書5思恩朗成事業
200 3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一

2004 年 3 月 10 日

財団法人日中医学協会

理事長殿

研究代表者氏名 溝上雅史 ょ@

所属機関名 名古居市立大堂大学院医学研究科

部署・役職 臨床分子情報医学分野・教授

所在地〒 品 7一問。1 ~乙古屋市鳴諦庶出縄町川潜l

電話 052-853-8292 (直通)内線

1 .研究テーマ

日中におけるB型肝炎ウイルス genotypeの違いとその臨床的意義の検討

2.研究期間 自 2003 年一 4 月 1一日~至 2004一年 3一月 1五一日

3.研究組織

日本側研究者氏名 溝上雅史

所属機関 名古屋市立大学大学院医学研究科 職名 整壁

中国側研究者氏名
蒋音

上海市伝染病医院
所属機関

上海市伝染病医院肝臓症科、
職名肝炎第三科・主任医師兼行政主任

4.研究報告書

別紙「研究報告書の作成についてjの体裁に倣い、指定の用紙で作成し添付して下さい。

※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、 BtfrN'学蕗益段成金だよQ旨を明記して下さい。

F
h
u
 

噌

E
A



一日中医学協会助成事業ー

日中におけるB型肝炎ウイルス genotypeの違いとその臨床的意義の検討

要旨

研究者氏名

所属機関

役職

共同研究者氏名

所属機関

役職

溝上雅史

名古屋市立大学大学院医学研究科

教授

蒋音

上海市伝染病医院

肝臓症科肝炎第三科主任医師

兼行政主任

これまでに中国における HBVgenotypeの地理的分布及びその臨床的意義に関する報告がなく、その検

討をする必要があると考え、今回上海市伝染病病院肝臓科主任医師である蒋音先生と HBVgenotypeに関

する日中の共同研究をすることになった。蒋音先生に来日して頂き、当研究室にてHBVgenotypeの測定

を中国圏内で可能にするために、測定法を教授した。帰国後も集積した検体の測定を行っており、その測

定結果と臨床データを共同で検討し論文化する。

Key Words 

HBV、 Genotype、肝炎、測定法

研究目的

B型肝炎ウイルス(HBV)は世界中で約4億2千万人の感染者が存在し、その内1億5千万人が中国人であ

り世界中で年間百万人がHBVによる肝細胞癌で死亡している。このように中国は世界の肝細胞癌多発地域

の一つでそのほとんどはHBVが原因である。一方、本邦は肝細胞癌の 80%はC型肝炎ウイルスが原因であ

り東アジアに位置する日本と中国で大きな違いがある。

中国の肝細胞癌の主な原因である HBVは従来血清学的反応の違いから 4つの血清型に分類されてきたが、

我々はそれらの遺伝子配列を分子進化学的に解析し世界で初めてHBVは5つの遺伝子型(genotype)に分類

可能であることを明らかにした。その後南米とアメリカから新しい genotypeが報告され現在世界中にA

から Gまでの7つのgenotypeが確認されている。さらに、これら HBVのgenotypeの臨床像が各々の

genotypeにより異なっていることで明らかになった。

そこで、我々はこれら HBVのgenotypeの簡単な測定法を開発し、中国や日本に多い genotypeB， Cに

ついて検討した。その結果、日本ではgenotypeCがBより明らかに肝細胞癌に進展し易いことを明らかに

し、その理由としてgenotypeBはCに比し若年でHBe抗原から HBe抗体への seroconversionをするため

であることを明らかにした。この現象はHBVのcorepromoterの変異の有無が原因であることを明らかに

した。さらに、 genotypeBは中国に多いアジア型 (genot ype Ba)と日本に多い日本型 (genotypeBj)に

分類され、本来のgenotypeBはBjであり、中国に多い genotypeBaはBjのコア領域が予後不良である

genotype Cとrecombinationしていることを明らかにした。一方、これまでに中国における HBVgenotype 

の地理的分布及びその臨床的意義に関する報告はなく、 Ba，Bjを含めたHBVgenotypeの関連を検討する

必要があると思われた。
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そこで、今回上海市伝染病病院教授でありますWuShan Ming (善明)先生の御好意により上海市伝染病病

院肝臓科主任医師である蒋音先生をご紹介いただき、 HBVgenotypeに関する日中の共同研究をすることと

なった。

研究結果

上海市伝染病病院肝臓科主任医師である蒋音先生が、上海市伝染病病院で肝生検にて確定診断した

無症候性HBVcarrier且つHBeAg陽性 10名、無症候性HBVcarrier且つ HBeAb陽性 10名、慢性肝炎 10

名、肝硬変 10名、肝細胞癌 10名の計50名の血清とその臨床データを昨年 11月までに集積した。予定で

は我々が上海に行き測定法を教授する予定であったが、 SARSの問題で行けなかったので代わりに蒋音先生

に2月20日から 3月 10日迄の間当研究室に来ていただいたき、持参した検体を使用し、分注作業、試薬

の調製等を含め、 HBVgenotype測定を具体的に指導した。その結果、無症候性HBVcarrier且つHBeAg

陽性 10名は、 genotypeA 1例、 genotypeB 4例、 genotypeC 5例であった。また、無症候性HBVcarrier 

且つ HBeAb陽性 10名は、 genotypeB 8例、 genotypeCが2例であった。慢性肝炎 10名は、 genotypeB 5 

例、 genotypeCが5例であった。肝硬変 10名は、 genotypeB 1例、 genotypeCが9例であった。肝細胞

癌 10名は、全例がgenotypeCであった。また、これら指導を行った結果、蒋音先生自身が中国に於いて、

HBV genotype測定することが可能と考え、帰国の際にHBVgenotype測定試薬と必要な研究用資材を持参

していただいた。その試薬を使用して 12月以降に集積された検体の測定を行っていただき、来月には溝

上が上海に行き、日本での測定結果も含め検討する予定である。 SARSの問題で研究の遂行が大きく遅れた

が、何とか今年中その結果を論文化する。

上海市伝染病病院患者のHBVgenotype測定結果

~ 
無症候性 HBV 無症候性 HBV
carrier Jlつ carrier 且つ 慢性肝炎 肝硬変 肝細胞癌

HBeAg陽性 HBeAb陽性

genotype A 1 。 。 。 。
genotype B 4 8 5 1 。
genotype C 5 2 5 9 1 0 
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要旨

一日中医学協会助成事業一

婦人科腫婦における天龍合剤の治療効果について

一基礎的および臨床的研究ー

日本側研究者氏名 大槻勝紀

所属機関 大阪医科大学教授

中国側研究者氏名 唐勤天

所 属 機 関 中日友好医院中日友好臨床医学研究所所長

天龍合剤(本合剤)は、肝癌の治療のために白英・龍葵など複数の薬草によって構成された新たな漢方

薬であり、中日友好病院では臨床的に治療効果が認められている。大槻らはこれまで子宮内膜における病態

をアポトーシスの観点から研究してきた。そこで子宮内膜癌や子宮頚癌における本合剤の有用性を基礎(大

阪医科大学:大槻ら)および臨床的(中日友好病院臨床研究所:唐ら)に明らかにすることを目的としてい

る。基礎研究はエストロゲン反応性を有する子宮内膜腺癌細胞 {Ishikawacells}を用いて、天龍合剤の抗癌

作用・機序について調べた。天龍合剤をステロイドフリーの培地に添加して、形態的にIshikawa細胞の細

胞死が濃度依存的に誘発することを観察した。 WST-lアッセイで検索した結果、ミトコンドリアの代謝機能

が臨書され、細胞の増殖が有意に低下したことが判明した。また、 JC-lと言うミトコンドリアの膜電位変化

によって異なる波長の蛍光を発する色素を用いて、蛍光顕微鏡で観察した結果、ミトコンドリア膜の脱分極

によって発する緑蛍光が強くなったと同時に、正常な膜電位依存的に発する紅い蛍光が弱くなっていった。

さらに、 Flow-Cytometryで分析してみると、正常な膜電位を持つ細胞数が濃度依存的に減少した。乙れら

の結果に一致して、天龍合剤投与によって細胞の DNA合成能が著しく臨書されたことがBrdU取り込みア

ッセイで明らかになった。さらに、天龍合剤によるミトコンドリア代謝の匝害・膜電位の脱分極およびDNA

合成の抑制がエストロゲン投与によって措抗されたことから、天龍合剤は抗エストロゲン作用を有すると考

えられる。以上のことから、天龍合剤は子宮内膜腺癌などの悪性腫癌に有効な治療薬であるといえる。臨床

面での本研究は、中国でのS組 Sの流行によりほとんど進んでおらず、今回は残念ながら基礎的研究に限っ

て報告する。

Key Words : estrogen， endome凶um，adenocarcinoma， herbs 

結言:

臨床に投与される抗癌剤の多くは強い副作用のため、その抗癌作用を十分に発揮できないことがある。

しかし、長い歴史の聞に洗練された漢方薬の殆どは複数の薬草によって構成される合剤で、治療作用を発揮

すると同時に、副作用を軽減するといった特性を有する。そこで我々は、中国で他の系統の癌の治療に既に

投与されている薬草を幾つか精選し、産婦人科領域における新たな漢方合剤(天龍合剤)を調合した。本研

究はエストロゲン反応性を有する子宮内膜腹癌細胞を用いて、天龍合剤の抗癌作用・機序について調べたも

のである。
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対象と方法:

対象 エストロゲン反応性を有する子宮内膜腺癌細胞一一Ishikawa細胞株、

材料 天龍合剤、エストロゲン、ステロイドフリーの牛血清、 MEM培地、

培養器具、 Chamber-Slides 

WST-lアッセイキット、 JC-l、BrdUアッセイキット、Annexinアッセイキット、

免疫組織化学染色用試薬・器具、 Flow-Cytometry用試薬・器具

方法 1.通常の細胞培養法で細胞を増やしたのち、天龍合剤を含むステロイドフリーの培地で以下の実

結果

験を行う。

2.培養細胞のミトコンドリアの代謝機能を検討する目的で、 96穴のプレートで培養した細胞に

WST-lを添加し、 450nM波長の発光量をELISAReaderで読み取る。

3. 96穴のプレートで培養した細胞にDNA合成能を検討する目的でBrdU、HRPで標識した抗

BrdU抗体、および発光基質を順次に添加し、 405nM波長の発光量を ELISAReaderで読み

取る。

4. Chamber-Slidesで培養した細胞にミトコンドリアの膜電位の変化を検討する目的でJC-lを、

或いはアポトーシス細胞における細胞膜変化を検討する目的で蛍光標識したAnnexinを添加し、

蛍光顕微鏡で観察する。

5. F 7 5フラスコで培養した細胞に JC-1或いは蛍光標識したAnnexinを添加し、

Flow-Cytometryで解析する。

6.天龍合剤とエストロゲンを同時に投与し、その相E作用を以上の方法で観察する。

略語:Cont，コントロール;%， TL compoundの投与量(v/v); nM E， extrogenの投与量(凶心。

1.天龍合剤は濃度依存的に細胞死(arrows)を誘発した(図1)。コントロール仏)と比べると、天龍合剤投

与群では正常な細胞 (arrowheads)が濃度依存的に減少した(B，C， D)。

2. Annexin V-FITCIPI二重染色で示すように天龍合剤投与によって、アポトーシス早期の細胞では

phosphatydyl serine(PS)は細胞表面に露出し、AnnexinV-FITCと特異的に結合し、緑色に発色する。

アポトーシス後期あるいはネクローシスに陥った細胞はPIで赤く染まる(図2)。

(図1) (図2)
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3 . Annexin V-FITCIPI二重染色による FlowCytometry。図3のごとく、天龍合剤投与群ではPI(縦軸)、

Annexin V-FITC(横軸)陽性の細胞がコントロール群より濃度依存的に増加した。

Cont 0.05今b 0.5ちも

(図 3)

4. JC-lによるミトコンドリア膜電位の変化(図4，5)。膜電位が正常な時にJC-lの赤/緑蛍光は一定に

保たれているが(図4A)、天龍合剤投与によって濃度依存的に膜電位が低下し、赤/緑蛍光の比率が低

下した(図4B， C， D) 0 Flow Cytometry (図5)のごとく、天龍合剤投与群では濃度依存的にミトコ

ンドリア膜電位が低下した細胞が増加した。

侭3

Cont 0.05 

保E

0，25% 

(図4) (図5)

5. WST-lアッセイで検索した結果(図6)、天龍合剤の投与により有意に低下した細胞の増殖能はエスト

ロゲン投与で桔抗された。同様の結果はBrdUアッセイ(図7)でも観察された。

4811 .. 48 h •. 
:soo 2.000 

:.000 
1.5ω 

l~阪1

1.0ω 1.0伺

O~縦t

1，: 0.$問

0.000 

O.s.!' ~. O.:~ 竜』 0.$・E2. 0.000 
0.25 % 0.2 I¥M: E 2.0 lIM E 10.0 t制 E
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(図6)
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(図7)

天龍合剤投与により子宮内膜細胞癌にアポトーシスが誘導されるが、そのシグナル伝達経路はミトコ

ンドリア経路によることが明らかになった。さらにエストロゲン投与によって天龍合剤によるアポトーシス

の誘導が抑制されたことから、天龍合剤の抗腫蕩効果は、抗エストロゲン作用も関与することが示唆された。

今後は子宮悪性腫蕩における本合剤の治験例を増やし、臨床的効果を検討してこれまでの基礎的研究

から本合剤の作用機序ならびに有効成分を明らかにしてゆきたい。

作成日:2004年3月 12日
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要旨

一日中医学協会助成事業ー

新生児聴覚スクリーニング後の追跡研究

研究者名

中国所属機関

黄麗輝

首都医科大学付属北京同仁病院耳鼻咽喉科講師

北京市耳鼻咽喉科研究所

共同研究者 加我君孝，新正由紀子

目的: 難聴児の早期発見と早期診断のシステム、早期療育の体制を確立させる。

対象と方法: 2001年 2月から 2003年 12月に新生児聴覚スクリーニングの検査を 2回受け、不合格と

された新生児と乳幼児96名を対象にして、難聴の確定診断はABRで行った。

結果: 初回ABR検査で，正常とされたのは29名 (30%)、異常とされたのは67名 (70%)であった。

最終ABRの結果では、正常とされたのは 30名、初回正常の 29名を含め、計59名で、全体の 61%で、

難聴と確定診断されたのは37名 (39%)であった。

結論: 新生児聴覚スクリーニング後不合格とされる新生児と乳幼児は軽度難聴と中等度難聴とされるも

のは正常化されるものが多いことがわかった。

Key Words 新生児聴覚スクリーニング，耳音響放射 (OAE)， 聴性脳幹反応 (ABR)

緒言:

新生児聴覚スクリーニングは中国でも導入されつつある。どのように新生児科、小児科、耳鼻科および

難聴教育の専門家の協力を得られ、効果的に難聴児の早期発見、早期診断のシステム、早期療育の体制を

確立させるかについて、中国側がまだ立ち遅れるため、日本の経験を生かすことによって、この共同研究

を行った。

新生児聴覚スクリーニング後不合格とされた乳幼児の聴覚のフォローは極めて重要であることと言われ

ているが、実に難しいことである。本研究は新生児聴覚スクリーニング後不合格とされた新生児と乳幼児

96名の聴力をフォローして、その結果を検討して報告する。

対象と方法:

北京同仁病院耳鼻咽喉科外来に紹介され、新生児聴覚スクリーニング後不合格とされた新生児と乳幼児

96名を対象とする。対象児は 2001年2月から 2003年 12月に北京市産婦人科病院と北京市海淀区産婦人

科病院で生まれ、生後3ー 7日に初回聴覚スクリーニングを受け、 Referとされた場合、生後1ヶ月また

は42日にニ回目の検査を受ける。初回と二回目の検査は耳音響放射 (TEOAE)とティンパノメトリーを用

いた。北京同仁病院耳鼻咽喉科外来に紹介されたのはすべて二回の検査とも Referとされたものである。

難聴の診断において、まず保護者に田中の作成した聴覚発達テストリスクを記入してもらって、聴性行動

反応 (BOA)または条件詮索聴性反応 (COR)を観察した。難聴の確定診断は聴性脳幹反応 (ABR)を行った。

確定診断のため、 l回目 ABR異常とされたものは2-3ヶ月に 1回ABR検査を行った。

結果:

新生児聴覚スクリーニングで不合格とされた 96名のうち，男児 63名、女児 33名。 96名 192耳のうち、
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左82耳、右65耳、片耳45名(左 14耳、右31耳)、両耳 51名(102耳)。受診月齢は1ヶ月から 11ヶ月

までであったが、 2ヶ月と 3ヶ月に集中し、全体の55%(53/96)を占めている(図 1)。難聴の程度は次

のようにABRの悶値で分類した。正常は 20-30dBHL、軽度難聴は 31-50 dB HL、中等度難聴は 51-70

dB HL、中一高度難聴は 71-90dBHL、高度難聴は 91dBHL以上であった。初回ABRの検査で、正常と

されたのは29名 (30%)、異常とされたのは67名 (70%)であった(図2)。異常の 67名の内訳は、軽度

難聴38名(全体の40%)、片耳23名、両耳 15名;中等度難聴 17名(全体の 18%)、片耳8名、両耳9名;

中一高度難聴6名(全体の 6%)、片耳2名、両耳4名;高度難聴6名(全体の 6%)、片耳4名、両耳2名

であった。異常の 67名のうち、片耳37名 (55%)、両耳30名 (45%)であった。

初回ABR異常とされた 67名は、 2固または3回ABRの検査を行った。最終ABRの結果では、正常とされ

たのは30名、初回正常の 29名を含め、計59名で、全体の 61%で、難聴と確定診断されたのは37名(39%)

であった(図3)。難聴の 37名の内訳は軽度難聴 13名(全体の 14%)、片耳3名、両耳 10名;中等度難

聴 13名(全体の 14%)、片耳6名、両耳7名;中一高度難聴5名(全体の5%)、片耳2名、両耳3名;高

度難聴6名(全体の 6%)、片耳4名、両耳2名であった。難聴の 37名のうち、片耳目名 (40.5%)、両

耳22名 (59.5%)であった。

初回ABRと最終ABRの結果を比べて見ると、正常化されたのは多いことが図4で示している。正常とさ

れたのは初回ABRの検査で29名.最終ABRの検査では30名、全部で59名であった。その内訳は初回ABR

の検査で軽度難聴の38名は最終ABRの検査で、 15名が正常で 13名とされ;初回ABRの検査で中等度難聴

の17名のうち 4名が正常で 13名とされ、中一高度難聴の6名がl名が正常で5名とされ、高度難聴6名

は不変であった(図 5)。

考察:

新生児聴覚スクリーニングでReferとされるものが、その後の精密聴力検査で、正常化した例が多いと

報告している 1)。松本らの報告では、精密検査を行った 155例のうち 87例が正常聴力であった2)。われわ

れの研究では、最終ABRの検査で、正常とされたのは59名で、全体96名の 61%を占めている。特に初回

ABR検査で、軽度難聴と中等度難聴とされるものは正常化されることが多く、中一高度難聴と高度難聴は

ほとんど不変であった。このことから新生児聴覚スクリーニング後不合格とされる新生児と乳幼児は ABR

を1回受けても、難聴の確定診断のため、 2固または3回ABRを受け、長期的なフォローが必要であるこ

とを示唆している。難聴が疑われ、検査結果を家族に説明する場合、慎重に行うことが大事なことと思わ

れる。難聴の早期発見、早期診断において，中ー高度難聴と高度難聴とされる場合、聴力の変化が少なく，

早期に補聴器を装用して、早期療育を受けた方が良いと考えられる。

軽度~中等度難聴と診断され、 6ヶ月に補聴器を装用させ、発達とともに正常化して、 1歳半または2

歳頃補聴器を外した報告がある (3J。なぜ新生児聴覚スクリーニングでReferとされるものが結果的に正常

するものが多いのか、その原因は，①スクリーニングの異常とされるスクリーニング器の閥値は35-40d

Bと低く設定されている、②精密聴検の異常とされる ABRの閥値は 50-60dBと中等度のレベルに設定さ

れていることにあるという l針。聴覚伝導路で考えて見ると，新生児の中耳空に間葉組織の残存頻度は 19%，

l歳までに吸収されるという (4J0 ABRのI波の潜時は新生児期ではやや延長して、 1歳になって成人と同

じ潜時になることから 新生児では髄鞘化は完成していない(51。新生児と乳幼児は聴力が正常化される原

因は中耳空に間葉組織の残存と髄鞘化が完成していないことによるものと考えられる。

結論:

新生児聴覚スクリーニング後不合格とされる新生児と乳幼児は初回の検査で軽度難聴と中等度難聴と

されるものは正常化されることが多く、確定診断のため、精密ABRの検査でも 1回だけではなく、 2固ま

たは3回を受ける必要がある。難聴の早期発見、早期診断において、中一高度難聴と高度難聴とされる場
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合、聴力の変化が少なく，早期に補聴器を装用して、早期療育を受けた方が良いと考えられる。

参考文献:

1.加我君孝:r難聴が疑われた新生児の聴覚・言語獲得のための長期追跡研究J厚生労働科学研究費補助
金，感覚器障害事業，平成 14年度総括・分担研究報告書， 2003. 

2.松本恭子，佐野光仁，岡田優:大阪府における新生児聴覚スクリーニング体制の構築と当科における新

生児聴覚スクリーニング後精密検査の現況.小児耳， 24: 58-62， 2003. 

3. Kaga M， Ohuchi M， Kaga K， et al. Normalization of poor auditory brainstem response in infants 
and childrea Brain De~ 6:458-66， 198t 

4.加我君孝，新庄由紀子:新生児の聴覚ー形態と機能の基礎一.MB ENT， 33: 1-8， 2004. 

5. Kaga K. Tanaka Y: Auditory brainstem response and behavioral audiometry. Developmental 
Cornelates. Arch Otolaryngol， 106:564-567， 1980. 

作成日:2004年 3月 8日

- 21 -



35 

20 

ljJ I_1~I~j~~:::~ … E 
0 345  
1 2 月齢

図1 受診月齢

j己主常一一ーー---'1 

6% |口軽度難聴

18弘

40弘

図2 初回ABRの結果

22 

圏中等度難聴

日中一高度難聴

園高度難聴



6% 

i口正常 | 

!白軽度難聴 | 

i回中等度難聴
|口中一高度難聴|
園高度難聴

図3. 最終ABRの結果

70 

60 

50卜・・・・ー……………....-/-...........……・“ 11-炉正常

例数 40

30 

20 

10 

。 ヨく』

初回ABR 最終ABR

図4. 初回と最終ABRの変化

23 

ー・・・度
_._中等度
1 l-::c::ii:.'.=1中一高度

ー炉高度



! ;:[777二一 •••••••••••• ....... •••••• •••••• ，_..ーっ ] 
50 

。
正常 軽度 中等度 中一高度 高度

図5.初回と最終ABR結果の比較

- 24 -



匂県怒慰問問成事業

200 3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一

2004年 3 月 1 日

財団法人日中医学協会

理事長殿

研究代表者氏名

所属機関名

部署・役職

川口陽子

東京医科歯科大学大学院

健康推進歯学分野教授

場

所在地〒 113・8549東京都文京区湯島 1-5・45

電話 03・5803・5475 内線

1 .研究テーマ

中華人民共和国における口臭および歯周疾患予防プログラム構築のための疲学調査

2.研究期間 自 2003 年 5 月 1 日~至 2004 年 3 月 15 日

3.研究組織

日本側研究者氏名 川口陽子

所属機関 東京医科歯科大学

中国側研究者氏名 張博学

所属機関 北京大学口腔医学院

4.研究報告書

職名 教授

教授
職名

別紙I研究報告書の作成についてJの体裁に倣い、指定の用紙で作成し添付して下さい。

※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、 Br:ft!*'学IfJftlJtJ!ilj金Jごck-!J旨を明記して下さい。

- 30 -



一日中医学協会助成事業一

中華人民共和国における口臭および歯周疾患予防プログラム構築のための疫学調査

Abstract 

日本側研究者氏名

所属機関・職名

中国側研究者氏名

所属機関・職名

川口陽子

東京医科歯科大学大学院 教授

張博学

北京大学口腔医学院教授

The purpose of this study was加 estimatethe distribution of halitosis in a general Chinese population and 

assess the relationship between halitosis and oral health status， social status and other behaviours. The 

number of subjects was 2，000 (1，000 males and 1，000 females)， aged from 15旬 64years living in Beijing. 

Questionnaire survey and oral examination was conducted.τb assess the malodor level， volatile 叫 phur

compounds (VSC) concentration in mouth air was evaluated by the Halimeter@. The caries status， 

periodontal status and oral hygiene was examined using DMFT index， p∞:ket depth (PD)， modifi.ed sulcus 

bleeding index (mSBI)， plaque index (PI)， calculus index (CI)， and旬n伊 ecoating score (TCS). The 

following results were obtained. The prevalence of halitosis (75 ppb VSC and above) was 35.4% for the 

total population. On the other hand， the rate of persons who concerned about their own oral malodor was 

27%. They often tried to use brushing， mouthrinse or chewing gum to reduce malodor level， but only 7% 

said they visited medical or dental clinic to receive halitosis treatment. Almost half of the subjects did not 

know that halitosis was caused by oral disease and poor oral hygiene. There were no signifi.cant differences 

between the mean values of VSC for urban and rural areas or among age groups. The VSC measurement 

time was related with VSC values. In the late morning， VSC values were found to be sign出cantlyhigher 

than other period. In all age groups， signi五cantcorrelation was found between VSC and TCS. Signifi.cant 

correlation was observed between VSC and PI in all age groups except 25・34・year-oldgroup. For 

periodontal status， there were significant relationships between mSBI and VSC， CI and VSC， PD and VSC. 

However caries status was not related with VSC in any age groups. Logistic regression analysis revealed 

that TCS， gender， CI and mSBI were significantly related with VSC. TSC showed the highest odds ratio 

among them， followed by mSBI， gender and CI. From the results of this study， it was revealed that the 

prevalence of halitosis was high， and that poor oral hygiene and p∞r periodontal status might be the 
cause of halitosis. It was concluded that preventive programs for periodontal disease and halitosis are 

definitely necessary. Combined with clinical preventive and treatment program， community-based 

preventive program should be planned and implemented in China. 

Key Words: Halitosis， VSC， Periodontal disease， 'lbngue coating， Chinese population 

Introduction: 

Few studies have been reported the prevalence of halitosis in the general population with classical 

epidemiological methods. The prevalence rate of halitosis has been previously determined from 2.4% to 

58.8% with ut出singa sulphide monitor (Halimeter@， Interscan CA)， organoleptic measurement or the 

subjects' self-judgement for assessing oral malodor 1-3). 

- 31 -



However without the standardisation， data willlack accuracy and reliability in the examination process， 

the diagnosis of halitosis and ultimately the value of the data itself. The availability of the Halimeter4T has 

led旬 anunprecedented increase in oral malodor research because of i旬 convenience，portability and 

reproducibility. 

The purpose of this study was旬 estimatethe distribution of halitosis in a general Chinese population and 

assess the relationship between halitosis and oral status， social status and other behaviours with 

employing the standardised procedure for measurement of halitosis. 

Methods: 

The subjects in this study were 1，000 males and 1，000 females， aged from 15加 64years living at 4 

districtslcounties of Beijing， China. These subjects were sampled by a stratified， cluster method by same 

proportion， from urban and rural areas， and from five age groups; 15・24，25・34，35・44，45・54and 55・64.

Before the study， all the subjects were informed the purpose ofthe survey and participated voluntary. Data 

analysis was conducted anonymouslJλ 

First， subjects were asked to直IIin a questionnaire which included 7 main items: socio-economic status 

(income， education etc)， oral habits (brushing etc)， knowledge for oral health， dental visit pattern，凶e

habits (smoking etc)， medical history and self-judgement of halitosis. 

Prior to the oral examination， subjects were instructed to refrain from eating， drinking， smoking， brushing 

and mouth rinsing for 2 hours. To assess malodor level， volatile sulphur compounds (VSC) concentration in 

mouth air were evaluated as well as organoleptic measurements (01¥の.VSC was measured by the 

Halimeter4T. Every morning before the survey， the Halimeter4T was calibrated with standard 250 in parts 

per billion (Ppb) H2S produced by the Permeater
4T (pD・1B，Gastec， Japan). For OM subjec旬 were

instructed to exhale brief1y through the mouth， at a distance of approximately 10 cm from the nose of the 

examiner. A privacy screen with a hole was placed between the subjects and the examiner. Data were 

recorded on a scale of 0 to 54). 

Oral examination was conducted with dental mirror and CPI explorer under the artificiallight. The caries 

status， periodontal status and oral hygiene was examined using DMFT index， pocket depth (PD)， modified 

sulcus bleeding index (mSBI)， plaque index (PI)， calculus index (CI)， and ton伊 ecoating score (TCS). PD 

and mSBI were assessed at 6 teeth (#16， #21， #24， #36， #41 and #44 ). For CI the highest score of at the 6 

sites was record. TCS was evaluated in 4 grades by inspection of the distribution of tongue coating area. 

Statistical analysis by SPSS 10.0E was carried out for independent-samples t test and one way ANOVA 

(Student-Newman-Keuls) for the mean value of VSC. Pearson correlation and logistic regression were 

used to assess the association between VSC and other factors. 

Results: 

VSC was found to be related with OM in all age groups. As 75 ppb ofVSC was reported socially acceptable 

level of halitosis1>， the prevalence of halitosis that was scores above this level was 35.4% for the total 

population. There were no significant differences between the mean values of VSC for urban and rural 
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areas or among age groups. 

The VSC measurement time was related with VSC values. In the 15・24，25・34and 55・64・year-oldgroups， 

the VSC values were found to be significantly higher in the 10:01・12:00period， but no differences among 

8:00・10:00，13:00・15:00and 15:01・17:00were noted. In 35-44 and 45・54・year-oldgroup， there were no 

statistically signi五cantdifferences. 

Table 1 shows the relationship between VSC values and oral health status by age groups. In all age groups， 

significant correlation was found between VSC and TCS. Signi五cantcorrelation was observed between 

VSC and PI in all age groups， except the 25・34・year-oldgroup. For periodontal status， there were 

significant relationships between mSBI and VSC， CI and VSC， PD and VSC. However DMFT was not 

related with VSC in any age groups. 

According to the questionnaire， the subjects who brushed teeth in the evening showed lower VSC scores 

(78.54土71.14)than those who did not (86.44:1:81.11). The difference was significant. However， other items 

such as social conditions， oral habits， knowledge of oral health， frequency of dental visit， life habits， or 

medical history had no relationship with VSC values. 

'1、lVenty-sevenpercent of the subjects reported that they concerned about their own oral malodor， but this 

五gurewas lower than the prevalence of Halimeterllil assessment. Only 14.6% of them thought that 

halitosis was a problem that affected their daily life. The subjects who concerned their own malodor 0氏en

tried to use brushing， mouthrinse or chewing gum to reduce malodor level， but only 7% said they visited 

medical or dental clinic to receive halitosis treatment. Almost half of the subjects did not know that 

halitosis was caused by oral disease and poor oral hygiene. They believed that some systemic diseases 

produced halitosis. Among the subjects whose VSC values were 75 ppb and above， 67.5% reported they had 

no systemic disease. There was no statistical difference of VSC values between those with and without 

systemic disease. 

On the basis of the results of ANOVA， logistic regression analysis was conducted (Table 2). TCS， gender， CI 

and mSBI were significantly related with VSC. TSC showed the highest odds ratio (OR) value among them， 

followed by mSBI， gender and CI. 

Discussion: 

In this study， the prevalence of halitosis was higher than the previous epidemiological repor随時.The 

reason might be due to the poor oral hygiene and poor periodontal status ofthe present samples. The mean 

PI was 2.65， and 94.5% of the subjec旬 hadgingivitis. Age factor did not contribute to the ∞currence of 
halitosis. However the correlation between gender and VSC was observed in the logistic regression 

analysis. VSC of females was higher than that of males. Tonzetich et. aJ.5> previously reported VSC in 

mouth air was found to be elevated during mid-cycle and around menstruation， therefore females might 

show high prevalence of halitosis. 

VSC scores varied by the measurement time， the mean value was highest at 10:01 -12:00， followed by 

8:00 -10:00， 15:01 -17:00 and 13:00 -15:00. The VSC values decrease obviously after oral activity， 

q
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especially after meals. This may be because that oral activities can stimulate amount of saliva and then 

reduce the level of bacteria on tongue and in saliva which is the source of the VSC. 

In this study， the correlation between VSC and TCS was significant in all age groups. TCS showed the 

highest odds ratio value in the all factors. The tongue coating is comprised of epithelial cells 金omthe oral 

mucosa， microorganisms， and leuk.ocytes from periodontal pockets. The dorsal surface of the tongue 

therefore is the favourite site for the growth of the anaerobic bacteria responsible for halitosis. It should be 

necessary加 remove旬nguecoating to reduce VSC level and improve halitosis. 

Periodontal disease is regarded as another important contributing factor of halitosis. This study also 

suppor旬 thisassociation. The more severe periodontal disease the person had， the higher value of VSC 

was recorded. Periodontal pathogenic bacteria， such as B. fosythus， P. gingivalis and P. intermedia 

inf1uenced the production of VSC. In this study， VSC was associated with bleeding index. Blood 

decomposition products themselves can also produce sulphur-containing peptides and amino acids， which 

are the source for VSC. It was also reported VSC itself might also damage the periodontal tissues6). These 

are the reasons of the relationship between VSC and periodontal disease. 

No correlation was found between VSC and dental caries or dental plaque. In this study， we found no 

relationship between VSC and smoking habits. This result was different from previous papers1). Usually 

smoking has a negative effect on periodontal disease and saliva flow， which may result in halitosis. The 

male smoking rate in China is the highest in the world. Further research on smoking and halitosis is 

necessary in the Chinese population. Other factors on social or economic status， oral habits， knowledge of 

oral health，仕equencyof dental visit， or other life habits had no relationship with VSC. Further no 

difference was found in VSC between the subjects who have good oral behaviours or not in this study 

population. 

