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要旨

悪性リンパ腫は地理学的地域や人種により、病型ごとの発生頻度が異なる。この差異は、病理診断上の人的差異

によるのか、真にリンパ腫の病型による発生頻度そのものが異なるのか明確ではなかった。近年、新聞O分類が導

入され、日本、韓国から3∞o症例近くの報告がなされ、地域により、リンパ腫の病型による発症頻度が明らかに
異なることが示された。新聞O分類は、さまざまな抗体、細胞遺伝学的解析、臨床病態などが取り入れられ、客観

性が増したものの、これらの解析ができないところでは、比較研究することが困難である。本共同研究により、Zhang

Xiaohua博士に細胞遺伝学的手技、すなわちComparativegenomic hybridization(CGH)法を取得してもらい、共同

研究を進める基盤を作ることができた。それらの細胞遺伝学的手技を用いて、日本人滞胞性リンパ腫 (FL)と閉じ

分化段階のCDIO+びまん性大細胞型B細胞性リンパ腫(DLBCL)をCGH解析ならびに、パラフィンプロックを用いた組

織FISH法で解析したところ、両者には明確なゲノム異常の差があることを解明し、 CDlO+D印CLは濡胞性リンパ腫

から由来したものではないことを報告した。

Key Words:悪性リンパ腫、 CGH、TissueFISH、摘胞性リンパ腰、びまん性大細胞型B細胞リンパ腫

緒言

悪性リンパ腫は地理学的地域や人種により、病型ごとの発生頻度が異なることが指摘されているが、この差異は、

病理診断上の人的差異によるのか、真にリンパ腫の病型による発生頻度そのものが異なるのか明確ではなかった。

近年、新聞0分類が導入され、日本、韓国から 30∞症例近くの報告がなされ、地域により、リンパ腫の病型によ

る発症頻度が異なることが示されてきた。新聞0分類は、さまざまな抗体、細胞遺伝学的解析、臨床病態などが取

り入れられ、客観性が増したものの、これらの解析ができないところでは、比較研究することが困難である。

また、悪性リンパ腫の中でもD印CLは複数の疾患単位を含むことが明らかになっているものの、それらを区別す

るための優れた標準となるマーカーはない。 D印CLはこれまで細胞表面マーカーが有用であり、 CD5抗原を発現す

るグループ、 CDlO抗原を発現するグループが異なる病態を取ることが我々のグノレープにより最初に報告され、その

後、いくつかの大規模研究で確認されている(SetoM.， Cancer Science， 2∞4)。

現在、 CDIO陽性のDLBCLについては、同じマーカーを有する櫨胞性リンパ腫から進展して形成されたという考え

と、描胞性リンパ腫とはまったく異なるリンパ腫であるという考え方がある。これらを明らかにするためには、 CGH

法やFISH法を用いて、染色体転座の頻度ならびにゲノム異常様式を調べることで、明らかにできる可能性が高い。

本研究は、この庖を明らかにすることを目的として行ったが、同時にZhangXiaohua博士にその手技を学んでもら

い、今後、中国人悪性リンパ腫症例の解析をさらに進展させるための基盤を形成することを目的とした。

対象と方法

日本人糊包性リンパ腫40症例、 CDIO+DLBCLl9例を用いた。また、中国入札BCLIO症例(CDIOの情報なし)を、比較

のため用いた。また、中国人病理組織の免疫染色性を確認するため、マントノレ細胞症例2例を用いて免疫染色を試
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行した。日本人症例はすべて、初発時の検体を用いた。今回の調査研究で、細胞遺伝学的な手法や種々の抗体を用

いて規定される新聞0分類は、中国では、ごく一部の専門病院でしか実施が困難であることが判明した。今回、日

本人症例で細胞遺伝学的手技を用いて解析を進め、その後、中国人症例を検討した。日本人症例はCGH法を施行で

きたが、中国人症例からはDNAが得られなかったので、 TissueFISH 法だけを施行した。

CGH法と FISH法の詳細については発表論文に記載してあるとおりである(Zhangら， Cancer Science， 2004)。簡

単に記載すると、 CGH法はリンパ腫由来のDNAをFITC、正常由来のDNAをTexasRedで標識し、等量混ぜて、スラ

イドグラスに貼り付けられた正常男性染色体に反応させ、リンパ腫由来のDNAの増幅や欠失をコンピュータでスキ

ャンし判定する。各染色体それぞれ、少なくとも 10個以上のデータを集積する。組織FISHは、パラフィン包埋切

片(6仰l厚)を脱ノ号ラフィン後、 ProteinaseK処理後、通常のFISH法と同様の処理をする。少なくとも各検体2∞
個以上の細胞につきシグナルを数える。用いたプローブは、 LSIIGH/BCL2 Dual Color， Dual Fusion Translocation 

probe (Vysis: http://www.vysis.com/LSIIG田CL2DualColorDualFusionTranslocationProbe_4988.asp?bhcp=1)で

ある。詳細な実験方法は、 Vysis社のプロトコールに従った。

結果

1. CGH解析の結果(図 1)

滴胞性リンパ腫はCGH法により、 40症例中27例でゲノム異常が認められたのに対し、 CD10+D印CLは19症例中

19症例すべてに、ゲノム異常が認められた。異常の認められたものを図にまとめて示す(Figure1aと1b)oD印CL

症例と浦胞性リンパ腫症例では、ゲノム異常の頗度と異常領域の場所が異なることが明らかになった。各領域につ

いて、有意差検定も行った(表1)

2.組織FISHによる BCL2転座の頻度(表 1)

BCL2転座はCD10+DL配Lでは組織FISHが椅子できた17例中5症例 (29%)に認められたが、滴胞性リンパ腫は

37例中27症例(73%)にBCL2転座が認められ、両者の頻度に有意差(P=0.0035)を認めた。 10症例の中国人検体

のは組織FISHでは、明確な結果が認められなかった。マントノレ細胞リンパ腫2症例でcyclinD1の免疫染色を試

行したところ、明瞭な陽性反応が得られたので、組織の処理法に問題があるのではなく、切片の厚さ及びスライド

グラスが無蛍光でないことが、組織FISH像が明陳でない一因かもしれない。

F1gure1a F1gur・1b

z 2 3 .‘ 3‘ ‘ 
2 z s 4 5 

‘ 

欝 ~， ， 四 ， 
11‘ 11 11 7 • ， 1・ 11 11 

喝 官官 晶 宅 麗9
首 .. l' .， 

" 1・ 1白 .. .， 
1・
t ~~I tliiD ~ のE f~~ i~i f~i 渇E

l' 2・ 21 11 x l' 10 11 u x 

脚注:CDIO+DLBCLl9症例{la}と溜胞性リンパ腫40症例(lb)のまとめ.各染色体の左にあるパーは凶A欠失領域を示し、右側のパーはDNA糟幅領

核を示す。
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表1.t(14;18)転座とCGH:去によるDLBCLと涜胞性リンパ腫の比較
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DLBCL， diffuse 1arge B-ce11 lymphoma 

考察

悪性リンパ腫はこれまで、種々の分類法が用いられてきた。それぞれの分類法には優れた面と十分でない面が存

在し、実際、ヨーロッパとアメリカでは用いられてきた分類が異なっていた。近年、アメリカとヨーロッパを中心

とする病理学者たちによる新たな分類(阻此分類)が提唱され、それが新聞O分類へと発展した。この新しい分類法

は、いろいろな情報、すなわち、病理制裁学、免疫組織学、細胞遺伝学、臨床病態などを総合的に判断し、分類す

るものである。この分類法は、多くの賛同が得られ、日本や韓国から大規模な解析結果が報告され、全世界的に受

け入れられている。しかし、分類法としては優れていても、実践できるかどうかということになれば、一定の規模

以上の医療機関でなければできない項目を多く含んでいる。染色体転座の解析法であるFISHやCGH法は有力な補

助診断の一つであるが、すべての医療機関で行うことは難しい。日本では、複数の臨床検査会社で試行可能である

が、中国においては、 FISHやCGH法のような臨床検査を行う会社が全土的にはまだ普及するにいたっていないよう

である。これら種々の検査法の中で、組織FISH法は、試薬とプロープさえ入手すれば、比較的簡単に確立するこ

とのできる手法である。また、従来の病理組織診断に用いるフォルマリン固定ノ毛ラフィン包埋切片を用いて椅子で

きるのことが大きな特徴の一つである。

- 4 -



Zhangらは、 CGH法と組織FISH法を用いて、櫨胞性リンパ腫とそれから由来すると考えられていたCD10+DLBCL

が、遺伝子異常の観点からみると、異なった遺伝子変化により発生する、異なった種類の悪性リンパ腫であること

を明確にし論文報告した(Zhanget al.， 2004)。本共同研究の大きな成果の一つである。この手法により、同様に

中国人症例を50例程度解析することで、人種差、地域差の問題についても明らかにすることができると考えてい

る。また、北京大学医学部病理学教室や山西省がんセンターにおける議論では、新聞0分類がなかなか普及してい

かない点について、理解することができた。実際、山西省がんセンター病理学部長のWang教授は、自ら検体を持

って外国(南カリフオノレニア大学)に出かけ、必要な免疫染色を行っている。外国と匹敵する検査が行われている

北京大学では、新附0分類が用いられているが、選択された症例があっまるので、悪性リンパ腫の病型の調査には

適当ではない。その点では、山西省がんセンターは酎生リンパ腫症例数も年間300症例近くあるので、サイズも妥

当であり、現在、 Wang教授が免疫組織学的研究を自検例で進めていることは、きわめて重要で悪性リンパ腫研究に

とっては意義が高い。同様のそのような機関からの複数の報告を待ちたい。

今回、中国人症例10症例について、組織FISH解析を行ったにもかかわらず、明瞭な結果が得られなかったのは、

残念であったが、その原因は車脳哉の固定法や保存状態などの根本的なところにあるのではなく、切片の厚さを変え、

車郎裁FISH用のスライドグラスを用いることで改善が期待できる。マントノレ細胞リンパ腫の免疫組織法で、明陳な

染色結果が得られたので、固定法などには問題なく、十分な検討ができることを意味している。

悪性リンパ腫のゲノム異常の検査には、ごく最近確立された arrayCGH法という方法があり、我々の研究室で安

定した結果が得られ始めている(Otaet al.， 2004;Tagawa et al.， 2004; Tagawa et al.， 2∞5)。これらの技術
は、現在、質のよいDNAを用いてしか実行されていないが、将来、病理組織由来のDNAを用いても、そのような検

討ができるようにする必要がある。すなわち、病理制裁用の組織片から抽出したarrayCGH法を試みる時期が来つ

つあるのかもしれない。

診断技術や診断方法は次々と新しく導入されているが、悪性リンパ腫にとって病理診断はきわめて重要な診断的

役割を果たしている。従来の病理組織学だけではなく、次々と導入される新たな抗体による免疫組織学的検査を取

り入れる必要があるものの、試薬や抗体があれば比較的容易に導入できること、かっ、場所を変えても、十分に検

査を行うことができることが明らかとなった。次の段階として、中国人血液病理学者が日本人あるいは欧米の血液

病理学者と連携し、中国人悪性リンパ腫の新聞O分類による悪性リンノ切重像を明らかにしてほしいと願っている。

また、実際にそのような試みが山西省がんセンターの]ifenWang教授により試み始められているのは特記すべき

ことである。今後は病理診断の確定した症例について、本研究のような細胞遺伝学的比較研究を進めていく必要が

あると考えている。また、悪性リンパ腫の地域集積性を考えると、中国の広大さとその膨大な人口を考えると、圏

内でも地理的に異なった地域にある研究機関との共同研究が今後必要となってくると考えている。
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式色加、?完主 iれで三e

4.研究組織

日本側研究者氏名: ボla¥家事 職名: 忍f玄
所属機関:魚叱?に崎K'ぢptノ 部署:&必孝!科玄青森喜p

中国側研究者氏名: E色 ム生! 職名: 二品?長長

所属機関: ザ平中(~'区P 部署:一色絵盟笠Zま
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一日中医学協会助成事業ー

歯周病と全身疾患の関連性に関する調査研究

要ー 旨

歯周炎局所では嫌気性グラム陰性梓菌群から蛋自

分解酵素、白血球毒、日Sなどの病原因子が遊離さ

れる。歯周組織に炎症を惹起し、歯槽骨の吸収を起

こすのみならず、これらの病原因子は他の臓器にも

病原因子となる。最近になって、歯周病原細菌や病

原因子が全身疾患と関与しているというエピダンス

が示され初めてきた。多くの入院愚者を抱える中国

緒 言

口腔は消化器や呼吸器へのアクセスであり、決し

て独立した器官ではなし、口腔の二大疾風である歯

周病は口腔内の細菌群による感染症であり、歯周ポ

ケット内に生息する細菌群は口腔内のみならず、気

管を経由して誤聴性肺炎を誘発したり、血行を介し

て身体の各種臓器に疾患を起こす可能性が指摘され

ている。古くから口腔内の慢性病変が、遠隔鵬ト

病変を起こす、いわゆる遷延感作が知られており、

また、糖尿病と歯周病との有意な相聞は知られてい

るが、その他の全身疾息との関係については、完全

なエピダンスは得られていない。 2()(沼年にジュネー

プで開催された WHO，AAP， JAP， EFP共催

の "Periodon旬1 Medicine : Heal血 Po1icy

Imp1ication"で歯周病は全身疾患に重要な影響を与

えることカ綿織された。歯周治療がHbAlcを低下

させるという白四国の報告。や、歯周病原菌感染は

心血管系疾患でのリスクファクターであるとの

Ma出laet alの報告8などがあるが、まだ、疫学調

査は十分ではな凡

本調査研究は、多くの入院患者を擁する中国の病

院で歯周病と全身疾息の関連性の検討を行った。

研究者氏名 米田栄吉

田本研究機関 東北大学大朝莞歯学研究科

中国所属期間 吉林省四平市中心国境

指導責任者 教授米田栄吉

共同研究者氏名駒井伸也 遠藤直樹

唐立除評厘新、孫逸超

の病院において、精尿病、心血管系疾患、誤暁性肺

炎、妊娠時のトラブルの患者について歯周疾息関連

の要因をアンケート調査した。また、それらの疾患

を宥する庖者の歯周疾息躍息状態を調査した。

KeyWo地 歯周病、全身疾忠、側、アンケー

ト調査、入院息者

対象と方法:

1.対象者

中国吉林省四平中心医院に入院している患者を本

調査研究の対象者とし丸

2.歯周疾庖調査

結原病愚者 11名(男性8名、女性3名、平均 59.1

鵡、肺炎愚者4名(男性4名、平均73.5鵡、動脈硬

化症愚者16名(男性12名、女性4名、平均67.3

粉、心筋梗塞患者14名(男性11名、女性3名、

平均67.1才)、妊娠のトラプル5名(平均27鵡の計

50名を歯周病検診の対象者とした。

歯周疾息の調査はCPI仰HO)に従It"阜且皇

否Ti6の6歯を診査した。それぞれに以下のコード

を与えた。 o;健全、 1;歯肉出血、 2;歯石， 3; 
浅いポケット， 4;深いポケット

3.口腔内マクロ写真撮影

デジタノレカメラ但OSKISS， Canon)で刈涜愚者

のベッドサイドで撮影した。

4.アンケート調査

入院患者3，α旧名から、了承の得られた却6名に
ついて歯周病に関する以下の要因のアンケートから

コホート調査を行った。
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1.歯磨きの回数 (0回/日 2""'3回/日)

2.歯磨き時間 (3分以内 3""'5分)

3.歯石除去の有無 (Yes No) 
4.動揺歯の有無 何回 No) 

5.歯周病の家族歴 (Yes No) 

6.歯肉からの出血 (Yes No) 

7.歯並びが悪くなったかどうか(YesNo ) 

8.口臭の有無 (Yes No) 

結 果

1.各疾患庖者の欠損歯数

下図に示したように欠損歯が最も多かったのは糖尿病

愚者で、平均10.4本であった。次に心筋梗塞症患者で9.7

本観脈硬化症患者 9.3本でほとんど同じであった。肺

炎息者は 7.5本、妊娠トラブノレ愚者は年齢が部ハことか

ら、 1.2本と少なかった。

む闘

" 
t・

-思.. "'1包 (>箇使・ .，尾 健量の~，プル

2.各疾患におけるCPIスコア有病部位数
疾患毎のCPIスコアの平均部位数(%)を下図に示し
た。全疾患で‘歯石‘が最も多かった。たは‘浅いポケ

ット'‘深いポケット'ゆ乙疾愚で多く、精尿病でも'出

血'と同程度であった。妊娠のトラブルは年齢が若いこと

から、'健室が多く、‘ポケット‘はなかった。

.尿病

動脈硬化

ゐ簡便1I

妊鼠町トラブル

b健全口苦肉出血 .t'}，石.dF、ポケット.rI漂いポヶグ

3.歯周病要因と各疾患との相関

疾息毎に歯周病の要因との相闘をオッズ比で求め、大

きし瀬に表しt4，
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9.歯執りの有無 (Yes No) 

10.歯周病の植息 (Yes No わからない)

11.喫煙本数 (0本1・10本11・20本 20本以上)

5.統計特扮析

アンケート調査のリスクファクターは疾息毎に

SPS伊(Ver.12，Japan Inc，東京)統計ソフトによ

り、有意確立、オッズ比を求めた。

1)糖尿病

有意確立 オッズ値:(95%信頼限界)

要因

歯執り O.侃 4.8ω.2・0.7)

喫煙 0.05 2.8ω.7・2.2)

口臭 0.18 2.0 (0.8・2.7)

歯周病 0.64 1.5ω.5・1.9)

歯磨き時間 0.334 1.5ω.4・1.1)

歯磨き回数 0.58 8.1. ω.3・1.ω

歯肉出血 0.515 1.4ω.8-2.8) 

歯石除去 0.929 1.0ω.4・1.1)

感心筋梗塞

要因 有意確立 オッズ値:(95%信頼限界)

家族歴 0.08 10.2ω.1-0.8) 

口臭 0.04 4.6ω.3・1.1)

歯肉出血 0.21 2.8 ω.1・0.4)

歯列異常 0.33 2.3 ω.1・0.4)

歯磨き時間 0.5 2.2 (1.3・5.9).

動揺歯 0.41 1.8 ω.2・1.1)

3)心、内膜炎

要因 有意確立 オッズ値:(95%信頼限界) I 

歯札り o.侃6 2.4 (0.6-2.1) 

歯肉出血 0.249 1.6 ω.9・2.6)

口臭 0.364 1.5 ω.7・2.4)

動揺歯 o.印2 0.8 (1.1・3.2



4)動脈硬化

要因. 有意確立 オッズ値:(95%信頼限界)

歯列異常 0.05 3.0 ω.6-2.6) 

歯磨き回数 0.04 2.4 ω.8・2.4)

歯磨き時間 0.13 1.8 ω.8・2.4)

喫煙 0.29 1.5 (0.6・1.7)

歯周病 0.59 1.4 ω.9-3.8) 

歯石除去 0.977 1.0 ω.9-2.4) 

5)肺炎

要因有意確立オッズ櫨(邸%信頼限界)

歯周病0.053.8 (1.0-4.3) 

要因 有意確立 オッズ値:(95%信頼限界)
" 

家族歴 0.24 2.8 ω.4・3.7)

喫煙 0.02 2.5 ω'.4-1.0) 

歯石除去 0.22 1.6 ω.6・1.5)

口臭 0.36 1.5 ω.4-1.3) 

歯磨き時間 0.46 1.4 ω.8・2.7)

歯磨き回数 0.68 1.2 ω.6・1.8)

歯執り 0.74 1.2 (1.0-4.3) 
一一一一一

6)妊娠のトラプル

要因 有意確立 オッズ値:(95~刈言頼限界)

歯肉出血 0.04 13.4 ω.1・1.9))

歯磨き時間 0.15 6.5 ω.1・1.7)

歯3自民常 1 4.1 ω.1・0.1)

口臭 0.98 1.0 ω.1・11.7)

4.入院愚者の口腔内所見

各疾息の典型的な口腔内所件とアンケート調査お

よび診査の結果を示す。
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糖尿病

男性 77歳血掛値259mg/dl

歯磨き(ー)、動揺歯(+)、口臭(+)

肺炎

72歳男性歯磨き(ー) 動揺歯(+)

歯肉出血(+) 口臭(+) 喫煙20本

，c"筋梗塞

， 78歳男性歯肉出血(+) 喫煙(ー)

歯石除去(ー)



動脈硬化

女性79歳

動揺歯(+) 歯石除去(ー)歯肉出血(+)

22歳妊娠9ヶ月

2回妊娠したが流産

考察

妊娠のトラプル

平成15年に視察を行い、有効を深めた中国吉林省四平中

心医院において、今回、我々は全身疾患と歯周病の関連

性の調査研究を行った。本病院はベッド数約1000床

を有する総合病院である。歯周病と蹴車が深いとされる

疾息を有する息者が多数入院していた。糖尿病、心筋梗

塞、動脈硬化、肺炎、妊娠中のトラブル患者は写真で示

したように重度の歯周病であった。糖尿病を誘発する関

連物質として、歯周病により、マクロファージから分泌

される τ'NF-α、IL-Is、IL-6などが、インス日ンレセ
プターのインヒピターとして、インスリン抵抗性を高め

ることが知られている丸本病院ではこれらの血中サイト

カインの測定を行っていないので、関連性を分析できな

かった。

寝たきり老人などの易感染性患者は口腔常在菌を誤礁

し、肺の日和見感染を起こし心、また、 Aaが肺のアポト
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ーシスを起こすことが知られているゆが、今回は細菌検

出を行うことは出来なかった。心内膜炎を起こす歯周病

原菌は数多く知られており、入院患者でこの歯周病原菌

を検出すること、さらにサイトカインの検出などの臨床

検査は今後の課題である。アンケート調査では歯周病に

関する要因が各疾患と高い関連性を有することが示され

た。喫煙は糖尿病、肺炎、動脈硬化との関連性、歯肉出

血は肺炎以外の全ての疾患で関連性がみられた。歯磨き

に関しては心内膜炎以外の疾患で関連性がみられた。口

臭は動脈硬化wトの疾患で関連性がみられた。歯周病の
家族歴に関しては、心筋梗塞と肺炎で高いオッズ比を示

したが、‘不明'の回答が多く、信潤生が薄いと思われた。

‘歯周病があると思うがに関しても同様に本人の認識に

問題があったと思われる。アンケート調査に関しては本

病院の中国人歯科医師が面接形式で行ったものであり、

信頼性は大きいと思われる。
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財団法人日中医学協会

2004年度共同研究等助成金一調査・共同研究一報告書

2005 勾 3 月 8 日

財団法人日中医学協会御中

貴財団より助成金を受領して行った研究テーマについて報告いたします。

添付資料:研究報告書

受給者氏名:
松葉剛 ⑥んト

順天堂大学医学部
所属機関名:一一 一

所属部署:ー竺竺~~豆一一一職名:旦三一
〒 113・8421

所在地; 東京都文京区本郷2・1・1

電話. 03・5802・1047 内縁:

1 .助成金額 1，000，000 円

2. 研究テーマ

塞南省における少数民族およひ・流動人口のエイズに関する知識、態度、行動に関する調査

3.成果の概要 (100字程度)

HIV/AIDS症例が急増している中国雲南省で、HIV感染に対してハイリスク・グループと目され
る少数民族や流動・人口を対象に、エイズに関する知識、態度、行動に関して調査し、健康教育等…

の介入に有用なデータを得た。

一一一一一一一一一一一町一一一一一一一一一副一一一一…一一一…..，M~ ー一一.._._..._. 

4.研究組織

日本側研究者氏名: ・松葉剛 職名:
助手

所属機関;
順天堂大学医学部

部署:
衛生学講座

中国側研究者氏名: 梁志松 職名: 副処長

所属機関: 雲南省第一人民医院 部署:
科学.教育処
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-日中医学協会助成事業・

雲南省における少数民族および流動人口のエイズに関する知縁、態度、行動に関する調査

日本側研究者

所属機関

中国側共同研究者

所属機関

松葉剛

順天堂大学医学剖衛生学

梁志松

雲南省第一人民医院科学教育処

要旨

今日、中国では雲南省冬初南省を中心にHIV感染者が急激に増加しているが、感染予防対策について尚皆1や問題点が指

摘されている。 HIV感染予防では I配 (Information，Education and 伽mrunication)の拡充による情報の提供と正しい知

識の普及が主要な対策となるが、少数民族や流動人口はこういった情報源へのアクセスが制限されていることからHIVのみ

ならず全ての感染症対策上のハイリスク・グループと目されている。今回このような集団を対象にエイズやHIVやHIV感染

予防に関する知識、態度、行動について調査を行った。 2∞4年6月""11月、雲南省内各地で州住職や流動人口を含む集
団を対象に質時氏による調査を行い693例から回答が得られた。データを分析したところ、情報源についてはテレビを選択

したものが最も多かった。ただしテレビについては漢族のほうが少数民族より多く情報源として活用されており統計特句に

有意差を認めた。また文字によるメディアでは年齢、学歴、職業による差カ2認められた。感染予防の知識について、コンド

ームの予防効果lこついては性、年齢では有意差は見られないものの、民族では少数民族より漢族に、学歴では高学歴なもの

に正しい回答が多く有意な差が見られた:.， HIV感染やAIDSの予防についての知識、態度、行動については民族弓哨撲による

差は認められたものの、年齢や学歴といった因子がより大きく影響していることが明らかになった。

K町 Wor也 AI凶，雲南省，少数民族，柿動人口，射撒構造オ折

緒言:

今日、中国では雲南省令判南省を中心にHIV感染者が急激に増加している。中国衛生部や聞AI郎、腕むなどによるAJoint

Assessr鴎ntof HIV/AIDS Prevention， Treatment and care in China(2004)によると 2003年の中国における推定HIV/AIDS

症例数は84万人であった。しかしその後2∞4年9月までの聞に田%という急激な増加が見られている。すべての省で症例
数の土勧日が見られるが、地場捌では雲南、河南、広西では2∞4年9月までの累積愚者数が1万人を超えている。感染様式
ではlDU(InjectionDrug User)が44%と最も多く、次に多いのは売血による湖推十共用による感染で24%を占めている。

雲南省での流行は主にI即によるものとされ、河南省では売血によることが指摘されている。

雲南省ではすでに 19叩年代よりミヤンマーと国境を接する徳宏州でのHIV感染増加が認められ、先に流行がみられ、地

理的に隣接する東南アジア諸国からの流入カヰ崩商されていた。この地域はゴールヂントライアングルとして有名な世界的な

麻薬生産地であり、少数民族の聞にlDUが多く当時はこのような集団内に限局した流行と認識されていた。しかしこの間の

経済発展により農村人口の都市への流入など人口の流動化が活発になり、また都市部ではあらたに性産業が現れるようにな

った。このような短期間での佐会構造の変化が雲南省内でのHIVの蔓延に大きく影響したこと糾餓リされる。

エイズ対策の中で中核を占めるのは、 I配 (Information，Education and臼mnmication)であるが中国蜘守のこれらの

プログラムの新刊効果などについては UNAIDSからも改善と拡充が要求されている。これを受けて中国国務院エイズ予防

委員会より 2∞4年""2∞8年にかけてのエイズ予防に関する行動計画が提出された。雲南省においても目標値を設定したエ
イズ予防に対する行動計画を策定している。

前述のとおり雲南省では保餅7動的に少数民族や輔自訪人口の人々は感染症対策上ノ、イリスク・グノレーフであるが、更にI配

へのアクセスについても杯リな側酎浦摘されている。当研究は、これら川'リスク・グル{プのエイズに関する知識・態

度・予防瑚を調査することにより、予防行動または健闘包行動変容に影響を与える過程における要因を分析することによ

って、健康情報や健康教育へのアクセス状況の現状とあわせ、保健プログラムの介入が必要な点や優先胴立を明示し、ノ、ィ

リストグループへの効駒な感染予防対策に資するデータを提供することを目的に行われた。
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対象と方法:

雲南省に居住するHIV感染のハイリスク・グループと目される少数民族、流動人口、岱;W(I伽nmercialSex Worker)を調査

対象に、 HIV/AIDSに関する知識・態度・行動について質勝氏を用いインタビュー調査を行った。 2∞4年6月，.，_1 1月、雲
南省内各地のパスターミナルや市場、ダンスホーノレなど対象者が多く集まる場所で、 15歳以上の男女に対し質問者が質問

紙の内容について質問を行った。少数民族についてはいくつかの農村においても同様に調査を行った。対象者の抽出につい

てはなるべく調査施設内で均等になるように配慮された。印3例より回答が得られ、クロス集言怜多変量解析などのデータ

分析については統計分析ソフトSPSSおよび臥LWIN、共鋪財髄分析については伽s4を使用した。

結果:

1)個人特阪ま布

年齢は加歳代が最も多く 318名 (45.9%)、次に30歳代が1犯名 (19.9%)を占めた。性別では女性が386名 (55.7%)

とやや女性が多かった。民族別では漢族が392名(田.4%)と半数以上で、少数民族は18の民族からの回答が見られた。

民族別ではペー族、イ族、ダイ族、ハニ族はそれぞれ全体の5%以上を占めた。学歴は中本以下が107名(15.8%)、中卒

~中専卒が349名 (51.61覧)、大卒以上が220名 (32.1)免)であった。職業では学生が170名 (24.部)と最も多く、農業が

126名 (18.4%)、罰蹴人口では一般の労働者が95名(13.9%)であった。その他は管理職キぜ術者などであった。

これら個人特脳全布を踏まえ、以下クロス集計を行う上で、年齢は30歳未満と叩歳以上、性別は男女、民族は漢民族

と少数民族、学歴は中本以下・中卒~中専・大卒以上、職業を管理職やぜ術職・一般の労働者・農業従事者の各カテゴリ

ーに分類し分析を行った。

2) HIV/AIDSに関する情報源
情報源ではテレビの利用が最も多く 456名(回.邸)、次に新聞 (298名、 43.1%)、ラジオ (221名、 32.0%)が多かっ

た。パンフレット(田名、 9.4!覧)キ喝示板 (94名、 13.邸)を利用したと答えたものは少なかった。性別では情報源の種

類に差は見られなかった。年醐IJではテレピ、健康教育、掲示板、パンフレットで有意差がみられ(p<0.01)30歳未満

でこれらのメディアの利用度が高いことがわカミった。学歴ではテレビ、ラジオ、新聞・雑誌パンフレット、掲示板、健

康教育で有意翻2認められ(p<0.01)、学歴が高いほどこれらのメディアの利用度が高いことがわかった。民銅リではテ

レビの利用に有意差が認められ(P<0.01)漢民族の利用度が少数民族より高かった。職業別ではテレピ、ラジオ、新聞・

雑誌、掲示板で有意差を認め(pく0.01)、テレビでは農業従事者の利用度が低く、その他では一般の労働者、農難荏事者

が管理職キ技術職に比べて利用度が低いことが明らかlこなった。

3) HIV感染予防に関する安城
コンドームのHIV感染予防効果について聞いた質問では、 318名 (48.51免)が「予防できなしリと回答した。「予防可
能Jr.感染の機会を減少させるJと答えたものはそれぞれ166名 (25.3粉、 171名 (27.1紛であった。性別、年齢別、

民族別で有意差は認められなかった。学歴別では学歴が高いほど「予防できないJとの回答が多く(p<0.01)、職業別

では管理職キぜ術者に『予防できな川との回答が多かった (pく0.01)。

HIV感染経路については「樹鵡Jによると答えたものが556名(85.4%)と最も多く、f勘推十の共有Jが527名(81.0部)、

「母子感染lが480名 (73.7児)、 fHIV非チェックの血液製剤Jが478名 (73.5ゆと7害l以上の樹立正しく瑚草してい
ることがわかった。しかし、「蚊にさされるJを選択したものも358名 (55.側)おり、「握手J、「一緒に食事するJ、「オ

フィス用具の共用J、f一緒にプールに入るJなどを選択したものも 10%前後みられた。性別ではこの分布に有意差は認

められなかった。年齢では f母子感染jでは30歳未満の回答が多く(p<0.05)、「蚊にさされる」、「一緒にプールに入

るJなと漂った回答は30歳以上に多くみられた(P<仏01)。学脇リでは、『悩7為J、「湖措十の共有j、f母子感染J、加IV
非チェックの血液製剤Jといった正しい解答について学歴が高いほど多くなり(P<0.01)、「握手Jや「オフィス用具

の共用jなどは学歴が低いほど多くなる(p<0.01)傾向が見られた。職業別では fHIV非チェックの血液製剤jを選択

した者の割合は一般の労働者と農期症事者で低く (p<0. 01)、『母子感染Jでは農業従事者で低かった(pく0.01)0 f一

緒にプールに入るjを選択したものは一般の労働者で多かった(P<0.01)。また「蚊にさされるJを結果変数に、個人

特性を説明変数にして林の数量化2類により、各カテゴリーアイテムの重み係数を求めた(図1)。その結果年齢で叩

歳以上、学歴で中卒未満、職業で一般の労働者などが『蚊にさされるJの選択と関車があることが示された。

HIV感染後の予後についての質問では、 f7年から 10年の潜伏期があるj、「治らないが一生薬を飲み続ければコント

ローノレが可能jといった正しい解答を選択したものはそれぞれ312名 (45.1%)、254名 (36.7%)であった。「すぐに
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発症し1年以内に死亡Jや「治療を受けさえすすUま治るJを選択したものは少なく、それぞれ28名 (400;")、72名 (10.4%)

であった。性別や年醐リではこれらの知識に有意差は認められなかった。学歴別では r7年から 10年の潜伏期があるJ

を選択したものが大卒以上の群で群全体の57.3%と多く(p<0.01)、民族別では漢民族に「治らないが一生薬を飲み続

ければコントロールが可能Jを選択したものが少救民族にくらべて多かった(P<0.01)。職業別では r7年から 10年の

潜伏期があるJを選択したものは有意差がみられ(p<0.01)管理職や技術職で高く(回.6'児)一般の労働者で低かった

(27.4!見)。また「治らないが一生薬を飲み続ければコントロールが可能」を選んだものは農業従事者では低かった(p

<0.01)。

4) IllV/AIDSに対する態度

「自分がHIVに感染するかJという問いに対して、 3指名 (51.2%)は「なしリ、 237名 (35.鰯)は「可能性が低いJ
と回答した。また「可能性は大きt.-¥J、 「非常に大きい」と回答したものはそれぞれ51名 (7.7児)、 34名 (5.2%)で

あった。性別では男性より女性に「可能性は大きいJ、 f非常に大きい」と答えた者が多く(p<0.01)、年齢では 30

歳以上で、また学歴別では中卒未満のもので同様に回答したものが多かった(P<0.01)。民鵬リ、職業別で有意差は認

められなかった。

次に身近なHIV感染者に対する態度についての質問では、 「親戚にAIDS愚者がいたら付き合うかJとの間いに対し
て 162名 (24.5%)が「はいJと回答した。性別では有意差は認められなかったが、年齢別では 30歳以上の者に「は

川と回答したものが多く句<0.05)、学歴では中卒未満の者に (p<O.01)、民脇村は漢民族に(p<O.O目、職業別で

は一般の労働者や農業従事者に (p<O.05)同様の回答が有意に多かった。また、「近所にAIDS患者がいたらその地域

に住みたい州との質問に対しては、性別、年齢別、民協Ijで有意差は認められなかったが、職業別では中卒~中専卒

および大本以上のもので「はt.-¥Jと回答したものの害tl合が多かった (p<O.01)。

5) IllV感染に対する予防行動

「麻薬を用いなしリが最も多く臼9名(邸.似)が選択した。以下「輸血や倒すの機会を減らす」が482名 (74.5%)、

「性行為の際には正しくコンドームを使う」が 453名 (70.0%)であった。「感染した女性闘台児に感染させるので妊

娠しな川、「売血などでの伝播を断ち切るJ、「他丙を早く治療するJを選択したものは、それぞれ 372名 (57.4%)、

297名 (46.0%)、282名 (43.6%)であった。また誤った予防行動として、「蚊にさされないようにするJを選択した

ものは299名 (46.2%)おり、以下 rAIDS患者と一緒にプールに入らないJが 172名 (26.6%)、rAIDS愚者と一緒

に食事しないJが100名 (16.8%)、 rAIDS患者を隔離しみんなを守るJが1船名 (16.4%)であった。性別で』故性

より男性で「樹予為の際には正しくコンドームを使うJと答えたものが有意に多く(p-司0.05)、年齢別では30歳以上で

『売血などでの伝播を断ち切る」と回答したものが有意に多かった (p<O.01)。学歴別では「麻薬を用いな川、「樹T
為の際には正しくコンドームを使うJ、「感染した女性i割合児に感染させるので倒辰しないJ、「売血などでの伝播を断ち

切るJ、「出荷を早く治療する」については大卒以上の者の回答が有意に多かった匂<0.01)。また「蚊にさされないよ

うにする」、 rAIDS患者と一緒に食事しないJIこついては中卒以下のものの回答が有意に多かった (p<O.01)。民閥リ

では「感染した女性同台児に感染させるので矧辰しな川争<0.05)、「売血などでの伝播を断ち切る」旬<0.01)につ

いて漢民族の回答が有意に多かった。職業別では「輸血や倒すの機会を減らすJ、「感染した女性は胎児に感染させるの

で妊娠しないJ、「樹子為の際には正しくコンドームを使うJを選択したものは管理職や技術職で高く(p<0.05)、「性

病を早く治療するJ(p<0.05)、「売血などでの伝播を断ち切るJ(p<0.01)を回答したものは一般の労働者で多かった。

誤った回答では、 rAIDS患者と一緒に食事しなしリ、 rAIDS息者を輔佐しみんなを守る」を選択した者は一般の労働者

で多く (p<O.05)、rAIDS息者と一緒にプーノレに入らないJを選択したものは管理職キぜ術職で高かった (p<0.01)。

予防に対する自信については、 4∞名 (62.2%)が『あるJ、191名(却1.7%)が「まあまああるJと答え、「ないj

と答えたものは52名但1%)であった。性別、年醐リ、学歴別、民協IJでは分布に有意差は認められなかったが、職

業別では管理職や技術職で「あるJと答えたものが有意に多かった (pく0.05)。

6)情報源、知識、態度のまとめ

共分散構造分析を用い情報源、知識、態度についての関係をモデノL化し分析を行った(図2)。健康情報が誤った知

識に比べ正しい知識との聞に高い関連を認め(関連係数0.32)、正しい知識は回V感染に対しての自信のある態度と正

の相闘があることが、また誤った知識は負の相闘があることが分析の結果明らかlこなった。
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考察:

当調査は少数民族キ輔自助人口といった感染症対策上でノ、ィリスク・グノv-ープとされる集団の特性について明らかにするこ
とを目的に行われた。少救民族については調査対象者の約 40%を占め、それぞれの測定因子について漢民族との比較を行
った。ただ凶P数民族と言っても都市部に居住するものから農村に暮らすもの、その教育水準など一様ではなく、このよう

な因子による影響を考愈する必要があった。また流動人口については一般に民工と呼崎、る建設労働者やcswなどがいわ
ゆるハイリスク・グループを構成する集団として認識されているが、これらの人々の中には流動人口でない者も含まれ、ま

た流動人口の中には管理職や技術職に就いている者も含まれている。このようなことから当調査では職業を管理職や技術職

一般の労働者、農業従事者のカテゴリーに分け分析を行った。一般の労働者のカテゴリー内にいわゆる祈働人口が多く含ま

れる。

国V品IDSに関する情報源については、テレビの利用が多いことがわかった。但し年齢では30歳宋満、学歴では大学以

上、民族では漢民族、職業では学生など、情報へのアクセシピリティについて有利な者とそうでない者との差が認められた。

パンフレットキ掲示板の利用は限られていた。住民にとって身近な媒体なので、今後拡充が望まれる。文字による媒体につ

いても学歴や職業などで情報へのアクセシピリティについて有利な者とそうでない者との差が認められた。

HIV感染予防に関する知識については、感染経路では「悩T為J、「静注l、「母子感染J、「血液製剤jなどについては70%

以上の者が理解してし叱。ただし雲南省の阻V品IDS症例の有病数からみると決して高川直とはいえな川更に「蚊にさ

される」を選択したものが半数以上を占めるなど、まだHIV感染予防についてイづ昔に正しい知識が伝えられていないこと

が明らかになった。

態度については正しい知識が感染予防の自信に関連することが共分散構造分析により認められたゐまた HIVと共に生き

る人との付き合いに関する態度については、創鮒に受け川崎気持ちが低く、こういった態度が症例の潜伏などの問題を

生じることから、態度を変容させるための知識の向上に関する IECプログラムの導入およ羽虫化が望まれる。予防行動に

ついては麻薬に関しては四V感染のリスクを高めるとの認識が高いことが明らかになった。雲南省における皿V初'lAIDSの

蔓延を許した要因であることから認識度が高いことが

に有利な結果を示している。また知識について問題カヰ旨摘された中卒以下の者や一般の労働者に誤った行動を選択している

ものが多かった。今回の調査では少数民族かどうかということよりも、学歴や職業が感染予防対策上重要なファクターであ

ることカ2認められた。ただし、今回は少数民族でも都市部に居住するものも多く対象となっており、実際尉代暮らす者に

は学歴キ職業上でのリスクを併せ持つケースが多b、と考えられる。今後、こういった集団に対する詳細な調査が望まれる。
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図1 阻V感染経路「蚊にさされるJの選択:数量化2類による重み係数
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2.研究テーマ