This study was the oral epidemiological survey on Chinese population in urban and rural area. From the 

results of this study， it was revealed that the prevalence of halitosis was high， and that poor oral hygiene 

and poor periodontal status were rela旬dwith halitosis. It was concluded that preventive programs for 

periodontal disease and halitosis are definitely necessaη~ Combined with preventive and treatment 

program in the clinical settings， community-based preventive program should be planned and 

implemented in China. 
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日ble1 : Pearson correlations between VSC and oral health status by age group 

VSC 
Age 15-24 (year) 25-34 (years) 35-44 (years) 45・54(years) 55・64(years) 
Number n=400 n=400 n=400 n=400 n=400 
TCS 0.216 *安 0.241 ** 0.236女* 0.147 ** 0.202 *会
PI 0.210 ** 0.081 0.107 * 0.122 * 0.115 * 
mSBI 0.106合 0.302合* 0.220 ** 0.207 ** 0.020 
CI 0.203 ** 0.206 ** 0.156 ** 0.200 *合 0.035 
PD 0.118 * 0.251合 0.162 *女 0.149 ** 0.018 
DMFT 0.037 0.035 -0.014 -0.071 0.045 
OM 0.510 ** 0.234 ** 0.438 *会 0.476 ** 0.483 ** 

*: p<0.05 **: p<0.01 

hble 2 : The results of logistic regression 

B S.E. OR 
PD ・0.062 0.09 0.94 
mSBI ** 0.318 0.096 1.375 
CI * 0.163 0.074 1.177 
PI 0.102 0.085 1.107 
Brushing in the evening ・0.148 0.104 0.862 
Gender会安 0.298 0.104 1.347 
Time ・0.035 0.044 0.966 
TCS *安 0.6 0.068 1.823 

*: p<0.05 **: p<0.01 

注:本研究は、 2003年 9月27日「第52回日本口腔衛生学会・総会」にてポスター発表、

「口腔衛生会誌J(2003年8月第53巻第4号 461頁)に掲載。
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要旨

一日中医学協会助成事業ー

精原病合併症に有効な中国産業用資源の新築への応用開発

研究者氏名

所属機関

共同研究者名

岡田嘉仁

明治薬科大学天然薬物学教室助教授

奥山 徹、馬場正樹、鈴木龍一郎、石丸亜貴子

匡海学、程偉、王威、李帥、常海滞

当研究室において、すでにタンパク糖化反応(メイラード反応)抑制作用が認められていた生薬の南

蛮毛(ナンパンモウ)について、さらなる分画および成分検索を行い、活性成分を含め 11種の化合物

を単離した。 NMRをはじめとする各種スペクトルデータなどの解析により、 1を新規フラボノイド配

糖体 chrysoeriol・6・c-p・向copyranosieと決定した。 2は類似の chrysoeriol・2"・0・α-rhamnopyranonyl・6-C-p-

fucopyranosideと、また、 3-11については後述のように同定した。今回、中国で新たに採集した各種

の海藻について、活性評価のためのアルドース還元酵素 (AldoseReductase : AR)阻害活性試験等を行

い、いくつかに活性を認めた。特に Symphyocladialatillscula (Harvey) Yamada (日本名:イソムラサキ) は

高い活性を示した。また、アラメからは新規化合物 1・(3'，5' -dihydroxyphenoxy)・7・(2"，4"，6"-

trihydroxyphenoxy)・2，4，9・trihydroxydibenzo・1，4・dioxin(1%)を含む3種のフロログルシノール誘導体を単離

した.これらはいずれも Table4に示したように強い活性を示した。 STZ糖原病モデル動物による南蛮

毛の有効性の評価については現在進行中である。

Key Words 糖原病合併症、南蛮毛、海藻、アラメ、グリケーション恒害、アルドース還元酵素匝害

緒雷:

日中両国において、現代の多様化する食習慣をはじめとする生活習慣の中、増加傾向にある糖尿病合

併症の予防を指標に、近代的な手法によるあらたな観点からの評価を行い有用な素材を発掘することは

急務である。糖尿病合併症の発症要因としていくつかのことが考えられているが、その中で当研究室で

は主として、機能タンパクのグリケーション(非酵素的糖化反応)阻害とポリオール代謝経路の律速酵

素であるアルドース還元酵素阻害効果に着目して研究を行っている。生体内ではあらゆるタンパクがグ

ルコース存在下でグリケーションを受けて、後期糖化反応生成物 (Advancedglycation end products: AGE) 

になりうる。この生成した AGEあるいは AGE化の過程が糖尿病合併症に関与していると考えられてい

る。事実、 AGEは糖尿病性腎症などでも多く認められている。一方、糖原病状態ではポリオール代謝

経路とくにアルドース還元酵素が冗進し、特に糖の取り込みがインスリン非依存的におこる、神経、腎

糸球体、水晶体、網膜などの組織はソルピトールが過剰蓄積し、結果として合併症を招来することが知

られている。しかしながら、合併症に有効な薬剤はほとんどなく、 AR阻害剤としてキネダックなどが

あるのみである。このような背景のもと、我々は近年急増している糖原病、またその合併症の予防に有

効な天然素材の探索を目的として研究に着手した。

方法と結果:

Glvcation阻害活性を有する商蛮毛{ナンパンモウ}の成分検事

南蛮毛は、トウモロコシ Zeamays L. (イネ科)の新鮮花の花柱と花頭を乾燥したものであり、一般

的にはトウモロコシの毛のことである。当研究室で行っている糖尿病合併症の予防に関する研究の一環

として行ったグリケーション阻害活性試験において活性が認められ、活性成分の一部として 2種・のフラ

ポノイド c-配糖体を単離した。り さらなる活性成分の単離と構造決定、ならびに糖尿病ラットにおけ
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る有用性を評価するため以下の研究に着手した。

紀伊国屋摸薬局から購入した中国吉林省産南蛮毛 lkgをメタノールで抽出し、得られたエキスを引

き続き分画し、既に単離したフラポノイド 2種の他、さらに2種のフラポノイド c-配糖体 (1、Z)を、

また、水抽出エキスより 6種の化合物 (3-8)を得た。別途抽出した水エキスの酢酸エチルで分配して

得られた酢酸エチル層 20gを分画し、化合物9-11を得た。

宙蛮毛から単離した成分の構造研究

南蛮毛を熱メタノールで抽出して得られた抽出液を減圧下濃縮後、 DiaionHP-20、TOYOPEARL-HW・

40Fおよび逆相 HPLCを組み合わせて新規化合物 (1)と既知化合物 (Z)を単離した。 1はFAB-MSより分

子量 446であり lH・、 13C-NMRさらに COSY、HMQC、HMBCなどの 2D-NMRの解析からフラポンの c-

配槍体であることが推測された。次にデカップリング、差 NOE実験の結果から糖はβ・フコースである

ことが明かとなった。また、フラボン5位の水酸基からのプロトンおよび糖のアノマープロトンからの

HMBCによりフコースはフラポンの6位に結合していることが明らかとなった。以上のことから 1を新

規化合物 chrysoeriol・6・C-p-fucopyranosieと決定した。 2の lH-NMRは Eとよく似ており、 1にさらに糖

が結合した化合物であることが推測された。 2D-NMRを詳細に検討した結果、 2は chrysoeriol・2"・0・α-

rhamnopyranonyl・6-C-p-fucopyranosideと同定した。また、この化合物は 1995年に MauriceE. Snookらに

よって南蛮毛からの単離が報告されているが、 13Cの帰属が不完全であったので完全に帰属した。勾 こ

れらの化学構造は各種スベクトルデータの解析を中心に行い、 1および2は図 (Fig.1)に示した

ように決定した。また、 3-11は以下のように同定した。

3: adenosine， 4: guanosine， S: urasil， 6: vanillin， 

7: acetovanillone， 8: vanillic acid， 

9:凶gmast-4・en・3・one，10: stigmastanone， 

11: 7α-hydroxysi tosterol 

Fig. 1 

CML形成阻害梧件
す|土

Bovine serum albumin (BSA) 4mg/mLと glucose1∞mMをphosphatebuffer pH 7.4に溶解し、検体の存
在下および非存在下において 37'Cで 7日間インキュベーションを行った。検体は phosphatebufferある

いは MeOHに溶解し、反応液に添加した。陽性検体として、 aminoguanidineを用いた。インキュベーシ

ョン終了後、反応液をコーティングバッファー (SOmlカルポネートバッファー)で希釈し、その希釈

液を 96穴プレートに添加して室温で 1時間インキュベーションした。 1時間後、各 wellを洗滞バッフ

ァー (PBS/O.05%Tween， pH7.4)で洗浄した。以降、各段階で 1時間インキュペーション後に、各 wellを

洗静バッファーで洗浄した。次にプロッキングバッファー(コーティングバッファーの 0.5%w/vでゼラ

チンを溶解したもの)を添加して再び、室温で 1時間インキュベーションした。その後、抗 AGE(CML)

抗体を加え、同様にインキュベーションした後、 horseradish peroxidase標識二次抗体を添加して 1時間

インキュベーションした。インキュベーション後、 1，2-phenylenediaminedihydrochlorideを含む基質バ

ッファーを添加した。 20分後、 1MH2S04溶液で反応を停止させ、マイクロプレートリーダーで 492nm

の吸光度を測定した。

阻害率は次のように計算した。

阻害率(%)= {1ー(Sample-blank)/(control-blank)}X 100 
2種のフラポノイド、 3種の核酸、 3種のパニリン誘導体と 3種のステロール類を単離した。

これらのうち、 2種のフラボノイドと4つの化合物についてグリケーション阻害活性試験を行ったとこ

ろ、フラポノイド 1に活性が見られた。 (Table.2) また、グアノシンにも阻害活性が認められたこと

から、グアニジン基が阻害活性に重要な役割をしていることが示唆された。
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Table 1 Inhlbltlon (%) of Extract of Style of Zeo moyll L. on CML Format何回

1 mg I mL 0.5 mg I mL 0.1 mg I mL 

Methanol extract 98.6 91.8 

Water extract 100 94.1 

Aminoguanidine 98.2 91.8 

T'able 2 Inhlbltlon (%) of Compounds Isolated針。mZoo moy， L. on CML Formatlon 
1 (1mM) I 2 (1mM) I Aminoguanidine (1mM) I 
80.7 1.7 

中国産梅積のアルドース還元酔棄阻害活性

緩衝液 0.2M Na Phosphate buffer (pH 6.2) 

基質溶液 100mM DL-glycelaldehyde 

補酵素溶液 1.5mMNADPH

AR溶液 3.0X 1σz units串ImL(final ∞nc. 3.0 X 10-3 units/mL) 

61.3 

89.4 

95.3 

89.4 

試料溶液 quercetin1.0 mg/mL (final conc. 3μg/mL) extract 3.3 mg/mL (final conc. 9.9μg/mL) 

事oneunit of the enzyme activity was defined as the amount of enzyme reducing 1μmol on NADPH per min. 

under the above assay conditions. 

・阻害率(%)= {1・(ムAs-.dAb)/ムAc-.dAb}X 100 

.dAs Sample .dABS/ min; ムAbBlank .dABS/ min; ムAcControlムABS/min;

試料溶液3μL、緩衝液7∞μL，補酵素溶液 1∞μL、酵素溶液 1∞μLに基質溶液 1∞μLを加えてお℃
で反応を開始する。反応開始時30秒後から 3分後までの波長340nmにおける NADPHの吸光度変化を

測定し、吸光度変化率を求め、上式によって阻害率を求める。測定はすべて duplicateで行った。

Table 3 Aldose Reductase Inhlbltory Effects (%) of Sea weeds 

Samples MeOH extr. HzO extr. 

Codium frogile (Suringar) Hariot -1 

Gymnogongrus flabelliformis Harver 28 

Sargassum thunbergii (Mertens) O.Kuntze 21 

Symphyocladio latillscula (Harvey) Yamada 93 

Ulvo pertusa Kjellman 14 

Quercetin 66 

ラメの活性成分の検索およびグリケーシヨン阻害制 守ぺ
本研究課題の一つである各種海諌類の

糖尿病合併症予防効果に関する研究の一環と

して行った褐藻類海穫のアラメ(今回は日本産

を用いた)より 3種のフロログルシノール 倒

誘導体を単離した。幻それらの構造は各種 吟γ、rfH
スベクトルデータの解析などにより 12 rr~z 

図 (Fig.2)のように決定した。

これらの化合物について CML

形成阻害活性試験を行った。
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Table 4 Inhlbltlon (%) of Compounds on CML Formatlon 

Compounds(O.lmM) Inhibition (%) 

1l 91.1 

13 96.2 

14 86.7 

Aminoguanidine 76.0 

STZ糖尿病モデル動物による商蛮毛の宥効件ーの評価

南蛮毛の水エキスに加 vitroにおいてグリケーション臨害活性が見られたことから、本生薬が動物に

投与した場合でもその効果が認められるかどうかを検討するため以下の実験を行った。

8週齢の Wister系雄性ラットを無作為に糖原病生薬投与群 (n=6)、糖原病生薬非投与群 (n=6)およ

び健常対照群 (n=6)の3群に分け、糖尿病ラットは STZ40 mg I kgを尾静脈より静注し、随時血糖4∞
mg I dL以上をもって糖尿病とする。生薬投与群は糖尿病発症直後から、 0.05%の濃度に調製した生薬

エキスをを自由摂取させる。生薬非投与群には水道水を自由摂取させる。 3週間ごとに体重測定し、眼

静脈叢からの採血と 24時間蓄尿法により血糖、フルクトサミン、原中アルブミン排池量、内因性クレ

アチニンクリアランスを測定する。投与3ヶ月目の実験終了時にラットを屠殺後、腎臓を摘出して重量

を測定し、 10%緩衝ホルマリンで固定後 PAM染色を施した腎光顕標本を作成する。この標本上で l

個体につき 50糸球体の平均糸球体面積と平均メサンギウム領域面積を自動解析装置を用いて計測する。

また、 ELISA法により、腎組織中の AGE量を測定する。

これらの生化学的および組織学所見から生薬エキスの糖原病合併症進展抑制効果について検討する。

現在、動物実験は進行中である。

考察:

予防は薬により疾病の発症、増悪を予防しようという考え方であるが、予防は一生続く.そのような

長期投与あるいは連用を考えたとき、問題となる副作用の有無を考えると、日常食する素材で無理なく

予防することがもっとも重要であると考えられる。糖原病性腎症は透析導入原疾患の第 1位である。ま

た、近年著しく増加傾向にある。この疾患は一旦発症すると抵抗性であり、予後もよくないことから予

防および新たな治療法の開発が必要とされている。南蛮毛、アラメにグリケーション阻害活性が、また、

Table 3に示したように、イソムラサキにアルドース還元酵素阻害活性が認められたことから、日常食

する素材あるいは食されてなくとも多量に存在する天然資源による予防効果が期待できる。現在これら

3種についてさらに活性成分の探索を行っている。進行中の動物実験の結果を踏まえさらなる有用性を

検討したい。その他の素材についても活性試験を行う予定である。

参考文献:

1) Ryuichiro Suzuki， Yoshihito Okada， Toru Okuyama， J. Nat. Prod.， 66(4)，564-565 (2003) 

2) Ryuichiro Suzuki， Yoshihito Okada， Toru Okuyama， Chem. Pllarm. Bull.， 51(10) 1186-1188 (2003) 

3) Yoshihito Okada， Akiko Ishimaru， Ryuichiro Suzuki， Toru Okuyama， J. Nat. Prod.， 67 (1) 103・105(2004) 
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一日中医学協会助成事業ー

中国人の歯周病擢患状況調査と中国人歯科医師への歯周治療学教育

研究代表者名 長谷川紘司 昭和大学歯周病学講座

共同研究者名鈴木基之 昭和大学歯学部

曹来方 北京大学口腔医学院

要旨:

近年、急速な中国社会の発展に伴い、踊蝕と歯周疾患が増加していると報告されている。しかし中国に

おける歯科医療事情は、単位人口あたりの歯科医師数で日本の約30分の lにあたり、この様な状況を放置

することは、中国国民にとって、極めて不幸な状況であり、今後の中国国民の健康を著しく臨書するばか

りでなく、医療経済学的にも多大な損失となる事は明白である。

この様な観点から、中国人歯科医師に対する歯周病治療の普及活動を行うことと現在の中国人の歯周病

擢患状況を正確に把握し、このデータをもとに、効果的な予防プログラム立案・施行するためには中国人

歯科医師に対し歯周病擢患状況調査の指導を行うことが重要であると考え本計画を立案・施行した結果良

好な結果が得られた。

Key Words歯周疾患羅患状況調査指導、歯周治療教育、歯周治療普及指導、

緒言:

日本人による中国における歯科疾患実態調査は、 1990年代より多数行われており、麟蝕についてはその

低擢患率が、報告されている。しかし、近年の甑蝕羅患状況比較報告では大都市郡における甑蝕の増加が

報告され、今後、都市化の進行に伴い、急増すると考察されている。

一方歯科2大疾患のうちの歯周病についての実態調査報告は中国衛生部による第二次全国口腔健康流行

病学抽祥調査(全国歯科疾患擢患状況抽出調査 1995・1998施行)と、我々が 1993年より 5年間中国河北省

承徳市にて行った歯周炎自然史調査と歯周炎予防プログラム(日中医学協会 1996年度調査・共同研究助成)

の実施のみである。これらの結果より 10歳代の小児に歯肉炎および初期歯周炎が認められ20歳代後半よ

り歯周炎が発生し、 40歳代では90%以上の擢患率であった。

歯周病は抜歯原因の第 l位であり、この歯周病治療の普及と歯周病予防対策を早期に行う必要がある。

また一昨年 11月北京市にて開催された「日中医学大会 2002Jにおいて基礎歯学分野での中国歯科界の

目覚しい発展を目の当たりにすることができたが、臨床歯学分野や予防歯学分野(特に歯周病学領域)での

立ち遅れが顕著であった。

特に中国における歯科医療事情は、単位人口あたりの歯科医師数で日本の約30分の lにあたり、この様

な状況を放置することは、中国国民にとって、極めて不幸な状況であり、今後の中国国民の健康を著しく

臨書するばかりでなく、医療経済学的にも多大な損失となる事は明白である。

我々は、この様な観点から、中国人歯科医師に対する歯周病治療の普及活動を行うことと現在の中国人

の歯周病擢患状況および中国人の口腔保健行動を正確に把握し、このデータをもとに、効果的な予防プロ

グラム立案・施行するためには中国人歯科医師に対し歯周病擢患状況調査および口腔保健行動調査につい
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て指導を行うことが重要であると考え本計画を立案・施行した。

対象と方法:

対象は、北京大学口腔医学院・吉林大学口腔医学院に在籍する歯科医師および口腔医学院に在学中の歯

科学生と承徳市口腔医院に在籍する歯科医師とした。

方法は、以下に記す歯周病治療の普及教育と歯周病擢患状況調査についての指導教育を講義、実習を行

った。また吉林大学口腔医学院にては小児の口腔保健行動調査を質問紙法(アンケート)により実習した。

結果:

1.歯周病治療の普及教育について

歯周基本治療・歯周外科治療の意義とその治療効果について、歯周病予防の必要性と具体的な予防法に

ついて法についてスライド・ビデオなどの視聴覚器材を用いた教育を行った。(1回3時間各地区2回ずつ

行った)

①北京大学口腔医学院

歯科医師 30名、歯科学生 30名系 60名が参加し、活発な質疑応答がなされ、十分な開発教

育がなされた。

②吉林大学口腔医学院

歯科医師 20名、歯科学生 30名系 50名が参加し、活発な質疑応答がなされ、十分な開発教

育がなされた。

③承徳市口腔医院

歯科医師 10名が参加し、活発な質疑応答がなされ、十分な開発教育がなされた。

2.歯周病擢息状況調査と麟蝕調査方法の指導教育について

承徳市口腔医院にて歯科医師 10名に対し下記診査法について行った。

①歯周組織調査

歯肉炎指数 (Loe& Si lness) 歯周ポケット深さ 歯肉出血指数

アタッチメントレベル 歯周炎関連細菌検査

PCR法を用いて、対象者プラーク中の細菌検査を行う。
以上について、代表歯、 6歯の検診を行う。

②甑蝕および現在歯調査

叩Oの歯科疾患調査基準に従い、麟蝕擢患状況と現在歯数の調査法。

上記診査について承徳市口腔医院来院患者の協力を得て実地実習を行い、基本的診査について満

足のいく結果が得られた。

3.質問紙法(アンケート)による口腔保健行動調査について

吉林大学口腔医学院にて吉林大学付属幼稚園および自強小学校の児童および学童を対象として

(表1)、図 lに示す 15項目からなる口腔保健に関するアンケートを中国語に訳した質問紙にて調査を

中国人歯科医師が行い、集計および分析を行った。

その結果食習慣として、ジュース・コーラ・乳酸飲料などの口腔健康に対し問題となる飲料の摂取が

増加しており、また間食についても同様に甘味食品の摂取が増加していた。

歯肉の題眼に関する自覚については幼稚園児で低いものの、小学生では52.3%と増加していた。プラ
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ッシング時の出血についても同様に幼稚園児で低いものの、小学生で44%と増加していた。プラッシン

グ習慣について起床時および就寝前に行うものが多く、食後または間食後に行うものは少なかった(図

2)。

考察:

本計画実施にあたり 2003年 6月より中国圏内にて活動開始の予定であったが、 SARS流行により昭和

大学側の渡航制約により、中国国内での共同作業の開始が約3ヶ月遅れたがこの間中国側共同研究者ら

とe-mai1、FAXなどの通信手段の利用により十分事前準備を行った。その結果2回にわたる訪中時の研

究活動は良好に行うことが可能となった。

SARS流行のような問題は今後も十分その可能性が考えられ、このような事態に対する対処法について

十分検討しておく必要性があり、また通信手段の活用法が重要であると考えられた。

中国圏内での活動は約3ヶ月の遅れがあったにもかかわらず、歯周疾患の治療および、疫学的調査法

および予防法についての教育活動に参加した中国人歯科医師らへの教育効果は十分達成された。

また、質問紙法による口腔保健行動調査結果から飲料を含む食品の摂取に関する指導の必要性と歯肉

における症状が質問紙法により小学生で増加している事とプラッシング習慣調査結果よりプラッシング

について指導する必要性が示唆された。

また今後、これらの教育活動のアップデイトを計るための継続教育の必要性がある。

参考文献

1. 中国衛生部:第2次全国口腔健康流行病学抽調査. 1998.人民衛生出版社.北京

2. 中田 稔:中国人小児の歯科疾患と歯科的特質に関する実態調査. 1992.文部省科学研究費報告書
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アンケート用紙

このアンケートは保綬者の方がお子さんの事について書いていただ

きます。

氏名 男・女 生年月日 年齢 民族

1.同居している家族にレ点をつけてください.

口父.口母.口狙父，口祖母，口その他{

2.幼稚園(学校)終了後の養育者は維ですか。

口父.口母.口祖父，口祖母，口その他(

3.隠眠時間はどれくらいですか。

口3時間以下，口3時間-5時間，
口5時間-7時間，口7時間以上

4.大体決まった時間に食事をしていますか。
朝食口している
口していない

夕食口している
口していない

5.食事にかかる時間はどれくらいですか。
朝食口15分以内，口16-30分.ロ31-60分，口61分以上
夕食口15分以内，ロ16-30分，口31-ω分，口61分以上

6.おやつの時聞を決めていますか。
口決めている，口自由に与えている(食べている)，
口食べていない

7.水以外に多〈飲むものは何ですか。
口お茶{加稽)，口お茶(無稽)，口牛乳.口果汁，
ロジュース，口コーラ.口乳酸飲料，
ロその他( )，口水以外飲まない

8.おかしはどんなものを食べますか(あてはまるものすべて)。
ロアイスクリーム，ロピスケット.ロゼリー，ロケーキ
ロガム，口氷菓，ロチョコレート.ロキャンデー
口食べない.口その他( ) 

9.いつ歯みがきをしますか。(あてはまるものすべて)。
口起床後 口おやつの後
日朝食後 日夕食後
白昼食後 口就寝前

10.歯を磨くときに歯茎から凪がでることがありますか
口ある口ない

11.歯茎が腫れることがありますか。
口ある口ない

12.口臭が気になることがありますか。
口ある口ない

13.ロを大きく聞けたり閉じたりした時に顎がかくかくなりますか
{小学生のみ)。

ロよくある口時身ある 口ない

14.口を大きく開けたり.食事をする時に顎が痛い事がありますか
{小学生のみ).
口よくある日時#ある口ない

国1 アンケート用紙

表1 年齢別人数分布

幼稚図 小学校

学年
中 大 学前

2年 4年 6年 言十
(年少)(年中)(年長)

年齢 3歳 4歳 5歳
7-8 9-10 11-12 

歳 歳 歳

男 18 29 42 36 29 37 191 

女 24 17 30 29 46 39 185 

針 42 46 72 65 75 76 376 

一一(名)

前書就後輩a' 
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要旨

一日中医学協会助成事業ー

薬品分析に関する研究

ー錯体化学発光法を用いたH凡Gによるジソピラミドの分析ー

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

王衛

天津市薬品検験所

日本大学薬学部

教授内倉和雄

ジソピラミド (DP)の分析には、紫外部の光吸収を利用した吸光度検出法を用いた高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)が多用されているが、感度・選択性等に十分でなく煩雑な前処理操作等が要求されている。一方、 DPには二

種の光学異性体 (R，S)が存在し、異性体間では薬理作用、薬物代謝等に差異が認められているが詳細については村昔で

はない。このことは、 DPの実際的な分析法が見当たらないことも一因と思われる。

著者らは、第三アミンの選択的で高感度な検出が可能であるルテニウム錯体制平化学発光 (ECL)検出法を考案し種々
の薬物、生体成分の分析法を開発した。本研究は、 DPが有する第三アミンであるジイソプロピノレアミノ基に着目し、カ

ラムで分離後ECL検出するHPLC-ECL法を検討した結果、目的に応じた三つの方法確立した。第一法はODSカラム
を用いたシングノレカラムHPLC-ECL法で、DP車捌の分析に適用可能である。第二法はODSカラムとShim-packMAYI却 S
カラムの二本を用いたカラムスイッチング即LC-ECL法で、血清中の即を直接分析可能であり、 T聞に適用できる。第三

法はスミキラノレAGPカラムとShim-packMA YI-∞sカラムを組み合わせたカラムスイッチング即LC-ECL法で、 DPの光学異
性体であるR←)体と S(+)体の分離分析が可能である。

今回開発した方法同期lや血清試料に適用でき、制斗を前処理すること無く、直接HPLCに注入することが可能な簡
便で高感度な分析法であり、種々の試料中のDP分析に適用可能であり、実剰5トの適用が期待される。

Key Wo:rds 薬物分析、 HPLC、錯体化学発光検出法、血液、異性体分析

緒言

ジソピラミド (DP)は抗不劉眠薬として現在広く使用され、市販のDP製剤は光学異性体を含んだラセミ体で投与され

ている。 DPの光学異性体間では薬理学的特長は互いに大きく異なることが知られており、たとえば、抗不整脈効果は主に

S(+)体に由来すること、体内動態、蛋白結合率に差異があること等が報告されている九また、 DPはTDMの対象医薬品と

もなっているがその実施についてはイづ昔とは思われなし、

DPの分析法には、紫外部吸収 (uv)を利用した高速液体クロマトグラフィー(即LC)が多用されているが、感度・選

択性について十分ではなく実副主トの適用には煩雑な前処理操作が要求されている。また、光学異性体を分離分析する方

法も見られるが相互分離等十分とは思われない2、3)。著者らは、トリスピピリジンルテニウム錯体(Ru(bpy)/')を用いた

朝早化学発光(配。検出法の開発を行ってきた4・へその中で、第三アミンが強く発光することを見出した。今回、汎

用されているHPLC検出法では十分な感度と選択性が得られないDPについてRu(bpy)3卸ECL検出法を適用し、カラムスイ

ッチングHPLCと組み合わせることで、簡便で高感度な製剤、血清中のDPの分析法を開発したので報告する。

実験

1.誤薬及。精液

DPは市販製剤から抽出・単離・精製した後、各種機器分析で純度を石鶴志したものを用いた。標準血清、オクタンスノレホ

ン酸ナトリウム、アセトニトリノレ(印:3CN)、その他の試薬は和光純薬工業社製を用いた。 Ru(bpy) 3C12はアノレドリッチ佐製

を用い、水は蒸留水を用いた。
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DP瀦夜:1∞mM問?04(pH6.0)却問(1:1)に糊草してl酬としたものを標準溶液とし、用事l∞mM問J'04(pH6.0)で

希釈して用いた。

即納日標準血清:標準血清に水を加えて溶解した後、用事DP水溶液を加えて調製し用いた。

2.装置及。喋作

シングノレカラムHPLC:カラムにはChemcopak-SPHERISORB∞S-5，150 x 4. 6 nm 1. D. )を用いた。移動相には10伽制問i04(P

H6. 0) -cH3CN (1: 1)を用い、毎分1.伽lで送波した。 ECL検出には動靴学発光検出器 (C側町3∞0臥NAGAWA、コメット製)

を用b九検出試薬には、 O.3 mM Ru (bpy) 3C12を含む10n制 H~04 を用い、毎分 0.30 mlで送液し丸電解電話宇品度は80

μAで定電流電解した。

カラムスイッチングHPLC:二本のカラム (C-l，C-2)と6方流路切り替えパノレプを用いて基本流路を構成した。 C-lに

は、除蛋白及び悌働の除去及び即の単離・濃縮を行う前処理用にShim-packMAYI-{肪カラム (10x 4. 6 DID，島津製)

を用い、 C-2には、薬物分離用としてC即CELLPACK C18 (150 x 4. 6 DID，資生堂劉或いはS聞IKI臥LAGP (150x4. 6 nm， 

住化分析センター鋤を用いた。前処理用及。ゅ離用に二種の移動相 (E-l，E-2)を用いた。 E-lには印刷間?04(pH6.0)

とC凡聞との混液但0:10， v/v)を用い、ポンプ仏-6000，目立駒を用いて毎分0.5mlで送液し丸 E-2には用いるカラ

ムによって異なる移動相を用いた。∞sカラムに於いては100mM間i04(凶6.0)と口13CNとの混液 (50:50，v/v)を用い、
ポンプ(山ー6A、島津島町を用いて毎分1.0 mlで送波した。AGPカラムには1∞mM即J'04(凶6.2)と四3倒との混液侶0:20，v/v) 

をポンプ(印私、島津製)を用いて毎分 0.3ml で送液し丸検出器には電解化学発光検出器似淵町3∞0臥NAGAWA~ コメ

ット駒を用いた。検出誤諜には、 0.3mM Ru(bpY)3C12を含む10mM H~04 を用い、毎分 0.30 mlで送波した。 AGPカラム

を用いるときは良好な分離を得るためにE-2の流量を大きく出来ず、0.3mL/minで用いるために分離カラムと検出器の聞

の流路から流量融問液100mM間l04(凶6.0)とCH:)倒との混液 (50:50，v/v)を毎分O.7札で送液しカラム流出液と混合

した。

カラムスイッチング操作:C-lにE-lを導く流路とした後、制斗注入する。 5分後に流路を切り替えてC-lとC-2を接

続し、 E-2を用いてDPをC-lからC-2に導入する。 2分後(∞Sカラム)、 5分仏GPカラム)後に再び祈晶を切り替えE-2

とC-2により DPを分自齢出する。これと同時にC-lはE-lによって、次の制ヰ注入のための準備を行った。

結果及び考察

1.検出条件の最適化

本配L系でDPを検出するとき、配L強度は種々の条件に影響される。即のECL検出時の最適条件は同時にC-2でのDP

の分離を満足する必要がある。そこでE-2及びC-2を用いて即のECL強度(ピーク面梼及びノイズ(パックグラウン

ドの高さ)を指標として検出条件の最適化を検討した。はじめに、 pHの影響について検討した。 pH3.0から7.0の範囲

で検討したところ、 pHの上昇に伴って凶5.0までは緩やかに配L強度は増大し、それ以上では大きく増大した。一方、

ノイズはpHの上昇に伴って直線的に増大し丸次に、分離を調節する目的で添加される印3倒の影響について25から50%

の範囲で検討した。四aα含量を増加させると配L蜘支は減渉、したが、ノイズは増大しむその他、緩衝夜に用いるリン
酸塩の影響についてもおから l仙酬の範囲で検討したところ配L強度は増大したが、ノイズには影響しないことがわか

った。更に、 ECL検出時の電解酸化電流値の影響について50から300μAの範囲で検討した。 0のときは検出されなかっ

た 40から 140μAでは大きく増大したがそれ以上300μAまでは緩やかに減少した。一方、ノイズは直線的に増大した。

次に試薬溶液のルテニウム錯体の濃度の影響についてO.1からO.伽Mの範囲で調べたところ、濃度の増加に伴ってECL強

度は増大した。そこでs/n比を考慮して電解酸化電流値は 80μAを採用した。次に試薬溶液の流量をo.45ml/min 
と一定にして、 E-2の流量の影響について、 o.5から1.7ml/minの範囲で調べた。流量の増加に伴ってECL強度及び
ノイズは若干上昇した。また、 E-2を1.Oml/minとして試薬瀦夜の流量をO.3からO.7ml/minの範囲でと変化させ

たところ、 O.4ー O.5ml/minで配L強度はほぼ一定となった。

以上の結果から上記、装置及U鴇作の条件を採用しTこ。

2.分離条件の最適化
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シングノレカラムHPLC-配L法:ODSカラムによるDPの保持挙動について移動相条件を検討した。はじめにα3CN含量の
影響について50から80犯の範囲で調べたところ、含量の増加に伴って保持時間は減少し早く溶出した。次に用いる間?O4

の濃度の影響についてもおから 1仙11Mの範囲で調べた。濃度が増大するとき、保持は弱くなり早く溶出した。最後にPH

の影響についてpH3から6.0の範囲で調べた。 pHの上昇に伴ってDPは強く保持され遅く溶出した。その他条件検討の結

果から上記、装置及。守操作の条件を採用した。

カラムスイッチング即印:-ECL法:血清の前処理の自動化を目的に、即印にはカラムスイッチング法を採用した。はじ

めに、 C-1を用いて耕神のDPの鞘蜘出を計画し、 DPをC-1に保持させ、侠雑物をE-1で流出除去する方法を採用し

て検討し丸即はC-1に対して逆相分配的保持挙動を示し、印よN含量を減少させると強く保持された。制斗注入後E-1

で5分溶出することで血按蛋白質等悌働は溶出除去され、 DPの流失が和、ことが分かった。そこで上記のE-1組成を採

用した。次にE-2とC-1を用いて即の溶離条件について検討した。 C-1における DPの保持は逆相分配的であり回3CN濃

度を増加させ、 pHを減少させることによって素早く瀦蹴出させることが出来た。更に、 E-2を用いてC-2で有効な分

離を達成することが必要である。そこで、カラムスイッチングシステムを用いて、 C-2における分離についてもイ井せて検

討した。はじめにC-2に∞Sカラムを用いる場合を検討しむ E-2のill:l倒濃度を20から35%の範囲で変化させ検討

したところ、 ill3CN濃度の減少に伴って保持容量も増大した。印[3CN含量を 50犯とするとき、シャープで対称性の良い DP

の分離が得られた。 E-2組成は、 DPの配L検出時の最適条件を考慮する必要があり、両者を考慮勘案して上記E-2を採用

した。次にAGPカラムを用いる場合について検討しむ E-2を伽M問?O4(凶6.2):叫，cNの混液で仰向含量を 15から4舗

の範囲で検討した。含量の増大に伴ってR体、 S体共に早く溶出した。次に印3α含量を15討に固定して聞?O4濃度の影響
について15から1抑制の範囲で検討した。濃度の上昇に伴ってイ剥守は減少した。最後に凶の影響について検討した。I∞mM

即?O4: ill3CN(80 : 20)の移動相を用いた。 pH4.0から 6.2と上昇するに伴って保持は増大しむこれらの実験結果から R

体とS体の相互分離を考慮して上記、装置及U糠作の条件を採用した。

3.シングルカラム即'LCによるDP製剤分析

上記で検討し最適化した実験条件下でのDPのクロマトグラムを図 lに示す。混在が予測される第二アミン体との分

離も良好で、 1検榊句10分で分離検出出来た。市販のDP製剤8品目について含量測定した結果を表1に示す。いずれの

製剤についても満足できる結果であった。本法の精度等について検討したところ、検量線は O.198μg/mL，..._4.96μ 

g/mL (r=O. 9997)の良好な直線関係が得られた。再現性は1.邸であり、回収率は99.63%で、検出下限は0.06凹ゎ1(S!N=3) 

と満足するものであった

、.，l 
，，‘、

o 5 10 15 怯nin

Fig. 1. HPLC chrαnatogram obtained fr.側 disopyramidePhosphate in 

Tablets (l)disopyramide (2)unknown impurity 
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4.カラムスイッチングHPLC-ECL

4-1 ∞Sカラムを用いた分析系
最適化したHPLC条件で測定したときの、 DP添加標準血1青から得られたクロマトグラムの一例を図2に示す。血清

中の侠雑物からの分離も良好で妨害ピークは認めなかった。本法の精度等について検討したところ、検量線は0.341μg/札

........5.11μg/mL (r=O. 9997)で良好な直線関係が得られた。再現性は3.32第(2.73μg/札血清、 n=5)であり、回収率は99.91%

(2.73μg/mL血清、 n=5)、と満足するものであった。また、検出下限は5.89pmol(S/N=3)と満足するものであった

l
i
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l
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-ー一

o 5 10 15 20 おt/ain

Fig.2 Chrαnatogram obtained fr叩 disopyr剖Iidein serum 

by column switching HPLC system (l)disopyramide 

4-2 AGPカラムを用いた分析系

最適化したHPLC条件で測定したときの、 DP添加標準血清から得られたクロマトグラムの一例を図3に示す。 R体

とS体は分離され、血清中の侠雑物からの分離も良好で妨害ピークは認めなかった。本法での再現性について調べた結果

に示す。本法の精度等について検討したところ、検量線は0.341μg/mL........5.11μg/I日也(R(ー). r=O. 9997 ; S (吟.r=O. 99卯)で

良好な直線関係が得られた。再現性はR(ー)は4.12% (2. 73μg/mL血清、 n=5)S(+)は4.07見(2.73μg/札血清、 n=5)であ

り、回収率はR(ー)98.倒 (2.73μg/mL血清、 n=5)、S(+)は98.1%(2.73μg/mL血清、 n=5)と満足するもので、あった。

また、検出下限はR(ー)、 S(+)それぞれ5.89pmol(S/N=3)と満足するものであった

o 5 10 15 20 25 t/lin 

Fig. 3 Chrαnatographic seperation of Enantiomers obtained fr，叩 disopyramide

in serum by column switching HPLC system. (1) R(・)DP，(2) S(+)DP 
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考察

DPの簡便で高感度な分析法を開発した。本法の検出系はノレテニウム錯体を発光物質としたもので第三アミンの選択的な

検出が可能であり、感度、選択性に優れていると言える。また、分離法として用いたHPLCは生体制件等への適用が容易

であり、再現性、操作性等に優れているものである。両者の組み合せによって、より優れた分析法が開発できたものと考

えられる。今後更に実制5ト¥の適用について検討することによって広く使用できる実用的な方法となることが期待される。

参考文献

1) M. J. Mirro， A. ~ Watanabe， J. C. Bailey， Circ. Res.， 48， 867(1981). 

2) J. Hermansson and M. Eriksson， J. Chr卵胞togr.，336; 321(1984). 
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4) K. Uchikura and M. Kirisawa， Anal. Sci.， 7， 803(1991). 

5) K. Uchikura， M. Kirisawa and A. Sugii， Anal. Sci.， 9， 121(1993). 