中国における慢性降炎の調査とその遺伝的背景ならびに食習慣に関する研究

3.成果の概要 (100字程度)

中国における慢性騨炎の発症頻度と発症に関与する遺伝ならびに環境因子の調査研究を企
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中国における慢性醇炎の発症頗度と発症に関与する遺伝ならびに環境因子の調査研究を企画し丸慢性勝炎の診断基準備

を作成し丸食生活の関与を調べるため、栄養調査票を作成し丸更に、遺伝自守背景を調査するため、健常人を対象とした遺

イ云子解4斤を行った。
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緒言:

慢性醇炎尚孝炎発作を反復し、騨腺房細胞の脱落と繍靴をきたし、牌石が生じる進伺主の炎症疾患である。アルコールの

多飲が主な成因とされているが、多飲者が全て慢性膿炎を発症するわけでは如、従って、本症は何らかの遺僻句素因と生活

習慣が関与する多因子疾患であると推定される。嚢胞鱗臨の原因であるcystic伽悦回smembrane∞ndu伽防噂11翻r

(CFIR)遺伝子の変異・多型は、餅酉習慣のない女性などに発症する特発性騨炎の発症リスクを高めると言われている。嚢胞線

車御室は白人に多く(出生2500人にl人)、日本人や中国人では極めて稀な鹿患である。最近、私どもは日本人の慢性醇炎患者

の遺伝的背景因子の研究を進めており、 σIR遺伝子が日本人の慢性騨炎の発症に関与している誼型脱得られつつある(1-3)。

一方、中国では経済の発展に伴い、餅酉習慣、高カロリー摂取の増加など食生活の西洋化が進むと予想される。今後、我が固

と同様に、生活習慣青が士菌加することが予想され、慢性騨炎もそのひとつと考えられる。

現在、中国では樹割撃炎の統一診断基準はなく、本症の発症頻度などの疫学的データもな凡そこで、まず日本勝搬学会の

診断基準(4)を参考に、中国の慢性騨炎診断基準 G案)を作成し、この基準に合致する症例の調査とその遺伝的背景と食習慣

な諸積因子付斬を吉林大学、南京医科大学、南京中医薬学大学と名古屋大学が共同で行うことを企画し丸

方法と成績:

1. 慢性騨炎診断基準信者)の作成

中国における共通の慢性騨炎診断基準がないので、日本1朝酔学会の診断基準 (1995年.)(4)に準じた診断基準、 1)画像診断(腹

部単純X線写真、エコー、 CT)にて騨管内に醇石を認める、 2)勝管像に異常を認める、 3)醇外分泌・内分泌機能に異常を

認める、を参考にして診断基準案(図1)を作成した。この案を基に症例を集積し、診断基準案の妥当性ならびに診断法の詳

細を検討し、最終の診断基準を作成する。

2. 慢性目撃炎患者の食習慣に関する調査
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慢性騨炎の発症要因を調べ、本症を予防するためには、食習慣を調査する必要がある。中国における食事内容、摂取栄養量、

鈎酉量などの経年的変化と慢性勝炎の発症頻度の推移を調査し、日中間で比較することは、本症の病因の解明だけでなく、将

来の予防法の開発に重要な設創を果たすことが期待される。日本の疫学言騒で作成された、食事調査表を基に、中国の食習慣

にあった調査表(図2)を作成しむ

3. CFIR遺伝子角斬

慢性騨炎の遺伝的背景因子を同定するため、まず、健常人のσm遺伝子多型の検索を進めた。健常人(長春;男性30名、

女性34名、南京;男性36名、女性17名)の新商血白血球より閃Aを抽出し、 (TG)repeat、polyT、M470V多型を直張シ

ーケンス法ならびに制限酵素法を用いて解析を進めている。開Aの抽出は2∞4年7月に完了した。検体の日本送付に関す
る中国政府の許可を得るため、日本への送付つが2∞5年3月となったため、現在、名古屋大学にて解析中である。

考案:

慢性騨炎は、各個人の騨炎に成り易さを決める遺伝的素因に、飲酒などの生活習慣カ功日わることにより発症する、多因子疾

患であると考えられる。現在、中国では共通の樹生騨炎診断基準がな凡今後、症例を集積し、長期の極量観擦を行うために

は、各施設で共通の診断基準により診断することが、必要である。そこで、とりあえず日本勝臓学会が作成した鱗基準(1995

年)に準じた診断基準備を作成しむ本基準案の骨子は、 (1)騨石の存在、 (2)騨管像の異常、 。)醇外分泌・内分

都機能異常、の3点である。今後、この案を基に症例調査を行い、診断基準案の妥当性について樹投行う必要がある。

経済の発展は食ならびに生活習慣に大きな変化をきた七生活習慣の変化は、橿患率など疾病構造の変化をもたらすことが

知られている。本研究では、食生活の変化と慢性騨炎発症の関車を、長期に鰯庁することを目的としている。そこで、平成10

年度に厚生省特定疾患f削国号系疾患調査研究班、知台性臓疾患分科会によりに行われた症例対照研究に用いられた栄養調査表

を参考に、その中国語版を作成した。この調査により、中国における喫煙、劇酉ならびに栄養状態の変化と慢性牌炎の関連が

明らかになることが、期待される。

C円R遺伝子変異およひ渉型、特にexon9の欠損が高まる(TG)repeatとpolyTおよびcrチャネノレ機能を低下させる
M470V多型を中心に解析を進めている。私どもの研究から日本人のC円R遺伝子は白人とは異なる独自の進化を遂げているこ

とが分かつてきた(2)。即ち、日本人には正常のCFTR蛋白の合成が減る多型(TGI2)の頻度が高く、嚢胞鰍躍の原因となるC円R

蛋白機能が消失するような変異は認めなかった。中国人のC円R遺伝子多型は、日本人に類似していると推定される。今後、

健常人の多型パターンを解析することにより、名古屋大学で開発された樹甥草炎関連遺伝子多型スクリーニングシステムが、

中国の慢性騨炎愚者に応用できるかが書留忍できると思われる。
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匂思議慰偲紛成事隷

財団法人日中医学協会

2004年度共同研究等助成金一調査・共同研究一報告書

ユbOS一年 3月'5""日
財団法人日中医学協会御中

貴財団より助成金を受領して行った研究テーマについて報告いたします。

添付資料:研究報告書

受給者氏名:
梨井康 一筆

所属機関名: 国立成育医療センター研究所

1 .助成金額 1 .000.000 
円

2.研究テーマ

所属部署:移植・外科研究部 職名: 室長

〒 157-8535
所在地: 東京都世田谷区大蔵2-10-1 

電話:
03-3146-181 '*'~ . 4421 

内線.

幹細胞システムを用いた神経幹細胞の分化・同定・分離および再生医療への応用方法の確立

3. 成果の概要 (100字程度)

本研究は神経幹細胞分離・分化誘導システムを用いて、脊髄損傷の機能修復およびリ

ソソーム蓄積病脳の病理所見の改善、酵素量の維持および聴性脳幹反応検査、海馬機能

の評価の改善を明らかにした。移植・再生医療における新しい技術として期待できる。

4.研究組織

日本側研究者氏名: 梨井康 職名: 室長

所属機関:巴竺主主匡宗主マ?三号f~竺一…一部署:一一一竺平二??4F宇部

中国側研究者氏名: 陳乃宏 職名: 教授

所属機関: 中国医学科学院
部署:

薬物研究所
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要旨

ー日中医学協会助成事業ー

幹細胞システムを用いた神経幹細胞の分化・同定・分離および

再生医療への応用方法の確立

研究者氏名

所属機関

共同研究者氏名

所属機関

梨井康

国立成育医療センター研究所

移植・外科研究部室長

陳乃宏

中国医学科学院・協和医科大学

薬物研究所教授

従来、損傷を受けた成体の中枢神経系は、ニユ}ロン自身に分裂能がないために機能再生は

不可能であることと考えられた。しかし、最近の研究成果から神経幹細胞成体脳内存在するこ

とが分かり、また、匪性幹細胞の中枢神経系を構成する細胞への分化することが明らかになり、

様々の神経疾患の再生医療研究が積極的に進められている。神経幹細胞は増殖し継代を繰り返

すことができるという自己複製能力と同時に、ニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロ

サイトという中枢神経系を構成する細胞を作り出すことができる多分化能を有する。本研究は

再生医学研究分野に最も進んでいる神経幹細胞分離・分化誘導システムの構築および移植の実

施によって、(1 )ラット脊椎損傷動物モデルでの脊髄損傷の機能修復;(2)ムコ多糖症 VII

型リソソーム蓄積病マウスモデルに対する脳の病理所見の改善、酵素量の維持および聴性脳幹

反応検査、海馬機能の評価の改善;(3) ヒト胎児脳幹細胞に存在するガングリオシドの誘導分

化作用効果等を明らかにした。これら幹細胞を用いる再生医学の研究成果は臨床応用へ向けた

技術基盤の確立に大きく寄与すると思われる。また、移植・再生医療における新しい技術とし

て期待できる。

Key Words 

再生医学、神経幹細胞、脊髄損傷、ムコ多糖症VII型リソソーム蓄積病、細胞移植

緒言

従来、損傷を受けた成体の中枢神経系は、ニューロン自身に分裂能がないために機能再生は

不可能であることと考えられた。しかし、最近の研究成果から神経幹細胞成体脳内存在するこ
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とが分かり、また、臨性幹細胞の中枢神経系を構成する細胞への分化することが明らかになり、

様々の神経疾息の再生医療研究が積極的に進められている。神経幹細胞は増殖し継代を繰り返

すことができるという自己複製能力と同時に、ニューロン、アストロサイト、オリゴデンドロ

サイトという中枢神経系を構成する細胞を作り出すことができる多分化能を有する。本研究は

再生医学研究分野に最も進んでいる神経幹細胞分離・分化誘導システムの構築を確実出来た上、

ラットの脊髄損傷動物モデルを樹立し、このモデルを用いて、 Invitroで胎児幹細胞から分化・

誘導した神経前駆細胞、あるいは神経細胞などを移植することによってニューロンの新生と、

その損傷治癒効果について検討する。それにより脊髄損傷のみでなく、さまざまな神経変性疾

患の機能修復を目指した再生療法の基盤的技術が確立できると考えられる。一方、ムコ多糖症

VII型(以下 MPSVIIと略す)はリソソーム蓄積病の一つで、リソソームの酵素である H

-glucuronidaseの活性が欠知している。 MPSVIIは、全身のリソソーム内にs-glucuronidaseの

基質であるグリコサミノグリカンが蓄積し、骨の発達異常・肝牌腫・精神発達遅滞をきたす。

これまでMPSVIIのマウスモデノレに対し、酵素補充療法・ウイノレスベクタ}を用いた遺伝子導入

療法などが行われている。今回我々は、神経幹細胞をMPSVIIマウスの新生児期に移植すること

により、中枢神経においても同様にクロスコレクションを介した生化学的・組織学的改善が認

められるか検討を行い、同疾患に対する神経幹細胞移植の有効性を考察した。移植後マウスに

対する脳の病理所見の改善、酵素量の維持および聴性脳幹反応検査、海馬機能の評価の改善を

明らかにした。

対象と方法

1.脊椎損傷動物モデノレ:

1)脊椎損傷動物モデルの樹立:自作の器具で圧迫法により脊髄損傷を引き起こし、同時に損

傷及び回復の測定器具を開発した。

2)胎児脳幹細胞分離培養・分化システムの構築:妊娠14日目のラットから胎児を取り出し、

測脳室壁から神経幹細胞を分離した。上皮増殖因子の存在下で、 neurosphere法で培養した。

さらに、神経幹細胞への遺伝子導入について検討を行った。

3)脊椎損傷動物モデJレを用いた胎児脳幹細胞移植の効果の検討: In vivo局所移植後損傷ラ

ットの全身症状、中枢神経系症状及び病理組織上の改善を検討した。さらに、胎児脳幹細胞の

経静脈投与による脊椎損傷ラットの治療にも試みた。

2.ムコ多糖症VII型マウスモデル:

1) MPSV日マウスの皮膚の線維芽細胞である 3521細胞を2群に分け、一方には神経幹細胞の培

養に使用したメディウムのみを、もう一方にはメディウムと lmMのマンノ}ス 6燐酸を加えた。

24時間後のs-glucuronidase活性(以下GUSB活性)を比較した。

円。向。



2) C3Hマウスの神経細胞を 650Cl時間湯裕させることにより、内因性の GUSB活性を不活化さ

せ、 MPSVIIマウスの神経細胞の代用とした。これも①と同様に 2群に分け、クロスコレクショ

ンを介し細胞外から取り込まれたGUSB活性の比較を行った。

3) GFPトランスジェニックマウスの受精後 14日目の胎児の脳から神経幹細胞を選択的に培養

した。 MPSVIIマウスの新生児の側脳室に、神経幹細胞を移植し、生後3週時のGUSB活性を測定

するとともに、組織所見の比較検討を行った。

4) 海馬機能の評価として Novelobject testを用いて、 MPS非治療群、治療群、コントロー

ル群三群を分け検討を行った。装置は 65x 65 x 27 cmのopenfield (black)で、全てプラス

ティック製の黄色のものを使用 (ProcNatl Acad Sci USA 2003. 100: 1723-1728をmodifyした)。

結果:

1.脊椎損傷動物モデノレ:

ラットを用いて、自作の器具で圧迫法により脊髄損傷を引き起こし、脊椎損傷動物モデノレを

樹立したと同時に損傷及び回復の測定器具を開発し、その測定方法を確立した。妊娠14日目

のラットから胎児を取り出し、測脳室壁から神経幹細胞を分離した。上皮増殖因子の存在下で、

neurosphere法で培養し、胎児脳幹細胞分離培養・分化システムを構築した。また、神経幹細

胞は増殖し、継代を繰り返すことができるという自己複製能と同時に、ニューロン、アストロ

サイト、オリゴデンドロサイトといった中枢神経系を構成する細胞にもなる多分化能を有して

いることを免疫染色法によって確認した。さらに、神経幹細胞への遺伝子導入について検討を

行い、 lentivirusベクタ}を用いた方法が最も有効であることを明らかにした。脊椎損傷動物モ

デノレを用いた胎児脳幹細胞移植の効果について検討したところ、 1nvitroでの神経幹細胞のニュ

ーロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイトへの分化を免疫染色法にて確認できた。以上

の結果を踏まえ、ラット胎児由来の神経幹細胞を用いて移植実験を行った。 1nvivo局所移植後

損傷ラットの全身症状、中枢神経系症状及び病理組織上の改善で治療の有効性を明らかにした。

さらに、胎児脳幹細胞の経静脈投与による脊椎損傷ラットの治療にも試みた。非治療群よりは

有意な治療効果があることを確認できた。

2.ムコ多糠症VII型マウスモデノレ:

リソゾーム蓄積症の病態解明と新規治療法の開発に関する基礎的検討神経幹細

胞は移植ドナー細胞としての適性を評価するため、先ずFACSによる神経幹細胞の細胞表面マー

カーの検討および、神経幹細胞の内因性のリソソーム酵素活性の測定を行った。神経幹細胞表

面にはMHCclass 11， CD80， CD86， 1CAM-l分子の発現が認められず、 MHCclass 1分子も低発

現であり、移植後の急性拒絶反応を起こしにくい細胞であることが明らかとなった。また、神

経幹細胞は内因性リソソーム酵素活性値が高く、中でも GUSB活性値は 200-800U!mg protein 
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と、骨髄間葉系幹細胞と比較すると 10倍程度高いことが判明した。 3521細胞及び、 C3H神経細

胞において、マンノース 6燐酸を加えた群では、 GUSB活性は有意に低かった。加えない群

では、メディウムのGUSB活性程度までGUSB活性の上昇を認めた。さらに、 GFPによりマ

ーキングされた細胞は、移植後脳全体に広がっていることが確認された。生後 3週時に移植し

たマウスでは、 GUSB活性の著明な増加と組織所見の改善を認めた。海馬機能の改善について検

討では三群ともに、 Avs B， A' vs Cの探索行動時間の割合(覧)は有意差がない。ただし、三群

ともに、がより Cへ探索する時間の長い傾向にある。探索時間(sec)の長さは、 MPS非治療群、

治療群ともに、コントローノレ群との有意差はみられない。非治療群で探索時間減少の傾向がみ

られた。次に、 GFPトランスジェニックマウスの受精後 14日目の胎児の脳から神経幹細胞を選

択的に培養後、 MPSVIIマウスの新生児の側脳室に、神経幹細胞を移植し、生後3週時のGUSB活

性を測定するとともに、組織所見の比較検討を行った。さらに、海馬機能の評価として Novel

object testを用いて、 MPS非治療群、治療群、コントロール群三群を分け検討を行った。 1日

目と 3日目に5分間ずつobjectのない状態のfieldにマウスを入れて慣らす。 4日目(対象物

呈示1日目)に、 2つの新奇な対象物(A，B)をfield内の対角隅のそれぞれ壁から 15 cmの所

に設置し、 10分間探索させる。 24時間後 (5日目=対象物呈示2日目)、 Aをreplica(A' 

= familiar)に、また Bを新しい物体(C= novel)に置きかえ、 10分間探索させる。対象物呈

示 1日目および2日目の行動をビデオ記録し、 10分間中の各object(A， B， A' ， C)への探索

行動時間を計測した。 Objectへの鼻もしくは前肢による接触を探索行動とみなした。

考察:

本研究は神経幹細胞の二つの動物疾患モデルにおける再生医療への応用に向かった基礎研究

を行った。神経幹細胞への遺伝子導入について遺伝子導入後の発現効率、発現期間及び細胞の

毒性lentivirusベクタ}が神経幹細胞への遺伝子導入には有用であることを明らかにした。ま

た、神経幹細胞は移植ドナー細胞としての適性を評価するため、 FACSによる神経幹細胞の細胞

表面マーカーの検討を行い、神経幹細胞表面にはMHCclass 11， CD80， CD86， 1CAM-1分子の発

現が認められず、 MHCclass 1分子も低発現であり、移植後の急性拒絶反応を起こしビくい細

胞であることが明らかとなった。上記 invitro検討の結果を踏まえて、ラット脊髄損傷モデル

を用いて、 1nvivo局所移植後損傷ラットの全身症伏、中枢神経系症状及び病理組織上の改善で

治療の有効性を明らかにした。さらに、胎児脳幹細胞の経静脈投与による脊椎損傷ラットの治

療にも試みた。非治療群よりは有意な治療効果があることを確認できた。一方、ムコ多糖症VII

型マウスモデルを用いた検討において、神経幹細胞は移植後の急性拒絶反応を起こしにくく、

内因性の GUSB活性値も高いことから、 MPSVIIの中枢神経病変に対する細胞療法のドナー細

胞にふさわしい細胞であることを明らかにした。また、移植後神経幹細胞は速やかに脳全体に

に
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広がり、少なくとも移植後 3週間にわたり、脳の病理所見を改善させるに足る酵素量を維持で

きた。MPSVIIマウスの中枢神経病変に対する神経幹細胞の移植療法は極めて有用である。また、

新生児期 MPSVIIマウスの神経幹細胞移植後、聴性脳幹反応検査において軽度ながら改善を認

めた。海馬機能の評価として行ったNovelobject testでは、未治療のマウスでは全探索行動時

間自体が極端に短かったのに比し、移植後のマウスでは、全探索行動時間・探索行動様式が、

正常コントローノレと差が無いことが示された。さらに、ヒト中絶胎児の脳組織や初代培養神経

細胞を用いて、アセチルコリンやドーパミンなどのリーリス促進作用を調べたところ、アセチ

ノレコリンやド}パミンのリーリス促進作用が見られなかった。

以上の研究より、脊髄損傷や神経変性疾息の機能修復を目指した再生治療法の開発の基礎研

究を進め、幹細胞を用いる再生医学の研究成果を臨床応用へ向けた技術基盤確立に大きく寄与

すると思われる。また、移植・再生医療における新しい技術として期待される。
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要旨

一日中医学協会助成事業一

感染病原体付着抑制物質の調査研究

日本側研究代表伊藤博夫

鹿児島大学大学院医歯学総合研究科助教授

中国側研究代表現陸新

南京医科大学第一附属病院教授

共同研究者 軒原清史

南京医科大学客員教授、ハイベップ研究所CEO

細菌を殺すのではなく、細菌の組織への定着抑制というメカニズムに基づく感染症予防薬の創製を目指し、

中医学文献を精査して候補物質を含むと推定される伝統薬原料を探索した。その結果、赤埼加dixpaeoniae 

rubra)，青青(herbaartemisiae annuae)，牛膝 (radixcyathulae)の3種の原材料を選定し、研究に必要な量を収集

した。ついで、投与形態を考慮した抽出を行い、粗抽出成分の細菌定着抑制活性を測定した。いずれの抽出

物においても、心内膜炎原因菌のひとつである Granu/icatellaadiacensのヒト・フィプロネクチンへの付着に

対し、一定レベルの抑制が示された。この結果は、新規な感染症予防薬探索のための天然物ライブラリー原

料の有望性と中医学的考察に基くスクリーニング法の可能性を示唆するものであった。粗抽出物から活性物

質を純化・単離し、さらに構造解析へと進めるために、粗抽出物を逆相セミ分取カラムを用いた高圧液体ク

ロマトグラフィーで分画し、各々100前後の天然物由来成分ライブラリーの構築に成功した。

Keywo吋S:天然物質ライプラリー，感染性心内膜炎， 口腔細菌， 付着， フィプロネクチン

緒言:

抗生剤の発達した現代の先進諸国においても、細菌感染症は依然として人々の脅威であり続けている。特に

抗生剤耐性細菌の蔓延は大きな社会的問題となっており、新しい着想に基づく感染症対策が求められている。

日本側代表研究者の伊藤と軒原は、一般に多用される抗生物質のような病原体を殺すというメカニズムではな

く、ヒト組織への定着だけを抑制することに基づく感染症予防薬の開発を目指し、細菌の宿主細胞外基質タン

パク質に対する付着能と病原性の関連に注目した。そしてフィプロネクチン付着を抑制するモノクロ一ナノレ抗

体の樹立と、そのモノクロ一ナノレ抗体をプローブとして合成ペプチドライブラリーの検索を行ってきている(1-3)。

しかし、化合物ライブラリーとしては、合成品のみではなく、天然物質由来のものの有用性にも注目すべきで

ある。古来より用いられてきた中医薬(漢方薬)は、まさしく天然物薬効性化合物ライプラリーであり、効果

と安全性に関しては中医学の長年の経験に裏付けられている。本共同調査研究では、中国側代表研究者の貌ら

が、中医学臨床の専門知識を駆使して多くの中医学文献を調査し、数多くの伝統薬の中から細菌の定着抑制

を作用機序とする可能性のある薬剤原材料を精査した。次いでそれらの原材料から天然物由来化合物ライブラ

リーを構築した。

材料と方法:

中医学臨床の専門知識に基き文献を精査し、考察・文献的スクリーニングを行うことによって、以下の 3

種類の中国伝統医薬用植物が原材料候補として選択された。選択作業の過程は、結果の項に詳述する。

① 赤埼(英名:radix paeoniae rubra、中国名:Chi Shao以下CS) :内モンゴノレ産、 2004年 II月採取
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② 青背(英名:rherba制 emisiaeannuae、中国名:Qing Hao以下QH):広西省桂林地区産、 2004年 10月採

取

③ 川牛膝(英名:cythula 0能 cinaliskuan中国名:NiuXi:以下NX):四川省産、 2004年 1月採取

以上の原材料は江蘇省薬材公司に委託し購入した。

各原料植物は蒸留水中に 60分浸潰した後、 80kPaの圧力下で30分、 3回煎じて水溶性画分を抽出した。

固形物を遠心除去後、直ちに凍結保存した。得られた粗抽出物は、ハイペップ研究所京都ラボにおいて、ア

セトニトリルと 10mM塩酸の直線濃度勾配による逆相セミ分取カラムによる高圧液体クロマトグラフィー

(HPLC)でuv吸収を指標とし、成分ライブラリーとした。
粗抽出物の細菌の組織付着に対する阻害活性の評価は、伊藤が確立した細胞外基質タンパク質フィプロネ

クチン上の細菌体結合エピトープを認識するモノクロ一ナノレ抗体によるアッセイ系仰を用いて行った。

結果:

I.中医学的考察に基く原材料の選択

1)感染症の伝統中医学的認識(ω

感染症は、.中医学の立場では、熱性の外邪(邪熱)の体内への侵入によって生じた陰陽のバランスの崩れ

と、気血運行異常を示す疾病と認識される。邪熱の性質の違いと患者の体質の違いによって、感染痕におけ

る宿主の生体反応が特徴付けられる。中医学では、その反応状態の違いを把握し、適切な“証"を診断し、

その証に対応する治療方針・処方を、長い経験の知識庫(種々の古典)の中から選択することを治療原則と

している。

一般に感染症は熱性証であり、陰陽弁証のもとに、解熱作用のある清熱剤を選んで対症療法的に治療され

ることが多い。病原体の種類によって、あるいは体質によって、治癒の困難な症例が存在するが、そのよう

なタイプの疾息に対する解析診断方法として、衛気営血弁証(えいきえいけつペんしょう)が 2""300年前

に確立された。これは傷寒論の六経弁証を基礎に発展した弁証方法で、温熱性の病気の過程を4つの段階に

分類する。

衛気営血弁証の基本的な考え方は、感染症は最初、衛分証(えぶんしょう;感染源の勢いがそれほど強く

なく、患者の抵抗力もあるもの)より、次の気分証(きぶんしょう・熱が高く炎症反応も強い)に進行する。

さらに進むなら宿主の身体の抵抗力が損なわれ、体液(陰液)も不足し、さらに中枢神経系や内臓にも障害

が及んだり、あるいは播種性血管内凝固症候群 (DIC)による凝血障害を伴うような場合は、営分証(えいぶ

んしょう)から血分証(けっぷんしょう)と診断される(脚注参照)。

中医学の感染学説の中に、重症化あるいは慢性化の場合に熱邪が去らない重要な病理メカニズムは、熱が

血と結合して、血熱或いは痕熱が形成される故であるとするものがある尺こうなると単純な解熱、清熱剤

などの効果は期待できない。涼血清熱剤、あるいは清熱剤と涼血化癖剤の組合せが不可欠となる。この治療

法の原理には、従来の西洋医学の抗生剤とは全く異なり、宿主の身体状態を調節して邪熱との複合を阻害す

るか、もしくは結合した後でも解離しやすいようにさせるなどの機序が含まれていると考えられる。このよ

うに、臨床的には既に2000年以上、特に明清時代以来、長期間の実践によってその有効性が立証されてきた

中医学の治療原理に基づいて、斬新な感染症治療薬の創薬に向けた仮説を立てることが可能となった。

-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

脚注〉

『営jの意味について:気分の病毒が解除されなければ、人体の正気は虚弱となり、津液は不足する。病毒は人体の虚に乗じて営分

に侵入するか熱が血分に入るため、舌質緯、心煩不寝、時にうわ言、身熱が夜間にはなははだしい。口渇はそれほどひどくない。見え

隠れする斑疹、脈締数などの鉦侯が現れる。 r血Jの証はさらに重症の場合を指す.
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2)感染性心内膜炎の中医学的考察に基く病原細菌の組織定着抑制性中薬(漢方薬)の推定

感染性心内膜炎、なかでもE急性細菌性心内膜炎 (Subacutebacterial endocarditis; SBE)の症状と発

症機序は、前述したように中医学的立場では、営分証あるいは血熱(熱性の病原が血液と結合して発症する

病気)と診断される。 SBEは潜在性に始まり，他の全身性疾息と類似しており，微熱 (39"(;以下)，寝汗，易

疲労性，倦怠感，体重減少，および弁の機能不全を伴う。心臓における微生物の循環器内病巣は，傷害され

た内皮細胞から組織因子が放出されたときに形成される無菌性のフィプリンと血小板からなる捷質に、偶然

に血流中に侵入した細菌が定着することで形成が開始される。流賞を形成する微生物は，フィプリンや血小

板の層で固まれたバイオフィノレムを形成し、好中球，免疫グロプリン，および補体の接触を受けにくくなる

ことで，宿主の防御機構に対して抵抗性を示す。 SBEには次の典型症状が見られる。

・心症状(心雑音、動停、欝血性心不全)

・炎症症状(昭C↑、赤沈↑、 CRP+、牌腫)

・感染症状 (γ グロプリン↑、フィプリノーゲン↑)

・Osler結節(指先に現れる有痛性紅斑、圧迫で出現)

・Janeway斑(手足に現れる無痛性紅斑、圧迫で消失)

.Roth斑(眼底の出血性梗塞、中心が白色、周囲が赤色)

以上のような病理と症状は、中医学の血熱証あるいは癖熱証と一致する。血熱証に効果のある薬物は「涼

血清熱薬Jであるが、残念ながら日本の漢方薬理論には本薬はほとんどみられない。一方中国においては、

心内膜炎に対する研究はまだ無いが、 SLEをはじめ、皮膚科、内科、婦人科、外科等の慢性感染症の治療に

よく利用される薬剤である (7，8)。

上記の中医学的考察に基づき、血熱あるいは癖熱証に効く薬物で、なお薬理的な研究成果でも病原微生物

の組織定着抑制作用のある可能性が高い、①赤巧 (CS)、②牛膝 (NX)、③青青 (QH)の3種類の中薬原料

を選択した。なお、牛膝には懐牛膝と川牛膝の2種類が存在するが、今回は川牛膝を選定した。

11.抽出物の細菌付着阻害活性

3種の中薬原料の粗抽出物はいずれも、高濃度においてヒト・フィプロネクチンの細菌結合エピトープに

対するモノクローナノレ抗体の結合を競合的に阻害した(図 1)。すなわち、いずれの物質についても、新規な

感染症予防薬探索のための天然物ライプラリー原料としての可能性が示された。なかでも CSは5%濃度で

60%抑制、 50%濃度で97%抑制と、他の2種よりも有意(p<O.Ol)に高い効果が示された。

( ト~‘ 

S調12S理1800 0 

60 

40 

20 

。

III.成分ライブラリーの構築

。

ロcs
図 NX
図 QH
.陰性対照

(阻害なし)

0.5 5 50 
抽出物湿度(%)

図1. 中薬原料粗抽出物の細菌付着阻害活性

中薬原料の3種の粗抽出物は、セミ分取逆相 HPLCにより吸光度のモニタによって成分ライブラリー化し
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た。各ピークを分取し、おのおの CSでは94、NHでは96、QHでは 100画分からなるコンポーネント・フラ

クションを得て、成分ライブラリーの構築に成功した。 QHの逆相田LCによる分画のクロマトグラムを図2

に例示する。各ライブラリーは生物アッセイに供した後、活性成分をさらに物理化学的な検定へすすめ、そ

の化学構造を突き止める予定である。
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図2.QHの成分ライブラリー(逆相HPLCによるプロファイル)

考察:

東西医科学の知識と技術を融合させる独創的な当該研究は、全く新しい、安全で使い易い感染症予防薬の

開発へ向けた基盤となるものである。また本共同研究を通じて、日本側が保有する特定の先端技術を中国側

の研究者が習得することができ、今後は中国において自立的に分画・機能解析が出来るようになり、中国に

おける、中医学を基盤とした新薬の自主開発力の整備・拡充に寄与することが期待される。また貌は、本共

同研究のために鹿児島大学を訪れた際、最新中医学臨床に関する特別講義を行い、日本の医師・歯科医師・

医歯学大学院生らの中医学に対する大いなる関心を集め、また多方面からの活発な討論が行われた。
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3. 成果の概要(100字程度)

砂ネズミの海馬虚血モデルを作成し、行動実験と海馬の組織および電気生理学実験を行った。

その結果の報告にもとづき、李建民先生には博士(医学)号の授与が決定した。また、若手の

付愛軍先生が来日し勉学した。一方、加藤宏司が中国に行き研究指導等を行った。これらによ

り、今後め共同研究め基礎を築く.こどができたL
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一日中医学協会助成事業一

砂ネズミの海馬脳虚血モデルを用いた漢方薬の治療効果

研究者氏名

日本研究機関

中国所属機関

指導責任者

共同研究者

加藤宏司，李建民

山形大学医学部神経機能統御学分野

華北煤炭医学院脳神経外科，教授

教授加藤宏司

藤井聡，山崎良彦，金子健也，付愛軍

本報告書では， 1)砂ネズミの海馬虚血モデルを用いた学習行動と海馬CAlニューロンの研究と題した

結果と， 11)助成事業の援助を受けて達成された共同事業との二つに，内容を分けて報告する。 1)は漢方

薬の治療効果を検証するための基礎になる実験結果である。 11)については概要を報告する。

1)砂ネズミの海馬虚血モデルを用いた学習行動と海馬CA1ニューロンの研究

要旨

高齢化社会で最も問題になっている疾病の一つは，脳梗塞を代表とする脳の虚血性疾患である。これに対

する予防と治療に関する漢方薬の有効性を検証するためには，適切な脳の虚血モデノレを作成し，虚血により

ニューロンの機能がどうなるか，また個体の行動がどうなるかをまず明らかにする必要がある。その上で漢

方薬の投与の有無で効果を検証しなければならない。本研究は，両側頚動脈を一過性に閉塞した砂ネズミを

用いて，海馬ニューロンの組織と電気生理学的な性質および学習行動とを調べた結果であり，砂ネズミの一

過性虚血モデルが漢方薬の効果を検証するのに適したモデルであることを明らかにしたものである。

Key Words 砂ネズミ，両側頚動脈閉塞，海馬遅発性神経細胞死， 4ヵ所からの餌取り学習，海馬薄切標

本，海馬 CA1ニューロンのシナプスの可塑性(長期増強と脱長期増強)

諸言

脳の神経細胞は血流障害に脆弱である。なかでも，陳述記憶や場所記憶に深く関係する海馬 CA1領域の神経細

胞は，一過性の虚血により特異な遅発性神経細胞死がおこることが知られている。砂ネズミはウィリス動脈輸で

内頚動脈系と椎骨動脈系との聞の連絡がないため，両側の総頚動脈を閉塞するだけで確実に前脳虚血をおこすこ

図 1

とができる。一方，ラットは海馬ニューロンの性質や学

習実験によく用いられているが，頚動脈閉塞による虚血

前脳モデルを一定に作ることは難しい。椎骨・脳底動脈

系がウイノレス動脈輸に入り，単に両側頚動脈を閉塞した

だけでは一定した前脳虚血を得るのが難しいからである。

本研究では実験動物として砂ネズミを採用することに

した。両側の頚動脈の閉塞時間を加減することで，容易

iこ一定レベルの前脳虚血モデノレを作ることが出来るから

である。しかし，砂ネズミの学習行動の観察には工夫が

必要であった。ラットなどの学習実験として用いられて

いる，周囲の視覚情報を手がかりとしたモリスの水迷路

や八方迷路は，砂ネズミには適切でない。砂ネズミは泳

ぎが得意でないからである。
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そこで，本実験では砂ネズミの場所学習に適した学習装置， f4ヶ所からの餌取り学習装置 4-pellettaking 

test apparatus， (4-PTTA)J (図 1)を作り学習行動を観察した。 4-PTTAは透明なアクリ製の 50cm四方の中央の

箱と，脇の4ヶ所に付けた餌場から出来ている。砂ネズミを床の中央の台に載せ実験を開始する。餌場には小さ

なベレットを置いて，これを取ることを学習する。毎日 1回の試行を午後6時にスタートし，試行は20分間とし

た。摂食ドライブのために朝9時から飼育ケージの餌を取り外した。砂ネズミの学習中の行動はコンピュータに

記録した。これらには，餌を取った場所と時間，毛づくろいや立ち上がり行動のタイミングなどであった。

本研究では虚血に対する漢方薬の効果を検討するための基礎実験であり: 1)海馬 CA1の神経細胞死の程度と

4-PTTAを用いた学習行動との関係， 2)術後の過剰運動と学習行動との関係， 3)学習障害の回復の有無の検討，

4)海馬 CA1の残存神経細胞の電気生理学的な性質，について検討した。

対象と方法

実験には 13ー16週齢のオスの砂ネズミ (mongoliangerbil， 60-80 g)を用いた。動物舎から実験室に動物を移

し，少なくとも 5日間1匹ずつケージに入れて飼育し，まず一般的な行動を観察した。餌箱への接触，餌の摂取

図 2 (上) 図3 (下)

電気生理の実験:刺激と記録

A 

〆ぷ事

B 

自Î~b利三五v

量，体重の変化を自動的に観察出来る装置を作り，

それらのデータをコンピュータに記録した(図2)。

その後，ネンブタール麻酔下で両側総頚動脈の閉塞

手術を施した。動物を2群に分け，5分間(five-min，

F群)あるいは 10分間 (ten-min，T群)閉塞群と

した。砂ネズミは術後の過剰運動が消失する 10日

目(ー10群)および20目 (-20群)から学習実験を

スタートした (F-20群は， F-10群とほぼ同じ結果

であったため，今回は， F-10， T-10，および T-20

の3群に分けて報告する)。それぞれの群について，

図 4 (下)

行動・感覚の観察装置

学習実験の他に， 1)海馬 CA1に残存するニューロンの数を染色して組織学的に数え， 2)海馬薄切片を作り残存ニ

ューロンの電気生理学的性質を検討した(図3)。
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学習実験の間およびその後，日常行動を続けて観察すると共に，砂ネズミに適当な装置(斜面降りテスト，回転

捧テスト，飛び石テスト，高架十字迷路テスト)を作成して，感覚および運動機能をチェックした(図4)。

なお，本実験は山形大学医学部動物実験指及び動物愛護及び管理に関する指針に従って行った。

結果結果をまとめると以下のようであった。

1)T群では術後剰な運動行動が見られたが，これは数日以内におさまった。ごく小数例であるが，左・右の海馬，

あるいは背・腹側の海馬で CAl領域の残存神経細胞数に 25%以上の差の見られる固体があった。これらの個

体については今回の解析から除外した。

2) CAl領域の平均残存ニューロンは対照群(閉塞手術を施さない群)を 100%とすると， F-I0群では69.1:t 3.0覧

(n=6)， T-I0およびT-20群ではそれぞれ， 12.4:t3.0 (n=6)および10.9:t2.鮒 (n=6)であった(図5)。

海馬CA1領域の残存ニューロン

A 

C i1担 I I トイ

Eロ・ a叩a 1j量・:・ .・.圃4・Ii *1 
11川同

マ1 ・園山1 訴 。
F.10 T-10 T.・.20 C。伺trol F-10 T-10 T-20 

図 5

ラー，作業記憶)で見られた。

3) 4-PTTAを用いた学習行動では，

T-I0群で，対照群 (n=7)と比

較して有意の障害が見られ，

さらにこの群は作業記憶が障

害されていた。有意差は，①

学習をスタートしてから 4個

の餌を取り終わるまでにかか

った時間，②学習完成日 (4ケ

所の餌を3分間以内に，続け

て3日間取り終わる場合の第

1日目)で見られ，作業記憶

の障害は，③一度餌を取り終

わった餌場に再度入る回数(エ

4) T-20群では，生存神経細胞数は T-I0群とほぼ同程度であるにもかかわらず， 4-P打学習行動は対照群と有意

差がなく，学習障害の回復が起っていた。

5)いずれの群も，海馬スライスの残存神経細胞の性質は対照群と有意差はなかった。つまり，①反応を起こす電

気刺激の関値(図6上段)，②シナプスの長期増強LTP，および③脱長期増強Depotentiationの程度(図7)

図 6
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には対照群との差はなかった。しかし，③反応の振幅はT群では有意に減少していた(図6下段)。

6)各種の運動と感覚のテストでは， F群， T群共に対照群と有意な差はなかった。

考察

砂ネズミの両側経動脈閉塞を 10分間行うと，海馬 CA1神経細胞の約 90覧が限局的に破壊された(遅発性神経細

胞死)。それにもかかわらず，砂ネズミは 4-PTTAによる場所学習が可能であった。海馬が場所学習に重要である

ことが知られていることから，もっと強く障害が起こるのではないかと予想していたが，意外な結果であった。

これにはいくつかの可能性が考えられるが，最も可能性のあるのはこの学習を達成するのに脳のいくつかの複数

の部位が関わっており，海馬はそのうちの一つで，これのみの破壊では学習にある程度の障害が見られるものの

学習遂行は可能であるとする考え方である。そこで注目されるのは，この学習障害が約3週間で回復する点であ

る。海馬の残存神経細胞の数は増えておらず，また神経細胞の性質も対照群と変化が見られないという今回の実

験結果からすると，この学習に関わっている脳の他の部位，例えば喋皮質 rhinalcortexや前頭葉による代償作

用が起こっている可能性が高い。他の可能性としては，この学習遂行にはいくつかの手がかりを利用していて，

海馬の破壊で失われる手がかりをすばやく他の手がかりに変えて学習を可能にするということも考えられる。

学習実験を脳を破壊した動物で行う際には，運動や感覚そのものが障害されていないか細心の注意が必要である。

今回の実験ではそれをチェックしたが，対照群とは有意な変化は見られなかった。また海馬破壊の術後に過剰運

動が起こりこれが学習行動を障害する可能性が指摘されている。今回も過剰運動が見られたがこれは術後数日で

止み，これが学習障害の主要な原因ではないと結論した。

以上のことから，砂ネズミを用いた前脳虚血モデルは，①組織学的な神経細胞の数，②電気生理学的な反応の大

きさ，さらには③4-PTT装置を用いた学習障害の程度の3点から，今後各種の漢方薬の検証に使えるモデノレである

と結論した。

参考文献他

李建民先生は本実験の結果を英文の論文にして博士(医学)論文として提出し，審査を受けて合格した。現

在雑誌に投稿する準備を進めている。

11)助成事業の援助を受けて達成された共同事業

1.李先生は3回来日し，追加実験，論文作成，および学位論文の発表を行った。その間，華北煤炭医学院

の付愛軍先生(脳神経外科講師)が来日し，李先生からも指導を受け実験技術等を勉強して帰国した。

2. 李建民先生の滞在中の平成 16年 6月に蘭州医学院の景玉宏先生(解剖組織学)が国際協力銀行と中国酉

部六省との円借款協定の援助で来日した。教室で彼を受け入れたので，同時期に中国の別々の大学の先

生が我々と実験する機会に恵まれた。そこで，煤炭医学院と蘭州医学院が，将来この様な方法で脳虚血

に対する漢方薬の効果というテーマで共同実験に取り組むことになりその計画が中国で進んでいる。

3. 加藤は平成 16年9月 15日から 1週間華北煤炭医学院を訪問した。そこで行われている砂ネズミの学習

実験について脳神経外科の若手と 4回にわたり討論をした。またその機会に，医学院の学生に

“Functions of glial cells studied in CA1 area of the sliced hippocampus of rat"と題して講

演し，さらに看護学科の学生に対して“日本語学習"と題して 2回の講義を行った。

4.訪中の際に， 4-PTTAを中国で作製して実験することについて，および他の案件についての協議をし，華北省お

よび華北煤炭医学院(裳衆祥院長)と協定を結んだ。

作成日: 2005年3月 13日
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問思議思恩糊輔

財団法人日中医学協会

2004年度共同研究等助成金一調査・共同研究一報告書

2005年 3月 15日

財団法人 日中医学協会御中

貴財団より助成金を受領して行った研究テーマについて報告いたします。

添付資料:研究報告書

受給者氏名: 片岡亨 ⑥ 
所属機関名: 大阪市立大学大学院医学研究科

所属部署: 循環器病態内科学 職名: 研究医

〒 645・8585
所在地: 大阪市阿倍野区旭町1-4-3

竃話. 06・6645-3801 内線:

1 .助成金額 700，∞o 円

2.研究テーマ

冠動脈造影、血管内超音波を用いた至適なE加g-elu伽 g御成留置方法の検討

3.成果の概要(1∞字程度)

Drug-eluting stentは新生内膜増殖を抑制する薬剤をステントから溶出する事により再狭窄

を従来のstentと比べ約半分以下に減らすことが明らかになっている。しかし冠動脈造影と血管

内超音波を併用した至適なDrug-elutingstent留置方法はいまだに詳細に検討されておらず、

本研究の成果から至適方法の目安とその有用性が明らかになると恩われる。，

4.研究組織

日本側研究者氏名:一周一主一 職名: 研究医

所属機関: 大阪市立大学大学院医学研究科 部署: 循環器病態内科学

中国側研究者氏名: 朱毅 職名: 副主任

所属機関: 笠亙塑墜 部署: JL'内科
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ー日中医学協会掃b成事業ー

冠動脈造影、血管内超音j皮を用いた至適なDrug-elutingstent留置方法の検討
:日中共同研究

研究者名 片岡亨

日柄腕樹調 大阪市立大学大学閥豆学研究科循環器病態内科学

共同研究者 副主任朱毅

中国研究樹調 上海市華蔚青院'L'I均科

要旨

冠訓胸実患の治療としてステント留置術は、中核をなす治療となっているが、内膜増殖による再狭窄は、 20--40%の顔

度で出現し、未解決な問題である。 drug-elutingstent凶均膜増殖を抑前する薬剤をステントから溶出し局所的に薬剤を

病変部に投与するデバイスであり、扇Eの研究でその有刻宝が証明され、再狭窄を半分以下に減らしている。しかしなが

ら、 drug-elutingstentを冠動脈内にどのようむ百直に留置すすUまよいかは未だ詳細に検討されていなし、

今回の研碗では drug-elutingstent留置時に;調鵬協と血管内超音波を用いて至適なステントサイズを決定し急性

期、慢性期の効果を検討する。またステント治療は中国で行いデータ解析悦位して日本で行い結果の客働生を持たせる。

中国における血管内超音波の使用に医療保険の関係よ嗣限があること、更に解析に有用な血管内超音波の診断装置の中

国での使用許可が出るのに当初予定していた時間より遅くなりようやく平成17年2月の時点で使用可能となった。この

ため、患者の登録は現時点で開始出来ていないが本年中に登録を完了し急性期の結果については本年中に報告予定である。

結果の出ていな同勝点で考察は難しいが血管内超音波の併用により、急世却ならびに倒強調の有用性が見いだせるもの

と思止コれる。

Key Words: 

冠動朋槌彰、血管内超音波、 Drug-elutingstent 

緒言

冠動脈疾患は日本並びに中華人民共和国おいて主要な成人疾患であり、高齢化や食生活の勝阿じに共ない今後もその重

要f生が高まって行くと考えられている。冠醐隙患の治療として経皮防音翻既形成術、特に冠馴!納stent留置術は、特

別な用具やテクニックを必要とせず、創蜘に充分な血管内腔を確保する事が出来、また樹生期の再狭窄を川レーンによ

る血管形成術に比吋句半分に減少させる事が出来るため、経皮自管理胡府静成術の中核をなす精療となっている。しかしな

がらステント留置後の新生内膜増殖による再狭窄は、約20-羽詰の頻度で出現し、未解決な問題である。

drug-eluting stentは従来の金属ステントが血管保持機告を持つ事に合わせ、新生内膜増殖を抑制する薬剤をステント

から溶出する事により長時間にわたり局所的に薬剤を病磁化投与する事を可能にする画期的な拘Yイスである。員白年

間の基礎およZ脇床研究においてその有刻主と安全|動寵明され、再狭窄を従来のstentと比吋句半分以下に減らすととが

明らかになっている。

しかしながら、 drug-elutingstentをどのように冠動脈内に留置宮す1陪猿大の効果カ可専られるのかを検討することは、

未だに明らかな結果がなく今後の冠動朋族患の治療に関して非常に重要な櫛すであると思われる。また従来のstentの2

倍から3倍かかるとされるコストを考えれば、この検討の持つ意味も更に増すと考えられる。

対象と方法

上海東病院における虚血性'U渡患徳性心筋梗塞を除く)に対し、 Drug-elut ing stentの使用が可能な患者を対象と

する。冠動脈造影だけでなく血管内超音波を用いて使用するstentの直径と長さをより正確にサイズ決定する。更にstent
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留置後にも冠馴府豊影と血管内超音波を用いて十分に stentカ激張出来ているのかも検討する。これらの事から至適な

stent留置方法を櫛すする事とその結果洲劃蜘効果にも影響を及ぼすかも評舵向。更にstent留置前の血管内超音波

所見から前拡張のball∞nを使用の必要性も検討し医療経済世b果も評町向。また結果の客観性を維持するため、冠動脈
造影、血管内超音波等のデータ解析は大阪市立大学にて独立して行う。

結果

中国における血管内超音波の使用に医療保険の関係上市!限があること、更に解析に有用な血管内超音波の診断装置(ア

メリカ艶の中国での使用許可が出るのに当初予定していた時間より遅くなりようやく平成17年2月の時点で使用可能

となった。このため、患者の登録は現時点で開始出来ていないが本年中に登録を完了し急世却の結果については本年中に

報告予定であります。

考察

結果の出ていなしミ現時点では難しいが血管内超音波の併用により、急柑却ならびに慢性期の有用性が見いだせるものと

思われる。

作成年月日 2005年 3月31日
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財団法人日中医学協会

2004年度共同研究等助成金一調査・共同研究一報告書

I~ 年 3 月 (3 日
財団法人日中医学協会御中

貴財団より助成金を受領して行った研究テーマについて報告いたします。

添付資料:研究報告書

受給者氏名: 熊谷 嘉人 ー@
所属機関名: 筑波大学

所属部署: 社会医学系 職名:教授
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所在地: 茨城県つくば市天王台 1・1・1
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1 .助成金額 900， 000 円

2.研究テーマ

中国の慢性ヒ素汚染地域における中毒症状の個体差とヒ素体外排池関連遺伝子多型との関係

3.成果の概要 (1∞字程度)

中圏内モンゴル自治区のヒ素汚染地域において、ヒ素曝露患者の中毒症状およ

び血液中ヒ素濃度と GSTMlの遺伝子多型との関係を調べたところ、男性において

GSTMl野生型群の血中ヒ素濃度は GSTMl欠損型群のそれと比較して約 2倍の高い

値を示した。しかし中毒症状の発症率に差は認められなかった。

4.研究組織

日本側研究者氏名: 熊谷 嘉人 職名: 教授

所属機関: 筑波大学 部署: 社会医学系

中国側研究者氏名: 孫 貴範 職名: 院長(教授)

所属機関: 中国医科大学 部署: 公衆衛生院
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要旨:

一日中医学協会助成事業ー

中国の慢性ヒ素汚染地域における中毒症状の個体差と

ヒ素休外排j世関連遺伝子多型との関係

研究者氏名

所属機関

共同研究者

熊谷嘉人

筑波大学大学院人間総合科学研究科教授

孫貴範

1980年代以降、中国では地域性のヒ素中毒が多発している。慢性ヒ素中毒は皮膚疾患、末梢血管障害キ種々の癌な

どを引き起こすが、その症状には個人差が見られる。最近、ヒ素の解毒排世にはそのグノレタチオン抱合化が重要であ

ることが明らかにされた。一般に、異物のグルタチオン抱合反応にはグノレタチオン S一転移酵素 (GST)が触媒として

働く。興味有ることに、 GSTの分子種 M1の遺伝子にはホモ欠失変異が知られており、アジア人の約半数が欠損型であ

る。そこで本研究では、中圏内モンゴJレ自治区のヒ素汚染地域において、ヒ素曝露患者の中毒症状および血液中ヒ素

濃度と GSTM1の遺伝子多型との関係を調べた。その結果、男女共に GSTM1野生型群と欠損型群では中毒症状の発症率

に差は認められなかった (GSTM1の欠損率は全体の 41則。しかし女性より男性の方がヒ素中毒症状の発症率が高く、

血液中ヒ素濃度も男性の方が高b呼頃向にあった。また男性においてのみ、 GS加l野生型群の血中ヒ素濃度は GSTM1欠

損型群のそれと比較して約 2倍の高b呼直を示した。これはメチル化ヒ素およびジメチル化ヒ素の濃度が高いことに由

来していたことから、男性の場合 GS加1野生型は欠損型よりヒ素のメチノレ化能が高いのかもしれなし、今後は GSTM1

以外のヒ素解毒遺伝子の多型を解析して、ヒ素中毒症状の個体差との関係を明らかにすることが期待される。

Key Words : 

慢性ヒ素中毒症、個体差、性差、遺伝子多型、 GSTM1

目的:

ヒ素は地球上に普遍的に存在する元素であり、その環境汚染による地域性のヒ素中毒が世界各地で生じ問題となっ

ている。特に中国における地域性働金ヒ素中毒は深刻であり、その曝露人口は 300万人を超えるとされ、数万人を超

える中毒患者が認定されている九中国のヒ索中毒の原因は、ヒ素に汚染された井戸水の摂取に起因する飲水型とヒ

素を含有した石炭を燃やすことに起因する石炭燃焼型の2つに大別される。内モンゴル自治区、ウイグノレ自治区、山

西省などでは飲水型の汚染が多く、貴州省では石炭燃擁型の汚染が多い。一般にヒトが慢性的にヒ素に曝露されると、

色素沈着や色素脱落、手のひら・足の裏の角質変性などの皮膚疾患、レイノー症候群のような末梢血管障害、循環器

疾患や種々の癌などが生じるが、それぞれの発症機序は明らかにされていない。しかしながら我々は内モンゴル自治

区で行ったフィールド調査において、ヒ素に汚染された閉じ水源の井戸水を飲んでいる息者でもその中毒症状に個体

差があることを見出した。このことは、ヒ素中毒の発症には遺伝子多型が少なからず関与していることを示唆してい

る。

ところで、生体にとって毒であるヒ素を速やかに解毒・排推する生体防御のメカニズムが近年明らかになりつつあ

る。先行研究により、ヒ素の解毒には GSTによるグルタチオン抱合化、ヒ素メチルトランスフエラーゼ (CYT19)に

よるメチル化、並びに異物排池トランスポーターである多剤耐性関連タンパク質 (MRP)による細胞外へのくみ出し

が重要であることが示唆されている九またこれらの遺伝子には多型が存在する事も知られており、特に GST分子種

の変異型は野生型より発癌のリスクが高いなどの報告がなされている九

そこで我々は「ヒ素の中毒症状の個体差は、ヒ素解毒遺伝子の多型に起因するのではないかJとの作業仮説を構築
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した。本研究ではヒ素解毒遺伝子の中でも特に、アジア人において約半数の人がホモ欠失変異を示す GSTM1遺伝子に

着目し、飲水型慢性ヒ素汚染地域として知られている内モンゴノレ自治区包頭市紅房営 (Gangfangying)村の住民を対

象にして、中毒症状の個体差並びに生体内ヒ素濃度との因果関係を明らかにすることを目的とした。

対象と方法:

盆盆:中国内モンゴル自治区包頭市の飲水型慢性ヒ素汚染地域である紅房営村の住人に対してインフォームドコン

セントを行い、慢性ヒ素曝露患者として56名(男性25名、女性31名)を抽出した。年齢は8-65歳(平均年齢36.8

歳)で、彼らが使用している井戸水のヒ素濃度は 180:t 60 (I-lg/L) (n =37)と中国の飲料水基準値を上回っていた。

井戸の使用期間は平均 18年程度である。産盆:手足の庫れ等の末梢血管障害に関しては問診票より、皮蝿疾患は検

診により調査しむ止と7"/v:前日午後 9時から絶食を行い、翌朝 9時に採血およU蝶尿した。血液中及び尿中ヒ素

遺産:超低温ー還元気化ー原子吸光法を用いて決定した。潰伝子多型角噺:Wako社より市販されている聞A抽出キッ

トを用いて血液サンプノレより聞Aを採取後、 TaKaRa社より市販されている GSTM1欠失多型タイピングキットを使用し

て決定した。

結果:

ヒ素曝露患者において色素沈着(全体の 17.誠)、色素脱落(全体の 17.3'見)、手の角質変形(全体の 42.3'覧)、足の

角質変形(全体の 28.邸)、樹首血管障害(全体の 3.6'覧)等の症状が認められた。これらのヒ素中毒症状は男性(色

素沈着、 34.邸;色素脱落、 30.輔;手の角質変形、 69.邸;足の角質変形、 39.1話;耕高血管障害、邸)の方が女性(色

素沈着、 3.邸;色素脱落、 6.鰯;手の角質変形、 20.市;足の角質変形、 20.市;剰背血管障害、 0覧)と比べて顕著で

あった。この結果に一致して、血液中および尿中のヒ素濃度は男性(血液中ヒ素濃度、 9.8 :t 1. 9 ng/ml ;尿中ヒ素.

濃度、 440:t 149問/g・Cr)の方が女性(血液中ヒ素濃度、 6.2 :t O. 7 ng/ml ;尿中ヒ素濃度、 290:t 82同/g・Cr)

と比較して高い傾向を示した。 GSTM1の遺伝子多型を調べたところ、男性で 10名(全体の 40則、女性で 13名(全体

の42%)が欠損型を示した。 GSTM1の欠損比率には男女差は見られなかった。また、男女共に GSTM1野生型群と欠損

型群では中毒症状の発症率に差はほとんど認められなかった。しかし興味深いことに、男性における GSTM1野生型群

の血中ヒ素濃度はGSTM1欠損型群のそれと比較して約2倍の高い値を示した(全ヒ素、 12.1 + 2. 9 ng/ml vs. 6. 3 :t 

1. 0 ng/ml)。このような GSTM1野生型群での血中ヒ素濃度増加は無機ヒ素ではなく、その解毒代謝物であるメチル化

ヒ素やジメチル化ヒ素の濃度に由来していた(メチノレ化ヒ素、 5. 4 :!: 1. 6 ng/ml vs. 1. 9 :!: o. 6 ng/ml ;ジメチル
化ヒ素、 3.8:t1.1 ng/ml vs. 1.8 :t 0.3 ng/ml)。しかしながら男性で認められた差異は女性においては観察され

なかった(全ヒ素、 5.3:t 0.6 ng/ml vs. 7.5 :t 1.5 ng/ml)。また男女共に、 GSTM1野生型群と欠損型群の尿中ヒ

素濃度にはあまり変化は見られなかった(結果はすべてmean土 SEM)。

考察:

今回の結果より、ヒ素の中毒症状の発症に GSTM1遺伝子の多型は関与していない事が明らかとなった。しかし、女

性より男性の方が臨床症状の発症が額著であったことから、ヒ素の中毒症状には性特異性が存在することが示唆され

た。この結果に一致して、血液中のヒ素濃度も女性より男性の方が高b対頃向を示した。更に、男性においてのみGSTMl

野生型群の血中ヒ素濃度は欠損型群のそれの約 2倍高い値だった。それにも関わらず臨床症状に差がなかったのは、

無機ヒ素より毒性の低いメチル化ヒ素やジメチル化ヒ素の濃度が高かったためであると思われる。これまでの報告に

よると、井戸水を介して生体内に摂取されたヒ素は消化管から効率良く吸収され肝臓等に分布される。日甫手l調ではAQ問

のような浸透圧に係るトランスポーターを介して組織中に取込まれた無機ヒ素はCYTl9によりメチノレ化を受ける4.6)。

一方、無機ヒ素はグノレタチオン抱合され、それが αT19によるメチル化の中間体になるという事実も最近明らかにさ
れている九この知見と今回の研究結果から判断すると、男性において GSTM1野生型であることは、解毒反応と考え

られているヒ素のメチノレ化を促進することを示唆している。この仮説と良く一致して、 GSTMl野生型の方はその欠損

型より血中ヒ素のメチノレ化代謝物量が多かった。
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GST分子種の遺伝子多型には岱澗lの他にも GSTPl、GS廿lなどがよく知られている。また最近CYT19にも遺伝子多

型が存在することが報告された九組織中に取込まれた無機ヒ素を胆汁中や血液を介して腎臓を経て尿中に排世され

るには、細胞外への掃出しポンプとして知られている MRPが無機ヒ素ではなくそのグノレタチオン抱合体として認識す

ることが報告されているぺすなわち、無機ヒ素の体外割削に係る解毒即志にはメチノレ化だけでなく GST分子種によ

るグノレタチオン抱合が重要であるといえる。したがって、今後は GSTMl以外のこれらの遺伝子多型を解析し、ヒ素の

中毒症状の個体差との因果関係を調べる研究が要求される。
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Tト6Aト7NbおよびCo・Crによるリンガルパーの形態が粘膜の応力集中に及ぼす影響

Abstract 
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百貨ee-d泊施nsionalfinite element models of nine lingual bars with different dimensions (thickness: 1.5， 2.0， or 2.5 

mm; height: 4， 5， or 6 mm) with underlying mucosa were produced for a Kennedy Class II c出e.These models were 

used to s加dythe effects of cross-section d加ensionin lingual bars on def1ections of Ti・6Al・7Nband Co・Cr

removable partial denture企ameworks.百les紅白sdistributions in the s凶 cturesand underlying mucosa were also 

investigated. Each企ameworkincluded occlusal rests on the first premolars ofboth arch sides.τbe bottom surface of 

the mucosa and rest on血eedentulous side were fixed in a vertical direction. The rest on也et∞血.-supportedside 

W田 fixed泊alldirections.百leelastic moduli of200 and 123 GPa were input into血eprogram to simulate the Co-Cr 

and Ti・6Al・7Nballoys， respectively. A 30 0 buccally obIique biting force of 20 Newtons w出 directedtowards each 

of the three missing teeth locations. Ti・6Al・7Nb企ameworksexhibited approximately 1.2 t泊les也emaximum stress 

in the mucosa白anin Co-Cr企ameworkswith the same cross-section dimensions. The企'ameworkdisplacement and 

stress in the mucosa reduced出血ethicknesses or heights of the bars increased. The maximum principal compressive 

S仕essof 1.84 MPa wi白inthe mucosa w邸 estimatedat 出eposterior ridge crest when the smallest cross-section 

Ti・6Al・7Nbbarw部 used.In conclusion， the Ti・6Al・7NbIingual bar had a rigidity comparable to the Co-Cr lingual 

bar ifthe former had a cross-section dimension 0.5 mm thicker or 2.0 mm higherぬ叩白el甜er.

Key words 

Finite analysis， stress， denture， lingual bar， mucosa， titanium， dental alIoy 

Introductlon 

Ti・6AI・7Nballoy has recently been developed to pose excelIent biocompatibiIity， resistance to abrasion and other 

advantages伽 tput it出 analtemative to白eexisting removable partial de脚 re(悶D)alloys'. Like 0血ertitanium 

alloys， Ti・6Al・7Nbhas a modulus of elasticity that is approximately half that of Co・Cr，which increases its resiIiency 

and makes it suitable for f1exible clasps2. However， the f1exibiIity may become disadvantageous when used in血e

other components such as lingual bars， occlusal re蜘 andminor connectors. Flexible major connectors can cause 

S仕'essconcen岡山nin曲e企溜neworks加 ctures，injury to the periodontal tissues and residual ridges， and discomfort 

to the patie臨.Previous studies explored the e能 ctof cross section shape on rigidity of lingual bars by means of 

in-vitro cantiIever bending testss. However， optimal dimensions in lingual b釘 toens町efavorable s帥 sstransmission 

to the abutments and supporting oral mucosa， h部 notbeen welI assessed in relation to the rigidity ofthe alIoys. 

百lisstudy examined the effect of cross-sectional dimension in lingual bars on def1ection of Ti・6AI・7Nband 

Co-Cr RPD企ameworksand s出 ssdis仕ibutionboth in the企ameworks釘uctureand oral mucosa under simulated 

occlusal loadings. It was hypothesized伽 tlingual bar made of the Ti・6AI・7Nballoywi白血increasedthickness加 d

width has comparable rigidity to that made of the Co-Cr alloy， which was claimed to be the most rigid partial denture 

alloy. 
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Materlals and Methods 

We created three・dimensionalfinite element models of mandibular RPD企ameworksdesigned for the edentulous 

area distal to the right first premolar (ANSYS 7ムANSYSInc.， Canonsburg， PA). Each企ameworkincluded an 

extension denture saddle， two occlusal rests on the first premolars on both sides of the arch， minor connectors， and 

one of the nine lingual bars with di宜erentcross-sectional dimensions σig. 1). Vertical distance企omthe lower edge 

of the lingual bar to the edentulous ridge was 12 mm， and白atto血eocclusal plane was 17 mm.百ledistance 

between both sides of the mandibular ridge crests at the distal ends was 55 mm. Sagitta1length企omthe anterior to 

ri凶tposterior end of the bar a10ng the midline w部 36mm.百lethickness and height of the nine lingual bars (Fig. 2) 

were; 1.5 mm 14 mm， 2.0 mm 14 mm， 2.5 mm 14 mm， 1.5 mm 15 mm， 2.0 mm 15 mm， 2.5 mm 15 mm， 1.5 mm 16 

mm， 2.0 mm 1 6 mm， and 2.5 mm 1 6 mm. Clasps， artificial teeth， and the resin denture base were excluded企om白e

mode1. 

Lingua1 bar 

〆IIt4
11115 
44dl6 
1.5 2.0 2.5 

Fig. 1. A meshed finite element model of a 

framework includes an extension denture 

saddle， two occlusal rests， lingual bar， and 

the under1ying ora1 mucosa. 

Fig. 2. Cross-sections of the lingual bars 

designed恒也isstudy. Each bar had one 

of the thicknesses of 1.5 mm， 2.0 mm， 

or 2.5 mm; and one企'omthe heights of 

Each model w出 meshedby elements defined by eight nodes wi也世rreedegrees of freedom in tetrahedral bodies. 

Poisson's ratio of 0.3 and a modulus of el部ticityof 200 GPa were input into the program to simulate Co・Cra110~， 

whi1e those ofO.3 and 135 GPa were for Ti・6Al・7Nballoy. Poisson's ratio of0.45 and a modu1us of elasticity of3.4 

x 10.3 GPa were used品rthe mucosa4• 百le loading and boundary condition (Fig. 3) w;田 basedon a previous 

sωdiess.百lerest on the le食(tooth-supported)side w出 flXedin all directions.百liscomplete fixation was based on 

m 出sumptionthat the clasps placed on hea1thy abu回 entswere rigid enough to retain也ispart of the企amework

unmovable.百lerest on the right (edentulous) side was fixed only in a vertical direction to a1low for horizontal 

movements of也iscomponent.百lebottom surface of the oral mucosa w部 alsovertica11y fixed based on an 

assumption that the bone w邸 arigid s加 cturebut it allowed horizontal distortion of the over1ying mucosa. A 30。
bucca11y oblique biting force of 20 N was directed simultaneously towards the center of each of the three missing 

posterior teeth locations (to凶 60N). Under the simulated occlusa1 loading， the合ameworkdisplacements and the 

p出lcipa1stress dis住ibutionboth in也e企ameworkand the mucosa were ca1culated. 

- 39 -



Resulls 

Fig. 3. A 30 0 buccally oblique biting force was 
directed simultaneously towards each of the three 
missing posterior teeth locations on the saddle (total 
60N). 

百lemaximums仕essesin the supporting oral mucosa were shown in Fig. 4.百lemaximum vertical displacement w部

observed at the posterior edge of the saddle for all the企ameworks.

(MPa) • Ti-6Al・7Nb

1.401 -i ~ミ寸でに
1.201 I一一 l 唱ミ:

0.801 1 1 
「一一 I I 

1.5 2.0 2.5 

Fig. 4. The maximum stress in 
rnucosa shown in each model. 

thickness 

百lemaximum displacernents reduced as the thickness or血.eheight of linguaI bar increased. They ranged企'om

86.6μm to 148.4μm for the Ti・6AI・7Nbbars and企'om73.4μrn to 127.2μrn for the Co-Cr bars.百lemaximum 

stress泊由e企ameworkw邸 recordedat the rnidline on the polishing surface of each lingual b肌百lemaximums位ess

reduced倍。lethickness or由eheight ofthe bar increased. The stresses ranged企om233.2 MPa to 628.5 MPa for白e
Ti-6AI-7Nb bars and企'om230.3 MPa to 632.8 MPa for the Co-Cr bars.百lemaxirnurn s仕essin the oral mucosa w邸

shown on its bottom surface right above the posterior edentulous ridge crest (Fig. 5). The maximurn stress reduced白

血ethickness or也eheight of lingual bar increased， ranging企om1.14 MPa to 1.80 MPa for the Ti-6AI-7Nb bars and 

企'Orn0.97 MPa to 1.61 MPa品rthe Co-Cr bars. The lowest maxirnurn displacement and the s仕'esseswere recorded in 

the model with the largest cross-section (2.5 rnm-thickness and 6.0・rnrnheight) for each alloy. 

Dlscusslon 

百leTi・6Al・7Nbframework caused the l釘gestvertical deflection of approximately 150μm and the peak s田 ssof 

1.80 MPa.百leywere both close to the physiological limitations of the mucosa and the supporting alveolar bone， 

therefore likely to cause a detrlrnental effect on the alveolar bone. The result of this study suggests白紙theincrease 

of the thickness be recommended in designing the lingual bars because it w白 clearlyeffective in reducing the peak 

s仕'essin rnucosa under the oblique occlusal loadings. From studying all data， it w出 indicatedthat血eTi・6Al・7Nb

lingual bar had rigidity comparable to the Co・Crlingual bar if the former had a cross-section dimension 0.5 rnm 

thicker白組曲elatter with a same height， or 2.0 rnm greater height with a same thickness.百leresult supported our 
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hypothesis白紙thelingual bar made of the Ti・6Al・7Nballoy with an increased thickness and width has comparable 

rigidity to that made ofthe Co-Cr alloy. 

The maximum principal s回sswi血inthe lingual bar considerably decreased as the thickness or the height of the 

b紅 increased;however， it was insensitive to the elastic moduli ofthe alloys. The result w回 reasonablein the linear 

elastic models in this study. The location ofthe peak s仕essin all the models indicated that the bars are likely to fail at 

the midline. Failure probability of the prostheses is often estimated by compぽisonof the peak s仕'essin the materials 

wi出theirs悦 ngthvalues. The highest maximum principal s加 sswithin the Ti・6Al・7Nband Co・Crbars (628.5 MPa 

and 632.8 MPa， respectively) were slightly below白ereported yield s悦 ng伽 ofcorresponding alloys (890 MPa and 

710 MPa， respectively). If principal tensile stresses白atare close to白eyield or tensile s回 ngths釘'econsidered in 

the finite element models，泊施deformationor the fracture of the lin別alb訂 ofsmaller cross-section dimension might 

occur in the loading condition in this s加dy.

Ti-6Al・7Nb

Co-Cr 

Upper View Bottom View 

References 

Fig. 5. Stress contours in由emucosa for the 
Ti・6Al・別b (left) and Co・Cr (ri位。
企ameworkswith the lingua1 bar of 2.0 
mm-thickness / 5 mm-height， viewed企om
above and bottom. For each model， the 
maximum compressive stress w出 shownin 
the bottom surface of the mucosa right above 
也etop of the posterior edentulous ridge 
crest. 
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要旨

一日中医学協会助成事業ー

心室筋細胞エンドセリン受容体を介する情報伝達機構の解明

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

楚立

中国河北医科大学薬理学
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教授遠藤政夫

石井邦明， 蓬田伸一，

西丸和秀， 野呂田郁夫

Endothelin-l (ET-1) induces a positive inotropic effect (PIE) due to a combination of an increase in 

intracellular Ca2+ transients (CaT) and myofilament Caお sensitivityin rabbit ventricular myocardium. but it 

alone does not elicit significant inotropic effect in dog ventricular myocardium. However. in the presence of 

norepinephrine (NE)， it induces a PIE and/or negative inotropic effect (NIE) depending on the concentrations 

of NE coexisting with ET・1.The roles of kinases such as protein tyrosine kinase (PTK). Rho kinase (ROK) 

and myosin light chain kinase (MLCK) in the regulation of cardiac contractility and Ca2+ signaling remains 

unclear. The present studies were undeltaken to examine the effects of PTK inhibitor genistein. ROK 

inhibitor Y-27632 and MLCK inhibitor wortmannin to elucidate the potential role of PTK in the inotropic 

effects induced by crosstalk of ET -1 and NE in dog. and出atof MLCK and Rho kinase in regulation of 

cardiac contractility and CaT in rabbit. Experiments were carried in isolated dog and rabbit ventricular 

myocardium and indか l/AM-loadedsingle myocytes. 

In isolated dog ventricular trabeculae and myocytes. genistein elicited a concentration-dependent PIE in 

association with an increase in the amplitude of CaT. Genistein potentiated the NE-induced PIE and an 

increase in the amplitude of CaT in a concentration-dependent mannar. but inhibited the ET-l-induced PIE 

and increase iri the amplitude of CaT in the presence of NE at low concentrations. as well as the ET-induced 

NIE and decrease in amplitude of CaT in the presence of NE at high concentrations. whereas genistein did not 

affect the NIE of carbachol. that elicits anti-adrenergic effect via activation of Gj proteins. 

In isolated rabbit papi1lary muscles and myocytes. Y-27632 inhibited significantly the baseline contractility 

and the amplitude of CaT. suppressed the ET-l-induced PIE and increase in the amplitude of CaT in a 

concentration-dependent manner. On the other hand. wortmannin decreased basal contractile force without 

affecting the amplitude of CaT， markedly inhibited the ET-l-induced PIE. but did not suppress the increase in 

the amplitude of CaT induced by ET・1.Neither Y-27632 nor wortmannin affected the PIE and the increase in 

the amplitude ofCaT induced by isoproterenol (ISO) via s-adrenoceptor stimulation. 

Our findings in the dog indicate that both the PIE and NIE of ET-l in the presence of NE require the 

activation of PTK. and the NIE induced by ET-l and muscarinic receptor stimulation involve different 

pathways in dog ventricular myocardium and myocytes. The findings in rabbit imply that the activation of 

ROK and MLCK contributes to the ET-I-induced increase in contractility: ROK primarily elevates increase 

in the amplitude of CaT. while MLCK mainly increases the myofilament Ca2+ sensitivity in rabbit ventricular 

myocardium and myocytes. 
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緒言:

Endothelin-I (ET-りisa potent vasoactive peptide of 21 amino acids that was originally isolated from the 

culture medium of po同ineaortic endothelial cells. It exerts a positive inotropic effect (PIE) in most 

mammalian species but not in dog ventricular myocardium. Our recent studies in the dog heart showed that in 

the p陀senceof low concentrations of s-adrenoceptor agonists， such as norepinephrine (NE) and isoproterenol 

(ISO)， ET-I induced a PIE， whereas it elicited a negative inotropic effect (NIE) in the presence of high 

concentrations of s叫 renoceptoragonists. 

Protein tyrosin kinase (PTK) mediates the actions of a various types of cells including the cardiovascular 

systems. Recent studies revealed that the PTK inhibitor genistein enhanced an increase in L-type Ca2+ cu町ent

(I(C札)induced by s-adrenoceptor stimulation. In contrast， however， we recently found that genistein exerted 

an inhibitory action on the ET-l-induced PIE and an increase in Ca2+ transients in rabbit ventricular myocytes， 

but Iittle is known about the role of activation ofPTKs in the crosstalk ofET-l and NE in the dog heart. 

The intracellular signaling pathway for cardiac regulation has been shown to involve monomeric G protein 

(RhoA) and its direct target Rho kinase (ROK). RhoA is activated by binding guanosine triphosphatase 

(GTPase)， stimulates ROK， which phosphorylates and inhibits the myosin light chain (MLC) phosphatase 

and/or MLC itself. In smooth muscle celJs， MLC kinase (MLCK) and ROK act in concert to increase 

phosphorylation of MLC-2. While MLC・2is phosphorylated by MLCK also in the heart， the role of MLC・2

phosphorylation in cardiac muscle has been studied relatively less because unlike smooth muscIe， cardiac 

muscle contraction is primarily regulated by thin filament modulation， the experiments were carrid out to 

elucidate whether the activation of ROK and MLCK is involved in the ET-I-induced contractility and 

cytosolic Ca2+ signaling. 

In the present study， we investigated the influence of PTK inhibitor genisteinωelucidate the role of PTK 

signaling in regulation of the inotropic effects induced by crosstalk of ET-I and NE in isolated dog 

ventricular trabeculae. We also applied ROK inhibitor Y・27632and MLCK inhibitor wortmannin to isolated 

rabbit papillary muscles， examined their effects on inotropic responses to ET-1. For comparison the influence 

of these inhibitors on the PIE mediated by βadrenoceptor stimulation by ISO or NE was also studied. Our 

previous reports have indicated that the effects of ET・1and receptor antagonists on single ventricular 

myocytes are quantitatively different from but qualitatively similar to those in papillary muscle. Therefore， 

the present experiments were also carried out in ventricular myocytes loaded with a f1uorescent dye， 

acetoxymethylester of indo-I (indo・I/AM).

対象と方法:

1. Preparation of dog ventricular trabeculae and rabbit papillary muscles 

2. Measurements of inotropic effects in dog and rabbit ventricular myocardium. 

3. Isolation of dog and rabbit cardiac ventricular myocytes. 

4. Loading of myocytes with indo・I/AM.

5. Simultaneous measurements of celJ shortening and indo-l f1uorescence ratio. 
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結果:

I.Ef化ctsof genistein on dog ventricular trabeculae and myocytes: 

(1) The PTK inhibitor genistein elicited a concentration-dependent PIE in association with an increase in 

the amplitude of CaT， while daidzein， an inactive analogue of genistein， elicited a NIE. 

(2) Genistein but not daidzein inhibited the ET-I-induced PIE and increase in amplitude of CaT in the 

presence ofNE at low concentrations. 

(3) Genistein as well as daidzein antagonized the ET-induced NIE in association with a decrease in 

amplitude of CaT in the presence of NE at high concentrations， but genistein did not affect the anti-

adrenergic effect of carbachol. 

(4) Genistein but not daidzein enhanced the PIE in association with an increase in CaT induced by NE via 

the activation of s叫 renoceptors，which was abolished by the protein tyrosine phosphatase inhibitor 

vanadate. 

2. Effects of Y -27632 and wortmannin on rabbit papi1lary muscles and ventricular myocytes: 

(J)Y・27632(3・30fJM) inhibited significantly the baseline contractility and the amplitude of CaT， but 

wortmannin decreased the basal contractile force without affecting the amplitude of CaT. 

(2) Y・27632suppressed the ET-I-induced increases in contractility and the amplitude of CaT in a 

concentration-dependent manner， but wortmannin only inhibited the ET-I-induced PIE， with no 

influence on the ET-I-induced changes in the amplitude ofCaT. 

(3) Y・27632and wortmannin did not affect the effect of ISO elicited by s-adrenoceptor stimulation. 

考察:

The important findings in the present study are that the PTK inhibitor genistein elicited the action as the 

PTK inhibitor and non-specification that is unrelated to PTK inhibition. The action as the PTK inhibitor 

involves 1) an inhibition of the PIE and Ca2+ signal induced by crosstalk of ET-I and NE; 2) an enhancement 

of the PIE and CaT induced by NE via activation of s-adrenoceptors; and 3) a direct facilitatory action on 

basal contractility and Ca2+ transients. In addition， genistein inhibited the NIE of ET-I in the presence of high 

concentrations ofNE， which was mimicked by an inactive analog， daidzein. 

In rabbit ventricular myocardium and myocytes， ROK inhibitor Y -27632 decreased the basal force of 

contraction and Ca2+ transients， inhibits the ET-I-induced PIE and increase in Ca2+ transients in a 

concentration-dependent manner. MLCK inhibitor wortmannin at concentrations ofμM decreased the basal 

force of contraction and inhibited the ET-I induced PIE and the increase in cell shortening， but did not affect 

the amplitude ofCaT， suggesting that MLCK may be involved in the increase in myofilament Ca2+ sensitivity. 