注:本研究の一部は、 2004年5月20-21日の第11回クロマトグラフィーシンポジウムで発表の予定である。
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一日中医学協会助成事業一

日本人研究者派遣助成

ポジト口ン断層撮影 (PET)と分子イメージング研究に関する研究交流及び指導

研究者氏名 棚田修二

日本研究機関 独立行政法人放射線医学総合研究所

画像医学部・部長

要旨

山西医科大学第一医院(山西省太原市)核医学科李恩進主任教授の招請により、同医院を訪問しポジト

ロン断層撮影 (PositronEmission Tomography: PET)に係わる研究・医療について講演を行うとともに、 PET

が今後の医療や臨床研究に知何に有用であるか、知何に活用すべきかについて意見交換を行った。また、

同医院院長杜永成教授より客員教授の称号が贈呈された。次いで、中国協和医科大学阜外心血管病医院・

中国医学科学院心血管病研究所(北京)核医学科主任何作祥教授の招請により、同院を訪問し講演を行う

とともに、中国医学会核医学分会常務理事で第 8回アジアオセアニア核医学会 (Asia-OceaniaFederation of 

Nuclear Medicine and Biology: AOFNMB)会長でもある劉教授及び核医学分会主任委員で AOFNMB事務局

長でもある陳盛祖教授とも会談し、核医学の役割、特に PETの役割や普及、さらに 2004年北京市にて開

催される AOFNMB第8回大会に関連して、両国のみならずアジア全体の核医学の普及促進についても意

見交換を行った。

講演・指導内容

( 1 )山西医科大学第一医院(山西省太原市)

中国において、核医学分野での研究・医療が急速に発展・普及しており、特に PETを用いた研究・医療

は大きな関心事であるが、その経験は未だ乏しく、 PET研究・医療分野での先進国である日本からの知識・

経験の導入は、速やかな PET研究・医療の推進に不可欠と考えられ、今回、山西医科大学の招聴に応じ、

10月 14日から 16日にかけて以下の4講演を行った。即ち、

講演題名:

1. Overview of Nuclear Medicine as Molecular Imaging 

PETに代表される核医学画像は、血流・代謝といった生体機能の画像化が可能であり、分子画像

(Molecular imaging)と呼ばれる。講演の中で、その基礎概念から日本に留まらず欧米諸国での研究の現

状を紹介して、分子画像の利点を概説すると共に将来への展望について解説した。

2. PET Oncology in NIRS 

放射線医学総合研究所(放医研:NIRS)では、約 20年前に我国で初めて PET研究が開始されて以来、

本分野での指導的立場にあり、 PET研究を推進してきたが、 1994年から開始された難治性がんに対する重

粒子線治療への PET研究の貢献が大であり、特にがん診断には欠かせない技術となりつつある。その中で、

PETにX線 CTを組み合わせた PET-CTという装置が近年開発され、急速に世界中に普及しつつある。し

かしながら日本では、放医研にしか設置されておらず、その貴重な使用経験を解説した。それによって漸

くPET-CTが普及し始めた中国において、有効且つ迅速な活用が期待される。

3. Present and Future of Nuclear Imaging in Neurotransmission Function 

放医研では、脳の働きを PETを用いた神経伝達機能の画像化によって長年研究しているが、特に統合失

調症、感情障害等の精神疾患、アルツハイマー病、パーキンソン病等の神経疾患において病態解明の研究

を推進しており、これらのついての最新の知見を紹介するとともに、PET研究の進め方について概説した。

4. Overview of Molecular Imaging in NucIear Cardiology 
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循環器疾患における PETを始めとした核医学研究・医療は、脳、がんに劣らぬ重要な分野であるが、 PET

に留まらず、通常の単光子断層撮影 (Singlephoton emission computed tomography: SPECT)の役割から PET

研究に至る現状と将来展望を分子画像としての観点から解説した。

( 2 )中国協和医科大学車外心血管病医院・中国医学科学院心血管病研究所(北京市)

10月 17日から 18日にかけて、中国協和医科大学車外心血管病医院・中国医学科学院心血管病研究所核

医学科主任何作祥教授の招請により同院を訪問し、放医研の紹介を兼ねて PET研究を中心とした講演を行

ったが、時間的な制約もあり要約した内容を解説した。即ち、

講演題名:

Introduction of NIRS and PET Researches 

放医研は、医学分野においてがんの放射線治療を中心に行っている施設なので、訪問先のような循環器

疾患の専門研究・医療施設には相対的に知られていないので、詳しい紹介を行った後、循環器領域を中心

として、分子画像の観点から世界の動向について解説すると共に将来展望についても言及した。また、放

医研で現在取り組んでいる心筋細施障害の新しい診断技術であるテネイシンーC抗体による画像診断技術

の動物実験データを紹介して、心筋の再生 (Regeneration)と自然死 (Apoptosis)が同時に画像評価できる

可能性を解説した。

なお、この講演には、北京大学第一医院核医学科主任王栄福教授を始めとした多数の外部研究者も参加

しており、熱心な意見交換を行った。

( 3 )中国医学会核医学分会友ぴ第8固アジアオセアニア核医学会 (AOFNMB)会長との会議

同研究所の教授でもあり、中国医学会核医学分会常務理事で第 8 回アジアオセアニア核医学会

(AOFNMB)会長でもある劉教授及び核医学分会主任委員で AOFNMB事務局長でもある陳盛祖教授を始

めとした中国における核医学指導層と引き続き会談を行い、核医学の役割、特に PETの役割や普及、さら

に2004年北京にて開催される AOFNMB第8回大会に関連して、両国のみならずアジア全体の核医学の普

及促進についても意見交換を行った。特に、本大会を成功させるためには、日本の積極的な参加協力が不

可欠と考えられるので、劉会長にはできるだけ早期に来日して日本からの積極的な参加を期待するようメ

ッセージを発信した方がよいと思われることを説明した。劉会長は幸いにも来年 5月に開催される日本・

韓国・中国核医学会議(石川県金沢市)に出席を予定しているとのことであった。本大会の成功は、アジ

ア全体の核医学研究・医療のレベルを押し上げる絶好の機会と考えられる。

訪問地の状況・課題

中国核医学会の会員数は、 5，000名余りであり(因みに日本核医学会会員数は 3，500名)、人的資源は

豊富であり、欧米・日本等から帰国した留学生も多数活躍しており、中国における核医学研究・医療は今

後ますます盛んになることは間違いないと思われる。しかしながら、検査機器を始めとしたインフラスト

ラクチャは未だ十分とは言えず、漸く PET-CTの普及を契機として北京、上海といった大都市では整備され

つつある。一方、太原市等の地方都市では、人的資源には素晴らしいものがあるが、装置整備といったイ

ンフラの整備は、やや立ち遅れた部分があると感じられた。インフラ整備について、日本が積極的に関与

できる部分はあまり多くはないと思われるが、日本で長年に渡って培われた核医学研究、特に PETに関連

したノウハウは、今後PETを積極的に導入推進して行こうとする中国にとっても大いに貢献できることは

間違いないと実感した。

今後の交流計画等

訪問した施設は勿論のこと、他の核医学関連施設との連絡を密にして、条件が整えば積極的に交換留学
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生を受け入れて行く体制を整備するつもりである。また、中国において、 PETの普及促進に関連して、放
医研で培われた技術やノウハウが要求される場合も積極的に訪問、あるいは最適なエキスパートを派遣す

ることを考慮している。ただし、唯一と言ってよい問題点は、資金であり日中医学協会への期待は大きい

ことを申し添えたい。

写真1.山西医科大学第一医院核医学科スタッフと。

写真2. 山西医科大学第一医院での講義風景。

写真3.山西医科大学第一医院院長杜永成教授より

客員教授の称号を授与される。
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写真4.山西医科大学第一

医院の核医学診療施設。整

備されているが、かなり古

いものであることを伺わ

せる。

写真 5.中国協和

医科大学車外心血

管病医院の正門前

で。

写真 6.中国協和

医科大学車外心血

管病医院の最新型

核医学診療装置。

写真 7.中国医学会核医学分会常務理事で AOFNMB

会長でもある劉教授との会談。
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一日本人研究者派遣ー

2004年 3月15日

財団法人日中医学協会

理事長殿

訪中者氏名 室 生 車 選野
所属機関名:大阪市立大学大学院医学研究科

部署・役職:循環器病態内科・助手

所在地〒545-8585大阪市阿倍野区旭町1-4-3

電話:06-6645-3801 内線

1 .中国側招請機関名 黒龍江省医院

所 在 地中国黒龍江省略爾浜市香坊区中山路82号

招請責任者氏名子 治州 職名院長

2.中国滞在日程 (訪問都市・機関名等主な日程を記入して下さい)

2004年1月30日 大阪一北京

2月2日 北京一時爾浜

黒龍江省医院にて講義

3目 黒龍江省医院にて講義・実技指導

4日 時爾浜一北京

5日 北京一大阪

3.交流報告書

別紙「研究報告書の作成についてJの体裁に倣い、講演・指導内容、訪問地の状況・課題、今後の交流計画等

を指定の用紙で作成し報告して下さい。

講演・指導等の状況を記録した写真を添付して下さい。

※訪中記等発表に当つては、 89旨E学'111会助成金Iごよd旨を付記して下さい。
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一日中医学協会助成事業ー

最新の臨床心エコー図ー黒龍江省医院を訪れて

報告者氏名

所属機関

共同報告者

所属機関

招請者

招請機関

室生卓

大阪市立大学大学院医学研究科循環器病態内科学

中尾満

大阪市立大学医学部附属病院中央臨床検査部

子治洲院長

黒龍江省医院

今回、我々は日中医学協会の援助を受け、中国黒龍江省医院で心エコー図の講義および実技の講習を行

ったのでその概要を報告したい。

黒龍江省医院は同省では1，2を争う大病院で、ハルピンはじめ黒龍江省の医療の中心的存在でリーダ

ー的な役割を果たしているとのことある。ハルピン市の中心部から程近い市内南部に位置し、外来部門と

入院部門に分かれ、外来部門は通りに面して各科が独立してならび、その奥に入院部門がある。講義はこ

の入院部門の最上階の講義室で行われた。

講演に先立つてまず最初に触れたいのは今回の講演で通訳をしてくれた朱紅先生についてである。朱紅

先生は黒龍江省医院の超音波部門の主任医師であり、心臓超音波の専門家である。 4年前には我々の施設

で研修され、超音波造影剤や冠動脈疾患に対する心エコーの有用性に関してともに研究した仲間である。

今回は準備期間が短かったせいもあり、事前に詳しい打ち合わせができず、講演直前に打ち合わせをせざ

るを得なかった。いくら朱紅先生が日本に留学経験があり、かつ心臓超音波の専門家であるといっても超

音波の基礎理論や造影剤の性質などを日本語で聞いてその場で中国語に翻訳するというのは相当大変なこ

とである。通訳、特に医学のような専門性

の高い領域での通訳というのは非常に難し

く、また講義の成否をにぎる極めて重要な

役割である。打ち合わせは我々が思ったよ

りもはるかに大変な作業であった。しかし、

説明を続けるうち、徐々に日本語を思い出

し、また当時の研究内容がよみがえってき

たのか、次第にスムーズに理解できるよう

になった。その甲斐あって、朱紅先生は講

演内容をほとんど完壁に理解し、単なる通

訳というよりは演者の分身として講義に臨

|写真1.黒龍江省医院の講義室に掲げられた歓迎の横断幕 | むことができた。外国語で講義受ける側の
ことを思えば、通訳が内容を理解していることほど有益なことはない。我々と講義をうける黒龍江省医院

の先生方には最適な通訳がついていたというわけである。

講義室でまず目に入ったのは講義室に掲げられた赤い横断幕であった(写真1)。広告などではときにお

目にかかるがやはり本場で見る『熱烈歓迎』の文字は感動的であった。さて、最初の講義として『超音波

造影剤の新たな展開とその臨床応用』をおこなったわけであるが(写真2)、黒龍江省医院の陳副院長、李

副院長はじめ循環器内科、超音波科の医師の多くが参加して和やかな雰囲気であった。筆者の講義の主題

である超音波造影剤を用いた心エコー図検査はまだ中国では超音波造影剤の使用が開始されていないため、
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理解困難な部分もいくらかあったと思われるが、最後までほとんど全員が熱心に聴取してくれた。一方で

は講義中にポケットベルが鳴ることもしばしばで、医師たちが電話をかけに外へ出てはまた戻るという作

業の繰り返しに、国は変わっても方々から呼び出しがかかる医師の仕事には違いがないのだと、妙なとこ

ろで感心してしまった。

講義の内容は超音波造影剤の基礎理論と臨床応用に関するものであった。超音波造影は超音波と造影剤

の相互関係により規定されるものであり、装置側の因子としては音波の強さ、送信回数、送受信周波数な

どが挙げられ、他方、超音波造影剤の因子と

してはその本態である微小気抱の大きさ、硬

さ、分子量などがその規定因子となる。最近

超音波造影が臨床でも可能となった背景には

これら双方の著しい発展がある。超音波装置

の進歩としてはハーモニックイメージの搭載、

送受信方法のさまざまな工夫、造影剤の進歩

としては安全で超音波反射の大きい微小気泡

の開発が挙げられる。これらの実現なくして

現在の超音波造影はありえないし、今後施行

する場合、これらの原理や原則をよく了解し

た上で臨床応用しないと目的とする造影検査

はできないわけである。臨床応用では主に超

音波造影剤を用いた左室腔造影についての

我々の経験を述べた。特に左室内血栓や心尖 |写真2 講演の開催を知らせる立て看板 | 
部肥大型心筋症の診断には超音波造影剤による左室腔染影が極めて有用で不可欠であることを強調した。

この左室染影はこれまで心エコー図で詳細まで観察できなかった部位の観察にすぐれており、特に心尖部

の異常の検出には最適である。講演では朱紅先生が留学中に学会発表し、論文として医学雑誌に掲載され

た心電図上の陰性T波と心尖部の異常についても触れた。講演後、さまざまな質問がだされた。心尖部肥

大型心筋症の病態について、あるいは陰性T波の

成因について等々、討議は文字通りエンドレスに

続いた。これも黒龍江省医院の先生方の医学に対

する関心の高さ、臨床に対する真剣な態度のあら

われであろうと感心した。我々は中国語がわから

ないので議論が活発になるとついていけなくなる

のだが朱紅先生の通訳のおかげで議論の要点を知

ることができた。

翌日は朝から二つ目の講義『経胸壁心エコー図

による冠動脈の評価』を行った。前日同様、朱紅

先生に通訳をお願いした(写真3)。

冠動脈はこれまではカテーテルを挿入して冠動

脈に直接造影剤を注入する冠動脈造影でないと見

ることができなかった。しかし、最近の超音波技|写真3.講義の様子

術の進歩により、探触子を胸壁に当てるだけで冠 |朱紅先生(右)の身振り手振りを入れての通訳のおかげ

動脈血流を観察することができるようになったわ |で参加者の理解は深まった.

けである。特に左前下行枝の血流は9割以上で観察が可能である。心筋梗塞や狭心症などの冠動脈疾患は

時に致死的なイベントに進展することもあり、循環器の中でも最も重要視されている疾患群の一つである。
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冠動脈疾患は中国でも近年増加しているとのことであり、冠動脈疾患が心エコーで簡単に診断できればき

わめて意義深い。冠動脈を心エコーで観察する場合、プローベの位置がまず重要である。前下行枝の位置

をよく理解し、その心尖部よりをねらってスキャンするのが肝要である。また、前下行枝は左室と右室の

聞の前室間溝を走行するという解剖は是非理解しておかなければならない。また、冠動脈循環評価するた

めには冠動脈予備能を計測することが極めて肝要である。冠動脈予備能とは安静時に対して最大冠動脈拡

張時に何倍の血流量が得られるかということである。冠動脈に狭窄があると狭窄部で血流が障害されるた

写真4.講義後のディスカッションの風景

議論百出、たいへん盛り上がったため予定時間を大幅に超過し

た.右で立っているのは副院長であり、循環器部長の陳先生.

め、安静時の血流は低下しないが最大冠動

脈拡張時の血流は低下し、その結果として

冠動脈予備の能は低下する。この冠動脈予

備能は経胸壁心エコー図を用いて計測可能

である。すなわち、経胸壁エコー図によっ

て冠動脈血流が観察されるだけでなく、冠

動脈狭窄の診断ができるわけである。講義

のあとにはさまざまな質問が出された。冠

動脈造影と心エコーによる冠動脈の評価の

違い、臨床的な適応疾患、さまざまな薬物

や食品の冠動脈予備能に対する効果や影響

などなどである。ディスカッションには心

臓外科のこう先生も加わり、さながら循環

器内科対心臓外科の様相も呈したが、熱い

討論の中でも雰囲気終始和やかであり、本

当にこの黒龍江省医院の先生方のチームワ

ークのよさを実感させられた。ディスカッションがあまりにも盛り上がったために予定の時間を大幅に過

ぎてしまったが(写真4)、引き続き『経静脈性心筋コントラストエコー』の講義をした。この講義も同じ

ように心臓超音波の冠動脈疾患への応用に関するものであり、今後の臨床応用が期待される分野である。

参加者も疲れを全く見せず、講義を熱心に聞いてくれた。心筋コントラストエコー法は循環器医の一つの

理想である心筋微小循環の可視化を現実にしたものである。それが装置の設や超音波造影剤の投与方法の

工夫などで、実際に臨床で応用されている。心筋コントラストエコー法を理解するためには単に超音波造

影剤に関する知識があればよいかというとそうではない。それと同等あるいはそれ以上に心筋微小循環に

関する知識が必要である。超音波造影剤の本態である微小気泡は経静脈的に投与されると冠動脈を介して

心筋へ潅流するが、血管外には漏出しない。心筋肉の血液はそのほとんどが毛細血管に分布しているとさ

れている。すなわち、超音波造影剤は赤血球のトレーサーであり、心筋コントラストエコー法で見ている

心筋染影は心筋肉毛細血管のイメージなのである。また、この毛細血管は極めて決流速が遅いことが知ら

れており、充満するのに数"'10秒を要する。このような特徴を持つ心筋微小循環系の画像化にはそれなり

の工夫が必要なわけで、単に造影剤を投与すれば誰でも簡単に心筋濯流像が見られるわけではない。心筋

コントラストエコーを施行する上ではこのような基礎知識がどうしても必要なのである。中国でも近い将

来、この心筋コントラストエコー法は盛んになると思われるが、臨床で活用し、定着させるためにはこの

ような基礎知識が不可欠なわけである。いずれにせよ、午前中の 2つの講義は参加者の意欲的な態度に触

発され、大変盛り上がり、また、楽しい講義となった。

昼食をはさんで、午後からは心エコーの実際のテクニックを中尾技師が指導した。それに先立ち、ベッ

ドサイドで患者紹介があり、実際に患者を診察する機会を得た。これは講義予定に入っていなかったが、

筆者自身はひそかに望んでいたことなのでよい教育の機会と思い、少しベッドサイドティーチングを行つ
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た。患者を実際に診察することは洋の東西を問わず医療の原点であり、そこには言語を超えた一つの世界

がある。患者は心不全であったが、理学的所見による心不全のアセスメントとして、触診による心拡大の

可能性、低心拍出量状態の把握、心音による肺静脈圧の推定などを手短かに行った。これらの手技は極め

て重要であり、医師として習得しておくべきものであるが、残念なことに日本では高度医療機器が氾濫し

ているためか、必ずしもこれらの基本的な診察手技が十分行われているとは思えない。中国でも高度医療

はどんどん導入されていくであろう。しかし、医の原点である診察を忘れないようにしていだきたいもの

でのある。黒龍江省医院の若い循環器内科医たちの熱いまなざしは期待を抱かせるのに十分であった。

心エコーの実習は超音波検査室で行われたが、多くの参加者のために足の踏み場もないほどの盛況であ

った。まず我々を驚かせたのは黒龍江省医院の超音波断層装置である。日本でもあまり導入されていない

最新鋭の高級機種である。こんなところにも中国が医療、経済その他あらゆる面で急速に成長しているの

がうかがわれる。講師の中尾技師により、冠動脈血流の検出、拡張能の評価とかなりレベルの高い内容の

実技が行われたが、黒龍江省医院の先生方はとても熱心で、講師の一挙手一投足も見逃すまいとするかの

ごとく食い入るようなまなざしで見入っていた。中尾講師も当初やや緊張の面持ちであったが、程なく慣

れ、症例ごとに検査上のポイントとなるところを丁寧に解説しながら画像で示した。

こうして我々の講演、実習は無事終わったわけであるが、黒龍江省医院の先生方の心からの歓待と熱心

に学ぶ姿勢は、どこか我々日本人が失いかけている『情熱』や『愛情』を思い起こさせ、我々の方が心を

洗われる思いであった。

最後に、この貴重な機会を与えていただいた日中医学協会ならびに朱紅先生はじめ黒龍江省医院の先生

方にあらためて謝意を表して筆を置きたい。

作成日:2004年3月 15日
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200 3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

2004年 3 月 1 日

財団法人日中医学協会
理事長殿

研究者氏名

所属機関名

指導責任者氏名

職名

韓桂洋

浜松医科大学病院病理部

三浦克敏

助教授

~ 

所在地〒 43 1-3 1 9 2 浜松市半田山 1-20ー 1

電話 053田 431i-2725 内線

1 .研究テーマ

腎移植患者と腎結石患者における BKウイルス亜型の感染率と臓器内分布

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等における発表 ゆY ・ 無 (学会名・演題)

第92回日本病理学会総会

BK virus infection in renal transplant recipients 

(2)学会誌等に発表した論文 有 ・¥舞 (雑誌名・論文名)
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3.今後の研究計画

To det ect BK virus in carcinomas because BK virus is a pot ent ial oncogenic t umor virus. 

To detect JC virus in urine samples from the renal transplant recipients and urinary lithiasis 

patients， and then analyze the sequence of JCvirus genome of positive cases. 

To collect urine samples of the renal transplant recipients from China and detect BK virus and 

JC virus， and compare whet her t here are differences between in China and in Japan. 

4.指導責任者の意見

韓先生は日本に来てから間もない期間に片言ながら日本語が話せるようになり、大学の雰

囲気にも慣れてきています。 BKウイルスの研究のきっかけは移植後の患者で尿細胞診の中

に封入体が見つかったことが契機でした。形態的にポリオーマウイルスと考えられ、 BKウ

イノレスと同定されました。韓先生はこの症例をきっかけとして、他の移植例やコントロー

ノレとして結石症患者の尿沈さや組織を用いて BKウイルスの検出を試みました。さらに陽

性例についてはウイルスの型を RFLP法や配列を直接決定して詳細な検討をおこないまし

た。短期間の割には着実な成果を挙げられ、現在別のポリオーマウイルスである JCウイノレ

スにも研究が広がっています。さらには論文の抄読会や病理診断の検討にも加わって精力

的に仕事をこなしています。

指導責任者氏名

5.研究報告書

別紙「研究報告書の作成についてJに倣い、指定の用紙で作成して下さい。

研究発表または研究状況を記録した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、 ETfra，学'111;盆lJtJ.成金jご• .k~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

腎移植患者と腎結石患者におけるBKウイルス車型の感染率と臓器内分布一

Abstract 

氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

韓桂捧

ハルビン医科大学第二病院病理部

浜松医科大学病F却青理部

助教授 三浦克敏

We ∞Uected urine samples of renal回 Z時 lantrecipients and urinary lit:脳部ispatients and経路uespecimens 
fromau旬'psyindividuals re目ived目 naltransplantation. 327 b槌 epairs ofVP1児 gionand 149 base p組問oflar酔

T antigen were amplified by PCR and nest息d-PCR， respectively. 官leinf配tiverates of BK吋rusare high 

∞mpared加 normalpop叫ation. BK virus subtypeおpredominantlytype 1. Immunohis加chemお句伺n
identi命BK吋ruslocation∞mb白血gwi出 his旬Ipa也.ologicchanges， but i包 sp師五dセyis questi.onable. PCRおa

sensitive and rapid method for detecting BK virus after renal transplantation beゐm 血.ehis旬Ipa也.01暗悶I

dem.onstrati.on and provides a u民fulopinion f.or m.oni加，ringimmun.osuppressive也erapy.

Key問 rds BK吋n溜 renal transplantati.on urinary li白血sis

Purpose 

N血aryBK吋rusinf白紙.on.0∞urs during childhood. After the primary infecti.on，血e吋rus詑m泊nslatent in 

blood田Us釦 d恒也.eurinary tract， and回nbe reactivia旬din回me∞nditi.onssuch錨 immun.o∞mpriseds旬旬，

P問gnancy，and diabetes. In 四回ntstudies， BK virus and JC virus have been i皿plicated槌 a回 U田.ofinte四t柑al

nephritis in renal transplant recipients. Immun.osupp四ssivetrea:回entwi也 tacroli皿usand my'∞Iphenyla也
m.ofe凶 appears旬血田部e也erisk .of viral四 acti羽ati.on血renaltr，祖母lantrecipients. F.our BK吋nぉgeno勿pes

with characteristic amino acid at VPl gene product are iden凶 ed. In.our自民世也，we四vealedBK吋rusinfecti.on 

in renal transplant recipien旬 andurinary li出i邸 ispatie胸， resolved BK由 18subtype and determine DNA 

田quen田.ofVP1回 gion， and sh.owed localizati.on .of BK virus in也suesby i血mun.ohis旬chemお句 andin situ 

hybridization. 

Materials and methods 

1. CoUecting urine samples and au加psyparaf五n田cti.ons.

241 and 113 urine回mples企omrenal tr田町lantrecipie蜘 andurinary h也i槌おpatie臨. 12ki，血ey即位.ons，

121ung seCti.ons， and 3 br必n舘 cti.on邸 from13 au加p可individuals.

2.Pur姐伺.tion.ofDNA企omthese samples. 

3.Che必ngDNAstatus by beta-gl.obin ampli宣阻.ti.onusing PCR. 

4.A血plifyBK吋rusgenome by PCR. 

F.or beta-gl.obin positive DNA， 327 base pairs from BK virus VP1児gionwas ampli.fied using urine DNA. 149 

ba田 p泊四企omBK吋ruslarge T region was a皿plifiedusing au加psyspeci皿ensbynesぬd-PCR.

5. Determin泊gBK吋russub勿pe企omVPl gen.ome by res凶.cti.onendonucleases digesti.on using XmnI， RsaI， AvaII， 

andAluI. 
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6. DNAsequencing. 

PCR products we児 seperatedby 3% ag:位。舘gelelectrophoresis. Bands ∞m 叩onding旬 BK吋rus吋ralcapsid 
protein VP1 products were cut and dissolved using Geneclean kit. Sequencing reactions were carried out by 

sequencing kit. 

7.ImmUI由is旬chemi回1detection ofBK virus by anti-SV40 T antibody. 

8.Detection ofBK吋rusgenome by in si同 hybridizationwith BK virus whole probe. 

Results 

1.twelve of 71 s ・globinpositive renal transplant伺蹴we四 positivefor BK吋nぉVP1児匝.on，血which11伺蜘
were type 1 and 1個目お typeIV. 'I¥vo of 20 s -globin positive urinary lithiasis阻民sexp即時edBKV VP1 

陀 gion，which we四抑e1. In 13 au加ipsy回目sofrenal tr即時凶tation， 7 113 were positive for BK吋rus，

7/12血血ekidneぁ5112is involved in the lung， and 113血血.ebrain. ~恒le由民S叫匂 wereshown in Table 1，2，3 and 

Figure 1，2，3). 

2.τ'he田quen偲 sof one renal transplant recipient are∞nsistentwi也BK吋rus.

3.1mmunohis加chemis句 showed也atBKvirusw部 l∞atedin the nulei of加b叫町epitheliumand interstitial目1Is，
but non-叩ecifics旬白血gお∞，nspicuous. 'Irue positive偲 llsshowed enlarged nuclei with ground -gIass 

ap戸町組問.(Figure 4) 

4.BK virus cannot be detec飴din situ hybridization 

Conclusion 

1. Rate ofBK吋nぉ凶即位onin跨 naltr，創lSpIantationrecipients (16.90%)釦 dinur白arylithiasis (10%) is higher 

than位latof normal population (0.3%). For autopsy但田s，the infective rat.e of BK吋rus(53.8%)おmo即位lan

half回ses.

2.τ'heBK吋russubtype血児naltranspIant recipients w邸 predominantlytype 1. 

3. Immunohis加chemis句ris a u田fulmethod for de飴ctingBK吋nぉ location，but its specificityおquestionable.

Evaluation with histρ，logical changes is ne田路ary.

Discussion 

BK吋nぉasa human polyomavirus has been a田ociat泡dwith urinary tract s胞nosis血児naltranspIant patients 

and hemorrhage cysti出血bonem町四，wtranspIant patients，対rusisolation and Southem hybridization analysis 

demonstrate the kidney is the main sit.e of BK virus lat.ency in healthy popuIation. however PCR田叫ysisindi叩.t.es

that BK virus estab1ishes latent infection in multiple organs. Latent BK吋rusinfection of the四nalepitheliu皿お

reac佐vat.edby immunosu即時田ivestate， leading旬吋ruria. Asymp旬matic吋rur担wi也 BK吋rus∞cursin 0.3% 
of non-immunosuppressed patients and 10・45%of renal transplant recipients. 0旧民S叫旬 are∞nsistentwi也
these results. 百lehigh infective rat.es of autopsy個目safter renal tranplantation demonstrate位latBK virus may 

伺 U民 graftfailure. 

Li terature 

1. Nickeleit V.，Klimkait T.，Binet IF， e旬1.Tes也19for polyomavirus type BK DNA in plasma ωiden尚r

renal叫lograftrecipients wi血吋ralnep祉opa也y.N Engl J Med 2∞0;342:1309・15.
2. Hirsch H.H.， Knowles w.， Dicken皿annMぷ也1.Prosperative study of poiyomavirus type BK吋rusrepication and 
nephropathy in renal transpIant recipients. N Engl J Med 2002;347:488・96.
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3. Nickeleit V.， Hirsch H.H.， Binet I.，etal . Polyomavirus infection of renal allograft recipients: from latent 
infection to manifest disease. J AM SOC NephroI1999;10:1080・1089.

4. Li Jin. Molecular methods for identification and genotyping of BK virus. Methods in molecular Biology， vol. 
165: SV40 proto伺Is.L. Raptis Humana Press Inc.， Totowa.NJ. pp. 33・48.

注:本研究は. 2003年4月24日 rr第92回日本病理学会総会JJにて示説発表しました。

作成日:2004年3月 5日
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Flgure legend 

Figure 1. The electrophoresis results of PCR products in renal transplant recipients and renallithiasis patients. 

327 base pairs of BK virus VP1 region was創nplifiedin BK virus positive c出es.百lenumbers on the images 

stand for the number of patients. T: renal transplant recipients. S: urinary lithiasis. P.C: positive control. 

N.C: negative controI 

Figure 2. The electophoresis results show restriction endonucleases digestion of PCR products for subtyping. 

Left image of 2A， left half of 2B and 20. Oigest VPI region of BK virus with XmnI showed that the BK virus 

subtype 1 w錨 uncut， and the BK virus subtype N of T61 patient was cleaved to develop 244 and 83 base 

pairs .百leright image of 2A shows that BK virus subtype N of T61 patient w出 un叩 twith RsaI.百le

right half of 2B showed that the 327 base pairs ban也werecleaved with AvaII to develop 237 and 90 base pairs. 

2C. Oigest 327 b国epa凶 ofPCRpr叫uctswith AluI show that the BK virus subtype 1 w邸 cleavedto forrn 186 

base pairs and 141 base pairs. 

The numbers on the images stand for the number of patients. T: renal transplant recipients. S: urinary lithiasis. 

P.C: positive control. N.C: negative control. 

Figure3. The electrophoresis results of nested-PCR products in autopsy回sesof renal transplantation by BK 

virus large T antigen. 149 base pairs were amplified in positive回ses.The symbols on and under the images 

stand for names of organ. K: kidney. L: lung. B: brain. 

. Figure 4. Immunohistochemistry showed that some nucIei of tubular epithelial cells are positive for SV-40 

large T antigen expressed by BK virus. 
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Table 1. BK virus positive回sesofurine 

じご±¥
Total numbers BK virus positive回ses/ BK virus posttive伺se

of urme p・globinpositive cases E E N 
S創npl回 (%) 

renal tr脳 plantation

243 12刀1(16.9) 11 1 

renal lithiasis 113 2/20 (10) 2 

T油'le2. BK virus subtyp回 ofpositive urine samples 

Patient number BK virus subtype 

τ'0 
T1 

T53 

T61 N 
T107 

T149 

τ'207 
τ'213 
τ'216 
τ'222 
τ'231 
τ'233 
S13 

S20 

T: transplantation S:Urinary lithi出is

Table 3. BK virus positive伺 S回 inrenal transplant加 to戸yon paraffm blocks with PCR 
anpl出国tion

O沼ansdetected I Positive pe悶陶酔ofBKvirus
阻血ey I 7/12 

L沼噌 I 5/12 

Brain I 1/3 
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匂日悪思恩朗成事業

200 3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ー

財団法人日中医学協会
理事長殿

1 .研究テーマ

研究者氏名

所属機関名

指導責任者氏名

職名

2.1;:. c /.千年 C::ヲ月/.r-日

彰敦袋 @ 

滋賀医科大学病理学第一講座

杉原洋行

助教授

所在地〒 520ー2192 大津市瀬田月輪町

電話 077-548-2168 内線

Diffuse型胃癌の発生と進展に重要な遺伝子を絞り込むための分子細胞遺伝学的研究

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等における発表 ⑥・ 無 (学会名・演題)

第92回日本病理学会総会(福岡)・ ComparativeCGH and histological analyses in 

diffuse-type gastric carcinoma. 

第62回日本癌学会総会(名古屋)・ ComparativeCGH analyses of cliffuse-type 

gastric carcinomas with and without tubular adenocarcinoma component. 

(2)学会誌等に発表した論文 有 ・⑧(雑誌名・論文名)

但し、現在論文 CPengel al. Genetic lineage of poorly clifferentiated gastric 

carcinoma ¥vith tubular C0111pnent analyzecl by cOlnparative genomic 

hybridization)を国際誌TheJournal of Pathologyに投稿し、 revise中。
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3.今後の研究計画

今回の研究では、 diffuse型胃癌の発生と進展に重要な染色体レベルの異常や、染色

体異常の標的候補遺伝子を明らかにした。またtubularcomponentのある低分化型腺

癌とdiffuse型の胃癌では染色体異常のパタンがかなり異なり、両者の発生の系譜が異

なることも明らかにした。今後、この研究で絞り込まれた標的候補遺伝子に注目し、

cDNAマイクロアレイなどを用いて、発現異常を伴うことを証明したい。また発現異常

が、ゲノムの変化を伴わずepigeneticな変化によって起こる側面についても研究した

4.指導責任者の意見

彰教授先生は、これまで研究の困難さからデータの乏しかったdiffuse型胃癌のゲノム変化をCGHと

アレイCGHを用いて明らかにすることに成功されました。これはきわめてlaboIiousな研究で、並みは

ずれた根気と努力の成果であります。今回の助成を受ける前の彰先生のデータは、既に(インパクトファ

クター5.06の国際誌である)The Journal of Pathology(201: 439-450. 2003)に掲載されており (Peng

et al. Alterations of chromosomal copy number during progression of diffuse-type gastric 

carcinomas: metaphase-and array-based comparative genomic七ybridizationanalyses of 

multiple samples from individual tumours.)、高い評価を得ております。この論文が学位論文となり、

昨年医学博士の学位を授与されました。今回のデータも前回と同じ雑誌に投稿し (Pengel al. Genetic 

lineage of poorly differentiated gastric carcinoma with tubular compnent analyzed by compara-

tive genomic hybridization)、revision後acceptableであるとの評価を得、現在revisionを行ってい

る所です。彰先生は、研究に対する情熱もさることながら、夜遅くまで黙々と実験する集中力と体力、き

ちんと対照の取れたデータを出すことのできる科学的なセンスを持ち合わせておりましたが、それが今

回日中医学協会の助成を得た研究によって益々磨かれ、研究者として大きく成長されたことに対し、指

導させていただいた私どもは、日中医学協会に対して深い感謝の意を表するものであります。

指導責任者氏名れ原 洋行 (議)

5.研究報告書

別紙「研究報告書の作成についてJに倣い、指定の用紙で作成して下さい。

研究発表または研究状況を記録した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、 E/tf1/N，学fII~きJJIJ，成金jご.k~旨を明記して下さい。

'
E
A
 

『

t



一日中医学協会助成事業ー

Diffuse型胃癌の発生と進展に重要な遺伝子を絞り込むための分子細胞遺伝学的研究

Abstract 

研究者氏名 膨敦発

中国所属機関 中国院南医学院病理学講座

日本研究機関滋賀医科大学病理学第一講座

指導責任者 助教授杉原洋行

共同研究者名向所賢一，服部隆則

Gぉ酎ccarcinoma (GC) hぉbeencJassified into the diffuse and the intestinal types. Di仔use-typeGCs at advanced sωg邸釘e

thought to derive from intestina1-type as well as di仔use-type回rlyGCs. In the prぉentsωdy，wefi∞uSedondi仔usetype GCs with 
minor tubular compo即時(TC)to clarify由eirderivation. We applied comparative genomic hybridization (CGH) and町 ayCGH

to the DNAs that were包kenby micrOC)is記ctionfrom multiple po吋onsin individualωmors and amplified by degenerate 

oligonucleotid巴・primedPCR. and comp釘'edthe results with those in di仇se-typeGCs without TC. We found that the occurrence of 

the tumors with TC inclinedωolder，mal巴patients.Frequent stemline changes commonωthe samples in eachωmor were 8q+. 

7p+. 3q+. 2Oq+ and IOp+. being basically di仔erentfrom出osein the tumors without TC.百花numberof chromosomal changes 

Wasgrl回terand 6p+. 10p+. IOq+. Xp+ and 4q-were more合equentlydet配tedin出etumors with TC血anin those without TC. 

Within individual tumo民 nosignificant difference was found in the合問uencypattem of chromosomal changes between the 

samples ofTC and the others. sugg回tingtheir derivation合om出ecommon precursor. We noticed that there were two subgroups in 

theωmors with TC: one with 5p+. 6p+. 7p+. and 10p+ and the other without them. The latter had the cytogenetic and 

cJinicopathological asp回tscommon to those in theωmors without TC. The analysis of c10nal evolution prlωess by constructing 

dendrograms in eachωmor gave the results consistent with the notion白紙出elatter subgroup may derive from diffuse-type GC 

without TC and the former from tubular adenocarcinoma. 

Key Words Gas町iccarcinoma: diffuse type. CGH.町 ayCGH. Laser microdissection 

Introduction 

During the past decades. progresses have been made in understanding of the molecular events in出eωmorigenesisand 

progr四sionof GC [1]. Cytogenetic data have also been rapidly accumula凶 recentlysin白血eadventof∞mparativegenomic 
hybridization (CGH). which is proved as a poweげulscr，田ningme出odfor detecting cytogenetic alterations in solid ωmors [2. 3]. 

Despite these progr，田ses.the repo巾 ongenetic and chromosornal aberrations in GCs were not consistent with each other. 

We have recently develo戸dthe method that enables us to limit earlier events from many chromosornal changes det，配tedby

CGH [4]. Applying this method to回rlyand advanced diffuse-type GCs. we demons回ted白紙advancedGC of this type may have 

progressed from early GCs ofthe same type by acquiring additiona1 chromosornal changes [4]. 

In c1inical practi回.however. di仔use-typeGC wi白TCis not uncommon. the cyωgenetic characteristics and its relationships 

wi白intestinal。φeGCanddi仔use-typeGC without TC remain to be c1arified. In the pTi回entstudy. we thus fi∞u民don diffuse-
type GC with TC. 