The concentration of wortmannin applied in the current study was sufficient to inhibit MLCK activity， as 

shown in smooth muscle. Although the potential role of PI3 kinase in the effect of wortmannnin could not be 

completely excluded， the observations that wortmannin up to 0.3μM did not affect the basal force and the 

ET-I-induced response support the view that wortmannin primarily acted as a specific inhibitor of MLCK in 

current experimental conditions. Neither Y・27632nor wortmannin affected the PIE of ISO. 

These observations suggest that the activities of PTK ROK and MLCK pathways may play crucial roles in 

cardiac function by modulation of the basal as well as receptoトmediatedcontrol of cardiac contractility and 

Ca2+ signaling under physiological and pathophysiological conditions. The activations of ，PTK， ROK and 

MLCK play d汀ferentialroles in the ET・ands-adrenoceptor-mediated positive inotropic and increase in Ca2+ 
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transients in dog and rabbit ventricular myocardium. 
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Abstract 

BOLD contrast functional MRI (BOLD-fMRI) has been employed to brain mapping in the patients 

with brain disorders; however， it is not known whether the normal brain and pathological brain 

exhibit similar evoked-cerebral blood oxygenation (CBO) changes. We compared the BOLD imaging 

and the evoked-CBO changes measured by functional near infrared spectroscopy (fNIRS) in the motor 

cortex of the patients with cerebral ischemia and brain tumors. BOLD-fMRI demonstrated clear 

activation areas in the motor cortex on the non-lesion side of all patients; fNIRS showed a decrease of 

deoxyhemoglobin associated with increases of oxyhemoglobin and total hemoglobin. However， 

BOLD-fMRI revealed only a small activation area or no activation on the lesion side in some patients. 

Intraoperative brain mapping in glioma patients identi五edthe motor cortex on the lesion side which 

was not demonstrated by BOLD-fMRI. The results indicate that BOLD-fMRI may overlook the 

activation area in the patholo扉calbrain due to the atypical evoked-CBO changes (i.e. an increase in 

deoxyhemoglobin) . 

Key words: BOLD， NIRS， cerebral blood oxygenation 

日まじめに]

BOLDコントラスト funct i onal MRI (BOLD-fMRDは、神経活動時の血管内の脱酸素化ヘモグロビン (Hb)

濃度の変化(低下)を検出することにより活動部位をイメージングしている[1 ]。この賦活脳循環代謝変

化は正常成人の神経活動部位で認められるものであるが [2 ]、脳疾患例も同様の変化を示すとの前提に

立ち、脳腫蕩の術前プレインマッピングや脳卒中後の神経機能再生の研究等に幅広く応用されるようにな

った。しかしながら、脳卒中患者の賦活脳酸素代謝は正常成人と異なるとの報告もあり [3]、脳疾患例に

おける賦活脳循環代謝変化には不明な点が少なくない。

BOLD-fMRIは空間分解能に優れるが、詳細な賦活脳酸素代謝は判定できない。一方、 functionalNIRS (機

能的近赤外分光法)は空間分解能が低いが、脱酸素化Hb以外に酸素化Hbと総Hbの濃度変化などより詳細

な賦活脳酸素代謝の情報が得られる利点がある [3]。我々は fMRIとfNIRSを併用し、両者の欠点を補完

しながらプレインマッピングを行ってきた [4， 5]。本研究では、脳虚血例や脳腫癒例における運動野

のBOLDイメージングと fMRIで計測した賦活脳酸素代謝の関係を検討した。

[対象・方法]

対象は正常成人 10例、運動麻庫を認めない脳虚血 10例と脳腫蕩 15症例 (Gliomal0例、 meningioma5 

例)である。脳腫療例では、運動野近傍に gliomaやmeningiomaが存在していたが、計測時には明らかな

麻庫を認めていない。脳虚血例では、発作後5ヶ月から 12ヶ月後に計測しており、 SPECTで病側運動野の

安静時脳血流および血管予備能の低下を認めた。
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運動野賦活時のBOLDイメージは、1.5TMRI (Symphony，シーメンス社製)を用いてエコープランナ一法

により撮像し、 SPM (Stat is t ical Parametric Mappin)により Activationmapを作成した。 fNIRSには、

2チャンネルNIRS(NIRO-300、浜松ホトニクス社製)もしくは多チャンネルNIRS(0剛2000、島津製作所

社製)を使用し、運動野における賦活酸素代謝変化を計測した。運動タスクには離握手を用いた。

[結果]

正常成人のBOLD-fMRIでは、運動負荷時に対側運動野に活動領域が明陳にイメージングされた(図1A)。

fNIRSでは、賦活時に運動野の酸素化Hb、総Hbの上昇、脱酸素化Hbの低下を認めた(図 1B)。

脳虚血例の健常側運動野は、 BOLD-fMRIにより明隙に活動領域がイメージングされた。一方、病側運動

野では、 4例において健常側と同様にイメージングされたが、 6例ではイメージング領域は健常側より著

しく小さいか、あるいは全くイメージングされなかった(図1C)。これらの症例の fNIRSでは、賦活時に

酸素化Hb、総Hbの上昇に伴って脱酸素化Hbは変化しないか、あるいは上昇した(図1D)。

脳腫蕩例においても、全例の健常側運動野はBOLD-f服Iにより明陳に活動領域がイメージングされた。

病側運動野では、 8例において健常側と同様にイメージングされたが、 7例 (Glioma4例、 Meningioma3例)

では病側運動野のイメージング領域は健常側より著しく小さいか、あるいは全くイメージングされなかっ

た(図2A)。このようなGlioma例の術中皮質マッピングでは、運動野は正常機能を示していた(図2B)。

また fNIRSでは、賦活時に酸素化町、総Hbの上昇に伴って脱酸素化Hbは変化しないか、あるいは上昇し

た(図2C)。

[考察]

脳波や脳磁図などは、神経活動による電気的信号(1次信号)を測定しているが、 BOLD-fMRIやfNIRS

は神経活動に伴った血流変化や脳酸素代謝変化、すなわち神経活動の2次信号を測定している。 Foxらは

PETを用いて2次信号発生のメカニズムを検討し、神経活動時には局所脳血流が50%程度上昇するが、

酸素消費率は5%程度の上昇に留まることを明らかにした [2]。これは脳が必要とする以上の酸素が神経

活動部位に送り込まれるLuxuryperfus ionの状態にあることを意味しており、このため静脈側の血管内で

は酸素化Hbが増加し、脱酸素化Hbはwashoutされて低下する。

このような神経活動部位のLuxuryperfus ionは、 BOLD-fMRIによる機能イメージングの生理学的基礎に

なっている。脱酸素化Hbは常磁性体であり、神経活動時に低下すると BOLD信号が上昇するが、 BOLD-fMRI

はこの変化を計測することにより神経活動部位をイメージングしているのである [ 1 ]。一方、 fNIRSは

神経活動部位の脱酸素化Hbの変化だけでなく、酸素化Hbおよび両者の和である総Hb(血液量を示す)の

変化も計測することができる [3]。乙のように fNIRSはBOLD-fMRIと比較して神経活動部位の酸素代謝や

血行動態をより詳細に検討することができる。

本研究では、脳虚血や脳腫揚例における BOLD-fMRIのイメージングと fNIRSによる賦活酸素代謝変化を

比較した。その結果によると、これらの病的脳では健常側の運動野は正常例と同様に活動領域がイメージ

ングされるが、病側運動野ではイメージング領域が実際の神経活動領域より小さくなる false-negative

activationを示す症例が存在することが示された。さらに fNIRSにより、このような症例の病側運動野の

賦活脳酸素代謝は正常例と異なり脱酸素化Hbが低下せず、変化しないか上昇することが明らかとなった。

脳疾患例における神経活動時の脱酸素化Hb上昇のメカニズムは明らかではないが、神経活動時の酸素供

給の不足もしくは酸素消費の上昇が考えられる [3-5] 0 いずれのメカニズムにしろ、 BOLD-fMRIでは脱酸

素化Hbが低下しない活動部位をイメージングすることは困難であるが、 fNIRSでは酸素化Hbや総Hbの変

化から神経活動を捉えることが可能である。神経活動時に非定型的脳酸素代謝を示す可能性のある脳疾患

例のプレインマッピングには、 fMRIとfNIRSの併用が有用と思われる。
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図説明

Fig.1 

A: BOLD imaging of motor function in the normal adult (right motor task). B: Evoked-CBO changes 

in the activated motor cortex measured by fNIRS in the normal adult. The ordinate indicates 

concentration changes ofDeoxy-Hb， Oxy-Hb and Total-Hb. Horizontal thick bar indicates the period 

ofthe motor task. Deoxy-Hb decreased associated with increases of Oxy-Hb and Total-Hb. C: 

BOLD imaging of motor function in the patient with cerebral ischemia. The asterisk indicates a 

lesion of infaction. Note that BOLD-fMRI demonstrated only smaIl activation area. D: 

Evoked-CBO changes in the activated motor cortex measured by fNIRS in the patient with cerebral 

ischemia. Note that Deoxy-Hb increased associated with increases of Oxy-Hb and Total-Hb during 

activation. 

Fig.2 

A: BOLD imaging of motor function in the patient with glioma. The asterisk indicates the tumor. 

BOLD-fMRI demonstrated no activation area during motor task. 

B: Operative view of the cortical mapping of the glioma patient. The motor cortex on the lesion side 

was functioning (surrounded by the white line). C: Evoked-CBO changes in the activated motor 

cortex measured by fNIRS in the glioma patient. The ordinate indicates concentration changes of 

Deoxy-Hb， Oxy-Hb and Total-Hb. Horizontal thick bar indicates the period ofthe motor task. 

Deoxy-Hb increased associated with increases of Oxy-Hb and Total-Hb during activation. 
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匂県恋慰恩師事録

財団法人日中医学協会

2004年度共同研究等助成金一日本人研究者派遣一報告書

2004年 9月 5日

財団法人日中医学協会御中

貴財団より助成金を受領して行った訪中交流について報告いたします。

添付資料:訪中報告書

受給者氏名: 竹内登美子 ⑬ 
所属機関名:盤皇大学

所属部署: 医学部 職名: 教授

干501-1193

所在地: 岐阜市柳戸1-1

電話: 058-293-3244ー直通一一内線: 32坐ー

1 .助成金額 20 万 円

2.テーマ

Evidence 8ased Nursing に基づいた呼吸理学療法

3.成果の概要 (1∞字程度)

北京首都医科大学附属朝腸病院と北京呼吸器疾病研究所主催の、第3回全国 f気道管理および人口呼吸

器装着愚者のケア学習会Jにける招聴講演を行った。 100名を超える参加者との質疑応答や、北京首都

医科大学附属朝陽病院の看護師・理学療法士らとの意見交換会等を通して、お互いの国の看護事情や

専門的知識等を深めることができた。

4.招璃機関

機関名:北京首都医科大学附属朝陽病院 代表者名:王辰 職名:院長

所在地: 北京市朝日区自家庄路8号

5.滞在日程概要(日付、主な旅程・行事等)

8月23日 北京到着

8月24日 同時通訳者との打合せ、プレゼンテーション資料作成(中国語版)

8月25日 講演 病院見学病院看護部との意見交換会・懇親会

8月26日 万里の長城北京市内の見学

8月27日 北京出国
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一日中医学協会助成事業ー

Evidence 8ased Nursingに基づいた呼吸理学療法

要旨

招聴講演者氏名竹内登美子

所属岐車大学医学剖看護学科

肺理学療法から呼吸理学療法という用語が使われるようになった経緯と、用語の定義について説明し、新し

い呼吸理学療法としての「体位呼吸療法Jを紹介した。また、根拠に基づいた看護(EBN)とは何か、EBNを看

護実践に活用するための方法について紹介し丸

Key Words ICU、 呼吸理学療法、 EBN 

緒言:

本内容は、北京首都医科大判付属朝陽病院と北京呼吸器痴丙研究所主催の、第3回全国「気道管

理および人口呼吸器装着患者のケア学習会Jにおける招聴講演の概要である。

対象:

中国全土から集まった中国人ナース約100名

開催場所:

北京市京東ホテル

講演概要:

1.学習目標

①新しい呼吸理学療法の概念について鵡草する

②根拠に基づいた看護但BN)を実践する意義を理解する

③根拠に基づいた封版法(咳・体位変換等)を理解する

④ 呼吸理学療法の基礎を理解する(ビデオ映像)

2. Iωにおける呼吸理学療法とは
「意識低下があっても、人工呼吸器を装着していても、日常的で自然な肺と身体の動きを持続

させ、肺胞換気を良好な状態に維持することJ

肺理学療法→胸部理学療法→呼吸理学療法 RPT: Respirato:ry Physicalτ'herapy 

1996年附及療法認定胡j度の確立

3. ICU (急性疾患・術後患者)における呼吸理学療法の特徴
①支援的な治療法

②息者の忍J耐や努力を強要しない
③全ての息者が対象

- 62 -



4.根拠に基づいた看護(回N)とは

• EBN: Eviden田 BasedNursing 
「最善の根拠を患者の価値観・意向、臨床経験等と統合する事j

医学・科学文献の批判的検証評価法を発展させたもの

• EBN実脚寺の4要素
αu用可能な最善の科料根拠慨究結果)
②愚者の価値観ヰコ意向

@灘床家の専門的な技術ヰ知識

④コストや人的資源など

5.回Nの実践法

包清護上の疑問を明確にする

「誰に、何をしたら、何と比べて、どうなのかJ

②最善の根拠を文献から探す

③根拠(研究結果)の妥当性と有用性について吟味する

⑩今味した結果をEBN実脚寺の4要素に基づいて看護実践に適応する
⑤実践結果を評価する

6. E酬のレベル
AHCPR : Agency for Health Care Policy and Rβsearch 

米国保健政策局によるエピデンスレベル (1989年.1996年)

1 a : 複数のランダム化比較誤験の三之盆盤による

Ib: 少なくとも1つのランダム化比較試験による

lla: 少なくとも1つのよくデ手インされた非ランダム化比較試験による

llb: 少なくとも1つの他のタイプのよくデザインされた準実験的研究による

ill: 比較研究ヰ相関研究，症例対照研究など，よくデザインされた非実験的記述的研究

による

IV: 専門委員会の報告や意見，あるいは権威者の臨床誤験による

7.文献検討の例(例1の表参照)

8.栂拠に基づいた排疾法(咳・体位呼吸療法の図参照)
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筆者 EBN 

Fagevi Ia 
k 

{唱997)

Chumi lla 
lIas 

(1998) 

【例1】呼吸理学療法を実施した群と
実施しなかった群との比較研究

目的 研究方法 測定項目

腹部手術を -街前呼吸訓練と Sa02 
畏ける患者 早期離床の指導 体温
の呼吸理学 -術後1時間毎の 肺音
療法の効果 暁と深呼吸

胸卸X-rayを評価

同上 -術前呼吸訓練 Sa02 
唱S分I日 術後如、・イロ

-術後呼吸訓練 メトリー

4回I目 胸書事X-ray

-体位ドレナーシ.

参考:排療法〈咳〉の呼気流速

結果

実施群の
合併症発
生事が有
意に滅少

同よ

*気道の分泌物移動を促進することができる呼気流速は、時

i車40km-90km 丸川笹田湖町田Uにおける斬しい腕週学鐘忠勝目l周

II.C 

【例2]下側肺障害のある患者を
腹臥位にする呼吸管理法は有効か?

丸川径四朗省内cuにおける衝しい騎理学書盛』から曹1111

左肺側領域

右肺4
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9.研修会日程表

第3回全国 f気道管理および人工呼吸器装着中息者のケア学習会j講義予定表

日付 時刻 o義内容 講義者

9 :叩ー11:30 呼吸器I目1の運営k管理 王反{院長)

1日目

13:ωー16:30 慢性呼吸不全の治療原則 張浜玉(医長)

8: 30-11: 30 人工呼級器の設定 王辰{院長)

2日目
李春燕{看護部13:00-16:30 気道確保法及び管理
長)

8:30-11:30 ICU病棟における感染予防 鈴

3日目 13:3かー16渇O ICUで用いる呼吸理学療法とEBN 竹内(教授)

16明ー16:40 蘇生パックの使い方 夏

8: 30-10:ω 非侵襲的換気療法 倉氏元

4日目 10: 10-11:却 人工呼吸器装着中患者のケア 李

13=叩-15:ω 非人工気遣の吸引法 極

15:10-16 : 30 ネプライザー方法 極

8: 30-10:叩 動脈採血の技術及び血液ガス分析 劉

5日目

10:10-11:40 人工呼吸器の準備、点検 夏

主な参考文献

1) 芦1)11征四朗著:ICUにおける新しい肺理学療法メディカ出版 2∞1
2) 福井次矢編集:EBNと臨床研究中山書庖 2∞3

作成日:2∞4年9月5日
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匂PH怒思恩師事鎌

財団法人日中医学協会
2004年度共同研究等助成金一在留中国人研究者一報告書

2∞5 年 3 月 25 日
財団法人日中医学協会御中

貴財団より助成金を受領して行った研究テーマについて報告いたします。

添付資料:研究報告書 鹿山 (~戸~， 

1 .助成金額
600，000 

中国人研究者名: 九柑九，，)1

円

尾崎由基男 教蒔み/
指導責任者名: 職名..一一

所属機関名山梨大学医学工学総合研究部臨床検査医学

T 409・3898

所在地:一山梨県中巨摩郡玉穂町下河東 1110-

電話: 055-273-9884 内線:

2.研究テーマ 血小板上コラーゲン受容体を介する活性化経路

3.成果の概要 (100字程度)

血栓形成における血小板活性化のメカニズムの検討を行った.初期反応に von

Willeblrand因子の受容体である GPlbとコラーゲン受容体である GPVIが重要

であるが，本研究により，この2つの受容体が血小板微小膜領域(GEMs)におい

て会合していることを明らかにすることができた

4.研究業績
(l)学会における発表

(2)発表した論文

第25回日本血栓止血学会学術集会{平成15年東京)

血小板膜上における GPlb複合体とコラーゲン受容体GPVIの連関

第26回日本血栓止血学会学術集会(平成16年奈良)

VWF-GPlbを介した血小板活性化信号伝達はコレステロールに富む細胞膜微小領域 (GEMS)に依存している

第2回日英血小板研究会(平成16年オックスフォード.英国〉

Interactiロnof the glycoprotcin {GP)lb complex with thc platclct collagen rcccptor GPVI 

⑤ 有(雑誌名・題名)
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要旨

一日中医学協会助成事業ー

血小板上コラーゲン受容体を介する活性化経路

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

庫山

中日友好病院検査部

山梨大学医学工学総合研隈窃臨床検査医者着座

教授尾崎由基男

講師浅妻直樹

心筋梗塞や脳梗塞などの動脈硬化性疾患の発症には血小板機能冗進が大きく関与することが明らかになっている.血

栓形成における血小板活性化機構が解明されれば動脈硬化の進展を抑制する乙とも可能になることが期待できる.血栓形

成の初期反応には血小板膜糖蛋自白'Ibと血中vonWill出荷ld因子 (VWF)との結合と， GPVIと血管内皮下組搬であ

るコラーゲンとの結合，の2つの即Eが重要である.この2つの系はこれまで独立して作用すると考えられていた，しか

し本研院により，血小板膜上のコレステロールやスフィンゴ脂質に富んだ領域 (GEMSまたはm食)にGPIbと@羽の会

合が認められた.また大部分のGP'羽はGEMs領域に局在しているのに対して， GPIbは血小板に発現している全GPIbの

約10%のGPIbがGEMSに分布しているにすぎないが"vw同町b，またはGPVIを介した血小板副主化によりGEMsに
存在するGPIbカ精間関間依存的に増加すること絢司らかになった.これらの結果より， GPVIとGPIbは血小板膜上の

GEMsを通じて共役して血小板樹生化反応を引き起こし血栓形成反応を促進させることが示唆されたまた， VWF-GPIb 

を介した血小板樹主化により Btkカ椋l雌依存的にチロシンリシ酸化されこのBtkのチロシンリン酸イじがPD長泊m 阻害

剤によって抑制されないことを見いだした.GPIbを介した血小板信号伝達においては Btkが凶姐naseに依存していな

いか，上流に位置している可能性が示唆された.

Key Words 

血小板、VWF，GPIb，田'VI，シグナ腕遥， GEMs 

緒言

血小板は血管損{雛E位における止血栓形成において中心的な役割を果たすこと防刷から知られているが，近年，血

小板機能冗進が心筋梗塞や脳梗塞などの動脈硬化性疾患の発症にも大きく関与することが明らかになってきた.従って血

小板活性化のメカニズムを明らかにすることは観脈硬化の発症樹持の解明や，その治療薬の発見にもつながる可能性を

も期待でき，現代医学の重要なテーマの1つとして注目されている.

血栓形成の初期反応には血小板と血中vonWill，也ヨ凶因子(vw町の結合と，血小坂と血管内皮下組殺であるコラー

ゲンとの結合が重要である.前者の結合においては血小板膜 (GP)IbがVWFの受容体として働いており，後者の結合に

おいてはコラーゲン受容体の1つであるGP'羽が特に重要であることが最近の研究から明らかになっている.G目b，GPVI

はともに血小板受容体であり， VWF-GPIbを介して血管内で血4噌鵡話齢彬成されることや，内皮下組織に@羽カ精合

して血栓形成が開始されるととなどが明らかになってきており，近年， GPIb，またはGPVIを介した血小板内信号伝達の

解明カ溜んになされている.

GP'羽は1999年にクローニングされたコラーゲン受容体であり，Fc受容体側と恒制化結合している1 コラーゲン

と血小板 GPVIの結合により，Srむファミリーチロシンキナ Fc受容体y鎖の ITAM

(immmor町甲ぽ伊国防組sedactivation JOOtit)領域がチロシンリン酸化を引き起こし，細胞内シグナルの活性化に繋がっ

ていく 2. GPIbはVWFに対する受容体であり，血小板に25，000岬 y発現しており，句庇-vとともに複合体を形成し

ている.血中 VWFとの結合により血小板活性化が生じ，血小板凝集が形成される.先天的に GPIbが欠損している

B田町:Id品岨.er症候群では出血傾向がみられることからも， GPIbが止血栓に重要であることがわかる.我々 のこれまでの
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研院から， VWFとGPlbの結合により氏受容体y鋤 tチロシンリン酸化されることがわかり， GPlbと氏受容体Y鎖カ刺
激依存的に結合してくることが明らかになった3 また， VWF-GPIbによる血小板活性化により Srcファミリーキナ

あるSにがGPlbに結合してくることも判明した4 また，元来GPlbに結合し血小板活性化を招くと考えられていた蛇毒

alboa呂田伊AがGPVIにも結合し，血小板樹主化を生じていることが明らかになった5 これはGPlbと白羽が近傍で

共役する可能性を示唆したものである.このようにこれま窃虫立して血栓形成に関与していると考えられている GPVI，

あるいはVWF-GPlbを介した細胞内情報伝達が，掲揚聞にクロストークしている可能性腕司愛された.

T細胞やB細胞などの免疫細胞においては，Fc受容体y鎖を介した信号伝達系は細胞膜上に存在するスフインコ鴻質，

コレステローjレや信号伝達物質に富ん治問包膜微小領域 (GEMs:副抑碍hingolipid毛凶chedmi侃蜘m獅，またはm食)に局

在することが報告されている 6 柿院では我々は血小板膜上でGPlbとGP羽が会合している可能性を検討し，さらに

乙のGPlbとGP'羽の結合が血小板膜上のGEMSでみられるか解明するとともに， VWF-GPlbを介した血小板樹生化メカニ

ズムの検討を進めた.

方法:

(1)薬を内服していない健康健常人よりクエン酸ナトリウムカ蝦血した血液を1∞xg 12分遠心し，多血小板血蝶

(pIatelet拙pIasma， P即)を億さらにTyrode'Buffer，~∞を用いて洗浄血小関手遊液を調整した.乙の洗浄血小板に VWF

と， VWF結合蛇毒蛋白である b仰は説n，またはG聞東撒~毒蛋白である∞m血卸を加えた.B柑α説n か結合したVWF

は活性化型VWFに構造変化し， GPIbに結合し， GPlbを介した血小板樹割七が生じる.一定時間反応後，蜘nX・1∞を

加えて可溶化させた.可溶化血小板を抗各種抗体により免疫加嘩した.齢}を SDS干~GE で展開し， PVDF膜に転写後，

抗リン酸化チロシン抗体，抗GPlb抗体などによりW釘回nblotしてチロシンリン酸化の状態やGPlbとGPVIの会合の変

化を検討した.

(2) GEMSの調整:無束撒血小板，あるいはVWF柏田姐による束撒血小板を百蜘X-1∞で可溶化後，等量の

80%スクロースを加えた(スクロース終濃度は4郎).この上層に 25%スクロースを重層し，さらにその上層に0%スクロ

ース液を重層し，これを200，OOOg 2. 5附占4吃の条件で超遠心を行った.G町 s領域は上層1/4程の液層に白い不溶性の

層として得ることができる.また非GEMSとして，最下層の液層をGEMsと等量回収した.これらをSDSで可溶化して，

SDS""電気泳動により蛋白を分離して目的の抗体を用いてW鎚凶lblotして蛋白の検出を行った.またGEMs層と非GE地

層を抗体抗GP'羽抗体を用いて免疫銃弾し，抗GPlb抗体を用いてGEMSにおけるGPlbとGP羽の会合を検討した.

結果，考察:

(1 )抗GPVI抗体を用いた免疫淵嘩により，無車撒血小板においてGP羽とGPlbが複合体を形成していることカ混・

められた.G聞 sにおける各々の受容体の分布は無刺激血小板においてGPlbの一部がG聞 s領域に分布しており，

VWF却低淵n刺激，あるいは∞町出n刺激によりGEMSに分布するGPIbが増加した.白羽はその大部分がGEMsに

局在していた.このことはVWFに結合したGPlbが血小板民kでGEMsに移動しGEMs領域のGPlbがクラスタリング

することにより血小板樹生化することが示唆された.またGPIbとGPVIの会合がGEMs領域に特期化見られ非G聞s

領域では認められなかった.またG聞 s構造を破壊するコレステロール吸着弗陀あるmethylscyd吋闘inを添加した血小

板ではGEMsに分布するGPlbやGP羽は認められず， GPlbとGPVIの会合も消失した.これらの結果より，血栓形成に

おいて， GP羽と GPlbが血小板膜上の GEMs領域で会合を増すことにより血小板樹封じが生じる可能性が考えられ

GEMs領域がGP羽とGPlbの共役の場として重要な役割を担っていることが示唆された.活性化血小板において非GEMS

領域の GPlbがG剛 s領域に移動するメカニズムはまだ解明できていない.Shri岬らはG聞 s領域にあるGPlbは

戸凶ω'yla伽されていることを報告しているが7，我々 はG聞s領域にあるGPIbと非但地領域にあるGPlbがVWFに

よりクラスタリングされて非GEMs領域のGPlbがGEMs領域に移動する可能性を考えている.今後はこの仮説を検証し

ていく予定である.

(2) VWF-GPlbを介した血小板活性化において血小板樹生化蛋白で、あるBtk，問問加恥seC y-2 (pLC仰の変化を検討

した.PLCy-2悦聞包の活性化によるカルシウム上昇に重要な酵素であり，これまでにVWF-GPlbを介した血小板樹封じ
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によりP山 y-2のチロシンリン酸イヒが生じること柿鶴されている.VWFGPIbを介した活性化血小板をPぱ y-2を免疫

沈降しチロシンリン酸化リン酸化を検討したところ， PLC y-2とともに7先臥付近にPLCy-2に共沈するチロシンリン酸

化蛋白を認めた.一方， Btk はT田ファミリーに属するチロシンキナーゼの 1 つであり，PLCy~ とともに血小板細胞内カ

ルシウム増加に重要な蛋白である，今回， VWF-GPIbを介した血小板樹主化lこより Btk但rutonも伊国ine抽1llSe，78 kDa)が

チロシンリン酸化されることを見いだし， PLC y-2に共沈する 75kDaのチロシンリン酸化蛋白にBtkが含まれ Btkも

VWF-GPlbを介した血小坂活性化に重要である可能性が示唆された.これまで他の細胞系では， Btkはphosp加蜘嗣e

3剖nase(pI3剖nase)の下流で作用し， PI3-K活性阻害剤により抑制されると報告されいる 8.ところが今回の検討では

VWF-GPlbによるBtkのチロシンリン酸化はPI3剖naseの酵素樹生血害剤により抑制されなかった.この結果より，血小

板においてはBtkは際EのようにPI3也m の下流ではなく，P:白衣泊m の上流に位置しているか，あるいはm剖nase
と独立した剖割峰路がある可能闘を示唆された.Btkと郎剖naseの相互作用については今後， Btk，あるいはPI3剖nase

欠損マウス血小板を用いた実験をおこなう.また， TecファミリーのBtk以外のチロシンキナーゼの関与についても検討

を加える.
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Abstract 
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痛覚刺激に対する脳反応の睡眠中の変化
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乾幸二，秋雲海

We used magnetoencephalography (MEG) to study effects of sleep on cortical responses to noxious 

stimuli and to clarify the mechanisms underlying pain perception. For a noxious stimulus， painful 

intra-epidermal electrical stimulation (ES)， which selectively activates A-delta fibers， was applied 

to the dorsum of the left hand. While awake， subjects were asked to count the number of stimuli silently 

(Attention) or ignore the stimuli (Control). During sleep， magnetic fields recorded in stage 1 sleep 

and stage 2 sleep were analyzed. One main component at a latency around 140-160 ms was identified in 

the awake condition. Multiple source analysis indicated that this main component was generated by 

activities in the contralateral primary somatosensory cortex (SI)， bilateral secondary somatosensory 

cortex (SI!) and insular cortex. The medial temporal area (MT)加 dcingulate cortex were activated later 

than the main component. Cortical responses in the contralateral SI， ipsilateral SII and MT， bilateral 

insula and cingulate cortex were significantly enhanced in Attention as compared wi th Control. The main 

component 1M as well as later magnetic fields were markedly attenuated during sleep， suggesting that 

all these cortical areas are involved in pain cognition. 

Keywords: Attention， Magnetoencephalography (MEG)， Pain， Sleep， Somatosensory 

I nt roduct i on 

Mechanisms underlying pain perception have been examined in many studies but are still not well 

understood. Since cerebral responses to noxious stimuli are affected by the subject' s attentional and 

arousal levels， several studies have investigated the effects of distraction on pain-related 

somatosensory evoked potentials (SEPs) [1，2] to clarify the mechanism of pain perception. These studies 

found a decrease of pain-related SEP ampl i tude during distract ion tasks. Examining the effects of sleep 

on cerebral responses to noxious stimuli is another useful way of understanding nociceptive processing. 

However， up to now， only a few studies have attempted to investigate the cortical responses to noxious 

stimul i during sleep [3， 4， 5]. Beydoun et al. [1] reported that pain-related SEPs were markedly decreased 

during sleep stages， which was confirmed later by Naka and Kakigi [6] and Wang et al. [7]. 1n the present 

study， we recorded magnetic fields following ES to investigate the effects of sleep on cortical responses 

to noxious stimuli. 
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Methods 

Ten heal thy subjects part icipated in this study， and informed consent was obtained from all subjects. 

1ntra-epidermal electrical st imulat ion (ES)， a method we recently developed [8， 9]， was used in the present 

study. The intensi ty ranged 0.1-0. 3 mA. The inter-stimulus interval was varied at random between 0.1-0.3 

Hz. The stimulus duration was 0.5 ms. First we obtained data in the awake state. Subjects were instructed 

to mentally count the number of (Attention) or ignore (Control) the stimuli. After the collection of 

data in the awake state， subjects were left to fall asleep. We analyzed SEFs only during stage 1 sleep 

and stage 2 sleep in the present study. Each session was made up of an average of 60 trials. 

SEFs were measured with a dual 37-channel biomagnetometer (Magnes， BTi， San Diego， CA). The two probes 

were centered around posi t ions C3 and C4 according to the 1nternat ional 10-20 System. SEF responses were 

filtered with a 0.1-100 Hz bandpass filter and digitized at a sampling rate of 2083 Hz. The analysis 

time was 100 ms before and 400 ms after the application of each stimulus. First， the root mean square 

(RMS) of the evoked magnet ic f ields was calculated at each sampl ing point in order to compare the ampl i tude 

of the response祖 ongthe four conditions. Second， since several cortical activities following noxious 

stimulation overlapped temporally， we used the brain electric source analysis (BESA) software package 

(NeuroScan， 1nc， Mclean， VA) for the analysis of theoretical multiple source generators as described 

elsewhere [9]. Data were expressed as the mean :C standard deviation (SD). A paired t-test was used to 

compare RMS between the control and each task condition every 0.48 ms. A P value less than 0.05 was 

considered significant. The source strength of each cortical activity was compared between attention 

and control using a two-way analysis of variance (ANOVA) (condition and source as the two factors). P 

values less than 0.05 were considered significant. 

Resul ts 

1n the recorded magnetic f ields， one consistent component was ident if ied in both Attent ion and Control 

from each hemisphere. We termed it 1M and 1M (i)， recorded from the hemisphere contralateral and 

ipsilateral to the stimulation， respectively (Fig. 1). As shown in Fig. 1， evoked magnetic fields were 

enhanced in Attention as compared with Control. No clear activity was identified during sleep. The剛S

in Attention was significantly larger than that in Control in both hemispheres at a latency of 130-180 

ms (paired t-test， P<0.05). During sleep， the RMS around 110-270 ms in stage 1 and stage 2 sleep was 

significantly smaller than that in Control (paired t-test， p<0.05). 

BESAanalysis indicatedmultiplecortical regions includingtheSr， srr， insula， MTandcingulate 

cortex were activated by noxious stimuli (Fig 3). The peak latencies of the contralateral sr， srr， 

and insular activi ties were 152， 149 and 145 ms， respectively， in Control (Table 1)， which corresponded 

approximately to the peak latency of 1M (148 ms). The peak latencies of the ipsilateral S11 and insular 

activities were 159 and 155 ms， respectively， which were longer than the respective latency in the 

contralateral hemisphere by approximately 10 ms， and also corresponded to the peak latency of 1M (i) 

(157ms). To explain the magnetic fields later than 1M and 1M (i) components， sources in MT or cingulate 

cortex were necessary. Since evoked magnetic fields during sleep were markedly attenuated， we could not 

find any source activity in them. Therefore， the source strength of each source activity was compared 
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Fig 1. Magnetic fields following noxious epidermal stimulation of the dorsum of the left hand in the awake state， 

stage 1 sleep and stage 2 sleep in subject 1. (Attention， Stage 1 and Stage 2). The scale for the paired t-test 

is a common logarithm. P<O.05 was considered to be significant. 

Fig. 2 The group-averaged剛Sof all subjects in the four conditions and the paired t-test values at each sampling 

point between the control and each task condition (Attention， Stage 1 and Stage 2). The scale for the paired t-test 

is a common logarithm. P<O.05 was considered to be significant. 

Control Attention 

SI(c) (ms) 151.6土18.2 146.7土13.3

SII(c) (ms) 148.7土17.3 142.0土12.1

SII(り(ms) 156.6土12.8 156.6土12.8

Insula(c) (ms) 144.9土16.8 138.9土15.3

Insula(i) (ms) 154.9土14.3 152.3土17.3

MT(c) (ms) 186.7土15.4 186.9土13.9

MT(i) (ms) 192.6土15.1 190.2土10.2

Cingulate (ms) 192.7:t16.1 198.1土14.2

Table 1. The source latencies and strengths of each component in the awake state. .P<O.05， ..P<O.OI compared with 

Control (Fisher' s P凶Dprocedure). 

between Attention and Control (Table 1). The activities in the contralateral 51， bilateral insula， 

ipsilateral 511 and前， and cingulate cortex were significantly enhanced in Attention as compared with 
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Control (p<O. 05)， whereas the change of the contralateral 5II did not reach the s igni f icant level (p=0.12) 

(Table 1). 

Discussion 

Multiple cortical regions including the S1， 511， insula， MT and cingulate cortex were activated by 

noxious stimuli. All these activities were clearly modulated by the subjects' attentional and arousal 

levels， suggesting that they are involved in nociceptive recognition. 

Noxious stimul i appl ied to the skin activate cutaneous-nociceptors. The signals are conveyed through 

peripheral nociceptive afferents and the spinothalamic tract to reach the thalamus and then cerebral 

cortices. During sleep， a subject does not feel any pain after receiving the noxious stimul i， indicating 

the nociceptive pulses may be blocked at certain points along the neural pathway. Our results showed 

that all cortical activations were significantly reduced during sleep. Bushnell et al口0]reported that 

nociceptive neurons in the medial thalamus were modulated by changes in attentional state， suggesting 

that changes to cortical activities during sleep or attentional tasks are due to changes in thalamic 

activi ties. This hypothesis can explain our resul ts that all activi ties of the S1， 5II， insula， cingulate 

cortex and MT were decreased during sleep at least in part. 1n conclusion， the main component 1M as well 

as later magnet ic f ields were markedly attenuated during sleep， suggest ing that all these cort ical areas 

are involved in pain cognition. 
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This research was conducted to investigate the potentia1 of mouse embryonic stem (ES) ce11s to 

differentiate into gonadotropes. In vi tro studies used RT-陀R，Western b10tting and immunohistochemistry 

to ana1yze gene expression of gonadotrope markers in deve10ping embryoid bodies (EBs) derived from ES 

ce11s. Hesxl， Lhx3， Propl， GATA2， fo11ic1e stimu1ating hormone beta (FSHs) and 1uteinizing hormone beta 

(L叩)mRNAs were detected at Day 6 and maintained throughout the cu1 ture to Day 56. FSHs and LHs proteins 

were expressed in EBs from Day 6 onward. Inmunofluorescent 1abeling of FSHs and LHs showed that specific 

staining was restricted to the cytop1asm of s叩 edifferentiated EB cells. Wi th EB deve1opment， the number 

of positive ce11s increased significant1y. They aggregated main1y within EBs and sparse1y distributed 

among the outermost ce11s surrounding EBs. In vivo studies with imp1anting Day 6 EBs under the kidney 

capsu1e of 5-week-01d ma1e BALB/c nude mice exhibited c1usters of ce11s positive for FSHs andLHs in the 

graft at 4 weeks post-transp1antation. These resu1ts indicate that mouse ES cel1s can give rise to mature 

gonadotrope-1ike ce11s fo11owing their differentiation into EBs. It a1so shows that EBs may serve as an 

exce11ent mode1 system to study the deve10pment and function of gonadotropes. 

Key words: 

Embryonic stem ce11， embryoid body， gonadotrope， fo11ic1e-stimu1ating hormone， 1uteinizing hormone 

I ntroduction: 

The anterior pituitary consists of six specific hormone-producing ce11 types derived from a c佃 mon

primordium [1， 2]. Gonadotropes， one of the princip1e groups of ce11s， synthesize and secrete FSH and 

LH， both of which act in synergy to regu1ate reproduction and are structura11y re1ated glycoproteins 

composed of a commonαsubunit and a hormone-specific s subunit [3， 4]. Gonadotropin production requires 

the norma1 deve10pment and function of the pituitary gonadotropes. Many genes are invo1ved in gonadotrope 

deve10pment [5]. A1though abnorma1ities in these genes are known to resu1t in gonadotropin deficiency， 

the ce11u1ar and mo1ecu1ar mechanisms for gonadotropin deficit remains unc1ear due to the 1ack of good 

mode1 systems to study gonadotrope deve10pment and differentiation. Estab1ishing a deve1opmenta1 mode1 

ab1e to understand these mechanisms is imperative for the correct diagnosis and better treatment of 

reproductive disorders. ES ce11s are expected to become a powerfu1 mode1 system due to their capabi1ity 

of se1f-renewa1 and totipotency and the ability of EBs derived from ES cells to mimic a deve10ping embryo[6， 

7]. In this study， we investigated the potentia1 of ES ce11s to undergo gonadotrope differentiation. 

Materials and Methods: 

ぬ11culture 

Undifferentiated mouse ES cells (129/sv strain， Cell and Mo1ecu1ar Techno1ogies， Philipsbrug， N]， USA) 

were maintained on mitomycin C-inactivated STO fibrob1asts in ES ce11 media. To induce for回 tionof EBs 

after dissociation with 0.05覧trypsin-EDTA(GIBCO)， ES ce11s were suspended in differentiation media by 

the hanging drop method (600 ce11s/30μ1-drop). After 5 days (indicated as Day 6)， EBs were transferred 
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to non-treated dishes and cu1tured with gent1e shaking to prevent attachment for another 3-50 days. 

RT-PCH 
Tota1 RNA was extracted from mouse ES ce11s， EBs， STO ce11s， pituitaries at embryonic day 12 (EI2)， 

and week 6 using RNeasy岨niKi t (QIIAGEN， Va1encia， CA， USA). The RNA was reverse transcribed into cDNA 

using SuperScriptll first-strand synthesis system with oligo (dT) (Invitrogen， Car1sbad， CA， USA). PCR 

was performed using Ex Taq DNA po1ymerase (Takara， Otsu， Shiga， Japan) in a MyCyc1er~ Therma1 Cyc1er 

(Bio-Rad， USA) . 

Western blotting 

EBs， mouse adu1 t pi tui tary and li ver were 1ysed on ice in 1ysis buffer wi th protease inhibi tors. Proteins 

(10μg) were separated by 5-15覧SDS-po1yacry1amidege1 e1ectrophoresis， and then transferred to a 

nitroce11u1ose membrane. The membrane was b10cked in phosphate-buffered saline (PBS， PH 7.4) containing 

拘 serum(Funacoshi， Tokyo， Japan) of the same species as secondaryantibodies， and then probed with rabbit 

anti-mouse FSHs polyc1onal immunoglobu1in (Ig) (1:3000， Biogenesis， Kingston， NH， USA) or goat anti-rat 

LHs po1yclona1 IgG (1: 1000， Santa Cruz Biotechnology， California， USA). Primary antibodies were visualized 

by the addition of horseradish peroxidase (HRP) goat anti-rabbit IgG (1:1000) or rabbit anti-goat IgG 

(1: 500， Bio-Rad， Hercules， CA， USA) and developed by 3， 3' diaminobenzidine tetr油ydrochloride(DAB， Wako， 

Tokyo， Japan). 

Transplantation 0' EBs under kidney capsule 
20 EBs were harvested from hanging drop cultures after 5 days and then transp1anted under the kidney 

capsule of 5-week-old male BALB/c nude mice (Charles River Japan， Yokohama， Japan). The recipients were 

examined for donor EB survival and differentiation in vivo using inmunofluorescence at 4 weeks 

post-transplantation. All animal experiments were conducted in accordance with Guide for the Care and 

Use of Laboratory Animals (National Institutes of Health， 1996). 

lR1l/Unocytoch倒7istry

Single iD11lunofluorescent label 0' gonadotropes 
EBs and control mouse pituitary were routinely fixed in 輔 paraforma1dehydeand embedded in paraffin. 

After deparaffinization and rehydration， 5一同thicksections were microwaved in 10 mM sodium ci trate buffer 

(pH 6.0) for antigen retrieval， blocked with猟 hostserum of secondary antibodies in PBS (pH 7.4) to 

reduce non-specific binding， then incubated with rabbit anti-mouse FSHs po1yclonal Ig (1:2000) or goat 

anti-rat LHs polyclonal IgG (1:100). Pri回 ryantibodies were detected using Alexa f1uor 488 conjugated 

with goat anti-rabbit IgG or do出eyanti-goatIgG (1:200， Molecular Probes， Eugene OR， USA). 

Oouble label 0' gonadotropes 
In the co1ocalization experiment of FSHs and L叩， first， paraffin-embedded sections were reacted wi th 

goat anti寸 atLHs polyclonal IgG (1:100) and detected using donkey anti-goat IgG conjugated with Alexa 

fluor 488 (1:200). Then， they were subjected to rabbit anti-mouse FSHs polyclona1 Ig (1: 2000) and 

visualized by goat anti-rabbit IgG conjugated withAlexa fluor 568 (1:200， Molecu1ar Probes， Eugene OR， 

USA). Specimens were examined using a confocal laser scanning microscope. 

Results: 

EB differentiation was recorded by phase-contrast microscope (Figl). EBs in A， B， C and D were harvested 

at Day 6， 9， 12， and 56 respectively. With the prolongation of EB cu1ture， there was an obvious increase 

in EB size due to cell multiplication， although the degree of mul tiplication叩 ongEBs varied. The period 

of EBs' expansion continued for 12-14 days after they were collected from hanging drops and the volume 

of EBs remained unchanged thereafter. The out layer of EB was the visceral endoderm indicated as arrows. 
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RT-11侃 ana/yses

s-Actin was emp10yed as the endogenous contro1 and detected in a11 the samp1es. Feta1 pituitary was 

used as the positive contro1 for Hesxl， Lhx3 and Propl， whi1e adu1t pituitary provided positive contro1 

for GATA2， FSHs， LHs and Pi t1. Undifferentiated ES cells expressed on1y Hesxl， but EBs from Day 6 onward 

expressed a11 of these gene transcripts except Pit1. No bands were exhibited in STO ce11s [Fig. 2]. 

官'esternb/ot ana/yses 

Both FSHs (mass 14919) and LHs (mass 15028) proteins were detected in western b10ts of a11 EB samp1es 

and adu1t pituitary， but not in 1iver (Fig 3). 

/l/Il1unocytochemica/ ana/yses 

Few cells were found to be positive for both FSHs and L叩 onDays 6， 9， 15， and 21.伽1yasmall number 

of FSHs (Fig. 4A) or LHs (Fig. 48) positive ce11s were detected at this stage. Ce11s 1abe1ed for FSHs 

on1y (Fig.4C) or LHs on1y (Fig. 4D) significant1y increased in Day 35 and 56 EBs. Ce11s doub1e-stained 

for FSHs and LHs simi1ar1y increased during the s叩 eperiod (Fig. 4E and F). These positive ce11s were 

c1ustered together within the EBs or were sparse1y scattered in the outermost ce11s surrounding them. 

In contro1 pituitary， positive staining was on1y observed in those specific cel1s of the anterior 1obe， 

but not in the posterior (neura1) 10be at a11 (Fig. 4G). Contro1 EBs fai1ed to show specific 1abe1ing 

when primary antibodies were omitted (Fig. 4H). Teratoma formed and exhibited c1usters of cells positive 

for FSHs and凹s(Fig. 5) at 4 weeks post-transp1antation. 

Conclusion: 

These resu1ts indicate that mouse ES ce11s can give rise to mature gonadotrope-1ike ce11s in EBs. It 

a1so shows that EBs回 yserve as a novel mode1 system to study the deve10戸nentand function of gonadotropes. 
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Abstract 

The glu帥 ionetransferases (GST) zeta class is recently identified and found in a range of species企omplants to humans. 

GSTZl catalyze the metabolism of a series of alpha-haloacids including dichloroacetate (DCA) and f1uroacetate. GSTZl also 

plays an important role in the catabolism pa也wayof phenlalan泊eand tyrosine. The human GSTZl locus has some 

polymorphic sites， which were 10回 tedat nucleotides 23， 94， 124 and 245. Some allelic variants showed significant functional 

variation with a number of substrate. In our previous studies， the associations between GSTM1， GSTTl and GSTPl genetic 

poゆnorphismsand lung adenocarcinoma (lung AC)泊aα泊巴sepopulation have been evaluated. In order to assess也eeffects 

of GSTZl genetic polymorphisms on the development of lung AC， we conducted this回se-controlstudy.τ'be frequencies of 

GSTZl Lys32Glu AA， AG and GG genotype were 17.0，51.8 and 31.2% among回sesand 26.1， 40.3 and 33.6%釘nong

controls. GSTZl Lys32Glu G allele was found to be associated with an elevated lung AC risk (OR=1.64， 95% CI 0.86~.19). 

Moreover， GSTZl Lys32Glu G allele showed significantly increased lung AC risk when in combination with either GSTMl 

null genotype or mut佃 tGSTPl Val allele (OR=2.91， 95% CI 1.06-8.91; OR=3.95， 95% CI 1.46-U.47， respectively). GSTZl 

Lys32Glu G allele demonstrated a 5.9・fold泊αeasedlung AC risk創nongheavy smokers compared with non-smokers with 

GSTZl Lys32Glu AA genotype. 

Key lords 

GSTZ1， Genetic Polymorphisms， Dichloroacetate (DCA)， Lung Adenocarcinoma (lung AC) 

I nt roductfon 

It has been well establish巴dthat glutathione仕組sferases(GSTs)， as a large multigene family encoding phase 11 

drug咽伽bolizingenzymes， catalyze the ∞吋ugationof gluta也ionewith a wide variety of hydrophilic and elec位ophilic

substrates.1)τ'be GSTs釘ecategorized into Alpha， Mu， Pi， Theta and Zeta classes.2-4) The Zeta class is recently identified， and 

found in a range of species， including plants， animals and microorganisms.4) Compared wi由otherGSTs， members of the Zeta 

class have a distinct range of substrates and functions， whichω.talyse the metabolism of a series of alpha占aloacids，including 

dichloroacetate (DCA) and f1uoroacetate.S' 6) DCA is a common contaminant of chlorinated drinking wateむ7)and is 

hepato回rcinogenicin rodents.8'U) It has been observed that maleylacetoacetate isomerase (MAAI)， which converts 

maleylacetoacetate (MAA) to fumarylacetoacetate (FAA)， the penultimate step in也ephenylalanine and tyrosine catabolism 

pa也waぉhasan identical sequence to也atof GSTZ1， therefore GSTZl also plays a significant role in the pa也wayof the 

catabolism of phenylalanin巴andtyrosine.12) Several polymorphic alleles ofthe human GSTZ110cus have been reported， and 

some allelic variants showed significant functional variation with a number of substrates.13) Polymorphic sites of GSTZl were 

located at nucleotides 23， 94， 124 and 245.1のτ'beT-to.:c甘ansitionat nucleotide 23 results in a Leu8Pro substitution. A or G 
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was variab1y found at nuc1eotide 94， and A or G was a1so variab1y noted at nucleotide 124， these nucleotide changes 1ead to 

Lys32Glu and Arg42G1y substitution， respective1y. The C-to-T transition at nucleotide 245伺 usesThr82Met substitution. 

These amino acid alterations are known to affect the activities of the GSTZl enzyme for di宜'erentsubstrates， and a宜ecting白e

efficiency of remova1 for these substances. 

In our previous studies in a Chinese popu1ation， the associations between GSTM1， GSTTl and GSTPl genetic 

po1ymorphisms and 1ung adenocarcinoma (lung AC) have been eva1uated戸16)But no re1ationship between 1ung AC and the 

GSTTl genotypes was observed， either separate1y or泊combinationwith也eGSTMl or GSTPl genotypes. Although separate 

GSTMl and GSTPl po1ymorphisms were not statistically re1ated to 1ung AC risk， the coexistence of GSTMl null genotype 

and GS官 1Val alle1e was signifi回nt1yassociated with an e1evated 1ung AC risk (OR=2.4， 95% CI 1.1-5.1). To date， the ro1e 

of GSTZl in the deve10pment of 1ung AC has not been investigated in our study， and studies about GSTZl genetic 

po1ymorphisms with susceptibility to 1ung c阻 cerare limited. In order to assess the effects of GSTZl po1ymorphisms on 1ung 

AC， we conducted也is伺 se弔問tro1study. 

SubJects and闘 thods

τ'his case-contro1 study inc1uded 112伺 seswith 1ung ACs and 119伺 ncer右eehealthy contro1s. Detailed descriptions of the 

su吋ectshave been presented previous1戸の

τ'he GSTZl Lys32Glu and Arg42G1y po1ymorphisms were detected by PCR長FLP using pr加ers

5 -TTCCITACTGGTCCTCACATCTC-3姐d5-1・'CACCGGATCATGGCCAGCA-3 ，也ePCR product was digested with 

BsmAI for Lys32G1u and FokI for Arg42Gly， respective1y.4) But the Arg42Gly genotypes fai!ed to be detected， because bands 

cou1d not be identified after digested by FokI. 

The difference in di則.butionof genotypes .between回sesand controls was ex捌 nedwi白血eitest. For measuring 
association between GSTZl genotypes and 1ung AC， ORs and 95% CIs were estiroated企omunconditiona11ogistic regression 

using the software package SAS (version 8.勾andadjusted for age， sex and smoked pack哲郎.The combined effects of 

GSTZl genotypes with GSTM1， GSTTl and GSTPl po1ymorphisms were estimated， and gene-environment interactions in 

terms of cigarette smoking were a1so eva1uated. 

Results 

The di甜 ibutionof GSTZl Lys32G1u genotypes is presented in Tab1e 1. The frequency of GSTZl Lys32Glu AA genotype 

was e1evated among con加 ls(26.1 %)白血 among伺 ses(17.0%)， while heterozygote AG was 1ess泊 con位olsas comp訂edto 

也巴四ses(40.3 and 51.8%， respective1y)， the企equencyof GSTZl Lys32Glu GG genotype among四ses(31.2%) was s加ilarto 

contro1s (33.6%). No significant di宜erencein the di曲 ibutionof GSTZl Lys32G1u genotypes was found between回sesand 

contro1s (P=0.14). The企equenciesof three GSTZl Lys32Glu genotypes among contro1s were not different from those 

expected企omthe Hardy-Weinberg equilibrium. 

The ORs for 1ung AC by GSTZl poゆnorphismsep釘ate1yand in combination with GSTM1， GSTTl血 dGSTPl 

po1ymorphisms are summarized in Tab1e 2. Ei也釘GSTZlLys32G1u AG or GG genotype was associated with an e1evated risk 

of Lung AC (OR=1.84， 1.40; respective1y)， but not statistically significant. Wi白 respectto combined genotypes， a1though 

respective po1ymorphism of GSTM1， GSTPl or GSTZl was not statistically associated with 1ung AC， when the alle1e G of 

GSTZl Lys32Glu was combined with GSTMl null genotype， GSTTl null genotype and GSτ'Pl Va1 alle1e， significant1y 

increased risks were found for combined GSTZl Lys32G1u G alle1e and G釘'Mlnull genotype (OR=2.91， 95%CI 1.06-8.91) 

or mutantGS百 1Val allele (OR=3.95， 95%CI 1.46-11.4η. 

Interactions of gene and cigarette smoking are presented in Tab1e 3. The combination of smokers and GSTZl Lys32Glu G 

alle1e was not found significantly inαeased lung AC risk (OR=1.88， 95% CI 0.80-4.59) as compared to combined non-smokers 
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and GSTZl Lys32Glu AA genotype. However， when smoked packヴearswere stratified， ORs of light smokers 

(O<packヴears<20)，moderate smokers (20<=packヴears<40)and heavy smokers (packヴears>=40)were respectively 0.70 

(95% CI 0.29-1.65)， 1.04 (95% CI 0.50~.15) and 4.04 (95% CI 1.42-13.41) as comp釘edto non-smokers. Moreover， among 

heavy smokers， GSTZl Lys32Glu G allele was found to be associated with a 5.9イ'oldinαeased lung AC risk (OR=5.93， 95% 

Cll.65♀5.41). 

Dlscusslon 

GSTs are widely distributed and expressed in many mammalian tissues，伽 expressionof GSTs is regulated in a 

tissue-specific manner resulting in quantitatively di宜'erentprotein products in di宜'erenttissues.17-l9) The highest amount oftotal 

GSTs prot巴inhas been found to express in liver， followed by brain， panαeas， adrenals， heart and lung，20， 21) where are也emaj町

sites for drug and chemical metabolism. GSTZl is expressed in multiple tissues in human.4) GSTZl is mainly expressed in 

liver， testis and prostate， and moderately expressed in bra泊，heart， panαeatic islets， adrenal medulla， and the epi也eliall泊ing

ofthe gas仕ointestinaltract， airway， and bladder in rats.22) 

As described above， GSTZl catalyse the metabolism of a series of alpha-baloacids， including DCA and fluoroacetate.5，6) 

GSTZl a1so p1ays an important role泊 thepa也wayof the catabolism of phenylalanine and tyrosine.12) Humans are exposed to 

DCA by environmental and medical ways. DCA is a by-product of chlorination of drinking water， may b巴consumedevery 

day.23， 24) DCA is also a metabolite of trich1oroethylene and chlora1 hydrate， the former is found in industrial solvents and 

degreasing agents， and the latter is a sedative.25，26) DCA is also used clinically for the treatment of congenita1lactic acidosis.27， 

28) Although the mechanism by which DCA exerts its toxicity has been unclear， studies have shown也atDCA perhaps induce 

GSTZl inactivate，29， 30) and the DCA-induced inactivation of GSTZl perturbs tyrosine metabolism in rats，31) and these 

perturbations may result in也emultiorgan toxicity of DCA， in accordance with the multiple tissues expression of GSTZ1. In 

the present studぁthevaried GSTZl Lys32Glu G alle1e showed elevated 1ung AC risk (OR=1.64， 95% CI 0.86-3.19). Moreover， 

coexistence of GSTZl Lys32Glu G allele with either GSTMl null genotype or mutant GSTPl Val allele was found 

signifi回ntlyincreased lung AC risk (OR=2.91， 95% CI 1.06-8.91; OR=3.95， 95% CI 1.46-11.47， respectively)， which also 

explained the coordinated effects of GSTs detoxifying enzymes. 

Tobacco exposure is clearly associated with the development of 1ung cancer， and individua1 susceptibility has been 

investigated in terms of the abi1ity to activate and detoxi町carcinogens.Many studies have an叫yzedthe influence of tobacco 

smoking on lung回ncerrisk with association with GSTs polymorphisms， but results are contradictory. Some studies have 

reported a stronger association between lung回ncerrisk and GSTMl null genotype or GSTPl Val allele among heavy 

smokers，32，33) and several studies showed similar associations for 10w or moderate doses of smoking戸，35)In our previous study， 

GSTMl null genotype was found to be associated with a 5.9イ'oldincreased lung AC risk among light smokers，15)佃 dGSTPl

1ゐ1allele was found no significantly elevated risk among smokers戸i)In this studぉheavysmokers were associated wi也組

increased lung AC risk (OR=4.04， 95% CI 1.42-13.41) as compared with non-smokers. Furthermore， G釘'ZILys32Glu G 

allele showed signifi四ntlyincreased lung AC risk among heavy smokers (OR=5.93， 95% CI 1.65~.41)， even though 

interactions between GSTZl Lys32Glu G allele and smokers were not obvious. 

In conclusion， a1though也edistribution of GSTZl Lys32Glu genotypes among lung AC cases was not significantly di宜'erent

from controls， GSTZl Lys32Glu G alle1e was found to be associated with an e1evated lung AC risk. Moreover， GSTZl 

Lys32Glu G allele showed significantly inαeased lung AC risk when in combination with either GSTMl null genotype or 

mutant GSTPl Val allele. Among heavy smokers， GSTZl Lys32Glu G allele was found to be associated with a 5.9・fold

increased lung AC risk. 
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Table 1. Distribution of GSTZl genotypes in回 S白血d∞ntrols
Genotype Cases (%) Controls (%) 

GS1Z1 Lys32Glu 

AA 

AG 

GG 

J) P value by X2 text 

19 (17.町
58 (51.8) 

35 (31.勾

31 (26.1) 

48 (40.3) 

40 (33.6) 

P value1) 

0.14 

Table 2. ORs for lung AC by GSTZlpolymorphism， separately and in combination 
wi也GS1Ml，GSTTl姐dGSτ'Plpolymorphisms 
Genotypes Cases/ControlsυORs (95% Cn ~J 

GSTZl genotyp凶

AA 

AG 
GG 

AG+GG 

白mbinedgenotypes 

GS1Z1 GSTMl 

AA present 

AGorGG pr回ent

AA null 

AGorGG null 

GSτZI GSTTl 

AA present 

AGorGG prωent 

AA null 

AGorGG null 

GS1Z1 GSTPl 

AA lle/lle 

AGorGG lle/lle 

AA lleNal or ValNal 
AGorGG lleNal or ValNal 
リNumbersofCases/白山01s.

2) Adjusted for age， sex and smoked pack-years. 

19/31 

58/48 

35/40 

93/88 

6/14 

37/45 

13/17 

56/43 

7/16 

52/49 

12/15 

41/39 

8/19 

59/65 

11/12 

34/23 

1.00 (ret) 

1.84 (0.92-3.74) 

1.40 (0.67-2.97) 

1.64 (0.86-3.19) 

1.00 (ret) 

1. 79 (0.64-5.56) 

1. 78 (0.54-6.36) 

2.91 (1.06-8.91) 

1.00 (ret) 

2.23 (0.86-6.35) 

1.76 (0.54-5.9η 

2.28 (0.86-6.61) 

1.00 (ret) 

2.22 (0.91-5.91) 

2.69 (0.82-9.20) 

3.95 (1.46-11.4η 

百ible3.Assωsm四tsofint忘ractionof GS1Z1 genotypes and smoking鋭a旬S

smokin~ 託atus GSTZl Lys32Glu Cases/ControlsυOR(95%α) ~J 

Non-smokers AA 12/19 1.00 (ret) 

Non-smokers AG or GG 52/52 1.55 (0.69-3.62) 

Smokers AA 7/12 0.95 (0.28-3.13) 

Smokers AG or GG 41/36 1.88 (0.80-4.59) 

Pack-years.lり

>0，<20 AA 

>0，<20 AGorGG 

>=20，<40 AA 

>=20，<40 AGorGG 

>=40 AA 

>=40 AGorGG 

1) Numbers of Cases/I白ntrols.

リAdjustedfor age and sex. 

1/5 

9/12 

4/6 

18/20 

2/1 

14/4 

0泊 (0.0也-2.24)

1.28 (0刈ー4.凶)

1.10 (0.24-4.7町
1.53 (0.57-4.19) 

4.12 (0.33-104.45) 
5.93 (1.65-25.41) 

みA1s0referenced to non-smokers with GS1Z1 Lys32Glu AA genotype. 
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張海涛
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日本と中国の救急医療のPre hospital care、hospital c町e及び救急医療情報システムの比較を行い、経済

効率の良い救急体制を構築する方策を模索した。結果日本では救急業務がparamedic方式にて救急隊による選別

層別化搬送確立は1963年に法制化、中国では救急業務が70年代末に発足してdoctor c町方式にて多種多

様な枇急体制で運用;日本では一次、二次、三次の救急医療施設が日本の救急医療システムの根幹、そして質の

面で全く異なる、中国で仕すべての救急働丙者を引き受ける 24時間オープンの救急外来である。大都市の診療

は、研修医が主力となりトPアージを行い、，J都市の診療は救急専従医により治療を完結する;日本では各機関
は広域災害・救急医療情報システムを検索して利用できる救急情報綱である、中国では救急センターを中心とし

て小さい局域で情報システムを設置している、救急医療の実状に見合ったシステムの構築に向け現在整備中され

つつある。

KeyWor由日本と中園、救急医療体制、 Prehospital care、hospital care、救急医療情報システム

【はじめに】

救急医療体制は各国の社会制度や文化的、歴史的背景、疾病構造などの違いに根差しているといえるだけでな

く、経済キ都市の規民全国民の救急に対する意識が密切に関連している。先進国である日本と発展途上国であ

る中国は、救急医療体制の面で極めて大きな差があると感じられる。

【目的】

日本と中国の救急医療体制の歴史、Pre-hospital care、hospital care、救急医療情報システム

の比較を行う。

【対象及び方法】

救急医療体制の発足(日本1963年中国1970年代末)以降の流れを中国での医療及び日本での留学経験をもと

に文献資料などによって比較検討した。

【結果】

一:救急医療の歴史

日本では救急業務(救急隊による搬送の確立)が昭和38年 (1963年)に法制化された。昭和52年 (1

977年)から厚生省は一次、二次、三次救急医療体制の層別化を確立し、執急医療情報センターからなる救急

医療体制のシステム的な整備を推進してきた1)。平成3年 (1991年)救急救命士法が制定され、 1関6年 1

月22日に全国の住民の信頼に応える航空消防、防災体制が運用された。平成 15年 4月 1日から medical

control systemの下に救急救命士に除細動が認可され(いわゆる指示なし除細動)た、気管挿管と薬物の使用

は近い将来認可されることとなった。

中国では救急業務が1970年代末"'80年代の初めに発足し、救命執急委員会がようやく成立した。経済成長は

交通事故と労災事故の増加をもたらした。これに対応するため、 1982年から衛生部(厚生労働省)は各病院に
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おける救命救急部の確保と大都市に救命救急センターを設置することを推進した。三級救急体制(農村は一級、

A都市は二級、大都市は三級)を新子して、救急医療がかなり大きな発展をみた。 1986年で第一回救急医学の

学術シンポジウムが召集されて、その年の12月に救急医学は独立した医学分野として認可された。 90年代から

中国の人口(特に大都市)の急激な増加に伴い救急患者の発生も増加した。大都市で多種な救急体制を出現した

が、代表的には独立型。じ京)や、 pre-hospital型(上海)、依頼型(重慶)などがある2)0 90年代末から

赤十字社付属の救急医療が導入された。 2∞l年8月21日から北京でドクターへリコプタム業務の運行が始まっ
た。目下、中国は積極的に救急医療体制の改革を行っているところである。

ニ:Preho叩itaJcare 

1)搬送システム

日本では119番の通報を受け救急車での搬送を行っているか訂醐edic方均が、平成5年4月から船橋市で

はプレホスピタルケアの充実を目的に開始された現場に出動する船橋式doctor carシステムを運用している。

日本における救急搬送は制度的には消防救急隊の業務として位置付けられているが、もちろん救急隊の業務独占

ではなく、ドクターカーとドクターヘリコプタ}を救急車と同様に使用している。 3)年間で救急車の総出動件

数は400万件ドクターヘリの搬送数は950件を超え、搬送システムは快速し完壁である。

中国では救急簡苦120番を使用しているが、 90年代末より赤十字社付属の救急医療 (999番)が導入されて以

来、交通事故が起こった場合、消防隊 (119番)や交通事故センター (122番)も参与する。 2∞1年から北京で
ドクターヘリコプタム業務の運用が始まった。海南や西安などブじ都市も相次いで運用している。発達途上国とし

ての中国は福祉事業が不十分であり、市民の批急搬送を無料で実施することは財政上困難であり、すなわち、救

急車の費用は地域によって異なるが、回数と路程の基づいて請求される。そのうえ西部とIJ唱日市には車両と機材

の不足問題がまだ存在する。 2)

2)プレホスピタJレケアシステム

救急搬送に際し必要な初療処置体制を行う。日本では平成3年 (1991年)救急救命士制度が発足した。一

次、二次、三次の選別搬送は重症者直送システムにより少ない医療資源を最大限に活かした患者・医療機関の双

方にメリットをもたらすシステムであり、日本が世界中に誇れるシステムである。しかし日本の救急救命士はア

メリカのpar掴 edicsと大きな差がある(除細動や気道確保や薬剤使用など)。日本で救命率向上のため平成13

年からMC体制 (medical control syst佃)が浸透し始まっている。平成15年4月1日からMC体制の指示下

で救急救命士の除細動が認可された4)。

中国ではプレホスピタノレケアは医師が救急車に同乗して現場で医療行為を行う (doctor car方却。車両と

機材及て耀費の不足は救急現場で救急時間を延長させる可能性がある。すなわち、大都市における実際的救急状

況に基づいて自治体が行う、たとえば、独立型と呼ばれる北京の救急体制はプレホスヒ・タノレケアから傷病者の退

院までが1つの救命救急センターでなされる。 pre-hospital型と呼ばれる上海の救急体制は日本の執急体制と

同じで、傷病者を近い総合病院へ運ぶ。依頼型と呼ばれる重慶の救急体制は、日本の救急情報センターや消防局

はなく、総合病院に付属する救急救命部に搬送を依頼し、そこのdoctor carが出かけて傷病者を自分の病院に

連れて帰るという方式である。指揮型と呼ばれる広州の枇急体制は各都市で統一的に救急医療情報センターが傷

病者の重症度別に病院を選定指揮し、その病院からdoctor carが出る方式である。これら以外の都市で現在ま

で三級救急体制(劇批一級、 J胤市は二級、中都市は三級)がとられているが救急半径過長により搬送時聞が

長くなってしまう。先ごろ、中国の救急医学会でどの形が最もよいカ嚇しい論議を呼んだが、結論には至らなか

った。

三:h慌が匂Jcare 

1)救急医療施陵

日本では一次、二次、三次の救急医療施設が日本の救急医療システムの根幹といえる。しかし、このシステム

を支えるには執急医療機関の量的(特に三次執急医療機関)、質的問題(執急患者のたらい回し)と救急専門医

が不足しているという問題もある510 このような救急医療の現状に対し、厚生労働省は新型救命救急センター
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(すなわちベッド数10数床、救急医10人程度のいわばミニ救命救急センター)の設置を構想中である。 6)

中国では農村に住んでいる人が公的診療所あるいは手品句クリニックで軽昆患者に処置・投薬及びトリア}ジさ

れる。都市で救急医療施設は主要に総合病院の救命救急部(救急部中に内科医師と外科医師によって担当する)

にて担っている。一次、二次、三次救急医療の区別がなくすべての救急傷育者を引き受ける 24時間オープンの

救急外来である。近年来外来救急患者の増加に従って、元々の救叡械の規模と機能は現在の需要に適わな川

また、今一番の大きな問題は一部の農村地区(尤も西部と山岳地帯)における医療資源の不足がある。衛生部は、

都市総合病院の医者が定期的に農村へでおいたりあるいは農村へ勤務したりして巡回医療サービスを提供する

システムの導入をしている。 7)

2)院肉救急の手願

日本では一次・二次救急と三次救急とは質の面で全く異なる。前者は外来に来た傷病者(まさに千差万別の傷

病者)を対象とし、まずナースがトリアージしあと専門医を呼んで(各科縦割りの医療体制)働育者に対して診

断と処置する。後者はすでにトリアージされたあるいは診断のついた重症愚者の病棟管理である。三次救急医療

は救急傷病者への的確で週連な対応のためには、働育者の有無にかカわらず、 24時間体制の(スタッフ救急医

を主とする)人員配置、十分に整備された医療機器、救急処置物品や医薬品、いつでも使用可能な検査室や手術

室などを必要とする。 8)

中国では大都市の総合病院の救命救急部での診療は、研修医が主力となりトリアージを行い、自分の知識で診断

と治療できることは自分が判断で行い、自分の知識を超える受診者によっては院内に当直している上級医にコン

サルトをする。また、イ咽1市の総合病院の救命批急部は批急専従医により治療を完結する。ほカ切領域に遭った

ら、当直している各科の専門家にコンサノレトをする。この診療体制は救急疾患を幅広くカバーできるが、多科と

の連携に深い溝をつくりかねない910

四:救急医樺情報システム

救急医療情報とは執急医療の一環として救急医療が適切に行えるよう医療関係者や市民に提供する情報であ

り、システムとして活動しているのは救急医療センターと中毒情報センターである。日本では救急医療機関と救

急搬送機関を有機的に結びつける情報システムが円滑に運用されている。各機関は広域災害・救急医療情報シス

テムを検索して利用できる救急情報綱である。日本中毒情報センターは1986年より整備されている、一日平均

約 100件問い合わせに対応しており、 10)中毒情報の集績が世界中で最も多いと思われる。 11)中国ではいまま

で広域な救急医療情報センターが構築できなかったが、小さい局域で(例えば:同大学の付属病院中、指揮型の

救急医療情報センターがある大都市)情報システムを設置している。 2∞3年新型コロナウイルスによる SA郎が
医療情報不足により感染拡大が重大な問題となった。救急医療情報システムは、先進国システムを参考とし、中

国の執急医療の実状に見合ったシステムの構築に向け現在整備されつつある。

【考察】

日本の救急医療は40年にわたり、高度に発達した執急医療体制を築き上げたが、近年メディカノレコントロー

ルの下で現場処置の範囲が拡大している。中国では70年代末に発足し、 90年代救急医療体制の改善が本格的

に始まり、まだ発達してないが進歩が驚くほどである。

搬送システムで社会樹止事業が相対的に完壁な経清大国の日本では大部分が無料で、円滑な搬送制度は世界中

で類稀な恩恵を国民にもたらしている。一方、タクシ一代わりの利用などが樹Tし結果として過度搬送と赤字財

政をもたらすと思う。将来的には、民間患者搬送車や有料搬送システムの導入が検討されている。中国では救急

電話が混乱に使用なので緊急救急処置の点から見て集団災害時に重大な役割を果たすが、救急の場面では救急医

療情報センターが設置されてないため、混乱と無秩序な状況を起こすことがあると思う。救急資源を有効に活用

するかで、今後の大きな課題になっている。政府管理の下で搬送システムを知何に総合的に運用するか、いわゆ

る rwork station方式jも模索されている。福利事業が不十分な中国で搬送の有料化、機材の不足化など品閣
が未来のしばらくあると思う。

現在、世界中でプレホスピタノレケアは大きく分けて2種類の体制をとっている。一つはparamedic方式(アメ

一 100 -



リカやイギリスなのであり、特別なトレーニングを受けた人たちが現場で傷病者に緊急に処週して病院〈搬送

されるものである、もう一つはdoctor car方式(フランスやドイツなど)すなわち救命救急医師が救急車に同

乗して現場で傷育者にいろいろな医療行為を行うものである。(表1)

表1

P町a鵬 dic方式 Doctor car方式

概念 早期病院搬送 早期治療開始

医療行為 制限あり 制限なし

法的規制 あり なし

治療原則 対症処置が主体 高度な処置が可能

薬物投与 制限あり 制限なし

現場時間 短い (30分以下) 長い(大体30分以上)

経費 安い、経済 高い、不経済

出動 簡単 難しb、
プレホスヒ・タルケアシステムで選却腕捲として日本は経済的で安上がりが、救命救急土が現場でIL'停止の確認

(死亡確認)が不能や、救急救命士が行う医療行為に対する責任は誰が負うか、医療技術水準の維持など、現場

で選別搬送 (triage)の質的内容の判定(無意味だったり、免罪符的な搬送だったり)などは解決すべき課題であ

ると思う。尚救急医療体制のコントロール下で知何に傷病者を一刻も早く「適切Jな救急医療機関に搬送するこ

とと、救命のための搬送ではなく自己免責のための病院間搬送を減少することを課題として検討中である。中国

のDoctor car方式は人的資源の費用が相対的に低いので、総合的なコストは低く他国より優位である。しかし、

都市によって多種多様なプレホスヒ・タルケアシステムを持って現状から今後如何にこれらの異なるシステムを

有機的に連携させる救急医療体制を構築が課題である。そして、ィ、都市及び農村の救急医療体制問題はなかなか

難しいと思う。

プレホスピタノレケアシステムに関しては、日本では尤も三次救急医療は設備、人員などの毘備がほぼ完壁であ

る、これも日本救急医療の最後の砦である。こちらは救急というよりはむしろI印管理というイメージ(ある程

度パターン化)が強川中国は公立病院であるため救急部は常に軽視され狐立している状態で、設備と医師の増

加はもちろん、他の方面でもほとんど劉請されない(よろず屋といわれる)0 (日本では私立大学が経済手リ益の

ため積樹句に救急センターを設立し、国立大学の救急部より発達している原因ともおもわれる)。このような状

態で高度な診療の提供は不可能であり、批急医療へのI印のパックアップ体制が必要と，思う。及。噺修医の診療

制度は、救急医療が複数科にまたがることが多く各分野の専門医が自分の領域に関与してほしくないこともあり、

研修医がジレンマに陥ると思う。多発外傷に対して複数料の専門医による総合診療が必要であるが各診療科の優

秀な技術が発揮できなくなり、系統化された治療に到達できない。救急患者を多角的に診られるよう目下全科医

師(総合診療科の医師を養成している。

救急医療情報システムは日本で広域情報網と中毒情報センターを応用して有機的に円滑に連携運用されてい

る;中国では今まで局域批包網あるのみ、中国の救急医療の実状に合った広域救急システムの整備を進めている。

【結語】

以上、日中の救急医療体制の現状を比較しながら、将来中国で救急医療体制が徹底的改革を行われるであろう、

医療体制の不足面に関する私見を述べてみた。実は救急医療体制の問題は医療全体の体制の縮図といってもよb、
医療システムは各国それ窃1具なり、それぞれの医療システムが問題を抱えている。救急医療は救命第ーである

が、如何に経済効率の良い救急体制を構築するかは重要な課題であり、今後実り多い議論が行われることを期待

している。いずれも一つの体制が固定化しているものではなく、いずれも救急業務の拡大が必要であることが明

らかlこされた、国家の経済、都市の規模、地樹士会の救急需要と供給体制に見合って最善の方式となるべく、常

に変化、進歩していくべきものと考えられる。
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日本医科大学付属第二病院救命救急部における

一年間病院外心肺停止症例の検討
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樹受黒川顕

上回廓清，唐木千晶，牧真彦，望月枇畝本恭子

調砂ト心肘梓止症例(伽t-of-Hospital臼rdio凹lmonaryArrest :αICPA)の心粕再開率と完全柾会復帰率の向

上の方策を機サしt::.o2∞3年10月1日........ 2∞4年9月31日までαICPA症例に至った74例につき、 byst叩der
CPR (bystander臼rdiopulmonaryResusci tation)、関謝醐号使用の有無、搬送時間と，じ粕再開率、完全担会復帰

率及ひ涜因備因)推測を調査した。結果同括購嫉患が55.4%と最多であり、 bystanderCPR脳子した症例が

心粕再開率57.1潟、完全柾会復帰率14.3覧沫断子の症例が，む抽開梓2側、完全担金復帰率側、有意差は認めら

れた消湘臓器使用した，乙粕再開率62.5'弘未使用の症例が心粕再開率21.2%、有意詣諸君、められた;搬送開占

ゆ乙粕再開率と有意差が認められた。

Key恥rds: (ll(pA bys'加叫era刊日除細動器心拍再開率完全社会復帰率
はじめに

近年医学短年月の聞に驚く進歩と発展を遂げてきたが、生活環境の変化は疾病構造を大きく変えてしまう、な

かでも突然死の朝日が注目を引き起される、同時に大きな祉会問題である、尤も働き盛りを失う家族の悲しみも

言葉でも話せな11'01卯9年アメリカにaAは約22万5千人で、総死亡率の12%九それに対する蘇生成功率は

f日しかない、なかでも担会復帰率は非常に低いと言われている。だからαICPAの怯会復帰率を改昔すること

は執急医療の重要な分野である。今回文献の検索と日本医科大学付属第二凋涜救命説急部の症例に通じて検討し

たい、症例を作成し託搬はUtstein様式で使用している。本検討の目的は当救命説急部の痢期時心崩梓止症例を

対象としてretrospectivestudyを行い、心粕再開率と完全祉会復帰率の向上の道を摸索することにする。

対象及び方法

2∞3年10月1日から2∞4年9月31日ま千年間に@聞を当院救命説色部に受診した症例とした、Utstein
様式証磁を採用して各症伊j救急医師によるOOCPAを湘断した。な減国諦顎はA:氏名、性別、生年月日、痢境

日期、 B:覚知、現着、現発、病着の時間、 C:現場、搬送中及ひ精着後のパイタノレサイン、 D: bystander σR 

と隙湘翻器使用の有無、 E:現病歴、既往歴、病因推測なと二検定はXしtest及びU-testを用い、 Pくo.侃をもっ

て有意差が認められた。

結果

今回の櫛す対象は74例

1)性別:男性44例 (57.1幼女性叩例(必.鰯)
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1% 
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7" 

図1αICPAの原因傷病

2)年齢:10ヶ月~偲歳、平均年齢は68歳

園循環器疾患

・外傷

口中枢神経疾患

ロ自殺

・呼吸器疾患

圏腫癌

・死因不明

3) bystander CPRの有無:bys凶 der倒樹子した14例のうちは8例心粕再開 (57.1則、 2例完全柾会復帰

(14. 3粉、 bystanderO'R樹子しなかった印例のうちゅ乙粕融自12例。側)、完全担会復帰(側)、有意差

が認められたω.∞5くPく0.01;PくO.∞5)
4)隠湘動器使用の有無:除細翻器使用した8例のうちはIG粕再開5例 (62.5%)、除細蹴妹使用前例のう

ちゅ乙粕再開14例白1.2施)、有意差治宝認められた (0.01 <P<O. 025) 

5)搬送時間:搬送時間は23.86:t7. 42分であった、，乙粕再開率搬送時間と有意差が認められた(P<仏05)、経

瑚旬に心拍再開率は低下である。

6)病因侃因)推測個1):循環疾愚は41例(日.4%)、外傷5例 (6.75%)、中枢神経系疾息8例 (10.8%)、

自殺2例(2.7%)、呼吸器疾患8例 (10.8%)、腫蕩1例(1.35%)、死因不明9例 (12.2%)