Materials and methods 

百lmor回mples

Aωtal of 123ωmor samples were taken from 27 ca鉛swithgas凶ccarcinomas. including 8回記swith minor tubular component 

(TC)(cぉes20・27)and 19 cases of diffuse-type cancers without TC (c蹴 Sト19).In theωmors with TC we examined， the ωbular 

componenta∞ounted for less出an30 % oftheωmor. 
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Laser回pturemicrodissection and DNA preparation 

We伺而吋outmicrodissection of tumor cells from tissue section as d郎町ibedpreviously [4]. In individual ωmors， we took 

about 500 to 5000ωmor cells from each of 2ω8 different parts， in which ωmor田llsaccounted for 70% or more. Th巴films

containing ωmor田llswere digested in 40μ1 of proteinase K solution at a concentration of 200μglml for about 70 hours at 42 oC. 

Whole genome amp町1回 tionby DOP-PCR 

We amplified sample DNAs by DOP-PCR in two phases as described previously [4]， which gave the PCR products of more 

than 2 Kb in size， being suitable for nick-translation labeling. 

Probe DNA labeling， CGH and digital unage analysis 
DOP-PCR amplifiedωmor and normal DNAs were labeled wi白日UOf鈴田in・12-dUTPand te回methyrhodamine-5・dUTP，

respectively， by nick岡市lation[5]. Hybridization and image analyses were carried out as described previously [4]. Gains and 

losses in DNA copy number were defined by grl田nto red ratios (GIR) > 1.2 and < 0.8， res戸ctively[4]. High-leve1 gains 

(amplifications) were defined by a GIR~ 1.5. Chromosomes 1 p32・pter，16p， 19， 22 and Y were exc1uded in the analyses. 

Random priming labeling and array CGH analysis 

We labeled tumor DNA and reference DNA of the鈎rnesex (100 ng回ch)wi出Cy3・dCTPandCy5・dCTPrespective1y， by 

random priming feaction， and伺而edout町 ayCGH following the manufacturer's protocol. GenoSensor Array 3∞(Vysis) which 

spotted with 287 target DNA c10nes inc1uding locus markers， proω・oncogen田 andtumor SUppf回sorgeneswe陀 Uぉd.T~町getspots

were automatically identified and ana1yzed by the built-in so食ware.The loci with ampli釘cationwere defined as a mean TIR ratio > 

2.0，and悦 l∞iwith a TIR ratio く0.6wereconsidered as losses [4]. 
Temporal analysis of CGH results 

In order ωas銀ssc10nal consistency， we compared the positions of br<回kpointsamong the s創np1esas reported previous1y [4]. 

We defined the common a1terations shared by al1 the samp1es in each turnor as stemlin巴changes，those sh釘edby mu1tip1e but not 

a11 the samp1es in回chtumor were described as recu汀entsideline changes， while the other changes unique to回.chsamp1e as sing1e 

side1ine changes. 

Results 

I.Cy旬geneticalterations detected by metaph踊eCGH

The chromosoma1 copy number aberrations det印刷in54 samp1es of the 8 tumors with TC were summarized in Figure 1 and 

Table 1. The tota1 number of chromosorna1 aberrations per samp1e was significant1y higher (P = 0.006) in theωmorswi出TC
(14.02:!:7.65 (SD)) than those without TC (1O.57:!: 5.80). 

High 1eve1 gains (arnplifications) were detected in totally 26 chromosoma1 regions in 7 of the 8ωmors with TC (Tab1e 1， 

Figure 1).百lem回nnumber of amp1ified regions in the ωmors with TC (6.oo:!:: 5.45) was much higher出anin those withoutτ℃ 

(l.I 1 :!:: 1.24)(P=0.0009).百erl倒的ntamplified 時 ionsin出etumors with TC were at 8q24 (5/8)， 7p (4/8)， 20q (4/8)， 5p (3/8)， 

and 13q (3/8). Copy number gains at 6p， 10p， IOq and Xp and copy number loss of 4q were significant1y more common in the 

ωmors with TC than those without TC (P < 0.05) (Figure 2A). In individual tumors with TC， there was no significant di仔'erencein 

the合.equenciesof any chromosomal changes betw田nthe samp1es ofTC and those of SIG/POR (Figure 2B). 

2. Array CGH analyses 

The array CGH rl回u1tsof the tumors with TC are presented in Tab1e 1 and those without TC were shown in Tab1e 2 in Ref.4. 

百lemost frequent amplicons were at 8q24 (5/8)， 7p (4/8) and 20q (4/8)， fol1owed by 5p (318) and 13q (318). In the tumors with TC， 

CMYC was involved in由eamplicon at 8q24 in 4 cases， but in cぉe27， PTK2 instead of CMYC was proved to be responsible for 

出isampli∞n.EGFR geneat7pl2.3・p12.lwas amplified in bo出groupswi出andwithout TC. In恥 20qamplicons in our series， 
創nplific甜onsof STK15， CAS， and ZABCl were involved. 

3. Ternporal analysis of CGH results 

In the ωmours withoutTC， 8q+ (5/19)， 8p+ (4/19)， and 17p-(6/19) w釘epicked up as 合叫uentstemline changes [4]. In the 

individual ωmours with TC examined， we also detected the stemline changes， such as gains of 8q (6/8)， 7p (418) and 10p (218). 
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Gains at 8p and 10p were not frequent but ap戸aredto be specific to出eωmourswithout and with TC. res戸ctively(Table 2). 
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Table 1.Ff叫uenciesof Chromosomal Aberrations of To凶.Stemline and Sideline Changes in Di仇seGCs with TC 
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Table 2. Frequent Stemline Changes between由巳制morswith and without TC 
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Tumors without TC 

Tumors with TC 

Cases 21. 22 

cases 20. 23-27 

2 

4 (，66.7 0/0) 2 (33.3 'iも) 2 (33.3 0/0) 2 (33.3 %) 

Weがckedup the minimal ov釘'1appingregions of出echromo喧omalchanges which were det削 edas stemline changes in 

20 % or more of either ωmor group wi出orwithout TC. as indicated in bold letters. TC =ωbul釘∞mponent， GC = g剤師c
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cancer. 

Discussion 

Within individual diffuse-type GC with TC. there was almost no difference in the pattem of chromosomal copy number 

aberrations betw田nthe samples of SIGIPOR and those ofTC (Figure 2B).百】isfinding and the presen田 ofstemline chang白

common to TC and SIGIPOR indicate that these components are of the same lineage and that出isgroup of GC is also monoc1onal 

despite its marked histological heterogeneity・Betweenthe ωmourswi出TCand without TC. however. the genetic lineage ap戸釘吋

to bedi仔erentbecause the patients bearing the制mourswith TC showed significantly higher malelfemale ratio and age than those 

without TC. This notion wぉsupportedby the findings in CGH analysis that the frequent stemline changes of theωmours with TC 
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were 8q+. 7p+. 3q+. 



p 111111' 11 111 I; 11 ~ご
“ E ι

一
川
崎
一
n

出
U
J
-
2
.

ふ計!lji'Fiji!???HellHtliiiit14 
H ・圃.
JLJstι11H  

H; 11" I 

，1111 

ι りI111~ i t : I : if ・ :11"~ntl.U

11114l!iLi-l 

'11I1IU 

'!ldlll';' 

"一吋一"

h
-
"
 

，. 

' 
μ

一円払一
h

u

一川一目

1111111111 ~. .・
IIlhllll~!d iulHillj，ijiill-i 

.. .・-
.. 7:-t IfJIIC1.1' 
陣・・ -

1111.. ~土lと 11
l'・長-1-， J;"; iiiii' il 

h白山lLJ

-・ cll .~ ......... ••• 

1111". lu~ ・ 11I1 tlill;l~ 
・・・ 伊田鋤 ・- -ーーーーーーマ.. ".・ 2・'・

1111([1""1"111:11111 ~斗国.11出DIllilt-H
- :r 一"-
2・ F・ 8・

晶

--u

H 二L Hニニニー“ こ!ll川ツIIlf:.!l 11";11;'1 
11ji lliliIli i;J11:lv 

'1- 1: ... 1・ e・
Figure 1. M蜘 phaseCGH results in 54 samples of 8ωmours with TC.官leregions of copy number gains and losses in a11出e

sampl巴S訂'eshown as the bars on the right and le負sidesof each ideogram， respectivel子百lethick bars m回namplifications. 

百leresults of the回meωseare marked with horizon凶 barswith case number. Black and grey b創-srepresent stemline and 
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sideline chang白 J巴sp配tively.

2Oq+ and 10p+， which were d肝erentfrom those of theωmours without TC (8q+， 8p+ and 17p.) (Table 2). Although 8q+ was 

included in the recurrent stemline changes in both groups， array CGH disclosed that the箇rgetgenes were di仔erent;C-MYC was 

involved in the amplicon at 8q24 in 4 of the 5ωmours with TC bearing this amplicon and PTK2 was in the other one， whereas 

neither C-MYC nor PTK2 was involved in由eamplicon of 8q in出E旬mourswithout TC [4]. 

Among the common sideline changes， gain of IOp was detect，巴din 75 % ofthe tumours with TC as stemlinechang回 or

recurrent sideline changes (Figures 1， Table 1) but in none of the tumours without TC we examined [4]. In both intestinal and 

diffuse typ回 ofGC， however， IOp + was reported infr，句uently.At 10p， no oncogenes have b田nrepo口edso far. However， GATA3 

and two loci， DJOS249 and DI0SJ260， were amplified in case27. 

Based on悦 chromosomalconstitution， di仇 setype GCs with TC examined were fu巾 ercJぉsifiedinto two subgroups: the one 

with 5p+， 6p+， 7p+ and 10p+ (6 c俗es)and the other without them (2 cases). A11 ofthe patients of the former subgroup were male. 

百leirωmoursdid not show a layered structure in their muco鈎 lesionsthat is considered to be a remnant of the growth pattem in an 

incipi叩tphase. Moreover， these ωmours had numerous chromosomal alterations incIuding 3 or more loci of amplification.百le

patientsof白ela悦rsubgroup were female. Their tumours showed a layered strucωreand a spr，回dinggrowth in the mucosa， and 

had fewer chromosomal alterations and amplifications伽 ntho鈴 ofthe former subgroup.百leanalysis of cJonal evolution process 

by constructing dendrograrns in伺chωmorgave白巴resultsconsistent with the notion that the latter subgroup may derive from 

di仔'use-typeGC without TC and the forrn巴rfrom出eintestinal-type GC. 
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匂日感恩盟問成事業

200 3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

2004年 02月 16日

財団法人 日中医学協会

理事長殿

研究者氏名曹 鵬宇 & 
所属機関名 新潟大学大学院医歯学総合研究科

指導責任者氏名 赤津宏平

職 名塾塁

所在地干951・8520新潟市旭町通 1・754

電話 (025)227-2471 内線

1.研究テーマ 病院情報データベースを活用した経営戦略立案の手法に関する研究

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等における発表 ③無 (学会名・演題)

1)第 10回新潟大学主催医学研究会

病院におけるコスト計算法の研究

曹鵬宇

2003.08.20 新潟大学有壬会館

(2)学会誌等に発表した論文 ⑤・ 無 (雑誌名・論文名)

1) Pengyu Cao， Masao Hashiba， Kouhei Akazawa， Tomoko Yamakawa， Takayuki Matsuto 

An Integrated Medical Image Database and Retrieval System Using a Web 

Application Server. 

International Journal of Medical Informatics 71(1)51・55 2003. 

2)赤津宏平，鳥谷部真一，曹鵬字

臨床疫学統計の基礎一統計解析のプロセスとその応用。

PharmStage， 2003，82・89

司
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3)赤津宏平，鳥谷部真一，曹鵬字

医療情報学テキスト「病院経営指標の見方、考え方、その応用J(分担執筆)

篠原出版(印刷中)

4) Pengyu Cao， Shinichi Toyabe， Sachiko kurashima， Kohei Akazawa 

An introduction of the restrictive reimbursement systems for health care in 

Japan， American， Germany and France. 

Chinese Journal of Hospital Administration. (投稿中)

5) Pengyu Cao， Shinichi Toyabe， Sachiko kurashima， Kohei Akazawa 

An alternative method for estimating costs of practice in J apanese hospital 

Journal of Health Economics (投稿中)

6) Tomoko Yamakawa， Masao Hashiba， Pengyu Cao， Kohei Akazawa 

The trial of streaming via the Internet medical programs to MPEG4 

multimedia contents 

International Journal of Medical Informatics (投稿中)
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3. 今後の研究計画

1)今回の研究を基にしてコスト按分ルールを決定し、疾患群分類(DPC)ごとの診療コストを計算する。

さらに分類ごとの診療コストに影響を与える因子、それと分類ごとの LOS(Length of s tay在院日数)

に影響を与える因子の解析を行う。「コストJと「影響因子Jの分析でDPC分類および診療報酬点数の決

め方の妥当性を検討する。

2) CBCコスト分析に基づいたコスト計算システムの作成
具体的には、各診療行為別に列挙したコスト項目と分配指標をデータベース化する。各分配指標に

応じたコストは病院情報システムから自動的に抽出できるように設計する。 1患者あたりのコストは、

その患者に対しておこなった診療行為をシステムから自動的に抽出することで算出できるよう設計

する。診療コストは、疾患群別・診療科別にも自動的に計算できるようにデザインする。このように

して作成したシステムは、マスターテープルに登録したコスト項目や分配指標を調整することで、他

院でも汎用的に使用が可能となる。病院間で診療原価を比較し、医療の費用対効果を高めることが可

能となる。

3)コスト管理、さらに病院経営に適したデータウェアハウスの構築法を研究し、河北医科大学病院でシ

ミュレーションする。

4. 指導責任者の意見

曹さんが行った研究は、客観的な病院経営情報を創出するための実践的方法を開発したという点で、

大きな意義があると考えます。今回の研究は、病院内で実施されている検査コストを詳細に推定するも

のでしたが、本手法は他の病院業務にも応用できます。たとえば、手術部の消耗品のコスト、病棟業務

における処置、治療のコストなどの算出です。今回の研究結果は、英文雑誌Journalof Health Economics 

に投稿しましたが、他の部門でのコスト計算結果、コスト計算の近似式の導入、シミュレーション研究

など、継続性のある研究が可能となりました。

これらの方法は、中国の病院経営においてもより科学的な分析を可能とすると思います。曹さんの河
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要旨

一日中医学協会助成事業一

病院情報データベースを活用した経営戦略立案の手法に関する研究

研究者氏名口口曹・鵬宇

中国所属機関口口河北医科大学第四病院病院長室

日本研究機関口口新潟大学大学院医歯学総合研究科

指導責任者口口教授赤津宏平

共同研究者名口口鳥谷部真一，倉島幸子

本研究では、病院経営戦略において、コスト管理における診療コスト算定法の VBC(Volume-Based

Costing)法、 ABC (Activity-Based Costing)法および本研究にてオリジナル提唱とする CBC

(Classification-based costingmethod)コスト算定法を説明する。それぞれのコスト算定法の特徴、そ

して正確性および実用性を検証するために、大学病院の実データを用いて比較計算を行った。その結果、

VBC法による単純なコストドライパを用いたコスト計算が簡便だが計算結果として歪曲であった。ABC法に

よるコスト計算が正確だが診療行為ごとにコストドライパの確定が必要し、かつ数多くのコストドライパ

にあたるデータの収集が煩雑し、コストをかかりすぎるので、実際の医療現場では実用ではなかった。 CBC

法による計算は、プロセスおよび計算結果から VBC法と ABC法と比較すると次のメリットが分かった:1、

VBC法の計算上の大きいな歪曲が解消できる。計算偏差の比較から見れば、 CBC計算の結果はABC法の計算

値と近似で、 VBC法の致命的な欠点である計算の歪曲を解消することができた。 2、ABC法のコスト計算自

体にかかるコストの削減。コストドライパの数およびデータ収集にかかる時間と人件費からみると、 CBC

法がABC法よりもより迫速、より低い代価でコストの計算ができることが分かった。

Key Words VBCコスト計算法， ABCコスト計算法， CBCコスト計算法，オリジナル，検査コスト，

診療コスト算定法比較

緒言

ヘルスケアの分野において、良質な医療サービスがより強く求められている。同時に、欧米各国で実

施されている定額払い制度、例えば、米国の DRG/PPS、英国での HRG、ドイツでの AR-DRG、フランスでの

GHM及び日本における入院患者を対象とした包括評価制度(DiagnosisProcedure Combination DPC)に対し

ては、病院経営戦略として、収入管理型経営からコスト管理型経営への転換をしなければならない。その

下で、診療コストの削減が急務となされている[1-4]。

病院経営において、診療コストの削減策を立案するためには、客観的でかつ迅速なコスト算定が必要であ

る。病院診療コストのうち直接人件費、材料費の算定は比較的容易に行えるが、総コストの 20'"'"'30%

に及ぶ間接コスト [5-7](本病院では 2001年は 43.6億の経費で、全体コスト 168.8億の 26%を占めた)の

各診療科への配分する計算は容易ではない[7，8]。例えば、病院の診療報酬の請求を管理する医事係のコス

トを、各診療科にどのように配分するかは難しい。従来では、間接コストの分配において時間・収入・患

者数など量に基づく分配法と、診療行為または業務行為(これを activityと呼ぶ)の各々をベースにした分

配法(Activity-BasedCosting，ABC)などの方法がある。しかし、従来法による単純なコストドライパを用

いたコスト計算が簡便だが歪曲であり、 ABC法によるコスト計算が正確だがコストドライパの確定および
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データ収集が煩雑であった。正確かつ簡便実用な間接コストの分配法は不確定であるのが現状である。本

研究では、上述の問題を解決するために、オリジナルである CBC(Classification-based costingmethod) 

コスト計算法を開発した。その上、 ABC法によるコスト計算の実用性および新しい CBC法の正確性を検証

するため、検査コストの算定を実例として病院の実データに基づき、 ABC法と CBC法と、従来の直接労働

時間によるコスト計算を行う VBC(Volume-BasedCosting)法と 3つのコスト計算法の比較を行った。

対象と方法

初めに、間接コストの計算でよく使われるコストドライパを定義する。コストドライパとは、間接コ

ストを分配するための指標のことである。例えば、ある‘検査 a'に対して病院材料管理部門が、検査材

料を提供するためにコストを発生する。検査 aにとってこのコストは間接コストである。計算には、病院

全体の診療行為に対する材料提供請求の総伝票数(totalNumbers of material request bills of hospital， 

Nt-mrbs)と、材料部門におけるこの‘提供'業務行為による発生したコストの総額(totalamount Costs of 

the material department of hospital， Ct-md)、そして検査 aによる材料提供請求の伝票数(Numbersof 

material request bills for test“a"， Na-mrbs)がわかればよい。

Ct-md 
(Material supply costs to test“a") Ca-md = x Na-mrbs 

Nt-mrb 

検査 aに分配すべき材料提供コストが、検査 aによる材料提供請求の伝票数によって決められるから、

この伝票数が材料提供コストを分配するコストドライパにあたる。

従来にある量に基づいた間接コストの分配法では、コストドライパの設定の仕方によって 3つの方法が

ある。(1)収入割合をコストドライパとして計算する RCC(Ratioof Costs to Charges Method)法、 (2)患

者/日数をコストドライパとする Per-DiemApproach(PDA)計算法、 (3)それ以外の量、たとえば、直接労

働時間や機器利用時間などをコストドライパとする VBC(Volume-BasedCosting)法[9]。これら方法は、簡

便な方法として知られているが、病院で行われる診療行為はかなり複雑性を持っているから、どれの lつ

コストドライパで間接コストを分配するのは、コスト分配法として必ずしも適切ではないことが指摘して

いる [9-12]。たとえば、診療科に対して間接コストである管理部門コストや警備・環境整備コストなどを

医師や看護師の診療業務時間によって診療科へ分配とするときに、該当診療科における医師や看護師の診

療時聞が 10%を増やせれば、上述の間接コストは本当の消耗状況にかかわらず 10%を増やしてその診療科

に分配される。こういう不適当に対して、コスト計算対象(例えば検査 aなど)にかかわるひとつひとつの

診療行為または業務行為(activities)ごとのコスト消耗の計算によって、コストを分配する ABC法がある。

ABC法では、まずコスト計算対象に関わる activitiesを明確にする必要がある。そして、それぞれの

activitiesにどれぐらいコストをかかったかを資源コストドライパを用いて計算する(第一段階の計算)。

続いてコスト計算対象には、これら activitiesをどれだけ利用したかを、各々の act i v i t i esに対応する

activityコストドライパを適用して計算する(第二段階の計算)という方法である(図1)。この方法は、間

接コストを配分するにはより正確に計算できるが、 activitiesとコストドライパがあまり多すぎると、コ

スト計算に用いるデータの収集に労力を要し、結果を得るために時間・コストもかかるので実践的ではな

い。さらに、管理の焦点を絞る要素が暖昧になる危険性があるという反論も存在する [13-14]。

3.新しい間接コストの分配法

本研究で提唱とする CBC法は、 ABC法の第二段階の計算を簡素化するものである。具体的には、計算さ

れた activitiesのコストをカテゴリー化する。というのは、病院機能の観点から、 activitiesコスト変

動の同質性を持つ activitiesのコストをカテゴリー化、いわゆるプール化する上でより数少ないコストド

ライパで配賦する(図 2)。コスト変動の同質性とは、 activity別のコストをどの要素に従って変動するの

か、その要素が同一である activitiesコストはコスト変動の同質性を持つ activitiesコストのことであ
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る。たとえば先の例では、 activitiesコストが変動を起こる従属関係に従って、採血管、ヘパリンなど検

査材料の入手コスト・検査試薬の入手コスト・検査受付コスト・採血コスト・診療報酬の請求コスト・検

査機器の維持コストは、コスト変動の同質性(これらは検査件数によって変化する)を持つものであるので、

コストを発生部門や種類に限らず、検査件数系というカテゴリーに分類できる。結局に、各カテゴリーの

コスト変動要素は各カテゴリーのコストドライパとなる。

CBC法によるコスト計算の正確性を検証するためには、生化学検査、血液検査、免疫検査を対象にして

病院検査部の実データを用いて、実例コスト計算を行った。具体的な方法は次のようである。

コストは、直接コストと間接コストに分けられる。直接コストには、検査直接人件費は給与データとタ

イムスタディーデータを用いて計算された。検査試薬費・直接検査材料費などを物品管理データベースに

基づき調べた。検査機器の費用はそれぞれの検査に直接使われる機器の納入価格と限定利周年数を調べ定

額法によって年間費用を算定した。間接コストの計算は、 ABC法・ CBC法・ VBC法の 3つの方法で求め、そ

の差異を比較することにした。計算結果の比較には、 ABC法の計算結果を標準値と設定した。

間接コスト計算の全過程は次の 3つに分けられた:1)検査ワークフローに基づく業務行為の抽出。 2)

各業務行為におけるデータの収集。 3)コスト計算。

( 1 ) 業務行為の抽出(IDBNTIFYINGACTIVITIBS) 

検査ワークフローに基づき業務行為を抽出した(図 3)。検査業務を遂行するために、次の業務行為が

含まれている:(1)受付 (2)採血 (3)検査の実施 (4)診療科への検査結果の配布 (5)診療報酬

の請求 (6)採血管、ヘパリンなど検査材料の入手 (7)試薬の入手 (8)検査機器の維持 (9)病院

の運営(病院全体に共有するコスト:管理部門費用・建物・電気・水道費など)。

( 2) データ収集

データは、医事会計デー夕、物品管理デー夕、人事管理デー夕、施設管理デー夕、診療データについ

ては、データ調査員にて収集した。具体的には、検査技師、検査業務に関係する看護師、医師、事務員

の直接労働時間と設備・材料の利用状況を検査部内に 3週間常駐して調査を行った。直接労働時間デー

タはタイムスタディーを用いて分間単位で測定された。材料の消耗実績を記録した。検査材料の提供・

試薬の提供・機器維持管理など事務的な業務行為については、管理部門から年間コスト総額を調べ、請

求伝票数を目的別で数えた。機器修理費・情報システム費・病院運営に関した費用データについては、

各部門または病院会計システム、病院財務報告書から抽出された。

( 3) コスト計算

コストを、直接人件費・材料費・試薬費・機器減価償却費を含む直接コストとその以外の間接コスト

と2つに分けて計算した。

1. 直接コストの計算

それぞれの検査の直接コストは、検査別に直接人件費、直接材料費、検査別に試薬費、直接検査

機器費用を算出し、それらを合算して求めた。

2. 間接コストの計算

間接コストの計算については、基本数式として ABC、CBCとVBCとともに、コストドライパの単位

コストをコスト計算対象に含まれるコストドライパの量とかけ算とするため、この研究では間接コ

ストの計算が次の 3つに分けられた:

2. 1 コストドライパの決定

Tablelでは、 3つの方法におけるコストドライパの決定が示された。ポイント線以上の部分は、

直接業務行為、すなわち直接コストとして計算する。以下の部分は、間接業務行為、業務行為に対

応するコスト項目、そして各コスト項目に対応するコストドライパをそれぞれABC法、 CBC法、 VBC

法の別で決定した。 ABC法では、それぞれのコスト項目は対応するコストドライパを持つ。 CBCで

は、括弧の通にコストドライパは、コストの変動要因の同質性に従ってそれぞれのコスト項目を4
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結果

つのコストプール(Tab1 e2)に分類して決定された。VBCでは、すべての間接ヨスト項目をまとめて、

直接労働時間の 1つのコストドライパにした。

2.2 コストドライパにおける単位コストの算出

ABC法、 CBC法、 VBC法のそれぞれのコストドライパに対して、単位コスト(cost-driverRate， 

Rcd)の算出方法は次の算式で示された。

対応するコスト項目の総コスト

コストドライパの単位コスト Rcd=

コストドライパにあたる指標の総量

コスト項目についてはTable2にリストされた通りである。 ABCでは14個のコスト項目がある。

CBCでは、 ABCの 14個のコスト項目を分類して、検査件数系・端末系・面積系・人数系という 4つ

のコストプールにまとめた。 VBCでは、すべてのコスト項目を「間接コストJという 1つの項目し

かなかった。

2.3 コスト計算

間接コストを検査への計算は、 ABC，CBC， VBC 3つ方法によってそれぞれに計算した。

. ABC 

ABCでは、それぞれのコストドライパにあたる Rcdを、それぞれの 3つの検査に含まれた対

応するコストドライパの量とかけ算した。

検査別・コスト項目別の分配コスト=項目別 RcdX 検査別コストドライパの量

• CBC 

CBCでは、分類された各コストプールのコストの合計が検査別に含まれたプールコストドライ

パの量に基づいて各検査に分配された。

検査別・コストプール別の分配コスト=コストプール別 RcdX検査別プールドライパの量

• VBC 

直接労働時間の単位時間の費用 Rcdを、検査別それぞれの直接労働時間数とかけ算する。

検査別・間接コスト=直接労働時間 RcdX検査別直接労働時間数

Table3は検査別・ 3つの方法のコスト計算結果を示した。表の上段にある4つの項目とそれに対応する

数値は、直接コスト項目および計算結果である。下段は、 ABC法、 CBC法、 VBC法の順番で、検査別・コス

ト項目別の間接コストを計算した結果である。計算法ごとに検査別のトータルコストの部分は直接コスト

と間接コストの合計である。計算法による計算偏差値が、パーセンテージのプラスあるいはマイナスの形

で表示された。マイナスとは、 ABCの結果より少なく計算されたことである。全体からみると、 CBC法の結

果では生化学検査の最小 0.63%から血液学検査の最大 2.82%まで、平均で1.66%の計算偏差があった。

VBC法の結果では、免疫学検査の最小 7.01%から血液検査の最大 52.97%まで、平均で 22.85%の計算偏差

があった。以上の結果で、 CBC法と標準値と設定された ABC法の結果との近似性が分かった。一方、 VBC

法の計算偏差は、平均 22.85%の有意差があった上で、コスト計算対象(ここでは3つの検査)によって激
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しい変動していたこと、さらに 50%を越えた誤りもあることが明らかであった。

考察

Table4では3つのコスト計算法について、いずれかの面から比較を行った。コストドライパとデータの

収集範囲:コストを計算するために、データ収集範囲と収集方法を決めなければならない。コストドライ

パの数によって、データの収集範囲が違ってくる。コストドライパの数が多ければ多いほどデータ収集範

囲が幅広げられる、コスト計算の正確性を高まると共に経済性と利便性、いわゆる実用性が悪くなる [14]。

間接コストの計算における 3つ方法のデータ収集では、範囲についてVBCには、直接労働時間データを入

手する必要がある。 CBCには、検査別に年間検査件数・ HIS(HospitalInformationSystem)端末数・面積・

職員数が必要である。 ABCでは、それぞれの act i vi tyに対して、共通機器別・検査別に年間検査件数、真

空管など材料別に年間検査件数、そして材料請求伝票数、検査別に試薬請求の伝票数・HIS端末数・面積・

電話配線数・職員数および機器修理について機種別の伝票数、検査別に医事課による検査の診療報酬を請

求するための労働時間が必要である。時間経過:データ調査にかかる時間を比較するためには、ひとりの

調査員によるすべてのデータを入手するまで要する延べ時間を推測した。 VBCのデータ収集に要する時間

は、検査別に直接労働時間を得るために 45日がかかれた。 CBCのデータ調査には、検査件数と HIS端末数

及び面積データの入手に 2日をかかった。職員数の調べるには検査別直接労働時聞によって確定される。

プラス 45日の直接労働時間の調査日数、あわせて 47日が必要と考えられる。 ABCの場合は、その必要な

45日の期間以外には、材料請求の伝票数・試薬請求の伝票数・機種別機器修理の請求伝票数を調べるには、

15日が経過された。真空管の使用に対応する検査件数の調査には、 3日間をかかった。検査別・医事課の

業務時間を調査するためのタイムスタディーには、医事部門において 29の各診療科の担当にそれぞれ 10

日をかけて、すべての業務時間データを入手するまで 350日の延べ日数が必要と推測できる。以上の時間

経過データは、今回の比較計算の記述に限る。

Table3とTable4からまとめると、 CBC法は次の2つ大きなメリットがある:1、VBC法による計算上の

大きいな歪曲が解消できる。 2、ABC法のコスト計算自体にかかるコストの削減。コストドライバの数と

Table4からみると、 CBC法がABC法よりもより低い代価、より迅速でコストを計算できることが分かる。

DRGまたは DPCが導入されている欧米または日本の病院においては、患者からもらえる診療報酬が定額と

なっている。どうやって不必要な診療コストを削減するかが病院経営上で、さらに重要な課題となる。そ

こで、正確かつ迅速なコスト計算が不可欠。 CBC分析は、このような包括評価制度における病院コスト分

析に有用である。 CBC分析によって、疾患群分類 (DRGs，DPC)ごとのコスト計算が容易にできるようにな

るし、その結果、経営立案、経営改善に役立つ。

病院機能の観点からみると、大学病院、中核病院とも、一般病院とも、個人開業医院とも、診療業務行

為がかなり一致性を持っているから、 CBC法の計算が汎用的である。従来では、間接コストにおける算定

法の不確定は、病院コスト管理上でひとつ大きいな問題となっている。 CBC分析は ABC分析より簡便で、

従来の方法よりも正確で、時々刻々と変化する病院経営に対応するためには、 CBC分析による迅速な病院

コスト分析が有用である。

近く将来では、各診療行為別に列挙したコスト項目と分配指標をデータベース化し、各分配指標に応じ

たコストは病院情報システムから自動的に抽出できるようにするによって、 1患者あたりのコストは、そ

の患者に対しておこなった診療行為をシステムから自動的に抽出することで算出する。このようにして作

成したシステムは、マスターテープルに登録したコスト項目や分配指標を調整することで、疾患群別・診

療科別の診療コストにも計算できるし、他院でも汎用的に使用が可能となる。病院問で診療原価を比較し、

医療の費用対効果を高めることが可能となるであろう。

注:本研究はrJournal of Health EconomicsJに投稿中
作成日:2004年 2月 16日
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図1.Activity-Based Costing systemのコスト計算モデル

Hospital 
Resource 

Activity cost 
Activities Cost-dnver distribution 

図2.Classification-Based Costing systemのコスト計算モデル

Hospital 
Resource 

Classified Cost 
Activities Cost-drivers distribution 

図3.倹査におけるワークフロー及び業務行為の油出.点線矢印および実線矢印は人ヱまたは自動による処理告示す.HISは.病院情報
システムのことである
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検査を実施する

蔓存否する
採血をする
材料を提供する
試薬を提供する
機器維持を管理する
機器を修理する
診療報酬を請求する
HISを維持する
病院を運営する
(病院共通間接費)

検査件数

端末数 直接労働時間

消防・空調費
電気・水・ガス
共同委託
電話費
その他間接人件費

(面積)
(面積)
(面積)
配線数
職員数
11 

積面ロ
刀査検

「
I
l
l
l
」

コストドライパ数
本 真空管件数=真空採血管を利用した検査の件数
キ 受付件数=受付を通した検査の件数

(検査件数)
職員数
4 

Table2.コスト項目の分類
ABCコスト項目 CBCコストプール VBCコスト項目
受付費用(1) 一
採血費用 (2)
提供部門費用 (3)
提供部門費用 (4)
管理費用(5)". -. I 検査件数系(1)
修理費用 (6)
医事会計費用 (7)
電話費(8) I I 間接コスト
情報部門費用 (9) ~ 端末系(2)
建物減価償却費(10) 寸
消防・空調費(11) I | 面積系 (3)
電気・水・ガス (12) I 
共同委託(13) _j 
その他間接人件費(14) 人数系(4)
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Table3. ABC， CBC， VBCによる 3つの検査のコスト計算

3つ検査における項

(u.s. $) 目別総計間接コスト 生化学検査 血液検査 免疫学検査

ABC 
直接人件費 83，695 52，575 13，247 

材料 72，454 2，279 7，582 

試薬費 652，165 148，381 211，110 

機器減価償却費 514，396 5，655 9，844 

受付費用(1) 45，620 43，360 1，577 684 

採血費用(2) 207，639 197，351 7，176 3，112 
材料提供部門費用(3) 51，233 49，955 759 519 

試薬提供部門費用(4) 46，695 29，933 11，973 4，789 
機器管理費用(5) 42，157 41，204 303 650 

機器修理費用(6) 42，734 41，849 225 660 

医事会計費用(7) 8，387 8，001 269 117 

情報部門費用(8) 25，670 12，795 7，474 5，400 
建物減価償却費(9) 17，486 7，494 4，247 5，746 
消防・空調費(10) 2，853 1，223 693 937 

電気・水・ガス(11) 7，200 3，086 1，749 2，366 

共同委託(12) 3，527 1，511 856 1，159 
電話費(13) 1，293 823 192 278 

その他間接人件費(14) 12，168 6，950 4，121 1，097 

合計 1，768，244 250，502 269，297 

偏差率(%) 0.00% 0.00% 0.00% 

CBC 
直接人件費 83，695 52，575 13，247 
材料 72，454 2，279 7，582 

試薬費 652，165 148，381 211，110 
機器減価償却費 514，396 5，655 9，844 

検査件数系(1) 445，757 423，671 15，404 6，681 
端末数系(2) 25，670 12，795 7，474 5，400 
面積系(3) 31，066 13，314 7，545 10，207 
職員数系(4) 12，168 6，950 4，121 1，097 

合計 1，779，440 243，433 265，169 

偏差率(%) 0.63% -2.82% -1.53% 

主亙C
直接人件費 83，695 52，575 13，247 

材料 72，454 2，279 7，582 

試薬費 652，165 148，381 211，110 

機器減価償却費 514，396 5，655 9，844 

間接コスト 55，429，297 293，961 174，301 46，399 

合計 1，616，670 383，190 288，182 

偏差率(%) -8.57% 52.97% 7.01% 
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T'able4. 計算法の比較

コストドライパ数 データ入手に経過日数本

VBC 1 45 

ABC 11 350 

CBC 4 47 

計算偏差
(平均)

7.01%""52.97% 
(22.85%) 

0.0。
0.63%""2.82% 
(1.66%) 

本1人の調査員で、コストドライパに利用するデータを入手するまで要する日数
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1 .研究テーマ脹性幹細胞 (ES細胞)の細胞生物学解析

ーマウス ES細胞における細胞接着分子の3次元局在及び分化による初期的変化

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等における発表 ⑧ ・ 無 (学会名・演題)
2004年3月24日第3回日本再生医療学会総会にて第一演者として発表する。

演題: Spa七ialDis七ributionand Initial Changes of SSEA-l and Other 

Cell Adhesion-Related Molecules on Mouse Embryonic Stern 

Cells Before and During Differentiation 

(マウス ES細胞における細胞接着分子の3次元局在及び分化による初

期的変化)

(2) 学会誌等に発表した論文 ⑧ ・ 無 (雑誌名・論文名)

欧文雑誌<Journalof Histochemistry and Cytochemistry)に投稿して、今revise中。

Title: Spatial Distribution and Initial Changes of SSEA-l and Other 

Cell Adhesion-Related Molecules on Mouse Ernbryonic Stern 

Cells Before and During Diffeどentiation

(マウス ES細胞における細胞接着分子の3次元局在及び分化による初
期的変化)
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3.今後の研究計画

これまで体得した手法をもちいながら ES細胞の動態、特に細胞閑相互作用を

細胞生物学的に研究しております。 ES細胞は、外、中、内股業すべての細胞に

分化する能力(多分化能)を持っています。 ES細胞はさらに、特定条件下でほ

ぼ無限に増殖する能カ(自己複製能)を有することから、各種細胞の発生メカニ

ズムの解明に有用であるのみならず、再生医学への応用が期待されています。今

後は、 ES細胞を心筋細胞に分化誘導する方法を研究し、心筋梗塞等の心臓疾患

に対する細胞療法への応用を図りたいと考えております。この分野の研究は、将

来中国でも盛んに行われるようになると考えられますので、しっかり研究してま

いりたいと思っております。

4.指導責任者の意見

C凶さんは本講座のES細胞研究の立ち上げより関わり、その基盤を我々ととも

に築いてきた研究者の一人です。卓抜したES細胞培養のテクニックを持ち、マウ

ス、サノレES細胞培養法を確立し、教室への技術継承を極めて速やかに行ってくれ

ました。本講座のES細胞研究のレベルはまさに彼女の情熱的な努力により高い状

態に維持されていると思います。

一方、本人自らは、 ES細胞のもっとも基本的な、そしてあまり注目されなかっ

た細胞表面の抗原表出を詳細に検討しました。その結果細胞サイクルとある表面抗

原表出がパラレルに連動することをつき止め、一般に信じられているES細胞のマ.