考察:

1. bystander四Rの有無:OOCPAの予後に対し検討はbystanderσRの重要性を示凌ずる。心原性疾患有

無にかかわらず、 bystandera>Rは早ければ早いほどσAの即芯は良好である。 2∞0年8月22日、米
国，崎錦絵幽)は，崎縮性法(田R)に関する雌A Guidelinesを発表した、寸姉民に対して心停

止単断には簡単化になり(例えば:頚捌繭蜘が鳳kなど)、短時間のうちに心崩繍自主術桝子える2)。ニ

ューヨーク市では目撃のあるαkPAに対してbystander α吸が施行される率は32.0........ 40.0係であり 3)4)。

本検討はbystanderaRの有効性が認められたャ

2. 除細動の有無:突然死の多くは，浦和不整脈によって起こる、 80%以上の突然死者は非医療機関で発生

するので、非医師による四使用が重要不可欠であると同時に最も効朝包でさえある九雌はどんな

場所でもIG冊停止に陥ってから、除細動までの時聞が 4........ 5分以内になるよう計画されるのが望ましい

としている九脚醐が1分間遅れることに、除細動の成功率は7........10%ず叫底下しますユこういった、

A回の普及結果、心停止が目撃されて3分以内に除細動カ苛子えた愚者の74%が助けたったという報告が

ある九本検討は完全紅会復帰2症例が白随分以内で除細動をし丸

3. 病因伊国):監察医務院で検死された 326 例を含めた αICPA症例 431 例でのIL~患は47.1%を占め、

また検現輩倒の臨床診断との不一致は40.5%に及ぶと報告している丸本検言すで目指環疾息の占める割

合が監察医務諸方検死されたより齢精果となったが、理由としては本検討での診断が臨床診断俳験

推測)していた。

結描:

当救命執急部における一年間α肌往症例を統計的に検討した、 bystandera>Rと除細動による心粕晴男率と
担会復帰率改善は認められた。蹴差時間ゆじ粕再開率と有意差が認められて時間因子の重朝生が示唆された。
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財団法人日中医学協会
2004年度共同研究等助成金一在留中国人研究者一報告書

2005 年 3 月(()日

財団法人日中医学協会御中

貴財団より助成金を受領して行った研究テーマについて報告いたします。

添付資料:研究報告書

中国臥一人

指導責任者名:肉山真 職名:部長

所属機関名:堕享積雪I• *宇多竺辺三豊明健哩堕
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1.助成金額: 60万 円

2.研究テーマ

ヒト睡眠生体リズム障害の病態と治療予防法開発に関する基盤研究

3.成果の概要(1ω字程度)

今回の結果から、特に睡眠の問題を持たない健常成人32名において、朝型傾向群と夜型
傾向群によって、概日リズムと睡眠との位相関係が異なることが示唆された。これはヒト
の睡眠覚醒リズム障害の病態と治療法開発に非常に役に立つ基礎な所見である。

4.研究業績

(1)学会における発表 亡J! '0f(学会名・演題)

日本睡眠学会で、 『暗条件下のメラトニン分泌リズムと睡眠習慣の関係』

日本時間生物学会で、 『概日リズムと睡眠との位相関係』

(2)発表した論文 o罷 ・亡戸(雑誌名・題名)
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要旨

一日中医学協会助成事業ー

ヒト睡眠生体リズム障害の病態と治療予防法開発に関する基盤研究

概日リズムと睡眠との位相関係

研究者氏名 需新

中国所属機関西安交通大学第一イ寸属病院精神科

同研兜機関国立精神・持経センター精神保健脚噺精神生理部

指導責任者部長内山真

共同研究者 団ク脊浩邦1)、尾崎章子1)、渋井佳代1)、鈴木博之1)、

李嵐1)、有竹清夏1)、亀点雄_2)

1)国立精神・神経センター精神保健研噴新精神生理部

2)国立精神哨経センター国府台凋涜精神桝

規則正しい生活を送ってb沼健常成人32名(男性 21名，女性 11名，平均年齢 22.日:t0.62鵡を対象とし

た。活動量測定より習慣自鑓床・就床時刻を求めた。24時間の開院後、 10分間の醐民区間と20分間の賞躍町品

を繰り返す超短時晶噴劃定覚醒スケジュール法52回(26時間)を行い、客観自明民気の日内変動を求めた。この26

時間の問、泊分毎に唾液中のメラトニン分泌畳を測定し、メラ"-'=ニンリズムを求めた。客観員制民気出現時現lは被験

者名個人のピークの5側、 1慨を上回る時刻とし丸朝型一夜型質問綿こより朝型鮮(11人)、中間型(10人)と夜

型(11人)三群に分けた。

習側協床時期l、メラトニン分詑終了時刻、メラトニン分笛側師寺刻、客観糊願出現時刻、習慣的成床時刻と

もに朝型は夜型と比べて有意に早かった。夜型の習側抱床時刻もメラトニン分a側部教IJまでの時司
(15.2:t0.3時間)ならびに客観h切眠気出現時刻までの時間(16.2:t0.5時間)ともには朝型(各14.3:t0.3時間、
14.4土0.4時間)より有意に長かった。夜型の習慣白城府待費Ijfまメラトニン分都側部執雌1.6:t0.3時間て、客観

糊民気出現時安Ij後0.6:t0.5時間であった、両方ともに朝型(各2.9:t0.3時間、2.8:t0.4時間)より有意に働ミっ

た。

今回の結果から、特lこ醐民の問題を持たなb鳴常成人におい計調型と夜型によって、概日リズムと醐毘との

位相関係が異なることが示暁され丸

Key word:メラトニンリズム朝些技型，習慣起床時刻，客観細民気

緒言:

ヒトは他の晴手閣と同様に、生物噌十によるおよそ24時間周期の騨畏賞躍サイクルを繰り返す。初音くなると

自然と眠気が出現して就床し、そして眠り、朝明るくなると自然と目覚め起床するリズムを持つ。ひとの1日の中で

の行動特性は昼伺由櫛l頚に共通したものであるが、早寝早起きで心身の活動のピークが1日の早い時刻にあ

るもの、と宵っぱりの朝寝坊で，乙場活動のヒ・ークが1日の遅い時現lにあるものがあり、こうした糊主を朝型、夜型、
文は時間特性と呼ぶ。こうした朝卦夜型の特性を調べるために、HomeとOはbergは19の具体的質問により朝型

液型の傾向を拙凶する朝型液型質問縦阻Q)を開発した(1)。

メラ!唱ンは概日リズムの指標としてよく用いられる。朝型ではメラトニンの分泌欄始終了時刻とも夜型よりも早

いと報告されている包，3)，。さらに、いくつかの自覚自信担度や作業課題遂行能力を用いた研究では(4)、朝型で
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はこれらのピークが1日の早い時期にあることが報告されている。しかし、こうした朝基夜型における醐鵬首

帯の違いの背景には、職業に就いているかなどの佐封切ょ因子や性格などの関与も当然考えられる。例えば、

職難句に早く起きる必要のある人は朝型になりやすい可能|的効る。また、朝型には内向的性格の人が多く、夜

型には外向的性格の人が多いという報告もある(5)，。

一方で、日常生活における習醐句起床・就床時刻、すなわち睡眠習慣は、個人の時間特性の違いに関わらず、

仕事や学校などの祖会的スケジューノレにより従って、通常は決められている。

今回我々 は、著しい朝型または夜型傾向を示さない健常成人において、醐民習慣と、メラトニンリズムおよび

客観細民気の日内変動を測定し丸これらの関係を明らかにするとともに、模型ト夜型傾向がこれらの指標に与

える影響を撫すは。

研究対象と方法:

規則正しい生活を送ってしも健常成人32名(男性 21名，女性 11名，平均年齢 22.日:t0.62歳、朝型夜型ス

コア伽fEQ)3か70)を対象とし丸事院に参加するにあたり、寸分な説明を行い、書面による同意を得た。醐跨習慣

が規員駒であることを確かめるため、問診により利除どの醐国嘩害がないこと、中枢柑程に作用する薬物を服

用していないことを確認し丸さらに、2週間以上にわたる醐民日誌(毎日の就寝、入眠覚醒、離床時刻を記入)

と携帯型活動量測定装置(アクチグラフ、 AMI 倒却を用いお車樹枕活動量測定により醐E習慣を確認しt~

実験の1週間前より規則正しい生活を送らせ丸携帯型活動量測定装置を用いて、毎日の崩涼・起床時現腔求

.めた。実験1日目は自宅において各人の習慣的起床時刻に起床させ、16時までに抑謹に集合させたλ簡単な

健康に関する問診の後、携帯型活動量測定装置を用いて、1分晶守ごとの手陣1定手の活動量お割強句に測定し始

めた。21時より、101回以下の暗剣牛で実験実施者による監視のもと、座位て安静覚醒を保たせ翌朝まで断眠さ

せた。この時、液晶テレビ、読書、手作業などは許可した。

2日目の朝、割壷装着を行い、午前9蜘ら3日目の午前11時まで26時間にわたる超短時間醐民・賞躍スケ

ジュール法(10 分~20 分法:泊分を 1前世し、 10分間シールドルーム内て咳瀞臥床させる醐民区間と、 20分間

実験室において座位安静を保たせる賞躍区間とに分けた)でR部主(01、C3、C4)を測定した。醐民区間の10分
間の月齢蹟首相陣民関齢国際分類に従って却秒ごとに邸酔淀を行い、醐民即皆2，3，4，REMの合計をも

って1柄拘醐願向とし丸実験中、富島ま24"Cで一定とし、実験室内は10lux以下の低照度に、脳波測定中

のシールドノレーム内は1l山以下に保った。2時間ごとに1回k回lの食事と約1∞一1回同のカフェインを含まない

ノンカロリーの飲み物を与えた。加分間隔で唾液を採取しt~Radiomrnun伺ssayキット法でメラトニン値を測定し、

各個人のピークを 1∞%とする相対値に変換しt~ なお刻生では、黄体期に昼間の臨時貢向が上昇するという、

性周期的変化を考慮して、卵胞期に実験を行った。

醐民時を参考に、実験画布までの5日間の活動量測定結果から、日ごとの崩涼及び起床時刻を求め、中央

値をその対象者の習慣的就床及び起床時刻としたλ同様にして、入眠時期jと覚醒時安l加も5日間の醐即報提

求め、その中刻直を習慣朕醐陣欄としt~ 実験中のメラ}...:::.ン分泌量のピークを 10仰とし、分泌量が 10%を上

回る時刻をメラJ--::二ン分泌倒安部教リとし、10%を下回る時刻をメラトニン分拡終了時刻としむ 10ー20分法における

客観糊畏気出現時現jは、各試行ごとで得られた醐畏傾向の値とその前後の試作首尋られた醐民傾向の値を平

均し、移動平均のカーブを求め、カーブが低値を示した後、5分を超えた時刻を客観切畏気出現時刻とした(図

1)。

MEQの得点により朝型(51-70点、n=11)、中間型(必-50点、n=10)、夜型(31-45点、n=11)を3群に分けた。習

開場昧および起府観j、メラトニン分2糊始および終了時刻、客観自切畏気出現時安IJはM制-W1畑町のU検

定を行った。習側銃床および起床時刻もメラトニン分詑欄妹終了時刻、客観糊蹴出現時刻までの間隔に
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ついてもM叩n-Whitn町のU検定を行った。有意水準はp<.05としむ
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結果:

習側句起床時期tl(HRT) 、メラトニン分詑終了時刻(Mlo的、メラトニン分詑欄京都執~(Mlon)、客観糊民気出現時

刻(OST)、習開城床時刻(H聞ともに朝型は夜型と比べて有意に早カミった(図2)。

表を示したように、習慣的起床時亥IJtpらメラトニン分留欄畑執jまでの時間と客観糊民気出現時3司法での時間
間隔ともに夜型は朝型より有意に樹海った。メラトーン分糊蜘執民び客離切民気出現時妙ら習脚銃床時

刻までの時間間隔は、夜型は朝型より有意に9翻ミった。

醐船長さは、3君欄に有意萄ま認められなかった。メラトニン分誌の持続市吊(分.w欄糊も終了までの時
間)について、平均12.0:t0.2時間であった、夜型は中間型、朝型より有意に1説』った。

全員平均 夜型 中間型 朝型

HRT・阻..on 14.69+0.18 15.19土0.2514.70土0.33 14.31土0.31 E>M 

MLoff-HRT 2.69+0.26 2.31:t0.43 3.32土0.50 2.50:t0.43 

HRT-OST 15.15+0.30 16.16:t0.46 14.88土0.54 14.38 :1:0.44 E> M 

MLon-HBT 2.12土0.24 1.56:1:0.34 1.92:1:0.50 2.85:t0.34 EくM

HBT-MLoff 14.16:t0.32 14.44:1:0.48 13.30土O刀 14.65+0.40 

HBT-OST 1.70:t0.35 0.59土0.54 1.74:t0.71 2.78::!::0.44 EくM

MLduration 11.96:t0.23 11.12::!::0.30 12.62::!::0.48 12.20土0.30 E<I， E<M 

Sleep duration 7.15土0.17 7.25+0.31 7.38+0.36 6.84::!::0.19 

考察:

109 



今回の研究で、極端な朝型・夜型を含まない健常成人において、朝型、中間型と夜型三群聞の、相会的スケジ

ューノレに基ヨく習開城床および起床時刻、メラ!三ン分制ズム、客観糊臓の日内変動と例蜘関係を調べ

た。

朝型は夜型よりメラトニン分溜欄始及び終了時刻、習側蛾床及び起床時期l、客観糊民気出現時刻が早かっ

た。これは先行研究と一致した。さらに、習側句就床および起床時安l肋もメラトニン分諾欄始までの間隔について

は先行研究では起床時の高照度光暴露からメラトニン分詑欄始までおよそ14時間と報告されている(7)、今回の

結果は習慨抱床時刻もメラトニン分誌側部執lまで平均14.69時間であったが、夜型は朝型より財Lった。
夜型は朝型より起きる時聞が遅く、もっと照度の高い太陽光坊主浴びられるし、メラトニンリズムの前進程度は朝光

の強さに従うならば(8，9)、夜型での間隔は短くなるぽずである。今回の結果的、この朝型一夜型における就

床・起床時現jの違い}まメラトニンリズムのイ立相の違い、すなわち体関怜特性を表すものと考えられる。

習冊減床糊lまメラトニン分直樹伊親j平均2.12時間後で、朝型は夜型よりもこの間隔坊主長カミった。つまり、

朝型は夜型よりさらにメラトニンリズムの遅い時間帯に就床していることになる、これはメラトニンリズムに比べて、

ライフスタイノレなどの担会的な要因の影響が強いことを牙唆するものである。柾会白色なスケジューノレをあわせる

為に、朝型ほど自分の醐即時間帯を大きく調整していることが明らかになった。

朝型ト夜型に関して自覚峨鑓度や作業課題遂行能力を用いた事院によると朝型では.~らのピークが 1 日

の早い時期にあることが報告されている。我々 の知見は朝些夜型特性に応じて、有努ゲ£醐聞報特、作業町占

を予掛ける、個人のことに非常に役立つと，国つれる。

参考文献:

1) Home JA， Ostbe唱 o.A self-ass邸smentqu副制御 todet町血emorningn肪-ev，回h田essin human 
circadian出川uns.Int J ChronobioI1976;4:97-110. 

2) Lavie， P. and Scherson， A.， Twenty古町-hourstructure of sleepiness in moming person inv，目印刷 by

曲部加此sl田p-wakecycle. S1時， 12(1捌 ')522-528.
3) Gibe此凶，M.， Graham， C and Cook， M.R.， Slef-re卯，rtof circad凶1type refi配 tsthe phase of the melatonin 
出川1m.Biol. Psychol.， 50 (1叩9)19ー33.

4) DufIY jF， D泳DJ，Hall EF， Czeisler CA(l卿 1):Circadian他州unsand MomiI沼田町Ev，四ingness.Jαrrnal of 
Investigative Medicine Vol.47， No.3， 1鈎9Marth， 141-150. 

5) Colq由ωn叩dFolkar廿，1978;Ishil四百etal.， 1錦7;Patkai， 1971 b:朝型と夜型、千葉喜彦ら編、時間生物学
ノ、ンドブック、朝倉書庖

6) Lavie P and Scherson A (1田1)Ultr百 ho比sl田P切叫<Ingsched叫e.I. Evid田ceof ultradian rhy出回c比yin
“s協同脚."田町troenc叩lhalogrClin N剖rophysioI52(2):163-74.

7) Alfred J Lewy， sa田dud品IAhmed，J回nneM. Latham Jackson， et al (1拘2)Melatα血shiftshuman circadian 
出川1ffiSac∞，rding to a phase-re甲α15eCUIVe. Chronobiology Intemati∞al， Vol9 N05: 380-392. 

8) Bo油DB，DUflY JF，泊四auerRE， Czeisler CA. Dose-間早α15erelationships for rese愉 gofhuman circadian 
clock by附It.Nat山ち19田，379:540ー2.

9) C出也nCa.Tchen， Jamie M. Zeitzer， Charles A. Czeisler， Derk-Jan Di，Jt.恥se-response抽出'nshipfor財lt
intensity and∞叫arandel則前nce凶alographic∞!l'relat，田ofhumanalertrl邸. Behavi，ωral Brain R錦町h

2似)()，115: 75ー-83.

注:本研究は、2∞4年7月2日「日本醐酔学会J、と2∞4年11月12日「日本時間生物学会Jで発表しまし丸
2∞5年3月3日
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悪性線維性組織球腫における新しい細胞株の樹立と遺伝子異常の検索・

3.成果の概要 (100字程度)

悪性線維性組織球腫 (MFH)は組織発生不明であるが、軟部肉腫の中で最多でありかっ高率に転移をきたす

予後不良の疾患である。本腫療の遺伝子異常検討し、診断・治療に有用なデータを得ることが研究の目的で

ある。私遣は新たな粘液型師H細胞株を樹立した。染包体分析による 17番染色体と 22番染色体の相互転座

を解明した、隆起性皮膚鱗生肉腫(DFSP)でこのような染色体の相互転座が報告されている。 CGH法を用いて
lq12-23と8q13-qter領域にコピー数の増加を検出した。 9p21と13ql0-q31の欠失を見出した。 RT-PCR法

を用いて DFSPにみられる融合遺伝子.(COL1Al中DGFB)の存在を検討したが、検出不能であった。従って、

NMFH-l細胞の組織発生はDFSPとは異なっていると考えられる。

4.研究業績
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- 128 -



一日中医学協会助成事業ー

悪性線維性組織球腫における新しい細胞株の樹立と遺伝子異常の検索

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

谷文光

ハノレピン医科大学附属第一病院整形外科

新潟大学大学院医歯総合研究科整形外科学分野

教授遠藤直人

生越章、川島寛之、工藤尚子

悪性線維性組織球腫malignantfibrous histioc，戸oma(MFH)は発生車邸哉不明であるが、軟部肉腫

の中で最多でありかっ高率に転移をきたす予後不良の疾患である。本腫療の遺伝子異常検討し、

診断・治療に有用なデータを得ることが研究の目的である。私達は新たな粘液型MFH細胞株を樹

立した。染色体分析による 17番染色体と 22番染色体の転座を解明した。隆起性皮膚線維肉腫

dennatofibrosarcoma protuberance (DFSP)でこのような染色体の転座が報告されている。 CGH法を

用いて 1q12-23と8q13-qter領域にコピー数の増加を検出した。 9p21と13q10-q31の欠失を見

出した。 RT-PCR法を用いて DFSPにみられる融合遺伝子 (COL1A1-PDGFB)の存在を検討した

が、検出不能であった。従って、NMFH-1細胞の組織発生はDFSPとは異なっていると考えられる。

キーワード:粘液型、悪性線維性組織球腫、細胞株、隆起性皮膚線維肉腫、融合遺伝子、

COL1A1-PDGFB 

緒言:

悪性線維性組織球腫 malignantfibrous histiocytoma (MFH)は組織発生不明であるが、軟部肉腫

の中で最多でありかっ高率に転移をきたす予後不良の疾患である。腫療を特徴づけている組織成

分によって、花むしろ多形型、粘液型、巨細胞型、炎症型に分類される。今まで多くのMFH細胞

株が樹立されできたが、その多くは花むしろ多形型であり、粘液型MFH細胞株はきわめて少なく、

かっ遺伝子異常の詳細な検討もきわめて少ないである 11我々は 粘液型 MFH細胞株の樹立に

成功し、この細胞の遺伝子異常について検討した。

対象と方法:

1 :症例

89歳男性の左側膝部に発生した粘液型MFHから手術時に組織を採取し、培養系に移した。

10%牛胎仔血清添加したRPMI1640培養液を用い培養した。全ての培養は 37度、 5%C02イ

ンキュベータ中で行い、培地は三日毎交換した。

2 : RNA抽出と RT-PCR
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NMFH1細胞株から TRlzol(Gibco BRL， Rockville， MD)試薬を用いてtotal RNAを抽出した。

抽出したRNAから Oligo(dT) 15プライマー (Promega，Madison， WI)を用いて逆転写酵素に

より cDNAを作製した。既報の融合遺伝子 (COL1A1-PDGFB)のプライマーでPCRを行った 4。

3 : Spectral Karyotyping (SKY)核型分析

SKYはAppliedSpectral Imaging (ASI)社の SKYキットを用いて解析した。プロープカク

テノレを37度で2日間、分裂期の細胞にハイプリダイズし、SKYのフィノレターを通して観察、

Spectracube (ASI社)で解析した。同時に DAPI染色の画像も取り込み、得られるバンドパ

ターンにより切断点も同定した。

4 : Comparative Genomic Hybridization (CGH)核酸分析

NMFH1細胞からゲノム DNAを抽出して、 CGH法は既報の方法で行った 5。腫揚 DNAは

fluorescein-12-dUTP (Roche Diagnostics， Mannheim， Germany)でニックトランスレーシュ

ン法を用いて標識した。正常リファレンスDNAはSpectrumRed direct-labeled male total 

human DNA (Vysis， Downers Grove， IL， USA)です。標識した腫蕩DNAと正常DNAは同量(800

ng)ずつCot-lDNA (20 ug) (GIBCO-B乱， Gai thersburg， MD， USA)と共にエタノーノレ沈殿し、

ノ、ィブリダイゼーシュンバッファーに溶解した。ハイプリダイゼーシュン後洗浄し、染色体

を同定するために 4'，6' -diamino-2-phenylindole (DAPI; Sigma， St. Louis， MO， USA) 

を用いて対比染色をした。蛍光ハイプリダイゼーシュンシグナノレと DAPI染色パターンは高

感度 MCD (monochrome charge-coupled device)カメラを装着した顕微鏡で取り込み、

automated CGH analysis software (MetaSystems， Altlusheim， Germany) を用いて解析を

行った。

5:ヌードマウスへの移植

RPMI1640培養液に浮遊している 5xl06の問団l細胞を 7週齢の雌性ヌードマウス(CB-17江cr

scid; Jcl Clea， nlnc.， Osaka， Japan)の背部に皮下注射した。

結果

1 : NMFHl細胞株の樹立

初代培養から三週間に腫癖細胞は単層に分布して、小紡錘形の単核細胞と多核巨細胞の二

つ種類の細胞によって構成された。

2 : RT-PCR 

NMFH1細胞株でCOL1AI-PDG問融合遺伝子を検出されなかった。

3 : SKY法による解析

10個核分裂中期NMFHl細胞を用いて SKY分析を行った。染色体数は84-94であり、複雑な

構造異常が見られた。染色体異常は以下のとおりである。

84-94 <4n>， XXY，-X[9]， -Y[10]， +1[6]，add(I)(pll)[4]，add(I)(qll)[2]，add(I)(qll)[5]， 

del(l)(qll)[3]，・2[9]，add(2) ( q37) [1 0]，add(2)( q37)[ 4 ]，del(2)( q3?)[2]，-3[9]，-3[ 4 ]，add(3)(p 1 

1 )[1 0]，add(3)(pll ) [9]，add(3)(p 11 )[6]，-4[1 0]，-4[9]，add( 4)( q31 )[7]，-5[1 0]，-5[1 0]，del(5)( q 1 

1 )[8]，der(5)t(3;56)(P 11;p 15)[9]，-6[1 0]，-6[1 O]，add( 6)(p 11 )[6]，del(6)(p 12)[4]，-7[1 0]，der(7 
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)add(7)(p22)add(7)( q36)[1 0]，-8 [7]，add(8)(p 11 )[1 0]，add(8)ω11 )[8]，add(8)( q24) [ 1 O]，add( 

8)(q24)[2]，-9[9]，del(9)(pll)x2[10]，del(9)[8]，-1 0[1 0]，-11[10]，-11 [1 0]，・11[3]，ー12[5]，-13[9

]，add(13)(p 11 )[2]，add(13)(p 11)[ 4]，add(13)( q34)[2]，-14[1 0]，-14[1 0]，・14[9]，+15[2]，-15μl 

，i(15)(ql 0)[5]，-16[1 0]，-16[7]，add(16)(q13)[8]，del(16)(pll)[8]，-17[8]，add(17)ω11)[8]， 

add(17)(p 11 )[2]，del(17)(p 11)[ 1 0]，del(17)ω11 )[9]，del(17)(p 11 )[2]，-18[1 0]，・18[10]，add(1

8)( q23)[8]，add(18)( q23)[2]，add( 18)( q2?3)[7]，-19[7]，add(19)(p 13)[9]，add(19)ω13) [2]，ad 

d( 19)( q 13)[8]，add(19)( q 13)[5]，add(19)( q 13)[ 4]，-20[ 6]，add(20)( q 13)[9]，add(20)( q 13)[4]， 

add(20)( q13)[2]，-21 [7]，add(21)( q22)[1 0]汁22日0]，+22[2]，+d町(?)t(?;3)(?;p11 )t(?;3)(?;p 1 

1)[6]汁marl[1 0]，+mar2[1 0]，村nar3[9]，+mar4[1 0]，+mar5[1 0]，+mar6[1 0]，+mar7[1 0]，+ 10・

14mar.。

SKY分析でmar7は派生染色体der(22) t (17 ; 22)であると判明した。この染色体の転座変化

はDFSPの染色体異に類似していた。

4 : CGH法による解析

NMFH1細胞のコピー数の変化を検出した。有意な過剰を検出した領域は thep12-p22， 

1q12-23， 5p， 7， 8q13-qter， 9q12-32， llq13， 15， 17q23-qter， 18， 19p13.1， 20であっ

た。有意な欠失を検出した領域は2q36-qter，4q22-qter， 6q12-q16， 9p21-pter， 10p13-pter， 

llq23， and 13q12であった。しかし、高レベルのゲノム増幅の変化を検出しなかった。

5:ヌードマウスの体内で腫癌形成

NMFH1細胞はヌードマウスの体内で移植腫療を形成した。接種後の三週に触知可能な小結節

を見られた、八週後に腫療の直径は 2cmになった。形成した腫療は、組織学的には典型的

な粘液型MFHの特徴を示した。

考察

粘液性MFHは粘液線維肉腫として成人軟部肉腫痕群へ分類され、最も発生率が高い。組織学的

には、樹立した細胞株は粘液性MFHの特徴を示した。

MFHを含めて肉腫は 1q21-q22と8q領域のコピー数の増加を認められることが多しけ。今回の

研究で用いたNMFH1細胞株には 1q12-23と8q13-qter領域にコピー数の増加を検出した。 9p21

と13q10-q31の欠失はMFHの顕著なゲノム不均衡であることがわかった。

CGH分析の結果は、 NM問ーl腫痕細胞にはMFHの典型的な分子特性があったのを明らかにした。

この細胞株は、人間の粘液性即日について腫虜起源の分子メカニズムに関する研究のために有益

な材料となる。

C0L1A1-PDGFB遺伝子融合は隆起性皮膚線維肉腫(DFSP)でしばしばみられる。 このキメラ遺伝

子は 17q22でのC0L1A1と22q13でのPDGFBが溶融したものであり、腫療の発生で重要な役割を

果たすと信じられているい。現在まで若干の症例報告で、 DFSPを母体としてMFHが発生する例

が知られている E・90 DFSPとMFHの両方が同じ発生組織を共有するとの仮説がなりたつわけであ

る。 SKY分析は、 NM問-1腫痕細胞にはt(17;22)があったのを明らかにした、しかし、 RT-PCRを
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用いてCOL1AI-PDGFB遺伝子融合の発現を調べが、腫蕩細胞には、この特定の融合遺伝子を検出

なかった。この結果は、 NMFH-l細胞の組織発生はDFSPとは異なっていると考えられる。
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卵巣局所でのインターロイキンー6の変動と黄体退行との関連について

研究者氏名

中国所属機関

日本研剣難関

指導責任者

共同研究者名

呂剛
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金沢医科大学閤需人科

教授牧野田知

藤井亮太，楊賀来恵吉田勝彦

[目的] ヒト自然月経周期において9険損所でのインターロイキンー6(IL-6)およびそのレセプタ一発現を分析する

ことによりJ険機能調節におけるIL-6の役割、特に黄体退行との関連について検討することを本研究の目的とした。
[方法] 正常月経周期を有する婦人科手術施行予定患者のうち、充分な説明のもと同意を得られた女性37名から9陳
紺哉の一部と血清を採取して以下の櫛サを倒陳周期切予った。1.血清中IL-6濃度の変動を乱ISA法により測定・

検討した同7)0 2. Y鴎細載中のIL-6蛋白および酬Aの相対的発現量変化を、 T問地n附四法 (n=37)および
Western blot法 b同1)により検討した。 3.卵巣組織中のIL-6、田130およびIL-6Rαの局在を免8拠織染色法に
より検討した G同)。
[結果] 血清中止ー6濃度は、 9陳周期中に有意な変動を認めなかった。 IL-6mRNAの相対的発現量は、卿器柳胞
組織(1.547土仏937，n=18)および黄体期前中期黄体細哉 (2.125:t0. 921， n=11)に比べ黄体期後期黄体組織
(4.4f内二-父C1n.n=8)において有意に高かっ1.-(1.'く0.05L さらに TL-6蛋白の相対量も、邦胞期の卵胞組織
(11. 101よυ.049，n=8)や黄体持:前中期の黄体最尉藷 (0.i6乙ヱ0.104，n:..oiと比較して、黄体期後期の黄体長邸議

(0.935土0.070，n=7)で有意に副直てもった(p<0.05)。免疫組織染色において、 IL-6は主に黄体制包と9開銀融胡莫
細胞で染色され、英膜細胞の一部でも染色腸性であった。即130は黄体細包、頼位膜細目包およて即時期質の血管内皮

細胞で染色されていた。 IL-6Rαは黄体細包、頼粒膜細胞およて用組蜘胞て普抱腸性であった。

[結論] 自然周期中のヒト卵巣において、 IL-6はおもに逝7期黄体で産生されていることから、黄体退伺緋に深く

関与しているものと推測された。

Key Words 
サイトカイン (cytokine)，インターロイキンー6(interleukin-6; ILー6)，黄体退行(lut回 lysis)，月経周期

6nenstrual cycle) ， Y陳 (ovary)

結言

9隙封幾能の制御には、視床下商ト下垂体;-o隙鵠ミによる内分秘的な調節機構以外に、卵巣局所におけるオ」トクライ
ン/パラクラインなどの調鮒議拘2知られるようになってきている。サイトカインは、この9陳局E欄餅繍の中で

も最も重要な因子のーっと考えられている(1-3)。サイトカインファミリーの一員であるインターロイキンー6(IL-6) 

は、免疫担当細胞キ線維当時棚包、血管内皮奇棚包など様々な部位で産生される(4)とともに、多様な機能を発揮する、い

わゆる“多機能サイトカイン"制号表として知られている(5ー7)。近年、 IL-6は内分泌系組織に対しても作用するこ

とが報告されている。 9陳においても、 IL-6が卵胞照位膜細目卸吾養系で産生されること(創的や、頼粒腸器棚包のエス
トロゲン分泌能を抑制すること(11-13)、i晶担問陣1撒ラットのYss観敵胡鄭刷包でアポトーシスを促進する(14)など、お

もに卵胞頼位隣棚包において IL-6と賊撒鯛櫛との関与が示凌されている。さらに、 IL-6が作用発現するために

必須なレセプターである即130およびIL-6R は、ラット9険課蘇胡鄭鵬(12)効卦辰黄体細包(15)でともに発現が確

認されている。これらの報告から、 IL-61胡時撤自繍飾品、いて重要な役創を担っているものと糊リされるが、ヒト

自然周期険回訓するIL-6の主要な発現時期や音問立は末だ明らかではな1，¥
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本研究では、ヒト自然9陳周期における IL-6の卵巣内局在やその動態を梢担に検討するとともに、 IL-6のレセプ
ターである即130およびIL-6R の局在部位を明らカヰこすることで、卵身討綿笛周節における IL-6の主要な作用時期お

よて用鰭蛇解明することを目的としむ

対象と方法

正順な月経周期(お-35日型)を有する婦人科明髄行予定患者のうち、充分な説明のもと同意を得られた女性37

名から9隣主組織の一部と血清を採取して以下の検討を行い、 ILー6の9陳周期による変化を鰯庁し丸
1.まず卵期司期を患者の通常月経周期と最終月経開始日から推定される日数を基準に、目見法で測定した患者血清

中エストラジオ」ルω、プログステロン (P)、卵脚撤如何ン側)、黄体形成ホルそン仰)濃度を用いて、
卵胞期制的、黄体期前中期(n=11)、黄体前後期同)の3グループに区分した。卵胞期と黄体期の境界時期に関

1 て、耐青P{I酎~2. 0昭Iml剥葡を卵随湖、それ以上を黄体繍棚に分類し、黄体期中期と後期の回全は、血清巳値
が80pg/m1以下の場合に黄，体貌t長期へ分類した。さらに血清中IL-6濃度の変動を且ISA法により測定・検討した(n'=37)。

2. o険細哉中のIL-6nRNAの相対的発現墨およ明日対蛋蝿変化を、 TaゆnRT-I明法 (n=37)およびWesternblot 
法(n=21)により検討した。

3. o隙組織中のIL-6、 gp130およびIL-6Rαの局在を免疫組織染色法により検討した(同;卵胞脚隙4例、黄体
期前中期陳2例、黄体期後柳H巣2倒。

尚、全てのデータは平均±標準偏差で表記し縮伴的処理にはノンパラメトリック検定を使用した。多群聞の比較

には、ぬ:uskal-Wallistestで群間差の有無を検定した後、 Post-hoctest (Scheffe's刊で有意差検定を行った。 2

群聞の相関についてfi..各群の正細企の有無を検定した後、， Spe81四 n's l<U1k correlation coefficientで相関係数

およZ賄意差の有無を検定し、 p(0.05で有意差ありと判定した。

実験成績

卵肱醐(n=18、394:!:3.8鵡.実体期前中期 (n=l1、 40.2:t9. 5歳)および箆本勝去期(n=8、 36.1:t8. 1歳)の各

9陳周期同剖7乙血清中iL-ti・濃度の平均はそれfぞれJ問毎朝5.221:t 1. 746 pg/ml、黄体期前中期5.105:t 1. '1'35 pg/ml、
黄体期後期6.056:t0.945pg/mlであり、全軍隊周期間において有意な濃度変似ま認められなカりた。

卵胞期、黄体期前中期およて蹟体期後期の倒陳周期における府組織仰胞または黄体組織中 IL-61成陥相対

的発現墨の平均はそれ引も、卵胞期1.日7:tO.937、黄体繍台中期2.1お土0.921、黄体期後期4.必4:t2.045であった。

黄体期後期でのIL-6nimAの発現は、他の9陳周期での発現に比べて有意に高かった(P(0.05)。一方、卿包期と黄体
期前中期との聞にはIL-6酬Aの発現こ有意な較差は認められなかった。尚、黄体期に属する19例全例について、黄

体から産生される血清中~濃度と黄体組織中の IL-6酬A発現査との相関を調べた結果、両者の聞に国主い負の相闘

が認められた(:r--O.7145，p(O.∞5)。
免疫沈降法およびWesternblot法による鰍庁の結果、対象とした9隣雄樹黄体全例でIL-6に特難句な20凶aのバ
ンドカ輸出された。このバンドは陽性対照として使用したr国側tbinanthuman IL-6で検出されたものと一致していた。

また、滅菌水を用いた陰性対照では、この特異的バンド同食出されなかった。卵胞期(n喝)、黄体鵬首中期同)お

よひ貰体期後期(n=7)の各9陳周期における卵勝職〈卵胞または黄体組織中の相対的 IL-6蛋白量の平均はそれ
ぞれ、 9問醐O.751:t0. 049、黄体繍紳期 O.762:t0. 104、黄体期後期 O.935:t0. 070であり、黄体期後期での IL-6
蛋白の発現は、他の9牒周期での発現に比べて有意に高かった(p位伍)。一方、卵胞期と黄体期前中期との聞には

IL-6蛋白の発現に有意な較差は認められなかった。向、対象とした全例のIL-6蛋白量とd胤の相対的発現墨を比較

した結果、有意な正の相関2認められていた(n=21;r=O. 4909， pく.0.05)。

免廊崎燥色法による検討の結果、 IL-6はおもに9問銀融凱鄭倒包と黄体細包に局在し、卵胞爽勝棚包でも一吉際色

陽性であった。さらにIL-6の作用機序を調べるためにレセプターの染色をおこなったところ、即130は卵胞頼位膜細

胞、黄体細包および卵巣間質の毛細血管内皮細胞に局在していた。一方、 IL却 は卿観樹費時四包爽隣棚包およ

ひ貰体細包で染色腸性であった。すなわちヒト卵1観戴胡要時四位および黄体細包には、 IL-6、即130、IL-6Rαのい坊も

も全てが発現していたλ

考察
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ヒト9時撤髄周節における lL-6の役割を解明するために、本研究では9時調所の lL-6の動態について検討を進め
た。その結果、 lL-6は卵1醐ぞ黄体期前中期と比較して、黄体期後期にd脳や蛋白の務局E最も活発であることが

判明し、さらにlL-6とそのレセプターである即130およびlL-6Rαの局在は、卵胞頼粒脱棚包と黄体細包て~致して

しもことが明らかとなった。

lL-6がシグナパ宿遣をおこないそ例幾能を発揮するためには、即130および lL-6Rαという二種類のレセプターの

存お6~必須となる。 lL-6は lL-6RαがN剰措に結合し複合体を形成することで、先制卸莫レセプターである即130 を活

性化することが可能となる。活性化された即130は、 STAT3(si伊 1transducer and activator of transcription 3) 

/AP即 (acute-phasereSPQnse factor)系と胤PK(mi togen-acti vated protein kinase)系の二つの経路を介してシ
グナパ伝達をおこなうことで、核内の標的遺伝子転写を調節し作用を発現すると考えられている(16-1的。これまで卵

勝呂織申のIL-6レセプターに関する報告は、ラットなどの動物において頼位膜細胞(12)キ妊娠黄体細包(15)で伊130

および仕6Ru，J)免抑汚εれてし・九しかしヒト9燥では、頼粒膜細胞で両レセプタ一例措尉旨摘されていたれぬ

ものの、黄体細胞についてμ、黄体化閥胡費時期包で lL-6Rαの発現が報告されている(8)だ、けであった。従って、黄

体期後期のヒト退行期黄体細胞にも即130やlL-6R が存在していることは、本研究によって新たに示されたとb、え

る。

lL-6と9陽線能との関車を述べ規正存の報告は、例えばヒト培養賜糊鄭鵬でlL-6糊日により Eミ産生能が抑制さ
れること(19)や、ラット頼位膜細包培養系での lL-6によるアロマターゼ樹主の阻害(12)、凶レセプタ一発現の欄車

位0)、アポトーシスの誘導(14)など、主として卵胞頼位膜細胞や黄体僻離膜細胞に対する抑制作用、すなわち卵胞

期から黄体繍棚にかけての9陣織脚剛に言及したものが多数を占めている。しかし、相関の結果から9陳周期
中で最も活発に lL-6が発現しているのは黄体期後期の黄僻棚包すなわち退行期黄体であり、そこにはレセプターの

即130とlL哨 .がともに存在していることも確認されむこのことは、 lL-6瑚険機能に対して示村剛的作用か

らも推察される通り、黄備¥l51砲に対する機融H制、すなわち黄体逝?にlL--6が関与してし、る可能性を強〈示唆する。

ヒ:〈司極黄体Uノ寿命jj_，fi当14t:i嗣とー£・しており、このことが月経周期の規制主に対する説明や、婦人科内分泌診療

の基本として広く認識されてきた。ヒト月経周期の過程において、もu致財2成立した場合に同紙者且織から産生さ
れるヒト繊毛性ゴナドトロピン(h∞)のシグナルにより、黄偶ま存続し妊娠黄体として維持されると考えられている。

一方、矧辰が成立しなかった通常の月経周期では、子宮由来のプロスタグランディン九 炉問)が黄体退行のイニ

シェークとして働き、黄体出掛して月経をむかえるとされてしも(21)。黄僻膏養細包に阿見のanalog薬を加える

と、即130のシグナパ伝達経路である訂A百の発現が速明記増強すること(22)や、骨芽細包(23)や歯肉線維芽細包

(24)で、阿見がlL-6産生を促准することが報告されていることから、黄体期後期のlL-6発現の増加は目見のシグ

ナルによる可能性がある。またラット9陳では、矧醐問中に lL-6tDlAの発現が著しく欄号しているが、出産によ
り妊娠黄体の逝すが開始すると、その発現J詰間食する(19)。このことは、月経黄体が逝?を開重合する黄体期後期にlL-6

の発現が樹虫していた本研究の結果とも合致している。

lL-6により導村Lる黄体逝Tのメカニズム出必ずしも明らかではなしが、先に示した~産生能の低下、凶レセプタ

一発現の減号、アポトーシスの誘導といったlL-6の寸車の機能は、い明、も黄体機醐I制を説明するに充分な事象と

考えられる。このうち昆については、黄体制包自体が分泌オることから黄体機陵反映するマーカーとしても重要で

あるが、本研究の対象の中で9陳周期が黄体期に属する 19例全例について、血清中~濃度と黄体組織中の lL-6nimA

発現草との相闘を調べた結果、両者の聞には強し演の相闘が認められていた。以上に述べた事芸長から推察される、黄

体退行における lL-6作用機序の偏見を図6に示した。

血清中 lL-6濃度については、卵期司期による変動は認められなかったが、 lL-6の短い血中半減期 C約1.5時間)

や卵巣局所の生理的変化であることを考慮すると妥当な結果と，悶オUた。.