}カーが必ずしも適切でないことを明らかにしました。本講座の研究者の中でも、

研究への志向、テクニッ夕、まとめあげていく能力には図抜けてすばらしいものが

あります。さらに後輩に対する指導も的確で思いやりがあり、安心してまかせられ

ます。今回得た助成金により、さらに彼女の能力は引き出されました。深く感謝い

たします。 C姐さんはもうしばらく助手として本講座にとどまり、研究、大学院生

の指導に専念する予定です。 ~JA
指導責任者氏名グ~~JK~0玖

5.研究報告書

別紙f研究報告書の作成についてJに倣い、指定の用紙で作成して下さい.

研究発表または研究状況を記録した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、 Btf:t/2f学lß~1JI;，成正金JごJ:-!J旨を明記して下さい。
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脹性幹細胞(邸細胞)の細胞生物学解析

一一マウス ES細胞における細胞接着分子の3次元局在及び分化による初期的変化

A協加国 (要旨)

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者名

雀麗

中国承徳医学院組織目玉胎学講座

日本信州大学医学部組織発生学講座(旧

解剖学第一講座)

教授 佐々木克典

城倉浩平，荻原直子，岳鳳鳴，

大河内康光，麻沼和彦

Surface molecules play an impor旭川rolein a wide range of cellular functions. To develop an understanding of the 

role for cell adhesion-related molecules (CAMs) in undi偽rentiatedES cells， we examined the distribution of cell 

adhesion-related molecules (CAMs) among mouse ES倒 Is.We also observed the spatial distribution on cell 

surfaces before and du巾9di偽rentiation.Flow cytometry show凶 that51 % of the undi偽rentiated倒 Iswere 

positive for SSEA-1， while PECAM-1 and ICAM-1 were present on 75% and 81% ofthe undi符erentlatedES cells 

respectively. In cont悶st，98% of the cells were positive for CD9. The cell-cell heterogeneity of SSEA-1， PECAM-1 

and ICAM-1 among the undi偽 rentiated倒 Isin the ES colonies was evident by immunohistochemistry and 

immuno・SEM，supporting the flow cytometry findings. In ∞nt悶st，micros∞py showed that nearly all 
undi仔'erentiatedES cells strongly exp陪ssedCD9. SSEA-1 was locat剖 preferentiallyon the edge of low 

protube悶ncesand microvilli and formed clusters or linear arrays of 3-20 pa同icles.PECAM-1 and ICAM-1 were 

randomly localized on the free cell su巾 ces，whereas CD9 was preferentially 1∞alized on the microvilli or 
protuberances， especi剖Iyin the cell periphe叩・TheSSEA-1+宵百ctionof magnetic cell 50はing(MACS) formed 

undifferentiated∞刷協2days a伽rplating. Flow cytomet叩showedthat SSEA-1 negative cells emerged again 

in these colonies. Di仔'erentiationinduced by retinoic acid down-regulated the expression of 訓 CAMsmRNAs as 

determined by RT-PCR， and their reduction or disappearョn飽 wasalso evident 抑制owcytometry. Immuno-SEM 

showed decreases of SSEA-1 in the differentiated ES倒 Is，though鈎 meclustering still remained. Our findings 

help to elucidate the significance of these molecules in ES cell maintenance and di仔'erentiation，and suggest that 

cell sur抱偲antigensmay be useful for defining the phenotype of undi偽rentiatedand di宵erentiatedES cells. 

Key words: embryonic stem cells， SSEA-1， ceU adhesion-related molecules， immuno-SEM and TEM， flow 

cytometry 

Introduction (緒言}

Emb叩onicstem (ES)ωIIs are derived from the inner cell mass of blast∞:ysts也geearly emb叩osand have both 
pluripotency and capacity of self-renewal. Thus ES cells can serve as experimen旬1models for studying early 

embryo development and di仔erentiation，and may serve as sources for cell therapy of various tissues and organs. 

Mouse ES cells can be maintained in an undi仔erentiateds旬tefor long periods under given conditions and be 

induced to di宵'erentiatealong various pathways， depending on culture condition. A∞mmon feature of mouse ES 
cells following induction of differentiation is a change of cell colony morphology from dome-shape to monolaye仁

. This change in the cell-cell and cell-substratum interactions suggests that the expression of intercellular or 
celllext悶cellularmatrix adhesion molecules on these cells changes upon di仔'erentiation.
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Embryonic cell surface molecules have been viewed gene問lIyas lineage markers and regulato陪 ofcell-cell
interactions. Cell sur抱cecarbohydrates are implicated in a number of membrane・modulatedphenomena such as 

cell aggregation and adhesion. They play a role in the cellular interactions of the immune system and in normal 

cell inte悶ctionsduring the embryogenesis of pre-implan旬tionmouse emb叩os.Expression patterns of cell 

adhesion related molecules such as SSEA-1， ICAM-1， PECAM-1 and CD9 occur in undi仔'erentiatedand 

di偽rentiatedES倒 Is.

In the present study， we examined the sur抱ceultrastructure of mouse ES cells， and the spatial distribution of 

SSEA-1， ICAM-1， PECAM-1， and CD9 on the 倒 Is.In addition， we fuはherinvestigat，凶thechanges in the 

morphology and the expression of these CAMs upon the initiation of ESω11 differentiation. We report for the fi陪t

time the s問tialdistributlon and expression levels of the above molecules on mouse ES cells. 

Materlals and Methods (材料と方法)

Murine ES cellllnes and cell culture 

Five ka叩otypi悶lIynormal ES celllines were used in the study. They are ES celllines developed from 129/sv and 

DBA1 strain mice， ES celllines AB1 and AB2.2 and ES cellline ES-D3. They were cultured as described 

previously (Johku問 etal.， 2003) with LlF， and subcultured eve叩3days at a density of 2X1 04 cells/cm2 to maintain 

an undi符erentiatedphenotype. 

Alkaline phospha旬ses'旬Iningand immunofluorescence labeling 

For alkaline phospha旬sestaining ES関 IIswere incubatl凶 withNBT/BCIP solution. For immunofluorescence 

double-staining， the following primary antibodies were used: rat antl-mouse ICAM-1， PECAM-1 and CD9， and 

mouse monoclonal antibody SSEA-1 (lgM). Specimens were incubated with DAPI for nucleic acid s回in.

Double・labelingimmunoelectron mlcroscopy 

These∞nd antibody ∞吋ugatedwith 10 nm and 20 nm gold pa耐clesrespectivel民wereused to detected the 

distribution of CAMs and SSEA-1. 

Preparation for scanning electron microscopy 

The specimens were post-fixed with 1% OS04 for 4 h， dehydrated， and dried with the CO2・criticalpoint d叩ing

method，∞ated to 3 nm thickness with an osmium plasma coater， and observed with SEM with a backscatter 
electron (BSE) de胞cto仁

Preparation for transmisslon electron microscopy 

The cells on coverslips were post-fix，剖with1 % OS04 for 1 h， dehydrated， and embedded into epoxy resin with a 

s旬ndardmethod. Sections 1.5 m thick were s泊inedwith 0.1 % toluidine blue solution. Ultra-thin sections were 

stained with uranyl a回匂teand lead citrate solution， and observed with a TEM. 

RT-PCR analysis 

Total RNA was ex同 ctedfrom undi符erentiatedES倒 Isand from di偽rentiatedES cells at various s祖gesof

differentiation using TRlzo~ reagent. DNase-treated to泊1RNA was used to prepare the罰則-strandcDNA with 

SuperScript 11 (Invitrogen). cDNA samples were su町民:tedto PCR amplification with specific prime隠.

Magnetic cell sorting (MACS) separation 

SSEA-1 positive cells we陪 enrichedusing the magnetic倒 Isorling (MACS) system. The separated SSEA-1+ 

fraction was cultured at a density of 2X10" cells/cm2 on feeder layers in ES cultu陪 mediumwith LlF. 

円。Iwcytomet叩

Fluorescein i鈎 thi∞yanate(FITC)-c叫ugat凶 goatanti-mouse IgM (Chemi∞n， Temecula， CA) or 
PE・Cy5・∞吋ugatedgoat anti-rat IgG (Cederlane， Hornby， On旬同0，Canada) were used to ma欣，edSSEA-1 and 

CAMs， respectively. The s旬inedcells were analyzed on a FACS Calibur (Becton Dickinson). 

Results (結果)
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Characterizatlon of und附'erentlatedmouse ES cells 

df. 'it~弘.亀

戸きザミ

Figure 1 

Ho愉nanmodulation ∞nt悶stmicros∞pyshowed high， 
dome-shap凶 EScolonies (Fig. 1a). Within the colonies， 

the undifferentiated ES cells have indistinct margins and 

were positive for ALP and SSEA-1 (Fig.1 b， c). The 

undi宵er制 tiatedES cells typically had high 

nucleuslcytoplasm悶tios，prominent nucleoli， and were 

firmly and closely packed together in the colony (Fig. 1 d， 

e). Dividing 倒 Iswere present 12 h after plating (Fig. 2a)， and many al回 displayedfilopodia or lamellipodia. On 

Day 2 of culture， typical three-dimensional， tightly pac~凶 undi偽rentiatedcolonies were present (Fig. 2b). 

Cell adhesion-related molecules on ES cells 
-岨Iff官同tl.t.ES四 11・retlnoic艇1.1....

8SI論.1ーーーーー・
F匂U陪 3
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1CAM.1 
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1J1・M勾巾

Oct ... 

ES RA 

LlF+ LlF- 01 02 
Cell adhesion-related molecules that may be 

involved in the maintenance of undifferentiated ES cells 

wereas鵠邸側byflow 矧omet叩(Fig.3). Nearly all 

undi仔'erentiatedES cells， 98.5:f: 0.6 % (meanまSO)，

expressed high levels of CD9 antigen. The 

f1uorescence in胎nsityfor SSEA-1， PECAM-1 and 

P阿制加圃圃圃・，. . .. -置 ICAM-1 varied合'Omlow to high. PECAM-1 and ICAM-1 

Flgu陶 4 patterns of distribution we陪 similarto one another， I.e.， 

74.6:f: 1.4% and 80.7土2.0%of the undi偽陪ntiatedES cells expre弱 edthe 

respective molecules. In contrast， only 51.5土1.6%of the undifferentiated ES 

cells were positive for SSEA-1 (Flg. 3). Nearly all SSEA-1 positive偲 IIs

expressed PECAM-1， ICAM-1 and CD9. Following differentiation for 2 days， f10w cytometry showed that the 

expression level of SSEA-1 and ω11 adhesion-related molecules decreased or disappearl凶 (Fig.3). Fluorescence 

intensity was al鈎 generallyreduced when view凶 byCLSM (not shown).RT-PCR al釦∞州rmedthe synthesis in 

undi符eren伽ltedES cells of mRNA for PECAM-1， ICAM-1 and CD9 and the悶piddecline in the expression levels 

of CD9， ICAM-1 and PECAM-1 mRNAs during initial cell di符'erentiationin陪fe問nceto 13・actinexpression (Fig. 4). 
草
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F匂ure5

To further characterize SSEA-1 positive cells， we purified them from the 

undi偽 rentiatedES∞lonies using MACS. By f10w cytometry analysis， 
SSEA-1 positive cells were enriched to about 98% after MACS from 51% 

beforehand (Fig. 5a)， whereas the perlωn泊geof CD9 positive cells before 

and after so耐ngwas the same (not shown). Two days after plating， the 

morphology of colonies obtained from SSEA-1+ fraction was the same as that of standard undifferentiated culture 

(Fig. 5b inset). SSEA-1 negative cell population emerged again in undi宵'erentiatedES colonies derived from 

SSEA-1+ fraction (Fig. 5b). 

Spatlallocalization of cell adhesion-related molecules on the und前'erentiatedES cells 

When viewed by confocallaser釦anningmicros∞py (CLSM)， antibodies to SSEA-1， C09， ICAM-1 and PECAM-1 
were localized at the contact r，勾ionsof undi偽rentiatedES cells as well as on the free sur幅ces(not shown)， 

though the fluorescence intensity varied greatly fromω11 to cell. Cells s個inedfor both C09 and SSEA-1 showed 

that most were CD9・pos耐ve，but some of the same cells were SSEA-1 positive while others were SSEA-1 

n句ative，∞nsistentwith the results from f10w cytometry. SSEA-1 exhibited dot-like appearan関 onthe surfaces of 
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Figure 6 

expres鵠 dduring initial di偽rentiatedES cells. 

Discussion (考察)

ES cells. 

ImmuncトSEMand TEM show凶 thatCD9was

preferentially localized at cell boundaries， where the gold 

particles were mainly restricted to the microvilli or low 

protuberances and often formed clusters (Fig. 6a， b). In 

contrast， the gold pa同iclesfor PECAM-1 and ICAM-1 

were randomly distributed on the cell什'eesurface (Fig. 

6c， d， e， f). In the undifferentiated ES cells， the 

distribution of SSEA-1 varied greatly from cell to cell (Fig. 

6d). On SSEA-1 positiveωIIs， the 10・nmgold岡山les

werel∞ated preferentially on the edge of low 
protuberances and microvilli， forming clusters ranging 

from 3・20particles or in linear arrays (Fig. 6c， d， e，句.

s1・integrinwas also highly expressed in the 

undifferentiated ES飽 IIsand did not signi質問ntlychange

throughout the time ∞urse ofin民ialdi偽 rentiation.Oct-4，
a marker of undifferentiated ES cells， was also 

In this study we have demonstrated the intercellular heterogeneity of SSEA-1， ICAM-1 and PECAM-1 distribution 

and ubiquitous expression of CD9 in the undi偽rentiatedmouse ES cells. The range of SSEA-1， ICAM-1 and 

PECAM-1 expression varied from low to high levels. Based on these observations， we hypothesize that SSEA-1 is 

involved in the formation of multilayered and tightly com問ctedcolonies of mouse ES cells through highly specific 

Lex_Lex interaction. 

Despite肋ediscemible expression of ICAM-1， ligands for this mol民 ule，i.e.， LFA・1and Mac-1， were not 

present in the ES cells (官anet al.， 1997). Thus the function of this molecule in the mouse ES cells remains unclear. 

Distribution of PECAM-1 in cell boundaries suggests that PECAM-1 may play a role in ES cell aggregation via its 

homophilic adhesion. SEM showed random distribution of PECAM-1 on the free sur白隠ofES cells， but its 

accumulation at the cel同ellborders could not be verified because they are inac関 ssibleto observation by 

immuno・SEM.The random distribution of PECAM-1 observed by immuno-SEM may reflect the diffusion of 

mo恰culesnot involved in homophilic binding. 

Because most undi偽rentiatedES cells are positive for CD9， and It quickly disappeared following in比ial

di符erentiation，CD9 may be a more suitable for marker of undifferentiated ES cells than SSEA-1. CD9 is a cell 

adhesion-related molecule and may play a role in cell-ext問cellularmatrix or cell-cell interactions as a cofactor of 
integrin. The preferentiallocalization of CD9 on microvilli and protrusions of the cellular periphe叩suggestthat it is 

associat剖 withat泊chmentof叫 acentcells. It may also regulate cytoskele凶 organization，thus a仔ectingthe 

cell-ECM or cell-cell interactions. 
The association of cell surfaces containing microdomains of adhesion molecules plays an impor泊ntrole in the 

three-dimensional cell-偲 11interaclions that affect differentiation of ES cells. The da旬presentedhere allow us t。
further unders旬ndthe roles of these cell adhesion-related molecules in cell-cell inte問ctionsand in self-renewal of 
ES cells. In addition， the present study indicates that these antigens may be used as markers of cell status to test 

the phenotypic stability of long-term ES cell cultures. Simultaneous use of immunoreactivity for multiple surface 

antigens will assist in the identification of positive or negative selection of target cells derived from ES cells. 
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Semapho1'ins， o1'iginally identified as axon guidance facto1's in the nervous system， play integral 1'oles 

in o1'ganogenesis. He1'e， we demonstrate a critical involvement of Sema6D in ca1'diac morphogenesis. 

Ectopic expression of Sema6D or RNA interference against Sema6D induces expansion or narrowing of 

the ventricular chamber， respectively， during chick embryonic development. Sema6D also exe巾

1'egion-specific activities on ca1'diac explants: a migration-p1'omoting activity on outgrowing cells from 

the conotruncal segment and a mig1'ation-inhibitOlγactivity on those fi'om the vent1'icle. Plexin-A 1 

mediates these activities as the m吋01'Sema6D-binding recepto1'. Plexin-Al fo1'ms a receptor complex 

with vascular endothelial growth factor receptor type 2 in the conotruncal segment or with Off-track in 

the ventricle segment; these complexes are responsible for the effects of Sema6D on the respective 

1'egions. Thus， the differential association of Plexin-AI with additional 1'eceptor components entitles 

Sema6D to exeはdistinctbiological activities at adjacent regions. This is crucial for complex cardiac 

morphogenesis. 

Key Words Sema6D， plexinAI， OTK， VEGFR2， Cardiac morphogenesis 

緒言

The semaphorin fam i1y of proteins is charactel包edby a phylogenetically conserved “sema domain" 

in the extracellular region. Based on additional structural features， such as the presence or absence of 

transmembrane domains， Ig-Iike domains， thrombospondin repeats， and glycophosphatidylinositol 

Iinkage sites， the family has been subdivided into eight groups， which also include virally derived proteins. 

Sel11aphorins were originally identified as axon guidance factor in the nervous system， including 

fasciculation， axon branching and target selection. Increasing evidence indicates that semaphorines play 

developmental and regulatory roles in organogenesis outside ofthe nervous system， such as angiogenesis， 

tumor growth and metastasis， and immune response. In this study， we isolated a class VI semaphorin， 
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Sema6D， from the mouse heart and assessed the role of Sema6D in organogenesis， utilizing the whole 

chick embryo culture system. Ectopic expression of Sema6D as well as RNA interference (RNAi) against 

Sema6D induced malformations in cardiac tube. FUlthermore， Sema6D was found to patticipate in 

cardiac morphogenesis by exerting distinct biological activities through its receptor， Plexin-AI， that 

formed receptor complexes with OTK and vascular endothelial growth factor receptor type 2 (VEGFR2) 

in adjacent regions ofthe cardiac tube. 

対象と方法:

1. Chicken emb1)10 cultul'es. Fertilized chicken eggs were incubated at 380C in high hmnidity. Embryos， 

staged according to the Hamburger and Hamilton method， were removed from eggs and placed 

ventral side up in culture dishes. 

2. Construction 01 cDNAs. To isolate mouse cDNAs encoding semaphorin and plexins from total 

mouse heatt cDNAs， we used a R:下PCRmethod using degenerative oligonucleotide primers. 

3. 1n situ hybridizati011. Chick and mouse embryos at the desired stages were fixed and then hybridized 

with DlG-labeled antisense RNA probes. The cDNA sequences ofcSema6D， cPlexin-AI， VMHCI， 

AMHC1， Sema6D， and Plexin-Al were used to transcribe cRNAs for in situ hybridization probes. 

4. Gain 01βII1ction 仰の，01 Seam6D. con甘0101' sema6D-expressing cells were implanted into HH 
stage 4 chick embryos. These embryos were allowed to develop up to HHstage32. Ectopic 

expression of Sema6D resulted in abnormal cardiac tube formation， an expansion ofthe ventricle. 

5. Loss ollunction assay 01 Seam6D. siRNAs for control， chick Sema6D and chick Plexin-Al were 

chemical1y synthesized， then electroporated into precardiac mesoderm of HHstage7 chick embtγo. 

Knockdown ofthe Sema6D and PlexinAl reduced cardiac ventricle size， the narrowing ofventricle. 

6. 1dentグication01 I'ec伊tor101' Sema6D. RT-PCR identified Plexin-AI， Plexin-A2， Plexin-A4， 

Plexin-Bl and NPI mRNAs from mouse heatt mRNAs. HEK293 cells were transfected with these 

DNAs and then incubated with alkaline phosphatase (AP)おsedtruncated Sema6D-Fc domain. 

AP-Sema6D-Fc specifical1y bound to Plexin-A 1 indicating that Plexin-A 1 is the m吋orreceptor for 

-Sema6D. 

7. Collagen gel cultul'e assのザcardiacexplants. The conotruncal (CT) segment and the ventricIe of 

the heart from HH stage 14 chick embryos were dissected and placed onto col1agen gels next to the 

transfectants that secreted sema6D. The outgrowths of the CT segment and the ventricle were 

measured. Sema6D enhanced the outgrowth合omCT segment， but decreased that合omventricle 

segment.. 

8. 1dentificatiol1 01 co-receptorlor plexinA 1. R:下PCRindentified unique expression ofVEGFR2 in CT 

segment， and Off-track in ventricle. RNAi against VEGFR2 and off-track inhibited sema6D effect 

on outgrowth fr0111 CT segment and ventricIe explant， respectively. 
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結果:

1. Sema6D mRNA is expressed in the developing neural and cardiac tubes. 

2. Ectopic expression of Sema6D and RNAi against cSema6D result in abnormal cardiac tube 

formation. 

3. Sema6D induces distinct effects on the outgrowth合omexplants of diffヒrentregionsof cardiac tube. 

4. Plexin-A 1 binds to Sema6D and its mRNA is expressed in the developing neural and cardiac tubes 

and mediates the effect of Sema6D on chick embrγo. 

5. Truncated Plexin-A 1 and RNAi against cPlexin-A 1 block the effect of Sema6D on cardiac explants. 

6. Plexin-A 1 interacts with OTK and VEGFR2. 

7. Differential association of Plexin・Alwith OTK and VEGFR2 conveys the ，opposite effects of 

Sema6D on ventricle and CT segment. 

考察:

Sema6D exel1s region-specific activities on cardiac explants: a migration-promoting activity on 

outgrowing cells from the CT segment and a migration-inhibitory activity on those fi.om the ventricle. 

Plexin-A 1 mediates these activities as the major Sema6D・bindingreceptor. Plexin-Al is associated with 

VEGFR2 in the CT segment and off-track in the ventricJe explant. These receptor complexes determine 

the regional specific effect on cardiac morphogenesis by Sema6D. Thus， our findings p問sentthe clear 

evidence that the semaphorin system is critical in cardiac morphogenesis by regulating cell migration. 

Furthermore， the finding that the region-specific association of its canonical receptor with various 

receptor-type tyrosine kinases determines pleiotropic activities of Sema6D provides a new insight into the 

1110lecular basis of semaphorin signals. 
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ω県悪感恩曲成事業
2003年度目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

2004年 3 月 1日

財団法人日中医学協会
理事長殿

研究者氏名 賀楠 E;iiiム
所属機関名北海道大学大学院医学研究科循環病態内科学

指導責任者氏名北畠顕

職 名教授

所在地〒 60・8638 札幌市北区北 15条西7丁目

電話 011-7066973 内線

1 .研究テーマ

細胞接着分子による心筋構造の制御に関する研究

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等における発表 有 ・ 無 (学会名・演題)

1. International Symposium: Cardiomyopathy and Heart Failure ・Osteopontinis Essential for Cardiac 

Fibrosis and Remodeling in Angiotensin I1-Induced Cardiac Hypertrophy 

2.第7回日本心不全学会学術総会・ Oste叩ontinis Essential for Cardiac Fibrosis and Remodeling 

in Angiotensin I1-Induced白rdiacHypertrophy 

3.第7回日本心血管内分泌代謝学会学術総会・ Osteopontinis Essential for Cardiac Fibrosis and 

Remodeling in Angiotensin ll-Induced Cardiac Hypertrophy 

(2)学会誌等に発表した論文 有 ・ 無 (雑誌名・論文名)

- 120 -



3.今後の研究計画

細胞は、細胞外マトリックスと接着し、マトリックス空間を移動し、自らの増殖や分化を

能動的に制御すると考えられている。細胞の増殖分化や恒常性維持に不可欠な細胞接着は、

いくつかのレセプター・ファミリーによって、巧妙に調節されている。中でも、細胞と細

胞、細胞と細胞外マトリックス双方の接着にインテグリンとオステオポンチンが重要であ

ることが示されている。一方、不全心筋では、心筋梗塞、心肥大、拡張型心筋症など原因

となる疾愚に関わらず、心筋リモデリングと呼ばれる機能的、構造的変化が起きる。再構

築した心筋では、心筋細胞数が減少し、残存した心筋細胞への負荷が増えるため、心筋細

胞は肥大し、細胞間結合が緩む。また、線維芽細胞増殖及び、細胞外マトリックス増加に

より、線維化が進展する。この過程に、アンジオテンシンH、エンドセリンや各種サイト

カインが関わることが知られている。心肥大・線維化において、レニンーアンジオテンシ

ン系がオステオポンチンとインテグリンの発現修飾の関与をあきらかにする必要がある。

これから、オステオポンチン遺伝子欠損マウスを用い、液性因子による心筋細胞肥大・線

維化モデノレを作成し、野生型マウスと比較し、インテグリンとオステオポンチンの関係を

明らかにする。

4.指導責任者の意見-

買楠君は、平成12年4月から当循環病態内科学分野の大学院生として在籍し、細胞接着

分子による心筋構造の制御に関する研究に励んでいます。線維化の形成におけるオステオ

ポンチンの役割を検討し、日本心不全学会学術総会などの三つの会議において研究の結果

を発表しました。これから、論文を作成し、投稿する予定です。将来に彼が日本に留学の

経験を生かして、日中医学の交流を深めていくことを期待できると思っています。今後と

も、ご支援の程よろしくお願いいたします。

指導責任者氏名

5.研究報告書

別紙f研究報告書の作成についてjに倣い、指定の用紙で作成して下さい。

研究発表または研究状況を記録した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、 B1fra学tsfNJfJ.成金Jごctd旨を明記して下さい。
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ADSTRACT 

一日中医学協会助成事業ー

アンジオテンシン11による心肥大において

オステオポンチンは心臓の線維化と再構築に重要である

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

買楠

ハノレピン医科大学付属病院内科

北海道大学医学部循環病態内科学

教授北畠顕

岡本洋，松井裕

Obj回tive:Osteopontin (OPN) is問portedto be up-regulated in several ex戸出nentalmodels of cardiac fibrosis and 

remodeling however， its direct effects on those still remained unclear. In也.epresent sωdy， weex間山.edthe hypothesis首1at

OPN is important品，rthe development of cardiac fibrosis and remodeling in AII infusion model， using OPN deficient mi回

(OP..f) Moreover， we ex四血edwhether the e町田tof Eplerenone但p)，a novel aldostero田町田p伽 blocker，on the 

prevention of cardiac fibrosis andlor remodeling w;出 mediatedthrough the inhibition ofOPN. 

Methods and Results: WT or OP..f-mice (OP..f-/AII) were悦 atedwi也AII，泊品田datarate2μ，g/kg加infor 4 weeks. WT 

mi旬開ceivedAII were also divided into two groups， control group (WT/AII) and Ep悦 a回 entgroup (WT/AIIAp). While 

AII significantly elevated blood pres叩m但P)泊WTmice， BPs in OP..f.・lAII剖 dWT/AIIlEp mice were significantly lower 

than白紙面 WT/AIImi田.AII伺出edboth cardiac hypertrophy that w錨 reflectedby the i即時aseof the left 

ven凶c叫arゐ吋ywei酔tratios，也emyoc拘 ar伺5，and the cardi邸 ANFmRNA expression， and cardiac fibrosis that w錨

reflected by the incre邸eof the periv;鎚C叫arfibrotic are鎚 andthe cardiac collagen 1 mRNA in WT mi回.Ep and chronic 

d叩letionof OPN equally ameliorated the development of cardiac fibrosis， while only Ep abolished the development of 

cardiac hypertrophy. Interestingly， despite the reduced fibrosis， c町diacsystolic function w描 significantlydeteriorated in 

OP..f-/AII mice by AII in釦sion.

Conclusions:百1e回路sultssuggest白紙 OPNhas a pivotal role in the development of AII induced cardiac fibrosis and 

remodeling. Moreover， the effect of Ep on也.eprevention of not cardiac hyper回 phybut cardiac fibrosis might be partially 

mediated白roughthe inhibition ofOPN. 

Key Words OPN，伺rdiacfibrosis， hypertrophy， remodeling， AII， aldosterone rec叩，torblωker

聞 TRODUCTION

Ost回 pont泊 (OP'悶 isa recently discovered mediator of the profibrotic effects of AII. S Although街宣tisolated from 

mineralized bone ma凶x，OPN has since been shown to be synthesized by several cell types， including cardiac myocytes， 

microvascular endothelial ce11s， and fibroblasts.6 OPN ap戸釘scapable of mediating diverse biological functions， including 

ce11 adhesion， chemo旬xis，and signaling.7 OPN has also been shown to interact wi也fibronectinand co11agen， suggesting its 

possible role in matrix organization and/or託ability.8AII strongly upregulates the expression of OPN in rat and huntan 

Cぽdiacfibrobl回ts.S，9 Monoclonal antibody directed a炉問tOPN completely blocked the mitogenic effect of AII on 

cul加redrat cardiac fibroblasts.S Recentl~ん the expression of OPN in he制 W槌 reportedto incre部ecoincidently叫.th也e

development of heart failure.10 Moreove巳recentreport demons回，ted伽 tmyocardial infarction caused exaggerated left 

ven凶c叫釘dilationand reduced co11agen deposition in OPN deficient mi田.These res'叫.tssuggest伽 tOPNh槌 apivo旬l

role in the回rdiacfibrosis and cardiac remodeling. 
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島IATERIALSAND METHODS 

Mice百lecreation of the OPN deficient mouse (OP勺usedin也is蜘 dyhas been described previously. Eight-week-old 

male OPN KO (n=20) after 8 backcrosses to C57BU6 and age-matched C57BU6 male WT (n=50) mice were used. Mice 

were housed under climate-controlled conditions with a 12・hourligbtldark cycle and were provided wi血錦血血rdおodand

water ad libitunl. All protωols were approved by 1ωal institutional guidelines. Chronic A伽li凶s回tionof Pressor Dose of 

AII An osmotic minipump (modeI2004， A1za Corp) w倍加plantedsubcutaneously into each mice. Pressor doses of AII (2 

μglkglmin) and剖 inewere administered for 4 w田:ks.WT and OP.f. mice (group OP勺'AII)were悦 atedwith AII. WT mice 

r田 eivedAII were also divided into two groups， control group (group WT/AII) and Ep trea加 entgroup (group WT/AIIlEp). 

Ep trea回 entw，田 done腿 previouslydescribed. Briefly， mi印 receivedrodent chow containing 0.32% Na + and 0.83% K+ 

(No. 7012， Harland Teklad)， and Ep w，槌 administeredby chow supplemented叫thEp at 2 mglg侭e回 archDiets). 

Echocardiographic Analysis Transthoracic echocardiography w田 perゐrmedat the end of the s加dy田ingan EUB 8∞o 
田hωardio伊 phicins加lIDent(Hitachi-Medico， Tokyo， Japan) wi也側originallydeveloped 10・MHzima副時国nsdu町

田 describedpreviously. Mice were anes也e也edwi白戸ntobarbi蜘 .te(70mglkg IP). After a g∞d-quality two-d加ensional

加.agew邸 obtained，M-mode加agesof the left ventricle were r田orded.In回ven凶c叫arsep加m也ickness，end-diastolic 

leftven凶cularintemal diameter (EDD)， end-systolic le食ven凶c叫ar泊temaldi釦 leter但SD)，and left ver市icularposterior 

wall也icknesswere m伺 sured.All me田町'ementswere戸市nnedby use of the leading edge-to-leading edge convention 

adopted by the American Society of Echocardiography. Percent企actiona1shortening (%FS) w錨 calculated

邸 %FS=[(EDD・ESD)厄DD]xl00to est凶atethe回rdiacsy，錦olicfunction. Isovolumic relaxation time (IRηw錨 m伺 sured

to estimate the伺rdiacdiastolic伽lction.IRT w，部∞rrectedby each RR interval timeωcompensate for也.eHR variance. 

RT-PCR Ana1ysis To凶 RNAisolated from left ventricular myocardium w，郡山edfor first-s回 ndcDNA syn也esis.The 

reverse伽lSCription-polymerasech即時制on(R'f.・PCR)wi血 selectedprimers Wi錨 U時dfor amplification of ANF， 

∞llagen-I (Col・1)，OPN， and GAPDH mRNA. ANF P由nersused were 5'-CTCTGAGAGACGGCAGTGC下3'(forw.釘d)
and 5'-ACGGAGAGGGTGAGACGTAT-3' (reverse). Col-I primers used were 

5'-AAACCCGAGGTATGCTTGATCTGTA・3'(品rward)and 5'・GTCCCTCGACTCCTACATCTTCTGA・3・(reverse).OPN
primers used were 5'-ATGAGATTGGCAGTGATTTGCTI・3' (おrward) 阻d

5'-TIAGTTGACCTCAGAAGATGCACTC'f.・3' (reverse). GAPDH primers used were 

5'-ATGTTCCAGTATGACTCCACTCACG・3'(forw紅d)佃 d5'・GAAGACACCAGTAGACTCCACGACA・3'(reverse). 

ANF， Col-l， and OPN sequences were ampl出edin a thennal cyclerσerkin-Elmer) for op由nalcycles. The quality of RNA 

preparation and cDNA synthesis was verified by ampliちringDNA∞dingGAPDH， a housekeepingprotein， under the回me
∞，nditions. RT-PCR products were vis田 lizedon 2% agaro田 gelswi由 ethidiumbromide. Si伊alswere digitized and 

evaluated with an optical 田anner(G'下9500，Seiko) with density measured with也euse of an NIH加ageprogram面白e

public domain (Research Services Branch， NIH). 

RESULTS 

h也isstudy， we demons回:ted白紙:

1.Adminis回tionof AII induced the development ofhypertension， cardiac hypertropl恥 andcardiac fibrosis in WT mice. 

2. Chronic loss of OPN by gene加getingabolished the development of not cardiac hyper住ophybut cardiac fibrosis in mi∞ 

with AII-induced hypertension 

3. On the other hand， Ep abolished the development of both cardiac hypertrophy and cardiac fibrosis in mice叫也

AII-induced hypertension. 
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4. When cardiac白nctionWi錨 measuredby echocardiogmphy， WT miωdeveloped prom泊.entconcen凶ccardiac 

hyperttophy and diastolic dys釦nctionbut not systolic dysfunction after AII in白sion.Ep inhibited the progression of加也

concentric cardiac hyper回phyand diastolic dysfunction. However， chronic loss of OPN by gene targeting 1悶dsto 

si胆ificantsystolic dysfunction after AII泊白sion.

百le回路S叫tssuggest that OPN h田 apivo凶 rolein the development of AII induced cardiac fibrosis and remodeling. 

Moreoveζthe effect of Ep on the prevention of not cardiac hyper位。phybut fibrosis might p釘tiallybe mediated through the 

i凶姐bitionofOPN. 

DISCUSSION 

OPN and Cardiac Fibrosis Increasing evidences suggested白紙 OPNhas a pivotaI role in the progression of伺rdiac

fibrosis. First， it had been reported that AII upregulates expression of OPN mRNA in cardiac fibroblasts and that 

monoclonal antibody directed against OPN completely blocks the mitogenic effect of AII on cultured rat cardiac fibroblasts， 

and blωks AII induction of c紅diacfibroblast collagen gel∞n回 ction.S These findings sugg凶 OPNmaybean加po氏側

mediator of AII indu田d伺rdiacfibrosis. Moreover， it had been reported也atthe collagen accumulation in heart after AMI 

W邸 markedlydecreased in OPN deficient mi関田comparedwith that in WT mi田.OPN has also been shown to interact 

wi泊1fibron白血 and∞11昭en，suggesting its possible role加 matrixorganization and/or蜘 Ibilityin other model.百le田
results were consistent wi血 ourresults that也echro凶cdepletion of OPN by gene飽唱.etingmarkedly prevented也e

progr回sionofωrdiac戸市出C凶ar直brosisby AII in白sion.Furthermore，some reports demonstrated the underlying 

m田h自由mby which OPN regulate血.emyocardial fibrosis. In cardiac fibroblast model， it had been reported that 

monoclonal antibody ag血副島integrinblocked both AII and OPN-induced collagen gel contmction， suggesting that OPN 

acts via an integrin-dependent pathway. S More recently， it had been reported白紙OPNregulate the collagen accumulation 

by modulating IL-1s-stimulated increases in MMP，・2and・9activity via tlte PKC-zeta.百E凶， itWi槌 conceivabletltat OPN 

regulate tlte myocardial fibrosis in AII induced cardiac remodeling tltrough the involvement of integrin， IL・1s，and MMPs. 

OPN and Cardiac Hyper凶，phyRecent repo由 alsoshowed that the expression of OPN泊he制 W出 elevated泊LVHand

LV failure.1O G叩fet al. demons回tedthat the expression of OPN w槌 upregulatedwith tlte development of LVH and白紙

白e伺rdiomy，ωytew錨 amajor source of OPN expression in the heart.18 On the other hand， 8ingh et al. reported that the 

expressionofOPN in LVH heぽtWi邸 markedlyincreased only with h伺rtfailure and白紙amajorsour回 ofOPN expression 

W田 nonmyocytesin the interstitium and periv部 C叫ars戸.ce.10A possible explanation for differences in find泊gsbetween 

the田 reportsmay田lateω也emarkedly different time periods studied. Taken toge血er，it seems r伺却nableto think血at

OPN have a pivo凶 role泊也epr，ωess of development of cardiac hypertrophy and/or subsequent remodeling. Moreover， 

the田 resultssuggest也atthe回国'ceof OPN may be my'ωyt，田earlyinLV hyper加，phybut shifts to interstitial cells in late 

hyper加'phywith tlte development ofheart 制加沼.However， it is not known whether the elevated OPN expression is a 

ca田eor result of cardiac hype市ophyand/or subsequent remodeling. In出iss旬d払weclearly demons回ted也atthe chronic 

depletion of OPN by gene加getingdid not inhibit but rather progress cardiac hypertrophy in some parameter， and 

deteriorated cardiac systolic function by AII infusion.百随時resultssuggested也atOPN may have an加po巾ntrole in not 

preventing cardiac hypertrophy but compensating AII induced cardiac hypertrophy組 dremodeling. 

OPN佃 dCardiac Remodeling and Underlying Mechanism The precise mechanism by which OPN deficiency affects the 

cardiac remodeling after AII加白sionWi踊 notknown.、However，we have回mespeculations to explain it. Cardiac 

問modelinginvolves the production and destruction of extracellular matrix proteins， cell proliferation and migration， and 

apoptotic and necrotic cel1 d伺也Cardiacfibroblasts釘'ecrucially involved in these processes， producing grow也factorsand 

cytokines that act回 autoc出leand pamcrlne factors，部well田 ex仕acellul釘 matrixproteins and proteinases. Moreover， the 
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interactions between cardiac fibrobl部tsand cardiomy'ωytes 脱出oughtto be essential for the progression of cardiac 

remodeling. 
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1 .研究テーマ

血管平滑筋の酸素による収縮弛緩機序

2.本年度の冊究業績

(1)学会・研究会等における発表 @ ・ 無 (学会名・演題}
1 ) American Heart Association Scientific Sessioos 2003， 

November9-12，2003，0rl制00，Florida 

Oecreases in intcaceltular H202 cause contraction of tt砲伺b制tductus arterl泊制so

2)第68回日本循環器学会

Oxygen causes contraction of the ductus arteriosus by d倒 ea鍋 9intrace41i蜘 rH202 

generation. 

(2)学会誌等に発表した論文 有 ・⑧ (雑誌名・論文名}
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3.今後の研究計画

本研究では酸素による動脈管収縮の機序を調べた.今後はさらに研究を発展させ、肺動脈や動

脈管に存在する酸素感受性カリウムチャンネルのクローニングを行い、その遺伝子発現や、分

子生物学的な特徴を明らかにする予定である.またそのカリウムチャンネルの酸素への感受性

をアフリカツメガエル卵母細胞を用いて電気生理学的に調べる予定である.

4.指導責任者の意見

呉桂栄は、未熟な血管、ことに動脈管の平滑筋や内皮細胞の機能の研究を行ってきた.特に、

平滑筋細胞が酸素を感受する機構についての研究を行ってきた.研究態度も真面目で、日夜、

寸暇を惜しんで研究を行った.本研究は日本国内はもちろん世界的にもすぐれた独創的な研究

となった.特に、アメリカ心憶病学会の発表論文に採択され、発表し、高い評価を得た.臨床

的にも重要な研究であるので、今後ますます研究を発展させていって欲しい.

指導責任者氏名

5..研究報告書

別紙「研究報告書の作成についてJに倣い、指定の用紙で作成して下さい.

研究発表または研究状況を記録した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'PfE学厳重-JJlJnt1合JごJ: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ー

血管平滑筋の酸素による収縮弛緩機序

-特に動脈管の収縮弛緩におけるカリウムチャンネルの役割ー

研究者氏名 呉控栄

中国所属機関 首都医科大学付属北京心臓血管中心安貞医院

日本研究期関 東京女子医科大学

指導責任者 助教授中西敏雄

Abstract 

百leductus arteriosus (DA) constricts after birth when blood 02 lebels increase in mature 

newborns. Its mechanism is unknown. AB an 02 sensor of DA， 02-sensitive Kvand KAτp 

have been implicated.τ"he purpose of the present study w部 toinvestigate the role of 02-

sensitive Kv and KATP in the contraction of the smooth muscle cells of the DA. DA w白

isolated from the fetal rat at 19 or 21 days of gestation (term: 22 days). The force of isometric 

contraction of intact rings w，出 measured. Kv and KAτ'P currents were measured using 

single smooth muscle cells and patch clamp techniques. The vessel contraction and K 

currents were measured by changing solution from an anoxic (P02 35 mmHg) to an 

O羽rgenatedsolution (P02 150 mmHg) or to a solution containing Kv channel inhibitor 4-

aminopyridine (仏P，5mM)， KAτP channel opener pinacidil (300uM)， or the KATP blocker 

gIybenclamide (Glyb， 4 uM). In the DA， 02， 4AP， and Glyb caused significant contraction in 

the mature (21 day) fetus. In the DA of the premature (19 day) fetus， 02 and Glyb did not 

induce significant contraction and only 4AP caused contraction. KA1P， which was activated 

by pinacidil and inhibited by Glyb， was detected in the DA. KATP w出 presentin the DA of 

mature fetus and the value w部 greaterthan in the DA of premature fetus. The data suggest 

that 1) In the DA， both 02-sensitive K channeIs， which close with 02，釦dKA1P紅e

underdeveloped in the premature fetus， 2) in addition to 02-sensitive Kv， KAτPmayalsobe 

impor泊nt出釦02-sensorin the DA. 

Key Words Ductus arteriosus， K channel，α。rgen，Ductal contraction 

Introduction: 

The ductus arteriosus (DA) normally closes after birth. The rise in arterial P02 that occurs 

after birth following initiation of respiration is impor胞ntin causing ductal constriction. 

。cygenhas been shown to cause ductal constriction in the isolated ductal preparation. The 
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mechanisms of the 02-induced ductal constriction remain unclear. We showed previously 

that glybencIamide，釦 inhibitorof the ATPーdependentK ch印刷 (KATP)， caused ducta1 

contraction and that cromakalim， an opener of KATP， antagonized the 02-induced ducta1 

contraction (1). We hypothesized that O2 rnight close the KATP' resuIting in the membrane 

depolariza.tion. Tristani-Firouzi et al ( 2 )， however， showed that there wぉ avoltage-

dependent K channel in the DA， which closed with O2， and they hypothesized that the 

voltage-dependent K channel might be an O2 sensor. Physiological importance of ATP-

sensitive K channel ( KATP) and voltage-dependent K channel (Kv) in the constriction of the 

ductus arteriosus (DA) remains unclear. In the present study， we investigated developmental 

changes in KATP in smooth muscle cells of the DA in the rat fetus. 

Materials and methods: 

Experiments were performed using rat fetuses at either 19 or 21 days of gestation. 

Contractile force of the DA w出低amined，as described previously (3， 4). Voltage-c1amp 

包甲erimentswere performed in the whole-cell configuration of the patch-clamp techniques 

using freshly isolated single cells. The pipette (internal) solution contained (in mM) KCl 20， 

KOH 120， MgCl2 2， EGTA 10， HEPES 5， Mg-ATP 1， andぉpartate60 (PH 7.4).甘leholding 

potential w出 setto -70 mV and K cuπents were evoked either by a series of voltage steps 

ranging from -80 to +60 mV with a duration of 200 ms at a rate of 0.1出 orby a ramp pulse 

from -120 mV to 60 mV with a duration of 225 ms. K currents activated by 1-10 mM 

pinacidil， an opener of KATP channels， and that inhibited by 4 mM glybenc1amide were 

considered to be KATP currents (5). 

Results: 

Membrane depolarization caused by high KCl induced ductal contraction in all age groups 

studied. In the 21-day fetuses， 02 did cause contraction and increぉesin [Ca]i. In the 19-

day fetus， however， 02 did not cause significant contraction nor changes in [Ca]i・Thesedata

suggested that in the premature fetus， the contractile system， including membrane 

depol訂 ization，[Ca]i increase and its activation of contractile proteins， is already functioning， 

but the 02-sensing mechanism is underdeveloped. We then investigated developmental 

changes in KATP in smooth muscle cells of the DA in the rat fetus. Glybenclamide caused 

significant contraction in the DA of the 21-day fetal rat， but not in the 19-day fetus. 

Glybenclamide significantly decreased the membrane potential by 33 m V in the fetus at 21 

days of gestation and the decrease was greater than in the fetus at 19 days of gestation (by 8 

mV). Voltage-c1amp experiments were performed in the whole-cell configuration of the 
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patch-clarnp techniques. Pinacidil，釦 openerof KATP channels， and glybenclamide， an 

inhibitor of KATP channels， were used to detect KATP currents. K currents activated by 10 uM 

pinacidil in the fetus at 21 days of gestation was significantly greater than in the fetus at 19 

days of gestation. The glybenclamide-inhibited K current density after activation by 10 uM 

pinacidil was similar to the pinacidil-activated K current. The glybenclarnide-inhibited K 

current density w，部significantlygreater in the fetus at 21 days than in the fetus at 19 days 

of gestation.τ'hese data support the hypothesis that KATP is one of the O2 sensors in the DA 

and that 02-induced contraction of the DA may not occur because KATP is underdeveloped in 

the premature fetus. 

We next studied voltage-gated， 02-sensitive K channels (Kv) in the DA. 4-aminopyridine 

(4AP)， a blocker of Kv， caused ductal contraction both in the 19-day and 21-day fetus. 

Under hypoxic conditions (P02 35 mmHg)， K cu町entssensitive to 4-AP were present both 

in the 19-day and 21-day fetus. 

In the PA， Kv 1.2， Kv1.5， Kv2.1， and/or KV3.1 may open with 02. Beta-subunits may 

modulate gating properties of the alpha-subunits. The DA and the main pulmonary artery 

were isolated from the fetal rat at 21-day of gestation.町lRNAlevels of Kv a1pha-subunits 

(Kv1.2， Kv1.5， Kv2.1， Kv9.3) and beta-subunits (Kvbeta1.1 ， Kvbeta2， Kvbeta3) were 

estimated using RT-PCR. No significant di百erencesin the levels of rnRNA of Kv 1.2， 1.3， 1.5 

and 2.1， nor in the levels of beta-subunits among DA and PA were observed. 

Discussion: 

The present study showed that KATP w出 underdevelopedin the DA of the premature fetus. 

The data support the hypothesis that KATP is one of the O2 sensors in the DA and that O2-

induced contraction of the DA may not occur because KATP is underdeveloped in the 

premature fetus. In the DA， KATP is an impor也nt02 sensor in the DA. Kv is present in the 

DA. Although alpha and beta units of Kv specifically臼中ressedin the DA have not been 

detected， Kv may be a1so important for ductal contraction. 
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1 .研究テーマ

肺癌患者末梢血液リンパ球におけるチトクローム系代謝酵素mRNA発現量の解析

2.本年度の研究業績
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第44回日本肺癌学会総会

肺癌患者末梢血液リンパ球におけるチトクローム系代謝酵素mRNA発現量の解析

第10回日本癌病態研究会
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The mRNA Expression of Cytochrome P450 Enzymes in Peripheral Blood Lymphocytes in Patients with Lung 
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Chromosomallnstability Detected by Fluorescence in Site Hybridization in Surgical 
Specimens of Non-Small Cell Lung Cancer is Associated with Poor Survival. 
3. Oncology Reports 2003.11. Vol 11 
An increase in the percentage of HLA-DR-positive peripheralleukocytes predicts a poor prognosis in patients 
with squamous cell carcinoma of the lung. 
4. Oncology Reports 2003.10. Vol10 
Comparison of immunohistochemistry and real-time reverse transcription-polymerase chain reaction to detect 
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Significance of expression ofTGF-s in pulmonary metastasis in non-small celllung "cancer tissues. 
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3.今後の研究計画

博士生課程終了後、日本の大学、或いは他の研究機関で生物遺伝子学的、蛋白の分析など分野で

研究を続けたいです。 新彊ウイグル自治区は中国の内陸地方に位置し、経済的、技術的にも大

変遅れている地域でありますから新分野で研究する条件はございません。 上記の希望が得られ

なかった場合は日本で学んだ肺癌に対する早期診断，早期治療の新しい方法を身につけ、将来、

帰国してから本国の医療事業に貢献したいと思います。

4.指導責任者の意見

阿吾提伊地力斯君は学術面で肺癌の遺伝子素因の最新的研究を精力的に行なうとともに、人

格面でも極めて円満且つ真面目で協調性に富んだ生活態度で日常をすごしております。基礎研

究の面においては「肺癌患者末梢血液リンパ球におけるチトクローム系代謝酵素mRNA発現量の

解析Jを研究テーマとして、肺癌患者及び対象とした健常者の末梢血有核細胞の悶Aを抽出し、

検討した。本研究の目的は肺癌の易擢患性に関与する遺伝的背景の解析で、発癌物質の代謝に

関与する多種類のチトクローム系酵素の遺伝子発現量の定量から個人の肺癌感受性を解析しよ

うとするものであります。すでに多くのデータを蓄積し、第10回日本癌病態治療研究会、第

4 2回日本肺癌学会総会，第10回世界肺癌学会で発表行い、英文の論文をAnnalsof Cancer 

Research and Therapy雑誌で発表した。このように、立派な業績を残してきており、更に熱心に

勉学と技術修得、新しい分野の研究に励んでおります。彼は日本文化へ順応も優れており、本

学で学んだ医療技術を生かして日中医学交流の発展に貢献し、良い指導者をなりうることを確

信しております。

指導責任者氏名
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Several mutagens including benzo(a)pyrene (B[a]P) and 4・(methylnitrosamino)-1・(3-pyridyl)・1・butanone(NNK) 

in tobacco smoke are known to be metabolized by cytochrome P450 enzymes (CYPs). These mutagens may induce 

airway carcinogenesis. We measured the mRNA expression ofCYPs lAl， lA2， 2A6/7， 2B6， 4Bl， 2C， 206 and 2El the 

peripheral blood lymphocytes from 30 patients with lung cancer and 30 healthy con甘olsby semi-quantitative 

competitive reverse transcription polymerase chain reaction (QC-R:下PCR)in order to determine the expression levels 

ofthese CYPs in patients with lung cancer. The mRNA levels ofCYPs lAl (pく0.001)，4Bl (p < 0.001) and 2Cω 〈

0.00りweresignificantly higher and CYPs 206 (p < 0.0001) and 2El (pく0.0001)were significantly lower in patien匂

with lung cancer than in healthy controls. The same results were obtained when only smokers in both groups were 

compared. Our study revealed that the mRNA expression levels ofCYPs in peripheral blood lymphocytes were 

different in patients with lung cancer and healthy controls. The elevated level of expression of some CYPs in the 

patients may reflect the risk of carcinogenesis of lung cance工

Key Words: Cytochrome P450 enzymes， quantitative competitive reverse transcription 

polymerase chain reaction， lung canceζsmoking， carcinogenesis. 

I nt roduct i on: 

Since lung cancer is the most common cancer worldwide， it will probably remain the major cause of cancer deaths 

among both men and women at least in the initial period ofthe 21st century. The etiological factors are sti1l unclear. 

However， it is clear that long-time cigarette smoking increases the risk oflung cancer. Benzo[a]pyrene (B[a]P) is one of 

the polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) found in tobacco smoke， and its metabolite benzo[a]pyrene diol epoxide 

(BPDE) is considered to be a classic DNA-damaging carcinogen (Denissenko， Pao et al.， 1996; Li， Wang et al.， 1996). 

In several recent studies have demonstrated白atthe cytochrome P450 enzyme (CYPs) family plays an important role in 

the metabolism ofpro-carcinogens， for example B[a]P and 4・(methylnitrosamino)・1・0・pyridyl)・1・butanone(NNK) to 

carcinogens (Hukkanen， Lassila et al.， 2000; Vanden Heuvel， Clark et al.， 1993; Hecht 1996; R吋as，Camus et al.， 1992). 

Several CYPs lAl， 4Bl， 2C， 206 and 2El are expressed in normal organs including the liver (Andersen， Farin et al.， 

1998)， lung (Li， Wang et al.， 1996; Hukkanen， Hakkola et al.， 1997)， bronchoalveolar macrophages (Hukkanen， 

Hakkola et al.， 1997) and peripheral blood cells (Hukkanen， Hakkola et al.， 1997; Krovat， Tracy et al.， 2000). They are 

also expressed in malignant tissues， such as lung (Hukkanen， Lassila et al.， 2000; Goto， Yoneda et al.， 1996)， esophagus 

(ltoga， Nomura ef al.， 2002)， larynx (Agundez， Gallardo ef al.， 2001)， liver (Sumida， Fukuen et al.， 2000)， and breast 

cancer (Xiong， Bondy ef al.， 2001). Several previous studies demonstrated that B[a]P is metabolized in the lung 

- 134 -



microsomes and pulmonary alveolar microphages by CYPs lAI， 4Bl， and 2C (Hukkanen， Hakkola et al.， 1997; 

Thompson， McCoy et 01叫 1989;McLemore. Martin et al叫 1977).The suitabi1ity ofusing CYPs cxpression in human 

lymphocytes as a biomarker ofmetabolism ofpro-carcinogens was demonstrated in other reports (Li， Wang el al.叫 1996;

Rojas‘Camus et al.， 1992). Li， Wang et al.， (1996) dεmonstrated both a high degree ofinterindividual variability in 

CYP 1 Al inducibility， alld a correlation betwcen the level of its inducibility in Iymphocytes and the risk of 

smoking-related lung cancer. Othcr in vilro studies have suggested that B[a]P is metabolized in Iymphocytes (Okano， 

MiIler et al.， 1979; Gurtoo， Vaught el al.， 1980). Hukkanen， Hakkola et 0/叶 (1997)lIsed reverse tr加 scriptionpolymerase 

chain reaction (R下PCR)to evaluate the expression ofCYPs in human bronchoalvcalar and peripherallymphoc戸esto 

assess the potential utility of pel'ヤherallymphocytesas a su汀ogatefor lung tissue. Law (1990)reported that peripheral 

lymphocytes can be used as a su汀ogatefor IUllg tissue to sωdy susceptibility to lung cancer. He found aryl hydrocarbon 

hydroxylase (AHH) activity was sigllificantly higher in lung cancer cases in 13 (65%) out of 20 studies examining 

peripherallymphocytes in case-contro1 studies. Those reports indicate the CYP mRNA expression in peripheral 

lymphocytes can be used as an indicator ofactivating or inactivating pro-carcinogens. The metabolism ofB(a)P is 

known vel'γwel1 tLi， Wang et 01.， 1996; Vanden Heuvel， Clark et 01.， 1993). B(a)P is metabolized to DNA-binding diol 

epoxides by phase 1 CYPs and detoxified by phase II enzymes including glutathione S・transferase.The greater the 

activation of the phase enz戸nesand the lower the detoxification of the phase n enz戸nes，the more they might be 
involved in the development of lung cancer (Goto， Yoneda et al.， 1996; Rojas， Cascorbi et al叫 2000;Quinones. Lucas et 

01.， 2001; Hayashi， Watanabe et al.， 1992). Previous studies (Hayashi， Watanabe et al.， 1992; Okada， Kawashima et al.， 

1994) demons甘atedthat the polymo叩hismsin CYPIA1， ml and m2 mutatiol1s are risk factors in Japanese 

smoking-re1ated lung cance工Inaddition， Quinones， Lucas et al.， (2001) repoはじdthat the activated type polymorphism 

in CYP lA 1 enzyme is frequently seen in Chilean lung cancer patients. Thus we hypothesized that CYPs enzyme 

mRNA level of peripherallymphocytes could be used as a biomarker for the risk of lung cancer. The present study is 

the first rcport on mRNA expression profiles for a number oftargeted CYPs in peripher叫lymphocytesfrom patients 

with lung cancer in comparison with healthy controls. 

The semi-quantitative competilive reverse transcription polymerase chain 

reaction (QC-R下PCR)(Andersen， Farill et al.， 1998; Krovat， Tracy et al叫 2000;Sumida， Fukuen et al.， 2000) employed 

in the present study is a sensitive tool for semi-quantifying the amount of CYPs mRNA. 

Uaterials and Ueth叫s:

Sulゲ'ects:From FebmruγωOctober 2001， a consecutive series 30 previously untreated lung cancer patients with an 

average age of 60.9 years (range， 34・76years) and an average smoking index (cigarettes/day x years) of 1291.9 (range， 

660-3040) were examined. Thirty healthy controls with an average age of 63.1 years (range， 31・83years) with an 

average smoking index of914.3 (range， 400・2500)were studied in the same period. A11 smokcrs in this sωdy were 

C町 rentsmokers and a11 non-smokers were defined as individuals who had never smoked. Age. gender and smoking 

states of lung cancer patients and healthy con甘'Olsare listed in Table 1. All patients were given an explanation ofthe 

na'知reof.the study and their fully infomled consent was obtained prior to obtaining blood samples. 

Isolation 01 total R此4fi・'01nperipheral blood: Total RNA was extracted from 5 ml ofperipheral blood from pretreated 

patients by the QIAamp@ reagent (QIAGEN， Hilden， Germany) following the manufacturer's protocol. To remove 

contaminating genomic DNA， extracted mRNA preparations were treated with RNase・freeDNase 1 (QIAGEN). The 

ー 135 -



isolated total RNA was stored at・850Cuntil use. 

Primer design and generalion 01 RNA competi.ωr: Gene-specific primers were designed to amplify the specific regions 

ofCYPs lAl， lA2， 2A6/7， 2B6， 4Bl， 2C， 2D6， 2El and glycerol-dehydes 3・phosphatedehyrogenase (GAPDH) genes. 

RNA competitors (1.0x 108 copies!Jll) were generated using reagents supplied in a commercial kit， Human Cytochrome 

P450 RT-PCRQ!) (TaKaRa Biomedicals， Tokyo， Japan). The primer sequence of each gene is considered proprietary 

infonnation by the TaKaRa company and is not made public. 

Quantitative competitive RT-PCR: We first confinned the presence of CYPs mRNA. In the second step， we assessed the 

levels ofmRNA expression by QC-RT・PCR.Each cDNA was synthesized in a reaction mixture containing 200 ng of 

total RNA， 2 Jll of competitor RNA (CYPs; ranging from 1.0x 10 to 1.0x 1 04 copies!Jll， GAPDH; ranging from 1.0x 1 04 

to 2.5x 106 copies/Jll)， 4凶of10xRNA PCR buffer， 8 Jll of25 mM MgCI2， 4 Jll of 10mM dNTPmix， 1 Jll of 40 U!Jll 

Rnase inhibitor， 2 Jll of5 U!Jll avian myeloblastosis virus (AMV) reverse transcriptase， 2 Jll of2.5 pmollJll oligo 

dT-adaptor primer and finally diethyI-procarbonate (DEPC)・treatedwater up to totaI volume of 40 Jll. All reagents were 

included in a Human Cytochrome P450 Competitive R:下PCRQ!)Set (TaKaRa). Reverse transcription reaction was 

perfonned for 10 min at 30oC， 30 min at 550C， 5 min at 950C and 5 min at 50C. The competitive PCR was perfonned in 

a total volume of20 JlI ofreaction mixture containing 4 Jll ofcDNA， 1.2 JlI of25 mM MgCh， 1.6 Jll of 10xRNA PCR 

buffer， 0.4 JlI of 10 pmo仰1CYPs primers， 0.1 Jll of 5 U/Jll Taq polymerase and 12.7 JlI of DEPC・悦atedwater. The 

reaction mixture was heated to 950C for 2 min and then cycled， denatured at 940C for 30 sec， and annealed at 600C 

(CYPs IAI， 2C and 2El)， 620C (CYP2B6 and GAPDH)， 640C (CYP4BI)， and 650C (CYP2D6) for 1 min and extended 

at 720C for 1 min. Optimized competitive PCR comprised 35 cycles for CYPs lAl， 2D6 and 4Bl， 31 cycles for CYP2C， 

30 cycles for CYP2B6 and GAPDH， and 28 cycles for CYP2El， respectively. All samples were finally incubated at 

720C for 7 min. QC-R:下PCRproducts were separated by electrophoresis on 2.5% agarose gels and were stained with 

ethidium bromide. DNA bands were visualized with UV light (302 nm) and the gel images were photographed. We 

chose the equivalent or similar intensity bands oftarget mRNA and competitor RNA to detennine the number oftarget 

mRNA copies. The good reproducibility of this method was confrrmed in duplicate measurement of the first 10 

samples. 

Statistical analysis: The non-parametric Mann-Whitney U-test was used to test the difference in clinical factors between 

patients and healthy controls， and distribution of the mRNA expression of the enzymes between the classified two 

groups. The;; test was used to test the distribution of gender between patients and healthy controls. A p-value of less 

than 0.05 was considered to indicate a statistically significant difference. 

Results: 

The representative findings of QC-RT-PCR are shown in Figure 1.百leaverage values of mRNA expression of 

CYPs in the lung cancer group and the healthy control group are shown in Table 2. The transcription products of CYPs 

lAl， 2B6， 4Bl， 2C， 2D6 and 2El were detectable in both group all objects. However， since CYPs lA2 and 2A6/7 were 

not expressed in peripheral blood lymphocytes in either patients or healthy control groups， these enzymes were 

excluded from the analyses. The mRNA levels ofCYPs lAl (p < 0.001)， 4Bl (p < 0.001) and 2C (pく0.001)in the 

lung cancer group were higher than those in the healthy control group. However， CYPs 2D6 (pく0.0001)and 2El (p < 

0.0001) mRNA levels in the lung cancer group were lower than those in the healthy control group. 

In smokers， the mRNA levels ofCYPs lAl (p < 0.01)， 4Bl (pく0.001)，and 2C (p < 0.001) were also higher， and 
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CYPs 206 (pく0.0001)and 2El (pく0.001)were also lower in the lung cancer gl'OUp than healthy controls (Table 3). 

There were no diffcrences in CYPs mRNA expressioll between adenocarcinomas and squamous cell carcinomas (data 

not shown) or betwecn all studied smokers and non-smokers (Table 4). 

Discussion: 

Individual differences in susceptibility to chemically-induced cancers are ascribed partly to genetic ditTerences in 

metabolic balancc in the activation and detoxificatioll of environmental pro-carcinogens. Human smoking-related lung 

canceζcspecially squamous cel1 carcinoma and small cell carcinoma， requires exposure to the pro-carcinogens 

contained mainly in cigarette smoke. A number of investigators have examined the correlation between CYPs activity 

and induction of many carcinogens il1 mitogen-stimulated 1戸nphocytesand lung tissue， especially the relationship 

between CYPIAl induction by exposure to PAH il1 cigarette smoke and susceptibility to lung cancer (Oenissenko， Pao 

et al.， 1996; Hecht 1996; Goto， YOl1eda et al.， 1996). Recent genetic polymo中hismstudies demonstrated that CYP 1 A 1 

affects BPD.I:.-DNA binding in human leukocytes， and exposure to PAH has a synergistic effect. High levels of 

BPDE-DNA adducts in leukocytes by specific phase 1， phase 11 enzyme genotype combinations may relate to the 

increased risk for lung cancer (Rojas， Cascorbi et al.， 2000). 

Specific polymorphism within the CYPIAl gene was found to be associated with increased risk oflung cancer in 

Japanese smokers (Goto， Yoneda et al.，1996; Hayashi， Watanabe et al.， 1992; Okada， Kawashima et 01.， 1994)， and 

similar results were obtained by other ethnic polymorphism studies (Rojas， Cascorbi et 01.，2000; Quinones， Lucas et 01.， 

2001; Alexandrov， Cascorbi et 01.，2002). Expression ofCYPIAllevels were significantly related to the hydrophobic 

DNA adduct levels， although a large interindividual variation was observed for both CYP 1 A 1 expression and DNA 

adducts (Mollerup， Ryberg et 01.， 1999). Several studies demonstrated a significant correlation between CYPIAl 

expression and DNA adducts level (Vanden Heuvel， Clark et al.， 1993; Krovat， Tracy et 01.，2000; Mollerup， Rybe培 et

01.， 1999). lmaoka， Yoneda et 01.， (2000) and F吋itaka，Oguri et al.， (2001) demonstrated that CYPs 4Bl， 2C mRNA 

expression in bladder and lung cancer tissue is higher than in normal tissue. Their results resemble ours， although we 

used peripheral blood lymphocytes from patients， instead ofbladder or lung cancer tissues. Our study suggests that high 

levels of mRNA expression of CYPs 1 A 1， 4B 1 and 2C in peripheral blood lymphocytes might be potential biomarkers 

of the lung cancer risk. Of course， there釘esome other potential risk factors associated with development of primary 

lung cancer， as well as factor influencing the expression of these enzymes in lung cancer patients， such as chronic 

obstructive pulmonary disease， nutritional status， occupational and environmental pollution， and phase II enzyme 

actlvity. 

In the present study， CYPs 206 and 2El were more highly expressed in healthy con仕olsthan in patients with lung 

cancer. Krovat， Tracy et 01.， (2000) reported that these enzymes were typically expressed at the highest levels in 

peripherallymphocytes from healthy donors. Genetic polymorphism ofthe human CYPs 2D6 and 2El genes are known 

ωbe associated with lung cancer risk in some reports (Agundez， Gallardo et 01.，2001; Quinones， Lucas etα1，2001). 

Conversely， in other reports these polymorphisms are related to low risk for lung cancer (Ayesh， Idle et 01.， 1984). 

Kiyohara， Otsu et al.， (2002) mentioned that the relationship between CYP2D6 gene and lung cancer remains 

inconclusive and that no defmitive link between the polymorphism of CYP2E 1 and the risk of lung cancer has been 

identified. Expression levels of these two e回ymesmight relate to activation of carcinogens， but it is unclear whether 

carcinogens， such as B[a]P and NNK are activated by CYPs 206 and 2El in peripheral blood lymphocytes. Further 
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analyses are needed on血ispoint， because we could not find other reports suggesting血atCYPs 2D6 and 2El may 

promote the anti-carcinogenetic processes. Interestingly， expression of all CYPs did not significantly differ between 

smokers and non-smokers. This suggests that these enzymes are not induced in peripheral blood lymphocytes by 

smoking. We believe， therefore， CYPs expression in peripherallymphocytes can be used as biomarkers for the risk of 

lung cance工Thisfinding was previously confirmed by other reports. Thompson， McCoy et al.， (1989) found that 

smoking does not influence metabolism or DNA adduct formation in lymphocytes. Rojas， Camus et al.， (1992) found 

that metabolic activities for B[a]P-7，8-diol to tetrol conversion are similar in smokers and non-smokers. 

In conclusion， increased expression ofCYPs lAl， 4Bl and 2C enzymes in peripheral blood lymphocytes was 

found in lung cancer patients in comp釘isonwith healthy controls. Therefore， increased expression ofthese enzymes 

may possibly be susceptibility biomarkers for human lung cancer. 
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TABLEI 

Clinical features of lung cancer patients and healthy controls. 

Lung cancer patients Healthy controls 

Object numbers 

Gender* 

Male 
Female 

Age (mean:t S.E.)林

30 

25 
5 

60.9:t0.9 

Smoking index (mean:t S.E.)林 1291.9:t12.8

Histologic type 
Ad 14 

Sq 
Sm 

Stage 

14 
2 

I-IV (I17， II/2， IIIII8， IV/3) 

30 

20 

10 

63.l:t0.3 

914.3:t9.7 

p-value 

NS 

NS 

く0.03

Ad: adenocarcinoma， Sq: squamous cell carcinoma， Sm: small cell carcinoma， S .E.: 
standard e町or.NS: not significant.キx2-test.料MannWhitney U-test. 

TABLEII 
Expression of CYPs mRNA of lung cancer patients and healthy controls. 

Gene Chromosomallocation Patients (n=30) Healthy controls (n=30) p-value 

CYPIAl 15q22・q24 802.0:t14.7宇 264.0土3.9 く0.001

CYP2B6 19q13.2 26.4:t0.7 19.6:t0.5 NS 

CYP4Bl lp34・p12 27.2:1:0.4 6.5:t0.2 く0.001

CYP2C lOcen-q24.1 2970.8:!:70.4 491.0:1:4.2 く0.001

CYP2D6 22ql1.2・qter 1830.0:1:34.0 6438.0:1:70.9 < 0.0001 

CYP2El lOq24.3qter 1604.0:t34.1 5634.0:t77.1 く0.0001

NS: not significant.牢Mean:1: standard e町or[copies/ng]. 
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TABLEIII 
Expression of CYPs mRNA in smoking lung cancer patients and smoking 

healthy controls. 

Gene Smoking patients (n=22) Smoking healthy controls (n=23) p-value 

CYPIAl 863.6:t1.7* 253.4:t4.4 く0.01

CYP2B6 28.9:t0.8 16.0:t0.5 NS 

CYP4Bl 25.1:t0.4 9.5:t0.4 く0.001

CYP2C 31 03.5:t83.1 535.7:t4.2 く0.001

CYP2D6 1548.2:t20.9 5760.9:t79.3 < 0.0001 

CYP2El 1270.0:t22.8 4712.2:t84.2 く0.001

NS: not significant. *Mean :t standard e町or[copies/ng]. 

TABLEIV 

Expression of CYPs mRNA in all studied smokers and non-smokers. 

Gene Smokers (n=45) Non-smokers (n=15) p-value 

CYPIAl 562.7:t9.8寧 476.l:t1.5 NS 

CYP2B6 21.6:t0.4 18.4:t1.2 NS 

CYP4Bl 18.2:t0.6 16.l:t0.3 NS 

CYP2C 1652.1 :t4.l 946.7:t3.0 NS 

CYP2D6 4368.0:t58.2 4808.0:t115.4 NS 

CYP2El 3042.7:t50.l 4724.0:t116.7 NS 

NS: not significant.中Mean:t standard eηor [copies/ng]. 
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ー日中医学協会助成事業ー

揚鍋胞タトマトリックス分子SPACRの=つのフォーふと繍鎖結合

憶の遣い

Ab・tr.ct

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

越動松

吉林大学第二医院眼科

愛知医科大学眼科

教授岩城正佳

雑喉正泰 米田雅彦 片岡卓也

井上洋子 大野安季子

SPACR (sialopro旬in出回ciatedwi也∞n白血.drods) which has a mol田ul釘 weightof 150KDa，is a 

gly'∞'protein around the photoreceptor in chick IPM(inteゆ0抑制ptorm釘凶x).Anew fonn of chick 
SPACR w田 identifiedby two anti加dies046・Fand MY・174.046・Fis SPACR C・，tem血al戸:ptide

polyclonal antibody，MY・174is a monωlonal antibody which伺nreactωchickSPACR(I).The new fonn 

hasamolωlarwei悼tofl∞'kDa.Bo也of150kDa and 1ω'kDa werel油eledwi血biotin-hyaluronanand 

bio伽却卵白.Theactivity binds to he卵白oftwo fonns were tested by hep釘ina飾的chromaω'graphy，

l00kDa bindingωthe he伊血withlow affinity， 150kDa bindingωbe of high affinity.He卵白1泊脳協
hyaluronan binding to 150kDa， which叩.ggests白紙h叩釘担姐.dhyaluronan bin必ngsite of SPACR are 

clo舘lyrelated. 

民~'"胎rCI SPACR ， fonn， interphoωre切:ptormar凶x，chick

In匂'Oductl・m
百leIPM is 10伺Itedbetw田n血ene山富1retina and the retinal pigment epithelium泊 thever飽:brate

eye(2).A number of activities of fun伽men凶加戸市n白色rvision are血oughtto be media:凶by也e

IPM，including retinal adhesion， visual pigment chromophore exchange，metaboli旬加盟cking，

photor田eptor aligment and membrane 加mover(3).τ'he IPM∞nsists of叫ueo凶・e油邸匂Ible
mol邸叫es，and fixed ma凶x 由at resists aqu回国 砿往邸tion.Gly，∞'prote泊s，prot，ωglyc岨s and 

hyaluronan(HA) are血emajor∞mpone附 inthe fixed matrix(3，4，S). 
SPACR w:槌 isolatedand characterized in the in鈎 lubleIPM of human.Immunωytochemis町

localizes SPACRωthe ma:凶xsurrounding rods and cones(6).SPACR is a glycoprotein in huma:n，monkey 

and chick (1，6，7，8) and a pro陶，glycanin mo田e，ratand bovine(8，9).Functional studies demo田岡.te也at

SPACR bind hyaluronan，suggesting白紙thesemolecules may help stabilize the hyaluronan scaffold白紙

fonns曲e企ameworkof肘 insolubleIPM(I，5，7). 
Ex回:ptfor SPACR bindωhyalurona:n，other properties or nmctional roles is not cl伺 r.To clariか也e

other biological functions of SPACR， we isolated、purifiedand characterized SPACR from a.dult chick 

IPMbyDEAE田:phaω1∞lumn.
In悦 sternblots of IPM ex回出， 046・Fimmunoreactive bands were present at approximately 

150kDa and 1ωkDa，也eIS0kDa is SPACR which we have identified(I).In Westem blots probed with 

MY.・174，immunoreactive bands were present like 046・F，bothof IS0kDa and l00kDa were 
labeled，lea必ngustopos加late伽 tmaybe也isl00kDa protein is a different fonn企omSPACR.
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M.t.rI・1..nd m.thod. 

Protein Isolation 

百leretina of adult white 1曙hornswere pr句aredaccording to re卯rtedprocedur，叫6，η.The

insoluble samples企omretina were suspended in 10X volume of 50mM Tris・HCLPH 8.0， 0.15M 

NaCL，10mM EDTA，lmM PMSF，after for 4 hr at 4.C with gentle agitation，the叩spensionwas 

centriぬgedat 8000g for 30 min at 4"C，the suspemat佃 tw鎚 immediatelyloaded at 0.5m11min onto a 

DEAE sephacel column in the above solution，after thorough washing，the band proteins were eluted 
with a linear gradient 0.15M-1M NaCL in above solution，the elution ofO.4M -O.6M were dialyzed 

against 50mM Tris・HCLPH8.0，0.15MNaCL.