本布院における、ヒト逝7期黄体でのlL-6発現増強とレセプター発現の証明は、黄体退行機序における lL-6の関

連を強く示唆するものであった。今後、卵期司期によるレセプタ一発現の変化や、黄体退行機序における lL-6の機能

鰍斤など探求すべき課題は多いが、さらに黄体退行の基礎的メカニズムを解明していくことが、黄体機能異常に基づ

く不妊・不育症などを中心とした様々な病態の原因究明に寄与するものと考えている。
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A/WySn系統マウスにおけるコルチソン投与による唇顎口蓋裂発症の候補染色体の検出
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A/WySn系統マウスにおけるコルチゾン投与による唇顎口蓋裂の発症が常染色体劣性遺伝性であることを著者

らは過去に報告している。本研究の目的は，コルチゾン投与による A/WySn系統マウス唇顎口蓋裂発症に関与す

る遺伝子が存在する候補染色体を検出することである。唇顎口蓋裂を発現する A/WySn系統と唇顎口蓋裂を発現

しないC3H/He系統間で遺伝学的な交配より得られたN2マウス胎仔1031匹から 37匹の唇顎口蓋裂を有するマウ

ス胎仔を用意した。 A/WySn系統と C3H/He系統間で多型を有する常染色体上に配置した 82個の Mitマ}カーを

用い，遺伝子型の判定によるインターパルマッピングを行った。結果はマウス染色体 11番上の D11Mit298， 

D11Mit145， D11Mit10およびDllMit104と， 14番上の D14Mit113，D14Mit34において有意に Aホモ接合体の高

い遺伝子型比が得られた。このことよりコルチゾン投与により A/WySn系統マウス唇顎口蓋裂を発症する感受性

遺伝子がマウス染色体11番と 14番に存在することが示唆された。

Key Words マウス，唇顎口蓋裂，候補染色体，インターパノレマッピング，コルチゾン

緒言:

ヒトにおいて口唇裂，口蓋裂(以下口唇口蓋裂)は最も発生頻度の高い先天顔面奇形であり，その発症率は

人種によって差異があるが，約 1.......2/1000であるトヘ妊娠期間にコルチコステロイドの全身また局所の使用

により新生児の口唇口蓋裂を発症する危険率が増加することが報告されている刊。様々な環境要因と複数の遺

伝因子と相互作用により，口唇口蓋裂を発症することは知られているが，原因遺伝子は未だ解明されていない

九九また，口唇裂は単独発症と，口蓋裂との合併発症があり，すなわち唇顎口蓋裂である。口唇裂，唇顎口蓋

裂，口蓋裂の各裂型別頻度では，唇顎口蓋裂が約 50%と最も高It's，9)。唇顎口蓋裂児の機能的，審美的，心理的

問題は大変強く，それらの発生機序と発生原因を解明することは極めて重要である。

マウスとヒトの高い遺伝的相向性より，マウスモデルにおいて疾息の責任遺伝子を同定できれば，ヒトにお

ける相同疾患の候補遺伝子を見出せる可能性がある 10.川。従って，ヒトの口唇口蓋裂の発生原因および発生機

序を解明するために，マウスを用いた研究が数多く行われている。

著者ら 12)は過去の研究にて，近交系の A/WySn系統マウスと C3H/He系統マウスを用い， 2系統聞の遺伝学的

な交配を行い，妊娠マウスにコルチゾンを投与し，その胎仔を観察したところ， A/WySn系マウスと N2パック

クロスマウスにおいて唇顎口蓋裂が認められ，C3H/He系マウスと交雑FIマウスにおいて唇顎口蓋裂の発症は認

められなかった。また，唇顎口蓋裂を有する胎仔において性差は認められなかった。その結果より， A/WySn系

統マウスにおけるコルチゾン投与による唇顎口蓋裂の発症は常染色体劣性遺伝性であることが報告されている。

本研究では著者らは， A/WySn系統と C3H/He系統マウスの 2系統聞の遺伝学的な交配より得られた唇顎口蓋裂

を有する N。マウスの常染色体の遺伝子型について， DNAマーカーを用いたインターパルマッピングを行い，コ
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ルチゾン投与によるA/WySn系統マウスにおける唇顎口蓋裂の発症に関与する遺伝子が存在する候補染色体につ

いて検討を行った。

材料および方法:

1.暦顎口蓋裂を有する N2マウス胎仔

国立遺伝学研究所および三協ラポサーピス株式会社より供与された A/WySn系統と C3H/He系統を交配し、交

雑 FIマウスを得た。そして FIマウスを A/WySn系統マウスに戻し交配し、妊娠 11日目から 14日目までの4日

間、妊娠マウスにリン酸緩衝生理食塩水に溶解した25mg/mlの酢酸コノレチゾン懸濁液、 100mg/kg/dayを腹部に

皮下投与した。妊娠 18日目に妊娠マウスを頚椎脱臼により安楽死させ、 N2パッククロスマウス胎仔を子宮か

ら摘出し、生存胎仔の 1031匹を得た。それらを実体顕微鏡下で観察したところ， 37匹 121に唇顎口蓋裂を確認

し，今回の実験で用いた。

2. DNAマーカー

A/WySn 系統マウス， C3H/He系統マウスおよび FIマウスについて， Mouse Genome Database 

(http://www.jax.org/)のデータを基準にし，マウス全常染色体上に配置された遺伝的距離が可及的に35セン

チモルガン (cM)を超えないように， 136個の Mit(Massachusetts Institute of Technology)マーカーを選

択した。そのうち A/WySnとC3H/Heの2系統マウス聞で多型を有する 82個 1:1)のMitマーカーを確認し，今回の

実験で用いた。

3.暦顎口蓋裂を有するN2マウス胎仔のDNAの抽出

Lairdら 111の方法に従って，唇顎口蓋裂を有する 37匹のN2マウス胎仔の皮庸から DNAを抽出した。

4.暦顎口蓋裂を有する N2マウス胎仔の遺伝子型の判定によるインターパノレマッピング

TaKaRa 480 thermal cycler (TaKaRa社)を使用し，唇顎口蓋裂を有する 37匹の N2マウス胎仔の DNAを82

個の Mitマーカーの特定な領域について PCR法を用いて増幅した。 PCR産物を 4%アガロースゲルにて電気泳動

後、エチジウムブロマイドにて 25分間染色し、 uvライト下で撮影した後、 Aホモ (A=A/WySn)あるいはA/C3H
ヘテロ (A=A/WySn，C3H=C3H/He)の遺伝子型を判定し，インターパルマツヒ・ングを行った。

5. コントロール群(正常な口唇口蓋を有するマウス胎仔)における遺伝子型の判定

上記の方法に従い，正常な口唇口蓋を有する 30匹の N2マウス胎仔の DNAを抽出し，唇顎口蓋裂を有する N2

マウス胎仔において Aホモ接合体遺伝子型の発現値の有意に高いところの Mitマーカーを用い、正常な口唇口

蓋を有する N2マウス胎仔の遺伝子型を判定した。

6.連鎖解析による候補染色体の検出

DNAマーカーと原因遺伝子が連鎖していないと仮定すると， N2マウスの遺伝子型比はAホモ接合体 :A/C3H ヘ

テロ接合体が 1: 1になる。この理論値と実際に得られた個々マーカー座位の N2マウス胎仔の遺伝子型発現値

との差の検定にはが検定を用い，危険率O.闘を有意水準として DNAマーカーと原因遺伝子が存在する領域との

連鎖を評価した。

なお、本実験は日本大学松戸歯学部動物実験倫理規定に従った。

結果:

表 lに常染色体上に配置した 82個Mitマーカーにおける唇顎口蓋裂を有する 37匹の N2マウス胎仔の遺伝子

型および連鎖解析の結果を示す。表 2に正常な口唇口蓋を有する 30匹の N2マウス胎仔における染色体 11番と

14番上の連鎖解析の結果を示す。

染色体 11番においてが値が有意であったのは， 40.0cM [69.1Mbp (M base pair)]に位置するマーカーの

Dl1Mi t298， 57.5cM (97.4Mbp)に位置するマーカーの DI1Mit145，63.0cM (104.3Mbp)に位置するマーカーの

DllMitl0および79.0cM(119.0Mbp)に位置するマーカーの Dl1Mitl04であった。特に DllMitlOにおいてはす

べての唇顎口蓋裂を有する N2マウス胎仔の遺伝子型はAホモ接合体であり，最も高い Aホモ接合体の遺伝子型
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比が得られた (Aホモ接合体:A/C3Hへテロ接合体=37:0，ジ>33.11，p<O.OOOOI)。

染色体 14番において χ2値が有意であったのは， 25.0cM (51. 8Mbp) に位置するマーカーの D14Mit113およ

び40.0cM (63.4Mbp) に位置するマーカーの D14Mit34であった。

一方，コントローノレ群として正常な口唇口蓋を有する 30匹の N2マウスにおいて，染色体 11番と 14番上に唇

顎口蓋裂を有する N2マウス胎仔の遺伝子型が有意に Aホモ接合体の高い遺伝子型を得たところの Mitマーカー

を用い，遺伝子型を判定した。結果はいずれもが検定にて有意な検定値は認められなかった。

表 1 唇顎口蓋裂を有する N2マウスにおけるマーカーとの連鎖解析

語 マーカーの 遺伝子型比
染 マーカーの 遺伝子型比

色 マーカー 位置 x- 色 マーカー 位置 χ・

体 cM Mbp A A/I側 体 dl Mbp A A/I叩

DIMit294 8.3 11. 8 24 13 3.27 10 DI0Mit180 64.0 117.9 19 18 0.03 

DHlit251 38.1 70.8 19 18 0.03 11 DIIMit71 1. 1 6.8 17 20 0.24 

DIMit48 54.0 88.5 20 17 0.24 DI1Mit306 12.0 20.1 23 14 2.19 

DIMit26 62.1 112. 1 19 18 0.03 DIUlit298 40.0 69.1 29 8 11.92b 

DIMit227 81. 6 158.3 15 22 1. 32 D11l1i t145 67.6 97.4 36 1 33. 11 • 
DIMi tl51 101. 0 181. 1 15 22 1. 32 DIUUtlO 63.0 104.3 37 。 >33.11. 

2 D2lli t80 10.0 21. 1 20 17 0.24 D11l1i t104 79.0 119.0 28 9 9.76・
D2Mit323 31. 7 65.3 22 15 1. 32 12 D12Mit58 6.0 17.2 18 19 0.03 

D2Mit381 42.6 24 13 3.27 D12Mit233 52.0 16 21 0.68 

D2Mit272 47.5 90.4 27 10 7.81 D12Mit8 58.0 108.2 16 21 0.68 

D2Mi tl32 52.5 115.7 25 12 4.57 13 D13Mi tl6 10.0 19.7 15 22 1. 32 

D2Mit451 73.2 155.7 22 15 1. 32 D13Mit64 30.0 44.5 13 24 3.27 

D2Mi t200 107.0 179.5 19 18 0.03 D13Mit122 36.0 59.0 15 22 1. 32 

3 D3Mi tl85 29.5 57.6 13 24 3.27 D13Mit231 39.0 73.6 17 20 0.24 

D3l1i t254 64. 1 132.6 16 21 0.68 D131litl08 '15.0 91. 4 18 19 0.03 

4 D4Mit291 5.0 21. 2 24 13 3.27 D13Mi t226 59.0 99.9 20 17 0.24 

D4Mi t84 37.6 75.5 22 15 1. 32 D13Mit78 75.0 115.8 19 18 0.03 

D4Mi tl46 53.6 108. 1 24 13 3.27 14 D14Mit207 5.5 18.4 23 14 2. 19 

D4Mit233 76.5 143.6 21 16 0.68 D1411it1l3 25.0 61.8 28 9 9.76・
5 D51li t419 18.0 31. 7 17 20 0.24 D1411it34 40.0 63.4 29 B 11.92b 

D5Mit201 42.0 73.9 14 23 2.19 15 D15Mit175 9.9 9.2 21 16 0.68 

D5Mi t406 64.0 114.7 12 25 4.57 D15Mit267 10.9 24.4 21 16 0.68 

D5Mit292 80.0 138.1 10 27 7.81 D15Mi tl54 18.8 43.8 17 20 0.24 

6 D6lli t223 19.0 45.3 20 17 0.24 D15Mi tl44 32.2 68.6 17 20 0.24 

D6Mi tl84 26.4 53.2 18 19 0.03 16 D16Mi tl65 10.3 13. 7 21 16 0.68 

D6Mit322 35.2 19 18 0.03 D16Mit4 27.3 36.1 24 13 3.27 

D6Mitl32 40.0 97. 0 19 18 0.03 D16Mit203 55.0 22 15 1. 32 

D6Mit366 50.5 115.6 20 17 0.24 17 D17Mit213 9.3 15.4 17 20 0.24 

7 。7Mit76 3.4 10.5 22 15 1. 32 D17Mitl73 11. 8 20 17 0.24 

D7Mit247 16.0 25.6 19 18 0.03 D17Mit33 18.8 33.2 19 18 0.03 

D7Mit91 28.1 46. 1 16 21 0.68 D17Mit49 23.2 43.5 20 17 0.24 

D71li t181 37.0 66. 7 17 20 0.24 D17Mit238 34.3 20 17 0.24 

D711i tl26 50.0 19 18 0.03 D17Mit96 54.6 89. 7 22 15 1. 32 

D7Mi tl86 64.0 118.2 19 18 0.03 18 D18Mit64 2.0 6.3 21 16 0.68 

B D8Mi t224 17.0 32.0 18 19 0.03 D18Mit12 17.0 20 17 0.24 

D8Mit65 22.5 42. 1 18 19 0.03 D18Mit51 37.0 61. 6 19 18 0.03 

D8Mi t242 47.0 101. 1 21 16 0.68 D18Mit154 47.0 76. 1 14 23 2. 19 

D811i t91 67.0 123.8 24 13 3.27 19 D19Mit69 6.0 13.2 17 20 0.24 

10 DI0Mit3 21. 0 28.9 17 20 0.24 D19Mit80 22.0 22.6 16 21 0.68 
DI0Mi t 115 38.4 70.1 16 21 0.68 D1911i t46 24.0 32.2 15 22 1. 32 
DI0Mit230 49.0 89.9 15 22 1. 32 D19Mit70 51. 0 50.1 17 20 0.24 

A:Aホモ接合体遺伝子型; A/C3H : A/C3Hヘテロ接合体遺伝子型
a : p<O. 005 ; b : p<O. 001 ; c : p<O. 00001 

表 2 正常な口唇口蓋を有する N2マウスにおける染色体 11番と 14番上のマーカーとの連鎖解析

染 マーカーの 遺伝子型比
染 マーカーの 遺伝子型比色 マーカー 位置 z z 色 マーカー 位置 x-

体 cM Mbp A A/I剖 体 cM Mbp A A/I剖

11 DllAli t298 40.0 69. 1 14 16 O. 13 14 D14Mi t113 25.0 51. 8 15 15 0.00 

D11Mi t 145 57.5 97.4 16 14 O. 13 D14Mit34 40.0 63.4 14 16 O. 13 

DIHlitlO 63.0 104.3 17 13 0.53 
DIHlitl04 79.0 119.0 16 14 0.13 
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考察:

本研究得られた唇顎口蓋裂を有する N2マウス胎仔の遺伝子型の Aホモ接合体 :A/C3Hヘテロ接合体の発現値

は理論値との有意な差が認められ，さらに正常な口唇口蓋を有する N2マウス胎仔の遺伝子型の Aホモ接合体:

A/C3Hヘテロ接合体の発現値が理論値との有意差は認められなかった。このことから，マウス染色体 11番およ

び 14番上に Aホモ接合体の有意に高い遺伝子型比が得られたマーカーは，A/WySn系統マウスにおけるコルチゾ

ン投与による唇顎口蓋裂発症の感受性遺伝子との連鎖が存在することが示唆された。

Juriloffら15)は， A/WySn系統マウスにおいて自然発生の口唇裂(唇顎口蓋裂を含める)の遺伝子がマウス染

色体 11番と 13番に存在し，遺伝子座位として 11番に存在する主な clf1と13番に存在する clf2であること

を報告している。本研究では，最も高いAホモ接合体遺伝子型比を得たところはマウス染色体 11番上のDllMitlO

(63.0cM， 104.3Mbp)が位置するところであり，自然発生口唇裂の主な遺伝子座位の clf1が存在する領域と相

同であることを示した。ステロイドの投与 (EI2)によりマウス口蓋裂は高頻度に誘発されるが，口唇裂の発症

率はステロイドにより有意な変化がないことが報告されている川。また著者ら 171は，マウス口唇の形成完成す

る(約 El1.5)直前のE11目から妊娠マウスにコノレチゾンを投与し，高頻度の口蓋裂を誘発したが，口唇裂発症

率の増加は認められなかったことを報告している。従って，本研究の結果から得られた A/WySn系統マウス口唇

裂の発症はコルチゾンの影響でなく，口唇裂発症の関連遺伝子がマウス染色体 11番に存在することが考えられ

た。

一方本研究では，自然発生口唇裂の遺伝子座位の clf2との連鎖を示したマーカーの D13Mit231を用い，唇顎

口蓋裂を有する 37匹の N2マウス胎仔の遺伝子型を判定したところ，有意な検定値が得られなかった。即ちコル

チゾン投与による A/WySn系統マウス唇顎口蓋裂の感受性遺伝子が D13Mit231との連鎖は認められず， clf2はコ

ルチゾン投与による A/WySn系統マウス唇顎口蓋裂発症の候補遺伝子座位として認められなかった。コルチゾン

投与による A/WySn系統マウス唇顎口蓋裂の発症に関与する感受性遺伝子がマウス染色体 14番に存在すること

が示唆された。 A/WySn系統マウスにおいて染色体 11番と 14番上に存在する遺伝子の相互作用により唇顎口蓋

裂を発症すると推測された。

マウスの口唇口蓋裂に関する他の研究では， Tcfap2a 18) (マウス染色体 13番， 25. OcM)， Tbxl019) (マウス染

色体 19番， 2.0cM)が口唇裂の候補遺伝子として報告されている。 Tgfb220)(マウス染色体 1番， 101. 5cM)， 

Dlx221) (マウス染色体2番， 44. OcM)， Jlsx122) (マウス染色体5番， 21. OcM)， Gabrb323) (マウス染色体7番，

28. 6cM)， Pax9 24) (マウス染色体 12番， 26. OcM)，宿泊32;;) (マウス染色体 12番， 41. OcM)およびH-2領域 2則

(マウス染色体 17番， H-2S/H-2D領域)が口蓋裂の候補遺伝子として報告されている。また， ヒトの口唇口蓋

裂に関する研究のうち， MSX12i】，TGFB2 28)， TGFB327) ， σ~BRB3 29)， JITHFR ~U) (ホモロジーがマウス染色体4番，

76. 4cM)， TGFA ~I) (ホモロジーがマウス染色体6番， 35. 8cM)， BCL3~2) (ホモロジーがマウス染色体7番， 6.5cM) 

およびRARA33) (ホモロジーがマウス染色体 11番， 57.8cM)が候補遺伝子として報告されている。本研究では，

それらの遺伝子の近傍に位置する Mitマーカーを用い，唇顎口蓋裂を有する N。マウス胎仔の遺伝子型を判定し

た。その結果 Raraの近くに位置するマーカーの DllMit145において Aホモ接合体と A/C3Hヘテロ接合体の遺伝

子型比が 36: 1であり，有意に Aホモ接合体の高い遺伝子型比が得られたが，最も高い連鎖を示す領域に含ま

られなかった。さらに他のマーカーにおいて，得られたAホモ接合体と A/C3Hヘテロ接合体の遺伝子型比が 1: 

lの理論値と比較し，有意な検定値は認められなかった。即ちコルチゾン投与による唇顎口蓋裂の発症は，上記

の遺伝子との関連性は少ないものと恩われた。口唇裂の発症，また口蓋裂の発症は遺伝的な異質性が存在する

ことが考えられ，そしてコルチゾン投与により発症する唇顎口蓋裂は，口唇裂，また口蓋裂と違う遺伝子間の

相E作用により発症する可能性も考えられた。
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Background: The inducible ∞-stimulatory molecule (ICOS)， a member of CD28/CTLA4 
family， is expres田don activated T -cells and effector/memory T cells. 

Methods: Hearts from DA侭.Tla)rats were transplanted into Lewis (RTl 1) recipients wi血

in回lvenouslysingle dose of AdCTLA-4Ig at 109 plaque-forming units (Pfu) immediately 

after transplantation.百lerecipients wi白long-termaccepted prim均'cardiacaIlografts (over 

100 days) were received secondary donor吻peskingr酒食ing.Anti-ICOS antI加dywas

i吋田ted(Imglkg intravenously every 0由erday for two weeks) after skin gr油ing.

Immunohistωhemistry， mixed Iymph∞yte reaction (MLR)， and flow cytometry were 
performed. 

Results: AdCτLA・41gtr凶tedr，目ipientsrejected primary accepted cardiac a1lografts 

following secondary donor type skin graft血g.百lerejected cardiac allografts ap戸artobe 

high ICOS positive伽nph∞ytesinfiltration. In vitro secondary MLR showed that anti-ICOS 
antibody could not inhibit recaII T cell proliferation response. 

Conclusions: our findings suggest that白etreatment wi白bl∞kadeof ICOS can enhance 
cardiac allograft survival，泊dica白Igcostimulator molecular ICOS signaling plays an 

im卯巾ntrole泊血.erecaII response of long-term accepted heart following skin gr油ingin

vivo and vitro. Anti-ICOS antibody inhibited the immigrョtionof activated memory T cells 

for target or.伊nbutnot血efunction of memory T cells. 

Keywords Costimu1ator moI目凶ar，memory T lymph∞ytes， r，回a11，CTLA41g 

町TRODUCTION

A novel costimulatory molecule， inducible costimulator (ICOS)， was iden出iedas the出盆dmember

of the CD28 family and only express at very low levels on naive T -cells. ICOS-mediated sigrml is 

thought to contribute mainly to regulation of activated T -cells and to effector T -cells白nctionssimilar 

to CD28 [5]阿.百leauthors previously reported that a也凶凶抑制onof cytotoxic T -lymphocyte 

antigen 4(CTLA4) Ig combined wi血anti-ICOSantibody yielded long-term釦U・specificaIlograft 

survival in a rat h田氏釦dliver transplantation model [3] [4]. When a previous antigen is encountered， 

memory T Iymph∞ytes are rapidly mobilized ωdeliver a r田allre叩onse血atsurpasses a primary 
response to new antigen in speed， magni加deand efficacy [11] [12] [13].官邸e由加cedmemory 

response is often beneficial，加dcall provide protective immunity against r，目urrentpa白ogens;

however， in transplantations the presence of memory immunity is potentially deleterious. Some studies 
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叩ggest白紙thepresence of alloreactive memory T民llsmay impact survival of an allogra食.Recent 

studies have provided evidence that certain newly r，田ognizedcostimulatory pathways could be 

involved in血erecall of memory T cells but have little effect on naive T cells. ICOS costimulatory 

pa出wayscould be a potential approach to inhlbiting the recall of alloreactive memory T cells. 

In present study， the authors investigated the effect ofblockade ofthe ICOS pa血wayonr，邸all

response泊ratwith cardiac allograft mQdel.百leauthors repo此here血atthe tr伺卸lentwi血blockade

of ICOS can enhance cardiac allograft survival after following secondary donor type skin gr酒食ing，and

Anti-ICOS antibody inhlbited血eimmigr凶onof activated memory T cells for匂rgetor伊nbut notthe 

function of memory T cells. 

MATERIALS AND METHODS 

Hearts from DA (RT1a) rats were transplanted into Lewis侭Tl1) recipients with intravenously 

single dose of AdCTLA・4Igat 109 plaque-forming units (pfu)出lffiediatelyafter信組甲l卸 tation.The 

recipients wi也long-termaccepted primary cardiac a1lografts (over 100 days) were re田ivedsecondary 

donor-type skin gr油ing.Anti-ICOS anti加dywasi吋ected(lmglkg intravenously every 0白er白lyfor

two weeks) after skin gr油泊g.Immunohist∞hemis町;mixed lymph∞yte reaction (MLR)， and f10w 
cytometry were pe巾 rmed.

RESULTS 

Prolongation 0/ allofJ1ψsurvival after secondary donor砂lJ1es，胸 grafting
Treatment wi血anti-ICOSanti加dyprolonged cardiac allogr油 survival(median survival time 

[MST] ， > 50 days; n= 15) signific卸 tlyin comparison Witll no・trea回.ent(MST，12 days; n=12; 
p<0.05)σig.l). 

Histological studies 

No・住伺回.entgroup of car必acallogra食at10 days after secondary donor type skin grafting showed 

myocyte necrosis and infiltration of mononuclear in comparison wi白 heartgra:fts tr田町lentwith 

剖ti-ICOSantibodyσig.2). 

DISCUSSION 

Blockade of CD28・CD80interョctionby Cτ工A・4Igprolonged s町vivalofv錨αIlarizedgrafts and 

frequently led to perm佃 ent伊食acceptancein ar由nalmodel including 脳血eyand islet 

aUo回nsplantations.However， in rat h回rttrarlsplantation model，加administrationof CTLA-4Ig alone 

did notindu田 astable tolerance， only 20% heart allograft survival more白血 100days. Costimu1ation 

blockade ofthe CD154/CD40 pa血wayin the presence of donor-sp切ifictransfusion (DSηhas been 

remarkably successful in promo出gpermanent survival of heart and islet allogr油 [9].However，由民

田mes回tegyis wholly i鵬首ectiveif the recipient has been previously primed wi白donor-spec出c

antigen [10].百leotherpa由wayis the interaction of inducible costimulator (ICOS) on血eTcells wi白

B7RP-l on APC [6]. BI∞kade of the ICOS厄7RP-l∞stimulatorypatllway prolongs allogr油 survival
in rodents at a delayed time point after回nsplantation，suggesting伽 tit interferes with血er，田allof

primed T cells [7].百10問自lldingSsuggest血attargeting ICOS costimulatory pathways could be a 

potential approach to inhlbiting血erecall of alloreactive memory T cells. Recent studies have provided 

evidence that certain newly recognized costimulatory pathways could be involved in the recall of 

memory T cells but have little effect 011 naive T cells. 

Treatment with anti-ICOS anti加dyprolonged cardiac allogra宜survivalsignificantly in comparison 

withllO・treatment.Anti-ICOS anti加dybl∞:kedprimary accepted cardiac allograft吋ectionfollow 

skin grafting. F10w cytometry組 alysisresealed伽 t白emajority of infiltrating T cel1s express ICOS in 

peripheral bl∞dand叩leencel1s， which was also confirmed by immunohischemical staining after 
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secondary d.onor type skin gr酒食ing.The findings were consistent with those of a previous study 

showing that ICOS is express strongly .on activated T cells at the site of inf1ammati.on. When skin 

transplants were perf.ormed， mem.ory T lymph∞ytes changed t.o effect.or phase， but血ispr.oliferative 
response was n.ot inhibited by blockade .of the ICOS pa血way.百lefindings suggest白紙ICOSwhich 

regu1ates immune resp.onses independently出 ac.ostimulat.ory m.olecule have n.o functi.on wi由mem.ory

T cells. Treatment with anti-ICOS佃 6加dy.only inhibited naive T cells expanding but n.ot divisi.on. 

Thebl∞kade of anti-ICOS組 tibodyprevents activated T cells associated with ICOS-Ligand.百le
activated T cells could n.ot immigrate血etarget.or伊n.Our results回路:ested白atanti-ICOS釦 U加dy

plays critical roles in白ephase of recall respon関.In othere却eriment，we found曲atanti-ICOS 

antibody is might t.o be function with devel.oping of mem.ory T cells， but could n.ot interfere with 

devel.oped memory T cells functi.on (data n.ot published). 

In summary， our findings回ggest白紙出e紅白血lentwi血 bl.ockadeof ICOS can enhance cardiac 

all.ograft survival， indicating costimulat.or molecular ICOS signaling plays an impo血 ntr.ole in血e

reca1l response of l.ong-term ac∞pted heart foll.owing skin gra食ingin vivo and vitr.o. Anti-ICOS 
antibody inhibited血eimmigration .of activated memory T印 11sf.or target .organ but n.ot the白ncti.on.of 

mem.ory T cells. In transplantati.on， it is very impor飽ntt.o consider recall response .of the mem.ory T 

cells in understanding血巳卵白ogenesis.of graft吋田tionand担 desigrringnew and more e宜ective

immunosuppressi.on strategies. 
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2.研究テーマ
ヒト細胞におけるシャベロンHSP27と相互作用する分子の検索

3 .成果の概要 (100字程度)

HSP27をGST融合タンパク質として大腸菌で大量に発昆する系を構築して、大鼠に精製した。

次に、 HSP27を結合したアフィニティーカラムを作製した。このカラムにヒト細胞の細胞溶解

械を流して、カラムに結合する分子だけを回収した、回収された HSP27結合分子を SDSーポリ

アクリルアミドゲル泊勾泳助で分離し、クーマシーブルー染色により 4栂知存在することが般

認された。今後、このHSP27結合分子について、 LC/MS/MSを川いて鑑白質を同定する予定であ

る。

4.研究業績

(1)学会における発表 ⑮ 有(学会名・ i寅題)

(2)発表した論文 ⑮ 有(雑誌名・題名)
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HSP27， a member of the smal1 heat shock protein family， is implicated in diverse bio1ogica1 function. 

Cytoprotective ro1es of Hsp27， as a mo1ecu1ar chaperon， inc1ude inhibition of caspase activation， 

prevention from stress-induced disruption of cytoske1eton， and modu1ation of intrace11u1ar redox 

potentia1. We recent1y found that HSP27 is invo1ved in the protective ro1e against UVC-induced ce11 

death in human UVAP-2 cells， possib1y via function in DNA repair. 1n the present study to elucidate 

the mo1ecu1ar mechanisms of the UVC resistance， we searched for HSP27-interacted proteins in the human 

ce1ls， by affinity column chromatography using HSP27 protein-binding Sepharose. The HSP27 proteins of 

wi1d type and mutated type， in which the residues Ser15， 78 and 82 were substituted for aspartic acids 

to mimic the phosphory1ated HSP27， were expressed as fusion protein with GST in E. colL GST， the wi1d 

type (GST-HSP27) and the mutated type (GST-HSP27/3D) of HSP27 fused with GST were purified from E. coli 

using GSH-Sepharose column and then conjugated with NHS-activated Sepharose. Cytoso1ic and nuc1ear 

fractions from ce11 1ysates were prepared from human UVAP-2 cells mock-irradiated and irradiated with 

UVC (10 J/m2). Up to now， the cytoso1ic fraction from the mock-irradiated cells was applied to the affini ty 

co1umns and eluted with high sa1t solution. The e1uted fraction was subjected to SDS-PAGE ana1ysis， 

and fo町 proteinbands bound to the GST-HSP27 and GST-HSP27/3D co1umns but not to the GST co1umn were 

detected in the c叩 parativeSDS-PAGE ana1ysis. 1dentification of the four proteins appeared to 

specifica11y bind to HSP27 is now in progress by mass spectrometry. 

Keywords HSP27， UVC， HSP27-inieracted protein， mo1ecu1ar chaperone， human ce11s 

Inlroductlon 

Stress events induce the expression of a set of highly conserved proteins called heat shock proteins 

(HSPs) in prokaryotes and eukaryotes. The expression of these proteins is induced not only by e1evated 

temperature but a1so other types of stress like heavy meta1s， H202， arseni te or a1coho1s， and increased 

expression is invo1ved in the protection against stress-induced ce11ular injury [1-5]. Thus， the more 

genera1 term ‘stress proteins' has been introduced for HSPs， which be10ng to mo1ecular chaperones. 

U1traviolet 1ight (UV) induces significant ce11u1ar damage， primari1y producing DNA 1esions such as 

thymine dimers and (6-4)photoproducts [6，7]. Human cells have defense mechanisms to survive UV-induced 

injury. HSPs may p1ay ro1es in defense mechanisms since cells preconditioned by heat shock were reported 

to be resistant to UVB (principa11y 290-320 nm in wave1ength) irradiation [8-11]. However， the kind 

of HSP invo1ved in the resistance and the mechanisms under1ying the HSP-induced resistance are sti11 

e1usive. HSP27， a member of the small heat shock protein family， is implicated in diverse biological 
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function. Cytoprotective roles of Hsp27， as a molecular chaperon， include inhibition of caspase 

activation， prevention from stress-induced disruption of cytoskeleton， and modulation of intracellular 

redox potential. [12]. We have established human cell lines differing in their sensitivity to UVC， RSa 

and UVAP-2 [13-14]. From the comparative studies of these cell lines， we recently found that HSP27 

is involved in the protective role against UVC-induced cel1 death in human UVAP-2 cells， possibly via 

function in nucleotide excision repair [15] . In the present study to elucidate the molecular mechanisms 

of the UVC resistance， we searched for HSP27-interacted proteins in the human cells. We first constructed 

plasmids to express wild type and mutated type of HSP27， in which the residues Ser15， 78 and 82 were 

substituted for aspartic acids to mimic the phosphorylated HSP27， as fused proteins with 

gluathione-S-transferase (GST). These fusion proteins were expressed in E. c01i. and purified and then 

conjugated with Sepharose. Next， we searched for HSP27-interacted proteins in UVAP-2 cells by affinity 

column chromatography using Sepharose binding those fusion proteins， and detected several proteins 

appeared to specifically bind to HSP27. 

Materials and methods 

P1asmids 

pBluescript-HSP27，which contain c凶Asequence of hsp27 gene， was gift from H. hosoya. (Hiro shima 

University ， Japan) 

pBluescript..KS(+)-HSP27/3D mutant， in which 15-Ser，78-Ser and 82-Ser of hsp27were substituted for 

aspartic acids， was gift from Dr. Weber and Dr. Hicky (University of NEVADA ， USA). The sequence of 

the cDNAs of hsp27and hsp27/3Dwere inserted to GST fusion protein expression vector using proper sites 

for restriction enz抑nes.

Purification of protein 

Pellets of E. coli. expressing GST， the wild type (GST-HSP27) and the mutated type (GST-HSP27/3D) 

of HSP27 fused with GST were lysed with a buffer (5α副 Tris/HCL， pH 7.5， 1伽1M2-肥， 1mM EDTA， 50 mM 

NaCl， 1側 Glycerol)containing 0.1% NP-40， 1 mM PMSF， O.OlmM pepstain A， 0.08 mg/ml lysozyme， and 

the lysates were incubated for 1 ho町 at3'f C and then centrifuged at 10，000 x g for 1 hour at 40 C. 

The supernatants were applied to Glutathione Sepharose 4 Fast Flow (加ershambiosciences AB SE-751 84 

Uppsala Sweden ) followed by a wash in the lysis buffer， then eluted wi th 40mM glutathione. The purified 

proteins were confirmed by SDS-PAGE analysis. 

Coupling of proteins with MlS-activated s，句pharose

GST， GST-HSP27 and GST-HSP27/3D proteins were dialyzed with a buffer (0. 2M NaHC03， pH 8. 3， O. 2M NaCl)， 

concentrated by Amicon Ultra-4 (Milipore Corporation Bedford， MA01730 U.S.A) according to the 

manufacturer' s recommendations. The concentrated proteins were coupled with NHS-activated Sepharose 

(帥ersh捌 PharmaciaBiotech AB SE-751 84 Uppsala Sweden ) for 2 hours at ro叩 temperatureand blocked 

wi th O. 5 Tris-HCl， pH 8. 3， containing O. 5 M NaCl and then washed wi th O. 1 M CH3C∞Na， pH 4. 0， containing 
0.5 M NaCl. The blocking and washing were repeated 6 times and final1y washed with 50 mM Tris-HCl， pH 

7.5， containing印刷 NaC1.
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Cel1s and culture condition 

UVAP-2 cells were established from human RSa cells [13]， as a UVC-resistant cell line， by 

mutagenization with ethyl methanesulfonate followed by UVC irradiation [14]. UVAP-2 cells were cultured 

in Eagle's肥M(E肥M)(Nissui， Tokyo， Japan) medium supplemented with 10先(v/v)calf serum (岱)

(Biosciences PTY Ltd， A.C.N.， Australia) at 3アCin a humidified atmosphere containing附 CO2・

UVC irradia tion 

UVC was generated from a 6-W National germicidal lamp (Matsushi ta Electronic Industrial Co.， Osaka， 

Japan). The intensity of UVC was 1 J/m2/s， which was measured by a UV radiometer， UVR-254 (Tokyo Kogaku 

Kikai Co.， Tokyo， ]apan). Cells were seeded in a 100寸mdish and grown to a confluent condition. The 

cells were irradiated wi th UVC at an indicated dosage immediately after the medium was removed and then 

reincubated for an appropriate time as previously described [20]. Mock-irradiated cells were treated 

in the s叩 emanner but without irradiation 

Preparation of cytosolic and nuclear fraction fI1咽 humanUVAP-2 cel1s 

Af行'nitychro.回 to，・graphy

百leaffinity column was pre-washed with the cell lysis buffer. Cytosolic and nuclear fractions of 

cell lysates from human UVAP-2 cells mock-irradiated were applied successively to the three affinity 

column， GST， GST-HSP27 and GST-HSP27/3D binding Seph訂 ose，in their order， washed wi th the lysis buffer， 

and then eluted sequentially with a buffer (10mM Tris-HCl， pH 7.5，印刷 NaCl，2.51雌 MgC12• 2 mM NaF ， 2 

mM Na2V04) containing 1 M NaCl， then the buffer contaninig 1 M MgC12， and finally 0.1 M glycine -HCl ， 

pH 3.0. Eluted protein were concentrated using a TCA precipitation method， separated by SDS-PAGE， and 

then detected by CBB or silver staining. 

Results 

We purified about 7. 2mg GST， 6. 1mg GST-Hsp27 and 6. 4合唱GST-Hsp27/3Dfrom 16L， 16Land 14L L-broth culture 

E. coli， respectively(figure1). Cytosolic fractions of cell lysates from human UVAP-2 cells 

mock-irradiated were applied successively to the two affinity column， GST， GST-HSP27 binding Sepharose. 