τ'wo・dimensionalgel electrophoresis and western blot analyses 
Samples were solubilized at a protein concentration of -lmglml in 1.6% Bio-l拘 5/7

amp加l拘，0.4%Bio-lyte 3/10 amphol抑，9.5M 町伺，2.~も Triton X-l00，5% s・mer四，ptoethanol.

I叩electricゐωsingof20川 sampletook place in 0.9X57mm tube gels，the frrst-dimension isoelectric 

おωsingw田 performedat 500V for 10 min and then at 750V for 4h.after the isoelectricおωsing，the
tube gels were extruded and placed on top of a 7.5% polyacrylamide gel，the s民ond・dimensiontook 

pla切 ata 75V for 20 min，120V for lh.The protein回paratedby polyacrylamide gel electrophoresis in 

the presen回 ofsodium dodecylsulfate(SDS-PAGE) w創出enelectrotransferred on to a nitrωellulo鴎

membrane，the transfeπed membrane was developed with MY 174(115∞0) antibody. The membrane 
W踊 incubatedat 11∞m temperaωre for 30 min in stripping bu偽九andth朋 washwith PBS・Tw偶nfOT 
removing t恥 reactionsolution，the stripping membrane w錨 developedwith 046F(1I1∞0) 
anti加dy，and b-hyaluronan(1/5∞O)，b・Hep(I/5∞0).
Affi凶tychromatography on heparin・回Trapcolumn 

The heparin binding abilities were t邸tedby heparin affinity chromatography.3 ml鴎mpleafter 

dialyed were added lmM PMSF and 10mM Ca2+ then applied to a heparin・回Trapcolumn (lml) at a 

t10w rate of 0.5mVmin，equilibrated with the same buffi釘創tdbond prc陶insw釘'eeluted with a 20ml 

lin伺rgradient 0.15M-IM NaCL in above solution. The t10w through and企'actionwere pooled and run 

on 7.5% SDS・PAGEgels，proteins were釘'ansferredto a nitrocellulose membrane，then developed with 

046F anti加dy.

Inhibition ofhyaluronan binding to SPACR by heparin 

To test the effi回tof heparin on the b-hyaluronan binding ability of 150kDa， w田ternblot ana]yses 

were戸市nned，transferredmembranes were blocked ，then incubated for lh at room tempera加rewith 

b・hyaluronanin the absence and pre田n関 ofheparin(0.6mg/mJ)，a食釘washing，membraneswere fu刈ler

incubated with peroxida田∞吋ugateds釘eptavidinfor lh at rl∞m temperature.the membranes were 

washed and developed. The films were digitized with a image闘 nnerthen analysed using Nlli image 

m伽 'are.

R・.ults
I.A new form of SPACR 

Insoluble IPM 偲 trac飽食om the chick retina separated with two-dimensional gel 

electrophoresis，then developed with MY・174antibody， the鈍rnemembrane 錦町strippingand develop吋

with 046F antibody and b・HAresp回tively.Fig1 show arrows 10伺，tedapproximately at 150kDa 
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repres削除 1郎副onof SPACR(I).A new band appears at l00kDa(arrowheads) which react with 

MY・174，046Fand b-HA like 105kDa 

A B 

PI6.5 4.5 PI6.5 4.5 

kDa kDa 

お0 笠
150 o!・
100 • i .. 

250 

150 ~・
100 ・砂 .. . 

75 75 
、，.

.-. 

MY-174 。“-F
C D 

PI6.5 4.5 PI6.5 4.5 

kDa kDa 

250 250 

150 o!・ -・・圃・・" 150 ~・ h -回・・・p-・・
100 砂

ー'

100 .... 
ー，

75 75 

b-HA b-Heparin 

Fig 1 Insoluble IPM of cbick re出a側 ractsfrom也eDEAE column separ酒ied叫血two-dimensional

gel elec回，phoresis.Mol田叫arm邸smarker positions are泊di伺 1edon白eleft.PI is泊diωtedat the 

top.Isoel郎副c品C田泊.gin the horizontal dimension with the anode is on the left. A， develol凶 wi曲

MY・174antibody dilu凶 1:5000.B，C，D the immunoblot of白銅memembrane泊 Aafter stripping 
and developed wi也046F佃 lti以x1y(1:1ω0)，b・HA(I:5∞0)，b-Hep (1:5ω0) respectively. 

2.SPACR bindi曙 hel即 inand∞m抑尚也eability of two forms旬 bindheparin 
Cell-substratum adhesion in chick neural retina depends upon protein-heparan sulfate interactions 

m回:ntly以潟nshown(ll)， we queried whether SPACR functioned邸 ahe戸rinbinding protein. 

Western blot analysis of purified SPACR伽 1both the 150kDa and白 l00kDaωnre鶴岡 with

b-he戸市1国伺nbe蹴 ninfig1 D. 

Elωion ofin却 lubleIPM from DEAE∞lumn were dialyzed，then appliedωa heparin-column，after 
W槌hing，proteinselu凶 with1泊伺rgr叫ient0.15M-IM NaCL were shown by SDS-PAGEσig 

2)，el回加'phoreti伺llyblo伽d加凶加cell叫ose，and developed wi也O46Fanti加dy，1∞'kDa(arrowb伺 d)

ω叫dnot be boundωcolumn at 0.15M NaCl，but 150kDa (:町。ws)can be bound and elu凶 withO.6M

NaCl，indi側面gtwo forms have different a血副esfor heparin. 
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zムヨみ

4砂

Fig 2.The immunoblot of企action企'omheparin喝olumndevelo戸dwith叫6Fantibody. The 

elution from DEAE column were dialyzed，theo applied to he卵白.-column，flow也rough(O.lSMNaCl) 

(1加 l)，elu凶 withgradient NaCL(line 2，O.6M NaCl). Arrows represent lS0kDa， arrowhead 

時 resent1ωkDa. 

3.inhibition ofhyaluronan bind泊gωSPACRby heparin 

losoluble IPM of chick retina ex回cts伽mthe DEAEωlumn舘para絡dwith two-dimensional gel 

el田加'phoresis，勧 membranedevel明治 with b・HAin the油田n田(A) 姐 dpre回国e(B)of 
he阿 io(O.6mg/ml).Analysis白血ms凶泊gNIH image so食ware，itWi踊 shown白紙也edigital蜘 ge

m凶ned2S%.

争

・骨 ' “ 
B 

~ 

-仁・，_~"i.':日々Lh?f
.w.-..... :n'l-よれ宅

ふ..ゆ種多彩?:.. 
文や-- . ;jザ宅 ; 
.~:;:、-・・..・"-"'.

A 

b四HA+Hepario

-ー‘ 

， 

. .' . . 
.' ‘ 

b・HA

C 

紺句旬、ridio-horser叫ishperoxi血路ω，nj略脚

Fig 3.E能ctof hyaluronan binding to SPACR by heparin. 1nso1ub1e IPM extra飽食。m也.echick 

m血as叩抑制withtwo-d加.ensionalge1 e1田;trophoresis.A，deve10ped with b・HA，arrows 1ωa凶

lS0kDa represeot SPACR，arrowheads represeot 1∞kDa.B， deve10ped with b-HA in the presence 

ofhe戸rinshown decrease HA bindingω1 SOkDa.C，deve10pc吋wi也only streptavidin-horseradish 

peroxi伽鑓co吋噌ate回∞n加 1，00lS0kDa and l00kDa band in也e∞n回1.

B胸cu・・Ion
l.Two forms ofSPACR 

MY174 antigen in the chick IPM is identical ωchick SPACR，the 046・Fis a po1yc1onal antibody for 
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chick SPACR(I).Here we showed that there were two bands react with MY174， 046・Fanti加diesin 
the chick insoluble IPM.And one function of SPACR isωbind to hyaluronan in the IPM(I，7).百時

band w田 locatedabout 150KDa which is SPACR(I)， another located about l00KDa，the sωdies 
reported here that IPM in the chick retina express a protein having a molec叫arm蹴 ofl00KDa which 

加muno剣山gcharac加izationsimilar to SPACR(150kDa). 

SPACR may be consist of two di能，rentforms in chick IPM，the long form is 150KDa another short 

form which has a molecular weight of 1∞KDa，也eshort form may be resulted from the cleavage 
m邸:tionofthe long品，rmof SPACR. 

In many G-protein coupled recepω，rs SEA modules are found prot，印刷iccleavage site，and were 
cleaved during them residence in the ER(1町.SPACR∞ntaintwo SEA modules，l伺必ngusωpo臨Jlate
白紙maybe也isis one cleavage site品rSPACR.

百lebiologic凶purpo田 ofthe cleavage is not understood，白地er蜘 dieswill be req凶redto establish 

whe白erSPACR undergoes a prot印刷iccleav喝.e.

2.He抑rinbinding部鴎iyS

Hepar恒isapoly調印:haridebelon匝ngωtheGAG family，heparln has been implicated in modulating 

various biological proces舘 s，such邸 bl∞dclotting，cell adhesion recognition migration ，growthぬcωr
si伊副ng，andviral itu邸 tion.Thebiological function of he卵白 isp出narilymediated由roughits 

b泊ding and regulation of various proteins，including enzymes grow也 factors，c戸okines，and
ex館協ellularma:剖xproteins etc(12). 

Chick SPACR is not a chonl伽 tin吻pepro蜘 glycan(I)，where踊也悶aresome∞脱出国sitesfor 

GAGin戸司ptidesequen田sof chick SPACR.Our data showed chick SPACR回nbindinghepra也

Schubert indicated伽 Itretinal purpurin prote泊伺nin加邸tswith heparin and he戸rans叫fate，plays

a role in adhesive interactions of neural re也1acells(13). 

B田auseb加dingto he:戸市1may田rveto immobilize prote泊s面白.eextracellular matrix on回 11

surf蹴 sor in泊施ex'位協ell叫arspace，suggest may be this is ability to bind同 tore也alphotoreceptor 
.回Uslike hyaluronan. 

3.Com卵白性1e油ilityof two forms to 凶tdhe卵白

Two forms of SPACRωn bindωhe卵白1，we next∞m戸redthe ability of two formsωbind 
hepar加.回isshown in fig 4.100kDaωuld not bind to也is∞lumn胡lenw国 carriedout in the O.15M 
NaCL in 50mM TrisHCL PH 8.0，lmM PMSF 10mMCa2+.150kDa w田 ableto b泊dto白iscolumn 

andw部 elutedat about O.6M NaCL in 50mM TrisHCL PH 8.0，lmM PMSF 1000Ca2+. Solubilized 

prote泊smay bind to he.伊rin'mainly electrostatically and could be dissociated by changing ionic 

s帥n帥.

百ledifferen田泊NaCL∞ncen回 iionfor elution企omhe卵白columnw邸凶i伺lted白紙 150kDa
and 1∞回amay have di能rentbinding abili稲田tohe伊巾.1ω'kDabinding ωthe heparin with low 
a血肉~150kDabinding to be ofhigh aflinity. 

4. Addressing the question ofwhether heparin effect the hyaluronan binding to 150kDa，we performed 

westem blot analyses.lt w.国 shown偽athyal町'onanb泊dingω150】cDaw:邸 d回路部edby added 

heparin，analysis白efilms using NIH image回食ware，itw'錨 shownthat也.edigi凶 imageretained 25%. 

he戸血∞mpeteswi也hyaluronanfor 150kDa binding.Chick SPACR h邸 a280KEIHVLGFK288 may 

be is a伺ndidatefor hyaluronan binding motif(I)，and there are回me∞nsensussites for GAG in 
peptide釦quencesof chick SPACR，and the D伺restGAG binding site is 294 DGS296.may be this site 

involved泊也eb泊必ngofhe卵白1.0町 data加lply白紙hepar包阻dhyaluronan binding site of SPACR 
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are clo田:lyrela凶.

In conclusion，the pre鈎ntdata demonstrate 

1. SPACR have two fonns in chick retina，one have molecular mass of 150kDa another have 100印 a.

2. Two fonns ofSPACRωn bind to he抑巾

3. 百leheparin binding ability ofthem is difference. 

4. hyaluronan binding ability of SPACR伺nbe inhibited by he.戸血L
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1 .研究テーマ

勝グラフトへのCTLA4Ig遺伝子導入による拒絶反応の制御

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等における発表 有 ・ 無 (学会名・演題)

第 39回日本移植学会:Development of allorective T suppressor cells after local 

CTLA4Ig gene transfer to pancreatic allograft. 

(2)学会誌等に発表した論文 有 ・ 無 (雑誌名・論文名)
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3.今後の研究計画

Pancreas transplantation (PTx) is the most effective method of normalizing glucose control. 

In terms of temporal relationship between PTx and reversal of diabetic complications， it 

has been extremely difficult but quite important to determine a‘point of no return'. Thus， it 

is of great clinical interest to evaluate the efficacy of PTx on diabetic secondary 

complications. PTx is not commonly used in type 2 diabetes， however， experience is 
accumulating of transplantation in type 2 diabetic patients with end-stage renal disease. 

Outcomes for these individuals are as good as for type 1 diabetes. Therefore， whether PTx 

could protect islet仕omglucose toxicity (one of the etiologies in type 2 diabetes) remains to 

be clarified as an interesting hypothesis. The pu叩oseof this research are 1) to evaluate the 

e首ectivenessof PTx in preventing the progression of diabetic nepbropathy and ocular 

complications， and to further investigate the reversibility of diabetic secondary 

complications in SDT rat after successful PTx. 2) To evaluate the potency of PTx in 

protecting islets from glucose toxicity in type 2 diabetic SDT rat. 

4.指導責任者の意見
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以内抗念れtぶ"す.え 1 偽今扮丈~. ~争以マ q
~~ヲLJョ条氏支局局;私今4杉長 J 'Z1ftる時移弘均金ゃ家匂¥
イ矧滅的材ろもれ3ト I~ J-みん十ケ敏伸'Jお弘
K)明るいずみフ、露五芥ゐやる丹後?23AK17.F4ι 、 a

将イbI..， ~tnイあふ 指導責任者氏名イ fn~奇13 乙I ⑮

5.研究報告書

別紙f研究報告書の作成についてJに倣い、指定の用紙で作成して下さい.

研究発表または研究状況を記録した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.
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騨グラフトへのCTLA41g遺伝子導入による拒絶反応の制御

研究者氏名 鯵剛

中国所属機関北京病院

日本研究機関 大阪大学医学系研究科

指導責任者 助教授伊藤書記

共同研究者名打越史洋、赤丸祐介、清本徹馬、菰田弘、

野津真澄、松田陣

crLA4Ig gene transfer directly to graft tissue might have the potential to avoid the 

need for systemic immunosuppression. In our previous studies of BB rats， local 

adenovirus-mediated CTLA4Ig gene transfer protected the pancreas企omautoimmune 

and alloimmune responses.官邸 studyinvestigated the potency of local CD281B7 

costimulatory blockade for induction of donor-specific tolerance and further examined 

the existing mechanisms. Methods. Brown Norway (BN; RT1 D)-pancreaticoduodenal 

grafts transfected with Ad.crLA4Ig via intra-arterial ex vivo perfusion were 

transplanted into streptozotocin-induced diabetic Lewis (LEW; RT11)削 s.Results. 

Ad.CTLA4Ig transduced grafts combined with a short course of FK506 resulted in 

indefinitely prolonged survival (>156 days vs. 19.5 days with限 506alone). CTLA4Ig 

was predominantly expressed in grafts on day 4.明leexpression was gradually 

diminished， and was only slightly detectable at day >100. The proliferative responses 

against BN antigen were remarkably enhanced among recipients with rejected grafts， 

but the T cells from tolerant recipients (>100 days) showed poor cyto toxic responses. 

On adoptive transfer assay， the splenic T cells of tolerant recipients were able to 

suppress the r吋ectionof BN， but not third -party Wistar Furth (WF; RT1 U) heart in 

irradiated (480 cGy) LEW recipients. The percentage of CD4 +CD25+ splenic T cells 

was significantly increased in tolerant recipients (13.53 + 4.06% vs. 6.06 + 0.56% in 
naive r剖s).Conclusions. CTLA4Ig gene transfer to the pancreaticoduodenal allograft 

combined with a short course of FK506 induces donor-specific tolerance.百le

mechanism of maintaining tolerance could be explained by development of splenic T 

suppressor cells. 

Key Words Pancreas transplantation; Gene transfer; CTLA4Ig; T suppressor cell; 
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Introduction: 

To prevent immunological rejection of aIIografts， it is necessar y to administer systemic 

immunosuppressants to the recipients. Howeve巳 theseimmunosuppressants have 

several side e百ects，incIuding toxicity， an increased incidence of maIignancy and 

susceptibiIity to opportunistic infections. However， CI'LA4Ig gene transfer directly to 
the aIlografts has been found to inhibit immune responses in severaI organ 

transplantations by aIlowing production of immunomodulatory proteins in the donor 

grafts resulting in 10caI rather than systemic immunosuppression (1・4).In the present 

study， we demonstrate that CTLA4Ig gene transfer combined with a short course of 

FK506 therapy consistently induced donor-specific tolerance in a rat pancreas 

a}Jotransolant modeI. Furthermore. we document that immunore!!uJatorv ce11s could he 

involved in the maintenance phase of tolerance induced by this strategy. 

Materials and methods: 

Male Brown Norway (BN; RT1う， Wistar Furth (WF; RT1なandLewis (LEW; RT11) 
rats， 8・10weeks of age， were utiIized. BN and LEW rats were purchased仕omCharIes 

River J apan， Inc. (Kanagawa， J叩an).WF rats were bred and maintained at Osaka 

Unive凶tyAnimal FaciIities. LEW rats were used as recipients， BN rats as donors， and 

WF rats as third-party donors. Pancreaticoduodenal grafts were transplanted into 

streptozotocin (65mg!kg; Sigma， St. Louis， MO)ー.induceddiabetic LEW recipients as 

described previously (5). Graft function was monitored by daily measurement of blood 

gIucose during the first 2 weeks and at Ieast twice a week thereafter. Rejection was 

considered when the blood glucose IeveI was over 200mg!dl for two consecutive days. 

Graft r司ectionwas further assessed by histologicaI examination. 

Results: 

Ad.CI'LA4Ig transduced grafts combined with a short course of FK506 resulted in 

indefinitely prolonged survivaI (>156 days vs. 19.5 days withほ 506aJo同.CTLA4Ig 

was predominantly expressed in grafts on day 4. The expression was graduaIly 

diminished， and was only sIightly detectable at day >100. The proIiferative responses 
against BN antigen were remarkably enhanced among recipients with rejected grafts， 

but the T cel1s from tolerant recipients (>100 day吟showedpoor cytotoxic responses. 

On adoptive transfer assay， the splenic T ceIls of tolerant recipients were able to 

suppress the rejection of BN， but not third -party Wistar Furth (WF; RT1 U) heart in 

irradiated (480 cGy) LEW recipients. The percentage of CD4 +CD2ダ splenicT ceIls 

was significantly increased in tolerant recipients (13.53 + 4.06% vs. 6.06 + 0.56% in 
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naive rats). 

Discussion: 

In this studぁ we first demonstrated that CfLA41g gene transfer to the 

pancreaticoduodenal allograft combined with a short course of FK506 could induce 

donoトspecifictolerance related to an active suppression mechanism. CfLA4Ig， a 

recombinant fusion protein， binds to murine B7 with high avidity and blocks pancreatic 

islet rejection by directly affecting T cell recognition of B7 + antigen-presenting cells 

(APα) (6)・Indeed，CTLA41g gene therapy has been effectively applied in various 

transplantation models.官lestrategy oftransferring ge nes that encode CTLA41g protein 

caoable of suopressine immune resoonses within the local. microenvironment of the 

graft is of advantage to avoid systemic immunosuppression， because B7 molecules 

expressed on APCs are more 品 ctivelyblocked within the graft (7). Rωntly， 

Grohmann et al. (8) re抑制 thatCfLA41g induces indoleamine 2，3-dioxygenase 

(IDO)は pressionin CDllピdendriticcells (DCs)企omthe murine spleen. In a model of 

T cell adoptive transfer， Mellor et al. (9) showed th剖 CTLA4Igcompletely blocks CD8+ 

T cell clonal expansion in an IDO・dependentmanner. This evidence suggest that 

CTLA41g can reasonably be expected to function in tolerance induction in which the 

IDO mechanism might be involved. 

As an additional important finding， a mild lymph∞ytic infiltration was found in the 
long-term accepted pancreatic graft. In the CfLA41g gene transfer to cardiac al10grafts 

丘omLEW.l W to LEW.1A rats， Guillot et al.σ) reported that local expression of 

CTLA41g could modulate the expression of activation markers associated with graft 

rejection. In由isstudぁthepersistent mononuclear infiltrate without parenchymal 

damage indicates the persistence of cellular responses against the grafted tissue， most 

likely reflecting the establishment of tolerogenic mechanisms. We hypothesize that a 

portion of the alloreative clones might have been deleted企omthese graft -infiltrating 

cells， and an additional aspect of the mechanism may be interference with the cytokine 

cascade. Moreover， it is possible that suppressor cells are not only generated in the 

spleen but also in the graft itself and that their late appearance in the spleens of tolerant 

animals is due to delayed migration from the graft to the spleen. To clarify these points， 

further studies， especially a detailed analysis of immune responses of graft-infiltrating 

cells and cytokine expression， or phenotypic and functional analysis of the lymphocyte 

subpopulation in the grafts are needed. 

In conclusion， CTLA4Ig gene transfer to the pancreaticoduodenal allograft combined 

with a short course of FK506 induces donor-specific tolerance. CfLA4Ig， the 
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immunoregulatory reagent produced locally， protects pancreatic grafts from alloimmune 

destruction during the early stage of acceptance. Subsequently， the appearance of 

splenic . T cells with donor-specific suppressive capacity plays a pivotal role in 

maintaining tolerance. This strategy may have clinical applications for tolerance 

induction in pancreatic transplantation. 
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3.今後の研究計画

L 三回目のマイクロアレイの結果を詳細に分析し、正常気道上皮細胞と肺癌

細胞の mRNAexpressionが違う geneをtargetgeneとして選定し、

RT-PCR法を用いて新しい肺癌に関連する癌遺伝子を同定する。

2. 当施設で切除された肺癌標本から癌細胞をマイクロダイセクションし、 1 

で同定された癌遺伝子を同じ方法で検証する。

3. 遺伝子を単離した後、細胞株に導入し、機能の解析を行う。

4.指導責任者の意見

研究者は、立案した研究計画に従い、 30種類の肺癌細胞株と2種類の正常気道上皮細胞

の培養を行い、これらから順次RNAの抽出を遂行した。抽出したRNAを共同研究機関で

ある中外製薬に委託し、マイクロアレイ解析に供した。用いたマイクロアレイには 12，000

以上の遺伝子がチップ上に配置されており、また、それぞれの遺伝子について、 20のプロ

ープが配置されている。既に、アレイのハイプリダイゼーションが終了し、現在、得られ

た各遺伝子の expressionpatternを解析中である。また、研究者は本研究を遂行しつつ、

一方で、肺癌患者のCT腫蕩面積遺残率と予後の関係についてさらに研究を深め、 CT所

見と血管新生因子や細胞増殖因子、 p53遺伝子の状態との相関、ならびに予後との関連につ

いて検討を行い、 CT所見と相関する分子機構を明らかにした。これらの業績は、助成に

より期待された研究成果として十分なものであると考えられ、また、将来の研究テーマと

しての継続性も有することから、研究者および日中両国にとって有益な研究を遂行するこ

とができたものと評価する。
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一日中医学協会助成事業ー

オリゴマイクロアレイを用いた肺癌の発生進展に関わる遺伝子異常の網羅的解析

研究者氏名 蓋博鳴

中国所属機関 中国医科大学第一附属病院胸部外科

日本研究機関 東北大学加齢医学研究所呼吸器再建研究分野

指導責任者 教授近藤正

共同研究者名 佐藤雅美、桜田晃、堀井明

要旨

手術療法、化学療法、放射線療法など色々な治療方法はあるにもかかわらず、肺癌の治療成績特に進行癌の

治療成績は良好とは言えない。遺伝子治療は肺癌の新しい治療法として期待されているが、肺癌に関する遺伝

子異常に関しては、いまだ不明の点が多い。本研究においては、肺癌細胞株および肺癌切除標本から RNAを

抽出し、オリゴマイクロアレイを用いて発現の状態を確認する。異常の認められる場合、 RT-PCRと塩基配列

法によって塩基配列の異常を検出する。さらに、遺伝子を単離した後、細胞株に導入することで、機能の解析

を行う予定である。

Key Words lung cancer， oligo nucleotide array， cancer specific exon splicing 

緒言

肺癌の擢患率と死亡率はともに著しく増加している。 21世紀には、さらに増加することが推定されている。

手術療法、放射線療法、化学療法などが行われるが、特に進行癌の治療成績は良好とは言えない。 1996年に

Rothらがレトロウィルスベクターを用いて、正常 p53遺伝子を 9例の肺腫療に注入し、 3例で題揚が退縮し

たことを報告した。遺伝子治療は肺癌の新しい治療法として期待されている。しかし肺癌に関する遺伝子異常

に関しては、いまだ不明の点が多い。肺癌で高顔度に見られるものは p53とRBのみで他の遺伝子異常の頻度

は低い。肺癌の組織型は多彩で、これら遺伝子異常もその組織型別に論じる必要がある。急速に進歩している

遺伝子工学手法により、肺癌に関する遺伝子の同定も期待されるようになってきた。1998年にHibiらはSAGE

法(serialanalysis of gene expression)を用いて、肩平上皮癌2検体と正常気道上皮2検体で約 16，000種の

uniquemRNAの発現を確認し比較した。肺癌で過剰発現をされているものとして報告された2遺伝子PGP9.5

とB-mybは他臓器癌に比べ肺癌での発現が充進していた。一方正常気道上皮で優位に発現されているものの

解析はまれで、肩平上皮癌以外の組織型についての報告も多く見られない。

cDNAマイクロアレーイ技術の開発によって、同時に数千の cDNAあるいは RNA断片が一枚のチップ

の上に同定されるようになってきた。今回我々は Oligonucleotide array Wfymetrix Co.)を利用し、肺

癌組織(培養細胞)と正常肺組織の約l万種の mRNAを調べた。従来の cDNAマイクロアレーイ技術と異な

って、一つの遺伝子の cDNAについて 20個の oligonucleotideを用いているから、肺癌と関係する exon

splicing (遺伝子以上の様式の一つで、今までの文献報告は非常に少ない)の検索が可能になってきた(今ま

で、この手段で癌関連するexonsplicingを検索することは世界でも報告されていなし功。

対象と方法

(ー) オリゴマイクロアレイ技術を用いて、正常肺組織と肺癌組織(肺癌切除標本)、肺癌培養細胞の gene

expressionの差をスクリーンする。正常肺組織、肺癌組織(手術切除標本)と肺癌培養細胞の mRNAを抽出
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し、それぞれオゴマイクロアレーイにて、蛍光にラベルされたシークンス既知の塩基配列(人類正常細胞に発

見される全 mRNAの相補的な塩基配列)とハイプリダイゼーションさせる。蛍光色のパターンによって肺癌

mRNAと正常肺組織 mRNAの発現差を調べる。肺癌で過剰発現しているものと正常肺組織で優位に発現され

ているものを肺癌癌遺伝子領域と癌抑制遺伝子領域に仮想され、癌抑制遺伝子の候補としてステップ二に用い

られる。

(二)目的遺伝子領域のエクソン スプライシングタイプの同定。

(1). 各目的遺伝子領域の正常な cDNA塩基配列を NCBI(National Center for Biotechnology 

Information)に検索し、全エクソン配列をカバーできるように貯'-PCRフライマーを数pair設計する。

(2).肺腹癌、扇平上皮癌、大細胞癌、小細胞癌、障癌 (コントロール グループ)の培養細胞それぞれ五種類

を選んで培養する。

(3). Oligotex mRNA Midi kit(Qiagen Inc.)法を用いて、癌培養細胞と正常肺組織のmRNAを抽出する。

(4). (3)で得られたmRNAを鋳型としてSuperscriptII RT(Life Technologies， Inc)法を用いて各癌培養細胞

と正常肺組織のcDNAを逆転写する。

(5). (1)で設計したプライマーを使って(4)で得られたcDNAにRT-PCRをかける。

(6). 電気泳動法により RT-PCR産物のバンドを検出する。

(7). 正常肺組織によるRT-PCR産物のバンドと異なる肺癌培養細胞のRT-PCR産物バンドに対して、DNAシ

ークンスを施行する。

(三)当施設に手術切除された肺腺癌、扇平上皮癌、大細胞癌、小細胞癌の切除標本を(二)の同様な方法で、

目的領域のエクソンスプライシングを検索する。

結果

1.初回オリゴマイクロアレイ:

肺癌cellline A549、子宮内膜上皮癌cellline Ishikawa 3-H-12、繊維芽細胞癌cellline RB24KYお

よび正常肺組織のmRNAを抽出し、 Affymetrix社が開発したoligonucleotidemicroarrayにて、約6500

個の sequence既知の遺伝子の表現型を調べた。その中から表現型が異なる 23個の遺伝子を可能な癌特別

exon splicingが存在する target遺伝子として選択した。

2. 32個のcelllineを培養して、 OligotexmRNA Midi Kit法を用いてwholeRNAを抽出し、SuperscriptII 

RT法で cDNAを合成しました。その中に、正常気道上皮細胞 2種、肺腺癌7種、肩平上皮癌7種、大細

胞癌2種、小細胞癌5種、降癌5種、繊維芽細胞癌と子宮内膜上皮癌それぞれ1種が含まれている。

3. 一回目のoligonucleotidemicroarrayの再現性も確認する目的で、 20例のヒト肺癌標本から癌細胞を

micro dissectionし、二回目のmicroarrayを行った。 heterogeneousNucIear Ribonucreoprotein 1の結

果のように、 probe1，2，3，4，8，9の表現の強さに差が認められない部分がある一方で、 probe5，6，7，10，11，12，13 

のように表現の強さが異なっている部分も認められ、ある程度exonsplicingの情報を反映できると思われた。

(Fig.) 
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4. しかし最近、 Affymetrix社より、今回実験に使われた probesetの配列と遺伝子上の場所が公表され、

すべての遺伝子において probesetが均等に全配列をカーパーしているわけではなく、ノーコーディング 3'

側の非常に狭い範囲に限っているものもあることが分ってきた。こうした結果を踏まえて、さらに多くの遺

伝子の spotされたマイクロアレイを用いて、 2種の正常気道上皮細胞と 30種の肺癌と降癌の癌細胞から

mRNAを抽出し、 3回目の oligonucleotide microarrayを行った。正常気道上皮細胞と癌細胞の遺伝子

発現の差を直接比較することで、よりはっきりした結果がより多くの遺伝子において得られることが期待さ

れている。現在は三回目のマイクロアレイの結果を分析している段階である。

教室内での研究発表のスライドのコピーも添付致します。
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3.今後の研究計画

インプラントの固定には、骨の調和を達成することが基本的要件の一つであ

る。低密度の骨においては適切な固定を達成するのが難しいことが多い。これ

までの長期経過の実験的研究で、再生骨は吸収され、補填材周囲制裁に脂肪組

織が多くなり、徽密骨はほとんど消失した、その原因に再生骨への栄養血管の

育成の不十分さが考えられた。今後の研究目的として、再生骨の臨床的な長期

安定性の保持に注目したし、四:GFはその増殖作用が血管内皮細胞に特異的で、あ

り、遺伝子治療を考えていくうえで理観句な因子であると考えられている。よ

り早期に安定した骨形成と長期の骨の維持を目指すために、血管新生療法とし

て、血管内皮増殖因子(四Gめを用いて実験を行うd

4.指導責任者の意見

徐輝君は、大判完では、文字通り休日返上で、昼夜を問わず研究に取り組んで、

同僚の日本人の院生以上の成果を納めている。 2003年度の貴協会の助成金を受

け、研究に集中することを可能にし、平成15年度の「東北大学総長賞jを授

与されることになった。現在投稿中の論文には、日中医学協会助成金によると

ころが多く、感謝しています。徐輝君の研究成果は、国際的にも認められ、 2003

年には、インプラントでは世界で一番権威のあるヨーロッパ 12thEAO Annual 

Scientific Congressで発表し、徐輝君は既に研究者としての能力を身に付け、

今後が期待される進財です。

指導責任者氏名犬忽 滝傘
5.研究報告書

別紙f研究報告書の作成についてjに倣い、指定の用紙で作成して下さい。

研究発表または研究状況を記録した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、 Bt:f.1!N，学tl!，会iJ!JJitj金I::ckd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

口腔肉インプラント材料の生体内安定性に関する実験的研究

Abstract 

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

徐輝

吉林大学口腔医学院矯正科

東北大学大学院歯学研究科口腔病理学

教授大家清

清水良央

This experimental study evaluated the long-term outcome of deproteinized bone particles in a 

rabbit model for maxillary sinus augmentation. His句logicallぁ8weeks after implantation， large 

amounts of newly formed bone showed many interconnections and appeared in most parts of the 

implant cavity. Sixty-four weeks after implantation， most of the newly formed bone in the 

augmented spaces had been resorbed. unly a few thin， and slender regions of newly formed bone 

were embedded in fat勿tissue.Histomorphometric analysis revealed a significant decrease in bone 

町 eaand a significant increase in bone ma町owspace area with time. There was no significant 

change in the deproteinized bone particle area. We conclude that deproteinized bone particles do 

not resorb with time and that the newly formed bone in the augmented space after implantation is 

not stable on a long-term basis in rabbits undergoing maxillary sinus augmentation. 

Key lords sinus augmentation; deproteinized bone; particle; rabbit 

Introduction 

Sinus augmentation is an established method used to enhance vertical bone height in the 

posterior region of the maxilla， thereby increasing primary stab出tybefore implant insertion. 

Various materials have been used for bone grafts in sinus lift operations designed to increase 

vertical bone height and promo旬 osteogenesis.

Deproteinized bone， one type of xenograft， has been shown to be a safe and biocompatible bone 

graft material with osteoconductive properties. It is frequently used for maxillary sinus lift 

procedures because of i胎 naturalmorphologic characteristics， complete deproteinization of 

inorganic componen旬，and lack of antigenicity. Several animal studies have shown this material to 

be promising as compared with other bone graft materials. However， the long-term outcome of 

deproteinized bone particles in the augmented maxillary sinus is not well understood. 

We therefore histologically and histomorphometrically evaluated the long-term outcome of 

deprote紅白，edbone particles in an experimental model of maxillary sinus augmentation. 

lIaterial and闘ethods

Surgical procedures 

'l¥venty adult male Japanese white rabbits (average weight， 3.0 kg) were used. The rabbits were 

anesthetized with pentobarbital sodium (0.5 mglkg) intravenousl:ぁand0.5 ml of 1 % lidocaine with 

epinephrine (1:100，00ωwas injected subcutaneously in each surgical field for local anesthesia. 

The nasal bone and nasoincisal suture line were exposed via a perpendicular incision. With the use 

of a round bur， a nasal bone window was outlined and a fenestra was made by osteotomy during 
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continuous cooling with sterile saline solution. Care was taken during this procedure to avoid 

damaging the antral mucosa. Once the outline was completed， a Freer elevator was used to gently 

push the antral mucosa inward. The mucosa was then elevated from the floor， lateral walls， and 

medial wall of the antrum加 providea large compartment for graft placement. The space was 

filled with the deproteinized bone particles. The particles were gently packed into the cavity 

without compression. The defect was covered with a membrane (Bio-Gide， Geistlich， Wolhusen， 

Switzerland) to prevent五.brousconnective tissue ingrowth inωthe augmented space. 

官邸uepreparation 

The rabbits were anesthetized intravenously with pentobarbital sodium and were killed 4， 8， 16， 

32， and 64 weeks after operation. For histological examination， the rabbits were exsanguinated 

an.d perfused via the jugular veins with 2% paraformaldehyde solution in 0.1 M cacodylate buffer 

(pH 7.4).官leimplant sites were dissected free， fixed in the same solution for 48 hours at 4'C， and 

decalci宣edwith 10% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) at 4'C. The speci血enswere then 

dehydrated in a graded series of ethanol， embedded in para血n，and sliced into sections about 3μ 

m thick. The sections were stained with hematoxylin-eosin and examined by light microscopy. 

H担加morphometricana1ys包

Each image was copied on color reversal fum， digitized as a 256 X 256 array of 8-bit density 

va1ues， and transferred to a microcomputer for histomorphometric analysis. The Cadkey Image 

(Cadkey System Corp.， Tokyo， Japan) program was used for analysis. The following 

histomorphometric measurements were made: bone area (percentage of newly formed bone area to 

total measured area); bone m世 rowspace area (percentage of bone ma町owspace町 eato旬旬l

measured area); augmented height (maximal height of the augmented space); and particle area 

(percentage of particle area加 totalmeasured area). 

Statistica1 analysis 

The statistical significance of di宜erencesbetween implantation times was analyzed by analysis 

ofvariance仏NOVA)with 'fukey's method. The level of statistical sign也cancewas defined as p < 

0.05. All the data are expressed as means土 standarddeviation. 

Results 

H担旬logica1findings 

4 weeks after血r.plSIltatiOIl

Thick newly formed bone was observed adjacent to the cortical bone wall of the space. There was 

a tight interface between the newly formed bone and particles， without any gaps. In the center of 

the cavities， the particles were surrounded by fibrous connective tissue. 

8， 16 weeks after implSIl白tiOIl

Eight weeks after implantation， large amounts of newly formed bone showed many 

interconnections and appeared in most p町 tsof the cavities. New formed bone was present 

between and around the deproteinized bone particles. Bone marrow was now developing in 

augmented space and sporadically communicated with the cortical bone wall of the cavity. Sixteen 

weeks after implantation， a larger bone m町 rowspace was found in the augmented space. 

32， 64 weeks after implSIltatioIl 

Thirty-two weeks after i皿plantation，the thickness ofthe newly formed bone had decreased， and 

large bone ma町 owspaces were仕equentlyseen. Sixty-four weeks after implantation， most of the 

newly formed bone in the augmented spaces had been resorbed. Only a few thin， slender regions of 

newly formed bone were embedded in fatty tissue. Bone marrow space containing many fat cells 
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was present in most par旬 ofthe cavities. 

Histomorphometrica1 analysis 

Bonearea 

Bone町easignificantly increased from 4 to 8 weeks， and then significantly decreased from 16 to 

64 weeks. There was no signi五cantdifference between 8 and 16 weeks. Significant differences 

were observed between 4 and 8 weeks (p < 0.01)，4 and 16 weeks (p < 0.01)，4 and 64 weeks (p < 

0.001)， 8 and 32 weeks (p < 0.001)， 8 and 64 weeks (p < 0.001)， 16 and 32 weeks (p < 0.001)， 16 and 

64 weeks (p < 0.001)， and 32 and 64 weeks (p < 0.01) after implantation. 

Bone .marrow space area 

Bonem町 rowspace訂 easigni五cantlyincreased with time. Signifi.cant di宜erenceswere observed 

between 4 and 16 weeks (p < 0.01)， 4 and 32 weeks (p < 0.001)， 4 and 64 weeks (p < 0.001)， 8 and 32 

weeks (p < 0.001)， 8 and 64 weeks (p < 0.001)， 16 and 32 weeks (p < 0.001)， 16 and 64 weeks (p < 

0.001)， and 32 and 64 weeks (p < 0.001) after implantation. 

Aug.mented height and particle area 

Augmented height and partic1e area did not change signifi.cant1y with time. 

Discussion 

Deproteinized bone; a pure anorganic bone graft material， is safe and has been shown to have 

many advantages over other materials in experimenta1 models. This material is thought to be 

resorbed with time. In our study， however， the deproteinized bone partic1es were apparently 

una首ec旬dby remodeling. There was no significant change in particle area from 4 to 64 weeks. 

This fmding sugges旬thatdeprote紅白edbone particles位 enot resorbed with time. 

Biomechanical studies have found that the stability of implants is related to the mechanical 

properties of the surrounding bone. For instance， implant stability is better in lamellar bone than 

in cancellous bone.明lerefore，an understanding of the di宜erentquantities and qualities of newly 

formed bone is i皿portant.Another iinportant determinant of long-term outcome in patients who 

undergo sinus augmentation is maintenance of augmented height. This is particularly important if 

an implant is lost or further implant placement is considered in the future. In our study， there was 

an apparent early increase and subsequent decrease in bone area， but the augmented height was 

unchanged with time. The decrease in bone area was accompanied by an increase in marrow 

adipose tissue. 

Bone loss associated with conditions such as osteoporosis， age-related osteopenia， or 

immobilization may be accompanied by an increase in ma町 owadipose tissue. The role of 

adipocytes in marrow is not yet understood， but an excess of marrow adipose tissue is considered to 

negatively affect the long-term mechanical strength of the skeleton. It is often difficult to obtain 

implant anchorage， in bone that is not very dense. 

Biochemical studies have suggested a relation between mechanical stress and bone metabolism. 

Tissue is likely to mature after functionalloading. However， information on the optimal time for 

implantation is scant. On the basis ofbone remodeling， 8 weeks after grafting is regarded to be an 

appropriate time for implant placement in this experimental mode1. 

Conclusion 

Deproteinized bone partic1es are not resorbed with time. Newly formed bone in the augmented 

space after the deproteinized bone implantation is not stable on a long-term basis in rabbits 
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undergoing maxillary sinus f100r elevation. 
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3.今後の研究計画

実験Eと同様な調理方法で、食品を増やして F濃度を測定する。実験Eと同じ食材で沸勝させて煮た場

合、焼く、蒸すという調理を行って総F量の変化を比較する。

4.指導責任者の意見

日本人の一日フッ化物摂取量の推定は栄養所要量の見直しの上からも急務である。研究者が記している

ように、現在では食品リストからの推定と陰膳法が行われているが、前者は調理によりフッ化物が消失す

る可能性が示唆されており、正確性を疑問視する意見もある。したがって、地道に各食品の生の状態での

フッ化物濃度測定を行うことの努力が意味を持たないのではと心配されていた。

今回の研究結果により、 i弗騰といっ極端な調理法でなければ、生の食品のフッ化物濃度と摂取重量から

フッ化物摂取量を推定できることが示され、今後とも各食品中のフッ化物濃度の決定を進めていく価値が

証明された。

ただし、今後の研究計画にもあるように、他の食品と調理法による追試と確認が必要である。

指導責任者氏名記川持大 ⑬ 

5.研究報告書
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調理による飲食品中フッ化物濃度および含有量の変化について
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要旨

適切なフッ化物応用は踊蝕予防に大きな効果をもたらす。フッ化物応用に際しては、フッ化物一日摂取

量が根拠となるため、現在は食品リストから見積もる方法と陰膳法により算定されている。前者は各食材

の生の状態のフッ化物濃度と摂取重量からの見積もりで、後者は調理後の食餌中のフッ化物濃度と摂取重

量からの見積もりである。本研究の目的は、調理による飲食品中フッ化物濃度と含有量の変化を調べ、よ

り正確な F摂取量の推定法を検討することである。はじめに、沸騰および恒温維持による水中フッ化物濃

度と含有量の変化を比較した。次に市販魚肉を材料に、生の魚肉中のフッ化物濃度と焼く、茄でる、電子

レンジ加工、蒸すなどした後のフッ化物濃度を比較した。さらに、野菜、魚肉、牛乳などを食材として、

煮込みおよび電子レンジ加工で調理前後のフッ化物濃度と含有量を測定した。その結果、沸騰により、水

中フッ化物濃度は高くなるものの、総フッ化物含有量は低下した。魚肉中のフッ化物濃度は電子レンジ加

工による変化がもっとも著しく、蒸すによる変化は少なかった。野菜、魚肉、牛乳を食材として煮込むま

たは電子レンジで調理後の総フッ化物含有量と生から見積ったそれと比較したところ、有意な変化は認め

られなかった。このことから、食品リストからフッ化物摂取量を推定する方法の有用性が示唆された。し

かしながら、今回の研究で用いた飲食品の種目は少なく、調理方法も少なかったため、今後更なる研究の

必要がある。

Key Words フッ化物応用，フッ化物摂取量，食品， duplicate diet (陰膳法)，調理

緒言:

最近の踊蝕減少傾向にフッ化物(以下 Fとする)応用が大きな貢献をした。一方、 Fを過剰に摂取する

と(1，2)歯のフッ素症が発生する可能性がある。 F応用の理念は、不要な副作用を生じさせることなく、

最大の踊蝕予防効果をもたらすことにある。それには、 F摂取量をバランスよくコントロールする必要が

ある。 Fの一日摂取至適量は WHOにより 0.05-0.07mg/一日/kg体重とされている (3)0 F一日摂取量の算定

には調理前の各飲食品の F濃度と摂取重量から見積もる方法と摂取する食餌そのものから見積る方法

(4-7)がある。前者の場合は、 F摂取量の見積もりが不正確になるおそれがある。 Guha-Chowdhuryら (7)

はduplicate-diet方式で3-4歳児の 24時間 F摂取量を測定したところ、小児の一日 F摂取量は食品消費

リストから推定した一日 F摂取量より低いと報告した。今までの報告では、同じ材料を用いて調理前後の

F含有量を測定したデータはほとんどない。そこで、本研究では、摂取 F量を正確に推定する方法を検討

することを目的に、調理方法が飲食品中 F濃度に与える影響について検討した。

対象と方法:

実験 1: 加熱による水の F濃度変化

家庭用ガスレンジと調理用鍋を用いて、 F濃度 1ppmの水1，OOOml (総F含有量 1，000μg)を強火で沸勝

させた後、容器に蓋をしたまま(以下蓋付き)沸騰状態を 60分間保ちながら 5分ごとに 2mlずつ、累計

13のサンプルを採取した。同時に鍋中の残留水量を計測した。サンプルは室温まで徐冷後、 F複合電極に
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てF濃度を測定した。また、沸勝後に鍋の蓋をはずした状態(以下蓋なし)においても同様の実験を行っ

た。続いて、 F濃度 lppmの水 500mlを恒温水槽にて 60'Cまで加熱し、蓋なしで 60'Cを維持しながら、前

記同様に、 60分まで累計 13のサンプルを採取してF濃度を測定した。

実験II: 調理による魚肉中 F濃度の変化

市販のマグロ魚肉を 5分間焼く、茄でる、電子レンジで加熱する、蒸すという調理を加えたものと、生

の魚肉の計 5つのグループ(各グループとも n=3)をつくり、それぞれ80'Cの恒温槽にて 72時間乾燥後粉

砕し、微量拡散法 (8)にて F濃度を測定した。

実験m: 調理前後の F含有量の比較
市販の玉葱、ジャガイモ、鮭を乾燥後粉砕して微量拡散法にて F濃度を測定した。牛乳は直接微量拡散

法にて F濃度を測定した。次に、上記4つの飲食品を表 lに示した分量で調理(蓋付きで 1時間煮込むま

たは電子レンジで 20分加熱)した後、室温まで徐冷し、上記同様の微量拡散法にて F濃度を測定した。

結果:

実験 1: 加熱による水の F濃度変化

100'Cまで加熱後60分までの平均蒸発水量は、蓋付き(平均 46.9ml!5分)と蓋なし(平均 72.4m1/5分)

で有意な差があった (p<O.OI)o5分ごとのサンプル中 F濃度は、サンプル採取開始後徐々に上昇し、 60

分では蓋付きで平均 1.89ppm、蓋なしで平均 4.43ppmになり、統計学的に差があった (p<0.05)。しかし、

容器水中総 F量は時間の経過とともに減少し、 60分後にはそれぞれ 798.6μg(初期の 79.9%) と487.8

μg (初期の 48.8%)になり、蓋なしは蓋付きに比べて有意に減少した (p<O. 001)。

一方、 F濃度 lppmの水500mlを60'Cで維持したものの平均蒸発水量は 2.25ml/5分であった。 F濃度に

大きな変化は認められず、 30分後が1.04ppm、60分後が 1.08ppmであり、容器水中総F含有量にもほとん

ど変化が認められなかった。

実験II: 調理による魚肉中 F濃度の変化

調理法により魚肉中 F濃度に変化が認められた(図 1)。生と比較して電子レンジ加熱により最も著しく

上昇した (p<O.OI)。また、電子レンジと焼く (p<O.OI)ならびに茄でる (p<0.05) との聞にも有意な

差を認めた(多重比較)。

実験m: 調理前後のF含有量の比較
調理前の各飲食品中のF濃度と分量から見積もった総F量は 24.04μgであった。一方、 1時間煮込んだ

食品の F濃度から計算した総F量は 23.68μg、電子レンジで加工した食品の F濃度から計算した総F量は

23.08μgであり、ほほ近似していた(表 1)。

考察:

加熱により水分は蒸発する。また、食材中の Fは調理方法により消失の程度が異なる。本研究では、加

熱、とくに沸騰を継続することにより水分が消失して水中の F濃度は高くなり、とくに蓋なしで水中総F

含有量は大きく減少した。しかし、 60'Cで維持した場合は著明な変化はなかった。このことから、 Fの一

部は沸騰による水の消失とともに空気中に排出された可能性が示唆された。実験Hの調理法により F濃度

は変化するものの、実験Eの調理前後の総F含有量を比較したところ、生からの見積りと調理後ではそれ

ほどの差が認められなかった。 Guha-Chowdhuryら (7)はduplicate-diet方式で 3-4歳児の 24時間 F摂

取量を測定したところ、小児の一日 F摂取量は水道水F添加地区でも 0.036mg!day!匂であり、食品消費

リストから推定した一日 F摂取量より低かったと報告した。しかし、今回の研究では、生の飲食品から見

積もった F含有量と調理後の F含有量との聞に有意な差はみられなかった。これは、蓋付きでの 1時間の

煮込みおよび20分間の電子レンジによる加熱ではFはそれほど消失しないことを示すものである。したが

って、沸勝またはそれに近い条件での調理の場合は、 Fが消失することは考えられるものの、一般的な調
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理法によって総F含有量はそれほど変化しないものと思われる。日本においても、乳児または成人におけ

る一日 F摂取量に関する研究はいくつかある。友利ら (9，10)は市販乳児用食品を材料にそれらの F含有

量から乳児の一日 F摂取量を推定した。小宮山ら (4-6)は食事と同様なものを用意し、 duplicate diet 

方式でそのF含有量から計算して一日 F摂取量を得た。一方、Marketbaskets調査から食品リストを得て、

F摂取量を推定する方法は、出生後2歳もしくは 3歳未満の乳児の場合に多く使用されている (11-16)。

しかし、食品加工過程中のF消失、加熱、水分の蒸発などが一日摂取F量の見積もりに影響を与えること

が考えられるため、陰膳法はより正確に摂取F量を見積ることができると思われる。しかし、本研究から、

食品リストからの摂取F量の推定も正確であることが示され、各食品中のF濃度の決定のための研究も意

義のあるものと思われた。今後は，種々な食品を材料に種々な調理法を試み，生からの見積りの妥当性を

追試したい。
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図1: 調理方法の違いによる魚肉中F含有量の変化 (n=3，配加士SE)
本: P<0.05， **: P<O.Ol 

表 1: 飲食品からの見積りと調理後の F量との比較

盤盆品

鮭

生呈年} F含有量 (μ f!./f!.)

0.095 

F呈liuu

ジャガイモ 100 0.021 2.07 

玉葱 122 0.010 1.22 

牛乳 400 0.040 32.00 

.貫一一一-_...・H・-一一色包……………..__...・H・-一一一一一一一一一 ____________?1~_Q4.
調理後

煮る 373.8 

電子レンジ加熱 641 

0.063 

0.036 

23.68 

23.08 
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3.今後の研究計画

今回の調査結果から、中国は日本と比較して、「看護管理j、「専門職としての自律Jに関する

職務満足度が低かった。今後、どのように日本の水準まで、中国の看護管理を改善し、専門職と

しての自律を高めていくか、が検討課題といえる。

Stampsら (1978)の開発した看護師の職務満足度尺度は欧米と日本で広く使用されている。

今回、中国において初めてこの尺度を使用した。中国語版の信頼性について検討したところ、

Cronbach' sα係数は0.908と高かった。この尺度は国際間の比較が可能であり、今後も活用して

いきたい。また、今回調査を行った中国の施設は北部の 3級病院であったが、 2級病院、 l級病

院に勤務する看護師の職務満足度についても調査を継続していく必要があると考える。さらに、

看護師の職務満足度と、患者の満足度の関連性についても研究課題としたい。

4.指導責任者の意見
看護師の職務満足度に関する中国と日本の比較研究から、研究目的に対する明確な資料と考察

を提示することができた。中国の看護は、今、看護師個々人を尊重し、専門職者としての自立を

高め、それらが結果として看護サービスの質的・量的向上につながることを期待している。

本調査は、そうした中国看護の過渡期において、 1)職務満足度は重視すべき点であること、 2)

職務満足度については客観的かっ国際的な観点から査定を行う必要性があること、を示唆してい

る。

高玉琴さんは、日中医学協会助成金を得て本研究を行い、旭川医科大学大学院より修士号を授

与される予定である(学位記授与式:平成 16年3月25日)。学位論文発表会および学位論文審

査では、非常に高い評価を受けた。さらに、平成 16年度内に、研究成果を中国・日本両国の学

術学会において、発表ならびに論文投稿を行う予定である。

日中医学協会助成にふさわしい研究活動であったと総括することができる。

高玉琴さんには、日中看護学術交流を促進する人物として、今後一層の活躍を期待するもので

ある。

指導責任者氏名杉浦手ロィ匂(齢

5.研究報告書

別紙「研究報告書の作成についてj に倣い、指定の用紙で作成して下さい。

研究発表または研究状況を記録した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。

*発表に当たっては、 fl r:j旨E学llJ~手助成盆jごJ:ó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

中国における看護師の職務満足度に関する研究

一中国と日本との比較ー

研究者氏名 高玉琴

中国所属機関 培陽中国医科大学附属口腔病院

日本所属機関 旭川医科大学医学部看護学科

指導責任者 教授 松浦和代

本研究の目的は、1)中国の看護師の職務満足度について日本との比較調査から実態を明らかにする、

2)両国の比較から中国の看護師における職務満足度の特性を分析することであった。看護師の職務満

足度尺度は Stampsら (1978)が開発した尺度を用いた。中国では304名に配布し、回収数は280、有効回答

数は198であった(回収率92.1%、有効回答率70.7%)。日本では354名に配布し、回収数は342、有効回答数

は267であった。(回収率96.6%、有効回答率78.1%)。平均年齢は、中国では33.8:t8. 7歳、日本では29.5土

7. 7歳であった。平均経験年数は、中国では13.1:t8. 2年、日本では8.0:t7. 5年であった。結婚状況は、既婚

者が中国では 75%、日本では 30%であった。主な結果は、以下の 4点であった。1)職務満足の最も重

要な構成要素は、中国では「樹斗J74%、日本では「職場の人間関係J76%であった。 2)職務満足度の平均得

点は、中国では147.3:t33. 7点、日本では144.4:t26. 0点であり有意な差はなかった。これを構成要素別にみる

と、中国は、日本に比較して、「職業的地位Jr医師・看護師聞の関係Jr看護師間相互の影響Jの3構成要素にお
いて職務満足度が有意に高く、「看護管理Jr専門職としての自律Jの2構成要素において職務満足度が有意に低
かった。 3)年醐IJに職務満足度をみると、中国では30"'34歳の聴脇満足度が低く、これを底辺とするU宇型の

曲線を示した。日本では年齢差は認められなかった。 4)職務満足度は、中国・日本に共通して、現在の勤務部

署が自分に「適しているj と回答した群で高く、物瑚句環境が良好であるほど高かった。

Key Words : 中国、 日本、 職務満足度、 適性、 物理的環境

緒言:

中国では、この20年間の改革開放政策によって、人々の生活水準が向上し、健康観も変化してきた。

これに伴って、看護サービスの範囲も絶えず拡大しているω 。同時に看護師自身の職務に対する満足

感も受動的なものから能動的なものへと変化し、自己実現の意欲も高まってきた。

こうした社会の動向から、看護管理者はかつて実行して有効であった伝統的な方法に固執していては、

もはや管理の効果を発揮することはできず、今後の時代に対処できなくなると考えられている。呉訟は

2002年、「管理活動において看護専門性の価値をどう発揮するかJという論文の中で、以下のように述

べている。看護管理者はこれまでの看護の枠から飛び出し、医療先進国や、他の企業の先駆的な管理経

験を吸収し、思考回路を広げ、意識を改革させる必要がある。また、看護管理者が看護師を主体として、

管理心理学を重視し、看護師の要求を理解し、尊重し、満足させるような人間関係と佐事とを有機的に

結びつける全面的管理方式こそが現代管理学に求められているものである、としている。

中国の現状において、看護師の職務満足度に関する研究は極めて少ない。たが、日本では看護師の職

務満足度の研究が 1980年代から行われており、看護師の職務満足度は職業ストレスと関連があり、人

間関係、サポートの有無、労働環境などによって影響を受けることが報告されている側6)。

中国の看護師における職務満足度を把握し、日本と比較することは、先進国の看護を学ぶ中国の看護

の質的向上に意義がある。

本研究では、 1)中国の看護師の職務満足度について日本との比較調査から実態を明らかにすること、
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2)両国の比較から中国の看護師における職務満足度の特性を分析すること、を目的とした。

対象と方法:

対象者は、中国i審陽市にある3級A国立大学附属病院の看護師と日本北海道内のB国立大学医学部附属

病院およびC国立病院の2施設に勤務する看護師であった。

研究方法は、無記名自記式質問紙法とし、調査票の配布および回収は、看護部長を通して、各部署の

看護師長に依頼した。倫理的配慮、として、対象者に研究目的と方法、プライパシ一保護などを文書によ

り説明し研究参加の同意を得た。

調査項目は、 1)対象の一般的背景、 2)勤務状況、 3)看護師の職務満足度尺度、 4)物理的環境測定尺度

から構成した。

看護師の職務満足度尺度は Stampsらによって 1978年に開発された尺度であり、 PartAとPartBの二

部から構成されている制。 PartAは、職務満足度に影響を与える最も重要な要素を選ぶという内容で

あった。構成要素は「給料j、「職業的地位J、「職場の人間関係j、「看護業務J、「看護管理J、「専門職と

しての自律J6の要素であった。 PartBは看護師の職務満足度に関する評価であった。この測定尺度は

7つ下位尺度から構成されており、①給料 (pay); 9項目、②職業的地位 (professional status); 8 

項目、③医師・看護師間の関係 (doctor-nurse relationship);3項目、@看護管理 (administration); 

10項目、⑤看護業務 (task requirement); 6項目、⑥専門職としての自律 (autonomy); 5項目、⑦

看護師間相互の影響 (interaction);の計48項目であった。

看護師の耳崩棄満足度尺度の日本語版については、 PartAは研究者と指導教官が英語版を日本語に翻訳し、看護

師5名にパイロットスタディを実施して、表面妥当性を検討した。 PartBは尾崎(1987)が翻訳したものを使用

した。中国語版については、中国人留学生2名と研究者1名の計3名が英語版を中国語に翻訳し、在日中国人留

学生7名と中国の病院に勤務する看護師15名を対象として、 2回のパイロットスタディを行い、表面妥当性

の点検を受けた。

中国におけるパイロットスタディの際には、尺度の内容妥当性を確認する目的で、中国の看護師の職

務満足に関する自由記述を求め、以下の 18項目を抽出した。①収入(ボーナス手当)6名、②社会認

知(地位、尊敬)8名、③成就感1名、④職場での人間関係 2名、⑤職務内容の好み 2名、@自律性1

名、⑦看護管理者の水準2名、③入手不足2名、⑨昇進1名、⑮労働強度2名、⑪雑務(記録、面子)4 

名、⑫業務水準2名、⑬多忙さ 1名、⑬上司との関係 3名、⑮夜勤2名、⑮教育程度2名、⑪思想(モ

ラル)3名、⑬職場の物理的環境1名であった。

①"'-'@項目は看護師の職務満足度尺度に、また、⑬夜勤、⑮教育程度は「一般的背景Jに含まれてい

ることが確認した。⑪思想については、今回の調査では削除した。しかし、⑬職場の物理的環境につい

ては、職務満足度に影響を与える可能性のある項目と解釈し、新たに調査項目に加えた。

物理的環境尺度は、米国国立職業安全保健研究所が開発した物理的環境尺度 (10項目)を使用した。この尺

度は得点が低いほど、物理的環境は良好と評価する。日本語版は原谷(1999)が翻訳したものを使用した九中国

語版については、研究者が日本語版を中国語に翻訳し、パイロットスタディを行い、表面妥当性を検討した。

調査期間は、平成15年5月であった。分析方法にはノンパラメトリック検定を用い、統計的有意水準は 5%

とした。

結果:

中国では看護師304名に配布し、回収数は280、有効回答数は198であった(回収率92.1%、有効回答率70.7%)。

日本では看護師354名に配布した。回収数は342、有効回答数は267であった(回収率96.6%、有効回答率78.1%)。

1. 一般的背景

平均年齢は、中国では33.8:!:8. 7歳、日本では29.5土7.7歳であった。看護師としての平均経験年数は、中国

では13.1 :!:8. 2年、日本では8.0:!:7. 5年であった。
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2.職務満足度

1) PartA :職務満足の構成要素の重要度は、中国では最も重要な要素はf給料J74.0%であり、日本では「職場

の人間関係J76.0%であった(表1)。

表l 職務満足の重要度

中国 (n=198) 日本(n=267)

順位 構成要素
構成要素の割合

構成要素
構成要素の割合

(%) (%) 

給料 74.0 職場の人間関係 76.0 

2 職務的地位 56.0 給料 62.0 

3 専門職としての自律 54.0 専門職としての自律 58.0 

4 職場の人間関係 44.0 看護業務 56.0 

5 看護管理 38.0 看護管理 26.0 

6 看護業務 34.0 職務的地位 22.0 

2) PartB:職務満足度の平均得点は、中国では 147.3:t33. 7点で、日本では 144.4土26.0点であり有意差は

なかった。これを7つの構成要素別にみると、中国は、日本に比較して「職業的地位Jr医師・看護師聞の関係J
「看諜繭相互の影響Jの3つの構成要素が有意に高く、「看護管理Jr専門職としての自律Jの2つの構成要素
が有意に低かった(表2)。

表2 職務満足度の7構成要素の比較

構成要素 可能な最高

スコア

1. 給料 54 

2. 職業的地位 48 

3. 医師・看護師聞の
18 

関係

4. 看護管理 60 

5. 専門職としての
30 

自律

6. 看護業務 36 

7. 看護師間相互の
42 

影響

Mann -Whi tneyのU検定
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図1. 年齢IJと職務満足度

中国 (n=198) 日本 (n=267)

平均値土SD 範囲 平均値:!:SD 範囲 P値

24.0土8.0 3......42 24. 6:!:6. 9 5......40 0.349 

32. 2:!:6. 4 12......46 29. 0:!:6. 1 12......45 0.000 

12. 4:!:3. 1 2......18 8. 6:!:3. 4 0......17 0.000 

26.0土10.4 1......50 29. 3:!:6. 9 7......47 0.000 

11. 4:!:5. 6 

12. 6:!:6. 5 

28. 7士6.7 

0......26 14. 6:!:4. 5 0......30 0.000 

0......30 12. 7:!:4. 8 1......28 0.943 

8......40 25. 6:!:6. 1 1......41 0.000 

3.年齢と職務満足度

年齢別に職務満足度をみると、中国ではぬ""34歳

が 136.5:t34. 4点と低く、これを底辺とするU字型の

曲線を示した(図1)。日本では職務満足度に年齢差は

認められなかった。

4.勤務状況と職務満足度

「現在の勤務部署Jについて、中国では、「適Jが

58.6%、「不適Jが 41.4%であった。日本では「適J

が42.3%、「不適Jが57.7%であった。中国・日本と

もに、 f適Jと回答したものは「不適Jと回答したも

のよりも職務満足度が有意に高かった(各p<O.∞1)。
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「希望配置であったかJについては、中国では「はいJ25.3%、「いいえJ72.7%、「どちらともいえないJ2.0% 

であった。日本では、「はい'J51. 3%、fいいえJ46.8%、「どちらともいえないJ1. 9%であった。中国・日本

ともに、「はいJと「いいえjの2群聞の聴師事満足度に有意差はなかった。

5.物離句環境と職務満足度

物理的環境の平均得点は、中国では 13.6:t2. 7点、日本では 15.2:t2. 7点で有意差があった(p<0. 001)。両

国ともに、物理的環境の得点と職務満足度の得点聞には負の相関があった(中国:r=ー0.470、p<0. 001、日

本:r=ー0.399、p<O.∞1)。

考察:

PorterとLaw1er(1968)の職務満足理論によれば、パフォーマンスによって報酬が決定され、その報酬が媒介変

数として働き、さまざまな水準の職務満足が生まれることが解説されている叱本調査前には、中国看護師の

職務満足度に関する概念枠組みは明らかではなかったが、今回、 PartAの結果から、中国の看護師にとって

報酬は職務満足の程度を決める主要な要素であり、中国看護師の聴師事満足の概念枠組みは、日本よりもむしろ欧

米に近いことが推察される。

PartBの結果から、中国と日本の1脇満足度に有意差はなかった。しかし、職務満足度を構成要素別に分析す

ると、中国では「職業的地位Jr医師・看護師聞の関係Jr看護師間相互の影響Jの満足度が日本より有意に高く、職
場の人間関係は良好と評価できる。一方、「看護管理Jr専門職としての自律Jの満足度の低さは、中国看護の過渡
期において、看護管理と看護専門性の発揮が重要な課題であるとする呉の指摘を裏付ける資料として有用と考え

られる。

職務満足度を年齢別にみると、経験年数11........15年に相当する 30........34歳で最低となり、これは日本の10年前の

研究報告と同様の結果であった。この時期の女性は通常、結婚後の妊娠、出産、育児といった個人生活の比重が

高まる時期であり、それらが璃協満足度の低下要因として作用していることが考えられる 11)。

勤務状況と職務満足度の分析結果から、看護師にとっては、希望配置か否かは重要ではなく、むしろ、勤務部

署への適性が重要といえる。看護管理者は看護師が配置転換を希望する原因を調べ、部署に適しているか

どうかを判断し、看護師の能力がどうすれば伸ばせるかを考慮すべきであり、これが職務満足を高める

上で重要であると考える。さらに、中国・日本ともに、物理的環境が良好であるほど職務満足度は高いという

結果から、物理的環境は職務満足度に影響を与える要因であることが明らかとなった。
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3.今後の研究計画

本研究の結果から 北京市都市部における学童の肥満率は高いと見られる。肥

満の発症には先天的および後天的要因が関与している。生活習慣などの後天的

な要因は調節できるので今後の研究の主な課題になる。現在の生活環境こそ

が子どもたちを過食と身体活動不足に追い込んでいることを十分に認識する必

要がある。更に できれば今の生活環境を変えるか、今の生活環境の中でより

良い生活ができて体重が減少する方向に向かうように社会全体で支援すること

が必要である。今後 介入研究を介して地域や学校において 子どもの食事、

運動、休養といった生活習慣に関わる健康教育を積極的に展開することが研究

課題になると考えている。

;?721t;22:24込鳴
ノトユト lι急務改えら料。イんて安局者のが11愛すと仇
;じ。 CM11州第友刊じ町;ZW以褐(~進ん之
¥ ¥ ~o ;特ド杉f穴で検討伐~~効用身体法務安と必等調全
小1Y)戸ト¥1椅未明の形?南の苅安!こやJ質量百基次賃料k
1J ~o 材育的行以うf，去/イヰ叫すえ145料IJ ，~~め作l
d\ t見守r~'ιpxa 日J??タ!こすfみて~3~ と怒川'Lゑ

5.研究報告書

別紙「研究報告書の作成についてjに倣い、指定の用紙で作成して下さい。

研究発表または研究状況を記録した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、 Bf/1a学ltl:会'1Jb.成主金jごJ:-!J旨を明記して下さい。

- 64 -



Abstract: 

ー日中医学協会助成事業ー

中国北京市都市部における学童肥満の原因に関する調査

研究者氏名李摺柏

中国所属機関北京大学公衆衛生学院栄養と食品衛生学系

日本研究機関東京大学 大学院医学系研究科

国際保健学専攻 発達医科学教室

指導責任者教授牛島慶治

共同研究者名李可基予喜玲屈宇宇

The present study aimed to examine the potentia1 risk factors of chi1dhood obesity 

in Beijing urban areas and e1ucidate the corre1ates of physica1 activity and hea1thy 

eating. 

A cross-sectiona1 study was conducted from Ju1y， 2003 to October 2003 in two primary 

schoo1s in Beijing urban areas. A tota1 of 1687 6-12 year old students were recruited. 

Mothers and some of the children in 4th-6th grades administrated questionnaires re1ating 

to the potentia1 corre1ates. Anthropometric measurement of weight， height and percentage 

of body fat (%BF) of the students were performed. Body mass index (BMI) [BMI = weight in 

kg/ (height in metres ) 2] cutoff values recommended by the Internationa1 Obesi ty Task Force 

(IOTF) were used to discriminate overweight and obesity. Multiple Logistic Regression 

Ana1ysis was used to determine the independent1y associated risk factors. The resu1 ts shows 

that the preva1ence of overweight and obesi ty in 6 -12 year old boys were 20.0覧and20.3見

and for girls were 19.0覧and13.0% respectively， according to the new BMI cutoffs for 

Chinese children. (Versus 19.9犯and13.3犯forboys as we11 as 12.0覧and4.8見forgir1s 

respectively according to the BMI cutoffs rECommended by IOTF).，toverweight and obesity 

was significant1y correlated to sex (for gir1s， Odds Ratios (OR) =0. 3， and 95免confidence

interva1 (CI): 0.15-0.58， p<0.01)， height (OR=1.03， 95覧CI:1.00-1.07， p<0.05)， and the 

average va1ue of parents' BMI (OR=1. 35， 95%CI: 1. 15-1. 60， p<O. 01). The heal thy lifesty1es 

were significantly corre1ated to some psychosocia1 factors (Pearson coefficient r ranged 

from 0.20 to 0.37). The resu1 t suggested that hea1 th educations re1ated to hea1 thy eating 

and physica1 activity need to be imp1emented in the schoo1s. 

Key Words obesity， risk factor， hea1thy eating， physica1 activity 
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Introduction: 

The prevalence of child obesity is increasing rapidly worldwide.1 It is associated 

with several risk factors for later life2• 3• 4 In recent years， the preva1ence of childhood 

obesi ty in China， especia11y in urban areas increased rapid1y， and the factors that account 

for the rapid changes in prevalence remain unc1ear.5 The present study aimed to examine 

the potentia1 risk factors of chi1dhood obesi ty in Beijing urban areas and e1ucidate the 

corre1ates of physica1 activity and hea1thy eating， for providing base1ine data for the 

accomplishment of disease contro1 and prevention. 

Subjects and Methods: 

A cross-sectiona1 study was conducted from Ju1y， 2003 to October 2003 in two primary 

schoo1s in Beijing urban areas. A tota1 of 1687 6-12 year old students were recruited. 

A se1f-administered questionnaire were used to obtain information relating to social 

economic status (SES) ， perinatal factors， and the present lifestyles of children. Mothers 

provided a11 the information for the children in Ist-3rd grades. Students in 4th-6th grades 

administrated a questionnaire relating to present lifestyle as we11 as i ts the correlates. 

Anthropometric measurement of weight， height and percentage of body fat (児BF)were 

performed whi1e the chi1dren were wearing 1ight clothing and no shoes. Weight and覧BFwere 

measured with a sing1e-frequency tetrapo1ar p1ethysmograph (TBF-126， TANITA， Tokyo， 

Japan). Height was measured wi th a fixed height measuring board. Body mass index-calcu1ated 

as weight in ki10grams divided by the square of height in metres provides a measure of 

fatness [BMI = weight in kg/ (height in metres )2 ]. BMI cutoff va1ues recommended by IOTF 

were used to discriminate overweight and obesity. Statistica1 ana1yses were performed 

using SPSS version 10.0 for Windows (SPSS Inc.， Chicago， IL， USA). Mu1tiple Logistic 

Regression Analysis was used to determine which factors were mostly and independently 

associated wi th the outcomes of interest. P< O. 05 was the cut point for significance. The 

relative risks of possible risk factors were estimated by the calcu1ation of Odds Ratios 

(OR) and 95覧confidenceinterva1s (CI). 

Results: 

The average age of the boys was 8.91 years (SD=I.52)， and 8.82 years (SD=I.55) for 

gir ls. The age distribution was shown in Tab1e 1. The preva1ence of overweight and obesi ty 

in 6 -12 year old boys were 19.鍬 and13.3札 andfor gir1s were 12.0覧and4.側 respectively，

according to the new BMI cutoffs recommended by IOTF. For the corre1ates of childhood 

obesity， after adjusted for other potential correlates， the resu1t of Mu1tip1e Logistic 

Regression Ana1ysis shown that high height and high BMI value of parents were risk fac tors 

for predicting overweight and obesity; boys were more tend to become overweight than girls 

at this age group. Frequencies of cake intakes per week was not shown as a risk factor. 
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The results were shown in Table 2. 

Table 1. Characteristics of the subjects (N=1687) 

Age (Year) Male (N=841) Female (N=846) 

n (話) n (覧)

6 32 3.8 40 4.8 

7 158 18.8 162 19. 1 

8 150 17.8 178 21. 0 

9 184 21. 9 155 18.3 

10 162 19.3 161 19.0 

11 138 16.4 138 16.3 

12 17 2.0 12 1.5 

The correlates for vegetable and fruit intakes and physical activity were found 

significantly correlated to some psychosocial factors. For vegetable and fruit intakes， 

the availability of vegetables and fruits at home was the most important determinants for 

intakes (Table 3). The intension and frequencies physically activities strongly 

correlated to self-efficacy， social support and health believes (Table 4). 

Table 2. Risk factors correlated to being overweight and obesity (n=495) 

Correlates 

Gender (Female) 

Height 

Average BMI of parents 

Sweet cake eating (times/week) 

* Pく0.5;牢*P<O.OI 

OR 

0.30 

1. 03 

1. 35 

0.83 

95見CI

0.15-0.58 *寧

1. 00-1. 07* 

1. 15-1. 60** 

0.72-0.95** 

Table 3. The pycho-social correlates for healthy eating 

(vegetable and fruit intakes) 

Correlates n Pearson coefficient ( r ) P Value 

Availabil i ty 136 0.32 P<O.OI 

Self-efficacy for healthy eating 134 0.28 P<O.Ol 

Perceived benefit 137 0.24 P<O.Ol 

Taste preferences 134 0.24 P<0.01 

Social support 137 0.20 P<0.05 
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Table 4. The pycho-social correlates for physical activity (n=228) 
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Intension Times/week 

0.37牢*

0.35申*

0.29*本

0.46** 

0.25** 

0.24*牢

** Pく0.01

Sunmary: 

The present study used the new BMI cutoffs of children recommended by the IOTF， this 

enabled the prevalence to be internationally comparable. The prevalence of overweight and 

obesity was relatively high in Beijing urban areas. Boys were more tend to be overweight 

and obese than girls in this age， and the height and parents' BMI were independently 

correlated to being overweight and obesi ty. This resul t was accordant to the previous study 

and the reason needs further study. Cake intakes did not show as a risk factor may be related 

to the behavior change after becoming obese. 

The underlying pycho-social factors in heal thy eating and physical acti vi ty was seldom 

reported in Chinese children. The present study shown that the self-efficacy of healthy 

eating and physical activity were moderately correlated to the lifestyle. This result 

suggested that the heal th education tend to increase self-efficacy may be effecti ve among 

Chinese children. On the other hand， social support for healthy eating and physical 

activity need to be increased in the future. 
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