There are four proteins appeared to specifically bind to HSP27(figure2). 
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Dlscussion 

It was reported that human ce11s to1erate da聞 gecaused by UVB irradiation if they have been 

preconditioned for heat treatment [7-9]， and it was suggested that inducib1e HSPs p1ay ro1es in cellu1ar 

responses after UV irradiation [10]. However， Trautinger et a1. [20-21] reported that overexpression 

of HSP27 did not confer resistance to UVA (principally 320-380 nrn in wave1ength)ーandUVB-induced ce11 

death in a human squamous ce11 carcinoma ce11 1ine.α1 the other hand， we recent1y found that HSP27 

has the protective ro1e against UVC-induced ce11 death in UVC-resistant human UVAP-2 ce11s， possib1y 

via function in nuc1eotide excision repair [16]. UVC is a usefu1 too1 as a DNA damaging agent for 

investigating DNA repair mechanisms and stress responses in human ce11s [22-23]. We used UVC as a DNA 

damaging stressor and found previous1y the invo1vement of some other mo1ecu1es， such as NPM [15] and 

syndecan 1 [25]， in resistance to UVC in human ce11s. 

HSP27， a member of the sma11 heat shock protein fami1y (sHSP)， is expressed constitutive1y at 10w 

1eve1s in many cells and tissues. HSP27 expression increases following heat shock or other type of stress 

and enhances the cellu1ar resistance to different types of stress， inc1uding heat shock， oxidative stress 

[16-17]， and cancer chemotherapy agents [19]. It has been previous1y reported that HSP27 p1ay ro1es 

in the cytoprotective ro1e as a mo1ecu1ar chaperon via inhibition of caspase activation ， prevention 

of stress-induced disruption of the cytoske1eton， and the modu1ation of the intra-ce11u1ar redox 

potentia1 [13]. 

The mo1ecu1ar mechanisms of the protective ro1es of HSP27 against UVC via function in the閃Arepair 

is unknown. If HSP27 a1so functions in the ro1es as a mo1ecu1ar chaperone， it is expected to interact 

with other protein. Zhu et 81. [26] and Kindas寸nuggeet a1. [27] used immuno-precipitation method to 

search for HSP27-interacted protein; Zhu et 81. reported that a small amount of actin is co-precipitated 

by anti-HSP27 antibody in resting p1ate1ets， and Kindas寸nuggeet 81. found that HSP27 interacts with 

actin， p53， HSP70 and HSP90， respective1y， in a human epiderma1 carcinoma ce11 1ine transfected with 

hsp27 cDNA. In this study， we used an affini ty co1umn chromatography method using HSP27-binding Sepharose 

to search for HSP27-and phosphory1ated HSP27-interacted proteins in human UVAP-cells mock-irradiated 

and irradiated with UVC. For the purpose， mutated type of HSP27， in which 15-Ser，78-Ser and 82-Ser of 

hsp27 were substituted for aspartic acids， as we1l as wi1d type of HSP27 was expressed in E.co1i. as 

fused proteins with GST， and purified. The mutated type was reported to be mimic phophory1ated HSP27. 

Up to now， we identified four proteins appear吋 tospecifica11y bind to HSP27 in cytoso1ic fraction 

in the mock-irradiated cells. The identification of the proteins is now in progress by mass spectrometry. 
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2.研究テーマ
コロニー刺激因子 (G-CSF)における心筋梗塞の治療効果の検討

3.成果の概要 (100字程度)

我々は、最近G-CSFが心筋梗塞後心筋リモテリングや、心機能の低下を抑制することを

報告した。本研究では、心臓を構成する細胞の中で最も細胞数が多い線維芽細胞に対す

るG-CSFの作用を検討した。 G-CSFは線維芽細胞内のシグナル伝達を惹起し、線維芽細

胞が産生する collagenを減少することにより心臓リモテリングを抑制することが認め

られた。

.4.研究業績

(1)学会における発表 @ 有(学会名・演題)

(2)発表した論文 ⑧ 有(雑誌名・題名)

- 111 -



一日中医学協会助成事業ー

コロニー刺激因子 (G・CSF)における心筋梗塞の治療効果の検討
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中国所属機関
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指導責任者

共同研究者

Abs佐ad

秦穎潔
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千葉大学大学院医学薬学教育部

教授 小室一成

高野博之

Background: Many cytokines have been reported to be increased in human and animal models wi白
cardiovascular diseases. Myocardial infarction (MI) is accompanied wi曲anintlammatory reaction that 
induces cardiac dysfunction. The intlammatory reaction has been investigated in animal models of MI 
ormyo回 rdialischemia reperfusion injury. Several hematopoietic growth factors including granulocyte 
colony-stimulating factor (G-CS町havebeen repo巾 dto be positive regulators of granulopoiesis and act 
at different stages of myeloid cell development. RecentIy， it has been reported that白etrea伽lentwith 
G-CSF promotes mobilization of bone marrow stem cells to the injured heart and induces myocardial 
regeneration after MI. We also examined the beneficial effects of G-CSF after MI in the mice and large 
animal models. Our data show白atG・CSFprevents left ventricular remodeling and dysfunction after 
MI but no evidence indicting白紙G-CSFinduces cardiac homing of bone ma汀'owcells in白einfracted 
heart. Therefore， it is very important to elucidate whether G-CSF acts directly on cardiomyocytes and 
cardiac fibroblasts and the mechanism of how G・CSFprevents remodeling after MI. 
Methods and results: In the present study， we first detected G-CSF receptor (G・CSFR)by the method of 
reverse transcriptional-polymerase chain reaction (RT-PCR) or immunotluorescence staining on 

cardiomyocytes and cardiac fibroblasts. We examined the effect of G-CSF on intracellular signalings 
in cultured neotatal rat cardiac fibroblasts by using of westem blot method. We also examined the 
protein level of matrix metalloprotein部 es(MMPs)， collagen type 1， and smooth muscle (SM)αーactin
by western blot analysis. Our data showed白紙G-CSFRw出 detectedon cultured cardiomyocytes and 
cardiac fibroblasts both by RT-PCR and immunofluorescence staining. Incubation of cardiac fibroblasts 
withG・CSF(I00ng/ml) significantly downregulated the protein level of MMPs， collagen type 1， and SM 
α，-actin. Western blot analysis also revealed白紙 Jak2/S飽t3， PKCl;， ERK 112， and AktI were 
significantIy activated in a time-dependent manner by G-CSF tr回加ent.
Conclusion: G・CSFRalso to be expressed on cardiomyocytes and cardiac fibroblasts. G-CSF exe巾
directly on cardiac fibroblasts through G・CSFRand induces activations of tIle Jak2/Stat3， PKCl;， ERK 
112， and Aktl signaling pa曲ways，resulting in down-regulation of MMPs， collagen， and SMα-actin 
protein expression in the cultured cardiac fibroblasts. 
Keywords: G・CSF，cardiac fibroblasts， signaling pa出way，MMPs， collagen. 

Inlroduction 
Myocardial infarction (MI) is tIle most common cause of cardiac morbidity and mo此alityin many 
countries. Left ventricular remodeling after MI causes progression to heart failure and leads to death 
ultimately. Therapeutic advances have been mainly targeted at restoring antegrade peげ'usionin白e
infarct鴫relatedartery， but there seems to be a ceiling of benefit (1]. It has been recently reported出at
some cytokines including granulocyte colony-stimulating factor (G-CS町， erythropoietin (EPO) ，加d
leukemia inhibitory factor (LI町arebeneficial on the cardiac remodeling after MIロ-5J. Accordingly， 
an alternative approach by cytokines maybe promise therapy of MI. 
Combination therapy of stem cell factor (SC町 andG-CSF has been repor凶 toimprove cardiac 
dysfunction and reduces mortality after MI in mice (2]. We also observed G・CSFprevents left 
ventricular remodeling and dysfunction after MI in the mice and large animal models [6・7). Therefore， 
it is of particular importance to determine the molecular mechanism of how G・CSFexerts beneficial 
effect on the heart Previous studies show白紙 G・CSFRonly to be expressed on blood cells such as 
myeloid leukemic cells， leukemic cell Iines (8]. But it has not been elucidated whether G-CSFR is 
expressed on cardiomyocytes and cardiac fibroblasts. 
The healing process after MI begins from absorption of necrotic tissues， moves into granulation ¥Vith 
numerous myofibroblasts， rich microvessels， and collagen， and then forms scar tissues consisting 
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primarily of collagen， with rare vessels via apopωsis of granulation cells [9]. Several studies 
demonstrated that G-CSF prevented cardiac remodeling and dysfunction at least in part， by improving 
early post-infarct ventricular expansion through promotion of reparative collagen synthesis in the 
infracted area [ 10・11]. Accordingly， we hypothesized that maybe the degradation of extracellular matrix 
(ECM) by MMPs contributed to the beneficial effects of G-CSF on MI wounds healing. 
In the present study， we demonstrate G・CSFexerts directly on cardiac fibroblasts via G-CSFR that is also 
expressed on cardiomyocytes and cardiac fibroblasts. G-CSF downregulates the MMPs and type I 
collage， and smooth muscle (SM)ルactinprotein levels and activates Jak2/Stat3， PKCt;， ERK 112， and 
Akt1 signaling pathways. 

Methods 

Cell CuIture 
Cardiac fibroblasts were prepared from one-day-old Wistar rats as described [12J. Cardiac fibroblasts 
were obtained from adherent cells on the preplating dish. The cells were grown in Dulbecco's modified 
Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1 % 
penicillin/streptomycin solution， plated 10 ml onto lOO-mm plastic culture dishes and cultured at 37・Cin
95% air I 5% C02・ Cellsfrom the second passage were used for all of the experiments and the culture 

mediumw出 changedto serum-free DMEM for 48 hours before stimulation. 

PercoIl enrichment of aduIt mouse cardiomyocyt田 andnon-cardiomyocytes 
Adult mouse cardiomyocytes and cardiac fibroblasts were prepared from 10・week-oldC57BL6 male 
mouse by the isolation of adult mouse cardiac myocytes from one heart AfSC procedure protocol [13]. 
After digestion， cells were dissociated， resuspended in differentiation medium， and loaded onto a 
discontinuous Percoll gradient as described previously [14]. Cardiomyocytes and noncardiomyocytes， 
which were mainly consisted of cardiac fibroblasts were separately collected， washed， and used for 
reverse transcriptional-polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RNA Extraction and R 'f.・PCRAnalysis 
Total RNA was isolated by the guanidinium thiocyanate-phenol chloroform method. A total of 4 mg 
RNA was transcribed with MMLV reverse transcriptase and random hexamers. For PCR， the following 
primers from exon 15 and 17 of the murine G・CSFR were used: sense 
タ・GTACTCTTGTCCACTACCTGT-3'; antisence， 5'-CAAGATACAAGGACCCCCAA -3' [15]. 
PCR was performed under the conditions included an initial denaturation at 94 oC for 2 minutes， followed 
by a cycle of denaturation at 94・Cfor 1 minute， annealing at 58 oC for 1 minute， and extension at 72・c
for 1 minute. Sample w槌 subjectedto 40 cycles foIlowed by a final extension at 72・Cfor 3 minutes. 
The product was analyzed on a 1.5% ethidium bromide stained agarose gel. 

Immunocytochemistry 
Cardiomyocytes and non-cardiomyocytes from neonatal rats cultured on glass cover slides in DMEM 
with 10% FBS for 48 hours were incubated with or without anti G・CSFR(Santa Cruz Biotechnology) for 
1 hour， then incubated with Cy3・labeledsecondary antibodies according to manufacturer's direction. 
After wash， the cells were double-stained with f10rescein phalloidin (Molecular Probes) for 1 hour at 
room temperature. 

Western blots 
After appropriate treatments， cardiac fibroblasts were rinsed with ice-cold phosphate-bu仔'eredsaline one 
time and frozen immediately in Iiquid nitrogen then stocked in -80・Cuntil use. Cells were by thawing 
in 150 ml of Iysis buffer containing 25 mmol/L Tris-Hcl， 25 mmol/L Nacl， 0.5 mmol/L EGTA， 10 
mmo1/L町rophosphate，1 mmol/L Na3V04， 10 mmol/L NaF， 10 nmol/L Okadic acid， 1 mmol/L PMSF， 
10 mg/ml Aprotinin， and 10 mg/ml Leupeptin. The e山 actswere centrifuged at 14胸中mat4・Cfor 
30 minutes， and the total protein concentration was measured with the BCA protein assay kit (Pierce). 
Proteins (30μg) were separated in 8・10%SDS-PAGE and transferred onto a nitrocellulose transfer 
membrane (Schleicher & Schuell). After blocking in TBS・T(150 mmo1/L NaCI， 50 mmo1/L Tris， and 
0.1 % Tween 20， pH 7.4) containing 5% skim milk. membranes we釘reprob恥edwit山ha加ntιiト-ph】osphoか-P円】KCl;
anti-phospho司ERKll氾'2， antiト-phospho-Aktl (cell s討ignali加ng)，antiト-ERK2，an川ltiト-Akt1 (Santa Cruz 
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Biotechnology). ECL system (Amersham Biosciences， Inc.) was used for the detection. 

Results 

G-CSF Receptor Is Expressed on Cardiomyocytes and cardiac fibroblasts 
To text whether G・CSFRis expressed on cardiomyocytes and cardiac fibroblasts in出eadult heart， we 
performed a R下PCRexperiment by using specific primers for mouse G・CSFR. G-CSFR mRNA was 
detected in the adult cardiomyocytes and cardiac fibroblasts. The PCR product showed the ex戸cted
size of 628 bp (Figure la). We also examined the G・CSFRexpression in cultured rat cardiomyocytes 
and cardiac fibroblasts by immunocytochemistry. In agreement wi白 aprevious study of G・CSFRin 
Iiving cells by using of G-CSFR I EGFP (enhanced green f1uorescent protein) fusion constructs (16]， 
immnostaining for G-CSFR revealed that G・CSFRlocalized to the plasma and cell membrane under 
stead-state conditions in cardiomyocytes and cardiac fibroblasts which was detected by the anti G・CSFR
antibody. On the other hand， the signaling was disappeared when白eanti G-CSFR antibody was 
deprived (Figure 1 b， c). 

G-CSF Induces Activation of Jak2/Stat3， PKCf;， ERK and Akt1 in Cultured Cardiac fibroblasts 
We further examined whe批 ractivations Jak2/Stat3， PKCl;， ERK， and Akt1 were involved in 
G・CSF・inducedsignaling pathways in cultured cardiac fibroblasts. Cells were exposed to G-CSF (100 
ng/ml) for 0，0.5， 1，2， 10， 15， and 30 minutes. Jak2/Stat3， PKCf;， ERK 112， and Akt1 activation were 
quantified by Westem blot analysis. As shown in Figure 2， G・CSFsignificantly induced 
phosphorylation of Jak2/Stat3， PKCl;， ERK， and Aktl in a time-dependent manner. 

G-CSF downregulats protein levels of MMPs， collagen type 1， and SMα-actin担 CulturedCardiac 
fibroblasts 
We next examined whether MMPs， collagen， and SMιactin protein levels were downregulated by 
G-CSF in cultured cardiac fibroblasts. We exposed the cells to G-CSF (lOOnglml) for 48 and 72 hours 
before preparation of whole cell protein Iysates. Westem blot analysis revealed that G-CSF significant1y 
downregulated MMPs， collagen type 1， and SMα・actinprotein levels especia1ly at 72 hours after G-CSF 
administration (Figure 3， 4). 

Dist:ussion 
To our knowledge， we first demonstrated that G-CSFR was expressed on the cardiomyocytes and cardiac 
fibroblasts. G-CSF activated a series of kinase cascades including Jak2/Stat3， PKCf;， ERK， and Akt1 
through G-CSFR in cultured cardiac fibroblasts， leading to down-regulation of MMPs， collagen type 1， 
SMα-actin protein expression. 
lt has been recently reported出atthe combination therapy of G・CSFprevents cardiac dysfunction and 
remodeling after MI in mice [2]. The mobilization of bone marrow stem cells (BMSCs) to myocardium 
is considered to be a principal mechanism (17・19]. In this study， we showed出atG・CSFRwas 
expressed cardiomyocytes and cardiac fibroblasts. Suggesting that beneficial effects of G・CSFon出e
trea伽lentof MI， at least in part， by direct exertion via G-CSFR on myoca吋ium.
Previous studies reported that a MMPfamily was increased in the postinfarction heart failure models with 
permanent occlusion and Iarge infarction and that the inhibitors beneficially affected cardiac remodeling 

and function [20-21]， It is suggested that an increase in MMP has an aggravating effect on heart failure 
via collagen degradation. In the present study， we showed出atMMPs protein expression were 
downregulated in G・CSFtreated cells， this maybe a chain reaction when collagen synthesis was inhibited 
by G-CSF. Thus， by some possibility， downregulation of MMPs was one of the protective mechanism 
ofG・CSFprevent from cardiac remodeIing after Ml. Suggesting that the beneficial effects of G・CSF，at 
least in part， by regulating the collagen degradation after MI. Furt11ermore， activation of Stat3 has been 
reported to promote neovascularization in the myocardium through enhanced expression of VEGF (22] 
and Aktl pathway has been reported to play a criticaI role in ceIl survival and angiogenesis [23]. Our 
data show that G心SFactivated Jak2/Stat3， PKCl;， ERK 112， and Akt1 in a time-dependent manner. 
In summary， we demonstrated for the first time of how G-CSF exerts its effect on cardiac fibroblasts in 
vitro. G-CSF may preserve cardiac function not only by promoting mobilization of BMSCs into the 
myocardium but also by acting directly on cardiomyocytes and cardiac fibroblasts through its receptor. 
But it remains unclear whether G-CSF induced increase in VEGF expression in cardiac fibroblasts indeed 
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contributes to the neovascularization of MI heart Further studies are needed to elucidate whether 
G-CSF have the same effects in vivo. 
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2.研究テーマ

cDNAアレイ技術を用いた卵巣癌細胞の浸潤、転移機構に係わる新規遺伝子異常の同定

3.成果の概要 (100字程度)

一一一一一一一一一一一一~--_._-.. -一一一. 
患者の同意の下に採取した卵巣癌症例より cDNAアレイ技術を用いて、新規遺伝子異常の同定を行

った。さらにそれらのmRNAの発現を semiquantitativePCR法、蛋白の発現をImmunohistochemistry法で

.、検討じご臨床病理学的所見芝遺伝子・発現の相闘を解析じ;-ぞの遺伝子変佑・カf卵巣癌的発生，進展に及.ぼす…・・

役割やその臨床的意義について考察じた。..
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Transmembrane serine protease TADG・15(ST14/Matriptase/M下SP1):expr回sionand prognostic 
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要旨

一日中医学協会助成事業一

cDNAアレイ技術を用いた卵巣癌細胞の浸潤、転移機構に係わ

る新規遺伝子異常の同定

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:

谷麗君

中国大連医科大学附属第一病院婦産科
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教授大演紘三 (2004年4月退官)

教授工藤美樹

郵&和志，谷本博利， Timothy J. 0' Brien 

卵巣厨棚包の間簡単裁への浸潤能及E臓腔内の転移能に関与する遺伝子異常の同定を行うことに焦点を絞り、

cDNAアレイ技術を用いて、間質浸潤能を欠く卵巣境界悪性腫湯VS卵郷艮局浸潤型観湖車事及び腹腔内転移陽性
型卵巣癌VS卵巣限局浸潤型卵巣癌の組み合わせで遺伝子変化の検索を行い、新規遺伝子異常の同定を行うこと
を目的とする。

患者の同意の下に採取した対象症例より抽出した凶NAを用いて、 Spotlightchemiluminesent kitもしくは
32p標識を行ったcDNAプローブを作成し、 AtlasNylon cDNA Expression Arrayにハイプリダイズし、シグナル
を検出する。 Atlasimage 1.5を用いて結果を分析し、境界覇空腫療と卵巣限局浸潤型親企臨嘉の聞及び腹腔内
転移陽性型卵巣癌と卵巣限局浸潤型9陳癌の間でその発現に差異を認める遺伝子変化を抽出していく。同定され
た遺伝子変化を確認するために、さらに多数の卵巣腫湯症例におけるそれらの凶NAの発現をsemiquantitative 
m 法、蛋自の知見をImmunohistochemistry法で擬すし、臨床病理学的所見と遺伝子知見の相関を解析し、そ
の遺伝子変化が卵巣上皮の癌化のどの関皆で出現し、またその発現変他と腫蕩の浸潤、転移がどう関連している

か検討する。

KeyWords卵巣癌， cDNAアレイ，遺伝子， Semiquantitative PCR， Immunohistochemistry 

研究項目1:上皮性卵巣腫描における IGFm問帆.-bindi暗円。旬in(ぬ炉)の発現と予後因子としての有用性に関する

検討

緒言:

卵期豊喜脳哉より得られたpolyN聞Aを鋳型にして調製したプローブを用いてcDNAマイクロアレイを行い、
卵巣癌組織で過剰発現する遺伝子を網羅的に検索し、その過程で同定された遺伝子のひとつである、 IGF-II
凶NA-bindingprotein (IMP)に着目した。 IGFII凶NA-bindingprotein (IMP-l、-2、-3)は凶NAの安定性や
局在また蛋白への翻訳を言糊する櫛Eを有し、特に癌遺伝子「町Cの胡地と結合してその知見を士勘日させる機
能や細胞骨格蛋白 s-actinの凶阻と結合して細胞の運動能を充進させる櫛践介して，各種の癌腫の発生号漣
展に関与するとされている。そこで、本研究では上皮性卵期郵嘉における IMP副胤の発現を検索し、卵巣癌の

発生，進展に及ぼす役割やその臨床的意義について考察した。

対象と方法:

患者の同意の下に得られた卵巣胞麟邸前 59 例(覇空 46 例，境界期生 5 伊~，良性 8 例)と正常卵巣組織 7例を
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対象として、 Semi-quantitativePCR法により I即(I即ー1，-2， -3)凶胤知見レベルを検索し、臨床病理学的
因子との関連を検討した。また、卵巣以外の各種癌組織 7例も対象に加えた。

結果:

1. 各種癌組織におけるIMP凶胤の知見を擬すした。 I即ー1，2， 3はいずれも卵巣癌において知見すること
が確認された。卵巣癌を除く各種癌事邸哉においても，事l癌，肺癌，大腸癌，前立腺癌，牌臓癌において
各種IMPの発現が認められ， IMPが多種類の癌に発現していることが示された。
2. Semi -quanti tati ve P句法により，正常卵巣および卵期鵠における各IMP副阻の知見レベルを擬すし
た。 I即ーlの知見量は卵巣憲性瞳蕩および良性1重療において正常卵巣での知見量と比較して有意に高値
を示した(P<0.05)。一方，IMP-2およびIMP-3の発現量は卵県悪性腫蕩および境界悪性腫蕩において良
性腫療もしくは正常卵巣での発現量と比較して有意に高値を示した(P<0.05)。
3. 卵巣癌におけるIMP凶胤の知期犬況を臨床進行期別に櫛せした。 I即ーlの発現量は卵巣癌の進展に伴い
発現上昇L-(P=0.015)，一方， IMP-3の知見量は卵巣癌の進展に伴い知見低下していることが認められた
(P=0.016)。各I即の知見レベルと卵巣癌の組織学的分佑度との関連を解析すると， 1即ーlの錦見レベル
は，高分伽掘と比較して中，低分他腺癌において有意に高値となった(P=0.023)oIMP-2およびI即ー3
の発現レベルと分佑度と聞には有意な相関は認められなかった。

4. 卵巣癌における IMP凶NAの知見レベルと卵巣癌患者の臨床予後との関連を分析した。単変量解析では，
IMP-1の過乗仔醇見(P=0.040)は臨床進行期(P=0.005)とともに卵巣癌予後不良因子となった。しかし，こ
の2因子で多変量解析を行うと， IMP-1の有意差は失われ，臨床進行期のみが独立予後因子となった。

考察:

I即は卵巣腫療の割引じおよび進展に関連する那尉犬況を示し、卵巣癌の発生キ漣展に重要な役割を果たして

いるものと考えられた。
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注: 本研究は、 2004年4月12日「第56回日本蹴鞠人科学会学術講演会」にて高得点

演題として口演発表。

研究項目s:上皮性卵巣癌におけるセリンプロテアーゼTADGー15の発現と予後因子としての有用性に関する検討

緒言:
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我々がクローニングした卵巣癌で過締慨を示すセリンプロテアーゼ遺伝子T曲G-15について、その発現と臨
床的因子との関連を明らかにすることを目的とした。

対象と方法:

患者の同意の下に得られた上皮性卵巣控訴邸哉89例(蝶液性腺癌39伊U，粉夜性腺癌19例，類内膜腺癌17例，
明細割賠14例)を対象として、 T血G-15蛋白の免疫組織他学的知見を検索し、 8emi-quantitative PCR法によ

りTADG-15耐NA発現レベルを検索し、臨床病理学的因子との関連を検討した。

結果:

TADCト15蛋白は9隙癌89例中50例にその知見が検出された。臨床進行期別にみると、早期櫨症例(1期:72.7%)
で進行癌症例(I1/II1/1V期:46.4%)と比較してより高頻度に発現が認められた (p= 0.0157)。組織型では
明細臨腺癌での発現がその繊能型と比較して高頻度であった (p= 0.0035)。生存分析(log-ranktest)では
TADG-15陽性例は陰性例と比較して有意に予後良好であった (p=0.0480)0 T，血G-15知見と患者年齢、組織分佑
度との有意な関連は認められなかった。また、 semi-quantitativePCR法によりT血G-15の凶阻知見レベルを
検討した。 1nternalcontrol として ~-tubulin を用い、 target geneの発現量を評価した結果、正常卵巣と比
較して卵巣癌で過剰発現レベルが認められた。

考察:

T紛争15は早期卵巣癌症例において高頻度に知見が認めら九腫痩の進展とともに発現のdown-regulationが
おこることが示唆された。また、 T血G-15発1見は卵巣癌において良好な予後との関連があることが明らかとなっ
た。
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Abstract 

The goal of也is蜘 dyw部 toelucidate whether s-catenin gene mutations might∞ntribute to glandular stomach 
carcinogenesis in Heli∞bacter pylori (H.pylori)-泊先ctedMongolian ge巾ils.Firstly， exon 3 of gerbil 13-回.te凶ncDNA，a 
mutation hot spo乞wascloned and開明朗回dand found to have 89.3% homology wi白thehuman fonn and 95.5% wi血

也eratandm卯田島，nns.Peptide sequence in也isregion w描 shownto be 100%∞isserved in these mammals. Then， 45 

stomach adenocarcinomas induced with N-methyl・品nitrosour，伺仏側u)plus H. pylori infection and 7 induced叫th

齢制Ualone were examined for beta-catenin expression by immunohistωhemis町 andおrDNA mutations using a 

combination of microdissection and PCR-single s仕組dconfonnation polymorphism analysis. One gastric cancer in the 

MNU + H. pylori gr'ωp (2.2%) displayed nuclear (N) s-catenin 1∞alization， 3 (6.7%) showed cytoplasmic (C) 
dis凶butionin local regions， and 41 (91.1%) demons回.ted田11membrane ~の localization. 百lmorsinduced by MNU 

alone showed only membranωs s-catenin localization (7/η. Analysis of exon 3 of the s-catenin gene demonstrated all 

加morswi也membraneor cytopl踊mic削 ning邸 wellas surrounding normal mucosa (8) to feature wild吻pebぬ・

伺.tenin.In con釘叫伽lesionwith nuclear剣山ghad a missense mutation at∞don 34 [GAC (Gly) --> GAA (Glu)] 
in exon 3 (111 = 100%， N vs.民 P< 0.05; and N vs. 8， P < 0.05). In conclusion，由eseresults叩邸側伽.ts・cateninmay

notbe a合equenttarget for mutation in stomach carcinogenesis in MNU + H. pylori・紅白.tedgerbils. 

Key Words Mongolian gerbils， stomach伺町民β回.tenin，Helicobacter pylori 

Introduction 

Abnonnal expression of E・cadherinand 13・伺t剖 nresults in loss of epithelial cell-to-cell adhesion leading to 

un∞，ntrolled田:llgrow血andmay th釘eforeparticipate in gas凶C 伺ncerdevelopment.1
• 2} However， studies of 

mutations relevant to Wntls・cateninsignaling in human stomach加morshave yielded conflicting results_3-6) We 

pre吋ouslyreported the existence of b-catenin gene mutations in 18% of rat stomach伺ncersinduced by N-me白Iyl・N'-

MむかN・凶troso別組dine(r¥制NG)η h ∞附ast， no mutations were found in N-methyl・N・凶釘osour，伺。制u)・

induced rat g踊凶ccarcinomas in組 0血ers旬dy.8) 百lerefo岡山clini∞，pathologicalsignifican切 ofs-回teningene 
mutation is unclear. 

Recently， the Helicobacter pylori (H. pylori) infected Mongolian gerbil has been established as an appropriate animal 

model for theぽudyof gas凶C伺郎町development， with induction of adenocarcinomas by MNNG or MNU. 9・12)

However， little infonnation has thusぬrbeen generated regarding molecular eventsωcu凶ngin gerbil model， p釘tly

reflecting the undefined genetic backgr'ωnd. 

In this蜘 dy，stomach adenocarcinomas developing in H. pylori-inf即tedoruninf田tedgerbils treated wi由MNUinthe 

drinking water were utilized to examine b・cateninprotein localization by immunohist∞hemis句叩dthe mutational 
status of exon 3 of b-catenin gene using DNA extracted企'omhistologically distinct regions. 
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Subjects and methods 

Tumor samples 

Fifty-two gastric adenocarcinomas were collected from fi匂 gerbilstreated wi出 oneof three experimental prot，ωols. 

In experiment 1， twenty-ei酔t7 week-old male specific pathogen企'eemale Mongolian gerbils例erionesunguiculatus; 

MGSIS叫 SeacYoshitomi， Ltd.， Fukuoka) were inoculated with H. pylori (ATCC 43504， American Tissue Culture 

Collection， Rockville， MD)， then starting two weeks thereafter， were given drinking water ad libitum contai凶ng10 ppm 

ofMNU (Sigma Chemical Co.， St Louis， MO) in light-shielded bo凶出品<r20 weeks continuously. 1n experiment D， 

fifteen gerbils re回ivedMNU in water at a∞ncentration of 20 ppm for altemate weeks for a to凶 of5 weeks exposure 

and inoculated叫thH. pylori one week aft，釘世le∞mpletionof this carcinogen exposure. In experiment m， 7 gerbils 
re田ivedMNU only at a concentration of 10 ppm for 20 weeks ∞ntinuously. All animals were回crificedat the 70白
experimental week. The excised stomachs were fixed in 10 % formalin in phosphate buffer for 24h and鎚mplesof 

加morsand background tissue were routinely processed for embedding in paraf百n.

Histopathological analysis 

百ssue鴎ctionswere錦ainedwi也 hematoxylinand eosin (H&E) for histological dia伊osis. Immunohistω:hemical 

s凶凶ngwi也monoclonalanti-s-catenin antibody (clone 14， BD Transduction Labora制 ies，Lexington， KY) at 4 oC 

overnight followed by the avidin-biotin complex method (Vector Laboratories 1nc.， Burlingame， CA) w描 performedas 

described earlier.13) Immunoreactivity of s-catenin wωclassified into“membranous (M)'γ‘cytopl回mic(C)"， and 

“nuclear (N)" according to the in回 cellular1∞alization ofthe protein. Tumors were then classified into“M" with only 
membranous s-catenin s凶ning，“C"harboringωmor回l1swi也句10pl鎚mics-ω，tenin at least in part but wi白out

nucl回r鈍aining， and finally “N" possessing飢morωl1s悦thnucl伺raccumulation of s-catenin anywhere wi也in泊施

加mor，出describedpreviously.7) 

Sequencing analysis ofb-catenin exon 3 

A segment of 224 bp from the genomic DNA in白enormal gastric mucosa of Mongolian gerbils w:部 amplified.τ'he

PCR product was prepared as the template and也enucleotide田quen伺 wasanalyzed using a BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Kit， v 3.1 (Applied Biosystems， Foster City， CA)叫than AB1 P悶 SM3100 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems). S珂uences of 也e forward (5'-GCTGACCTGATGGAGTT∞A-3') 佃 d rever鴎(タ，
GCTACTTGCTCTTGCGTGAA・3')PCR primers were designed based on也esimil釘ityoftho回 ofhuman， mouse， and 

rat踊 described.13)

PCR-single 肱andconformation polym抑制smσCR-SSCP)analysis組 ddir，ωsequencing 

Tumorar伺 sand surrounding stomach mu∞sa were micr叫is関ctedfrom 10・μm-thickunstained serial paraf百nsections 
under a stereos∞pic micros∞'pe， then， genomic DNA w俗侃tractedusing the Pinpoint Slide DNA Is01ation System 
(Zymo Research， Orange， CA) used in our pre吋ouswork.η PCR・SSCPanalysis of s・回Iteninexon 3 was performed 

with established methods.13，14) 

Results 

s-Catenin localization 

Fifty-two animals were observed to have 45 differentiated and 7 undifferentiated gastric adenocarcinomas. 1n the 

恥制U+H.pylori group， immunostaining ofb-catenin revealed that 41 ofthe demons回ted旬morshad only membran∞s 
lωalization (41/45， 91.1%) 叩 d3 had (3/45， 6.7%)句toplasmics-catenin staining. The majority of differentiated 
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adenocarcinomas had preserved cellular and nuclear polarity showing homogeneous low-grade morphology. In 

con釘部t， one small lesion showed heterogeneity wi出high-gr叫ecytological and s加出lfalatypia wi血in出e加mor

masses， where nuclear s-catenin accumulation w回 observed(1145， 2.2%，田eFig. 1). On the other hand， all samples 

(7/7， 100%) in MNU only group had membranous localization (Table 1). 

Fig.1. 

Mongolian gerbil glandulむ stomachcancers induced by MNU and H. pylori inf卸値on. (A) H&E staining of a 

differentiated adenocarcinoma induced by MNU and H. pylori infection (X80). (B) Immunohistω:hemical analysis of 

s-catenin protein (X80). (C) Magnified yellow box in但)， r，叩resentativeresults for飢mor回:IIswi也membranous

localization of s-catenin (x 640). (0) Ma伊 ifiedred box in (B)， representative results for加morcells wi也 nuclear

accumulation of s・cate凶n(X640). 

Table 1. Ii-Catenin localization and偲 on3m蜘 ltion泊Mongoliangerbils' stom叫1知mors
P-Catenin Localization P-Catenin mutation 

MNU+H .pylori MNU only MNU+H .pylorl MNU only 
1/45 (2.2%)α7 (0%) 111 (1∞%)" 017 (O%)d 
3陥 (6.7%) 0/7 (01均 的。均的。刈
41/45 (91.1%) 7/7 (1∞%) 0/41 (O%)b 0/7 (0%) 

Membrane 45/45 (100%) 717 (1∞%) 0/41 (O%)C 017 (0%) 
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Surronding normal出sue

a: P< 0.05 vs.b and c; P=0.13 vS.d.σisher's exact t，剖}

s-catenin exon 3 sequen回 ofnormalg的 il

Sequences of the 224 bp portion of b-catenin exon 3 cDNA in various animals including a ge巾i1， human， rat， mouse， 

and xenopus were alignedσig. 2)， and the nucleotide鈎quencesof the Mongolian gerbil and human forms found to be 

demonstrated g∞d homology (89.3%)，也erelation to the mou田 andratgωs being even more c10se (95.5%). Peptide 
sequences in白isregion matched completely in出emammals， and almost 戸市ctly(97.2%) wi由伽tofxenopus. 

s-Catenin gene mutations 

Representative PCR・SSCPresults釘eshown in Fig. 3. DNA samples from lesions with membranous and cytoplasmic 

御 iningshowed simi1ar DNA mobility as the surrounding normal tissues佃 da wild type control (lane 1). However， 
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the example wi也nuclears-catenin側 ning(lane 2)加 'boreda band (吟wi出abnorma1mobi1ity. Sequencing ana1ysis 

confirmed this to be due to a GAC (Gly)・>GAA (Glu) missense mutation at∞don34σig.4). 

響機個 a

Codon 34 

問団pmGGZ 弔函T叫 TCTGGT
Mutant 

Normal 
GAA (Glu) 

GGA (Gly) 

Fig.3. 

PCR-SSCP ana1ysis of s-ωte凶nexon 3 in gerbi1 stomach adenocarcinomas. Lane 1， wild type con甘01. Lane 2， 

adenocarcinoma sample with nuc1ear s-catenin staining showing a mobi1ity shift. “a"， abnorma1 band. 

Fig.4. 

Sequencing ana1ysis of the b-catenin gene isolated from the geぬi1stomach carcinoma illustrated in Fig. 3 showing 

codon 34. Top panel， wild type; bo伽 mpanel，mu伽 t

Discussion 

O町 pre田ntdata demonstrated on1y a sing1e mutation at exon 3 of s-catenin gene ObseIVed in one of 45伺 ncers

developing in Mongolian gerbi1s infected wi也H.pylori and treated with MNU， and 7 cancers developing in恥倒Uon1y.

To our knowledge，位usis the first repo此ofany such mutation ofthe s-伺.te凶ngene in a g節回ccancer in a Mongolian 

gerbil. In human and rat lesions， mutations at exon 3 of s-catenin are usua11y loca1ized at g1y∞'gen synthase kin出e
(GSK)-3s phosphorylation sites (codons 29，37，41， and 47) and白ea司jacentcodons (28， 32， 34， 39，佃d48)， where 

serine and threonine residues are physiologica11y phosphorylated. 百lemutation spec加 m of s-回.teninin the 

Mongolian gerbil gastric cancer， a1thα19b on1y one case inぬis蜘 dy，w国 inline叫ththe repo此sfor rodent旬mors
10回.tedat codon 34 of exon 3. 15，16) Our mutation of s・cate凶ngene was limited to nuc1ear staining of the protein. 

We have pre吋ouslydemonstrated such mutations to correlate wi也thenuc1ear s-cate瓜nin rat gas凶ccancers induced 

wi也MNNG.7】 Ikenoue et a1.町havesuggested白紙thes・cate凶ngene mutation s飽旬sapp同四郎Sω1atedwi白ashift 

in白eloca1ization合'omthe membrane to nucl伺 s. It is well known that the mutations c組 preventdegradation of s-

catenin protein in an APC (adenomatωs polyposis ∞H) dependent manner and伺:useactivation ofthe s-catenin I Tcf-4 
signal transduction pathway in human and rodent models including rats and mice. Since田quencesof s-凶te凶nexon 

3 were highly∞'nseIVed among the mamma1s ana1yzed in白isreport， physiological role of s-catenin and on∞genic 
m回:har由m部sociatedwi白i旬mutationcould be quite similar in Mongolian gerbils as well. 

In human stomach cancers， the incidences of mutations in exon 3 of s-catenin gene have ranged from 0 to over 30 

per，ωn1， and loss of E-cadherin expression app回路 tocorrelate wi也 p∞rdi能rentiationand invasion into adjacent 
organs in adenocarcinomas.I8-21) We have previously revea1ed a timing of s-catenin mutation in the late s旬ge

progression in rat stomach四ncers.η Inaddition， Saito et a1. 22) detected no mutations in exon 3 ofthe s-catenin gene 

in 9 early-onset human gastric cancers while Clements et a1. 1めfounda significant number of stomach adenocarcinomas 

wi白 s-cateninmutations and nuclear accumulation including advanced stage lesions. 百lerefore，we consider that s-

catenin gene mutations migbt be important for late 陶酔progressionin g槌凶ccarcinogenesis. s-Catenin activa討onis 

usually confined to a small region wi出ina stomach田町民 andthus using microdissection t回h向ueproved to a1low 

sampling of pure populations of tumor cells for mutations， which may prevent fa1se-negative results. 19) The discrepancy 

in frequency wi由previousreports cωld be due to techniques applied for extraction ofDNA from tumor tissues. 

In conclusion， mutation ofthe s・cateningene exon 3 may not be a∞mmon event in generation of stomach cancers in 
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the Mongolian gerbil model wi也MNUexposure加 dH. pylori infection but uncon甘ol1edactivation of Wnt signaling 

pathway c∞ld con甘ibutestomach carcinogenesis in certain加mors. In this study， one s・cateninmutation was 
detected from H. pylori・泊fectedgerbils， showing no statisti伺1significance between MNU+H. pylori and MNU only 

groups (1145 vs. 017， P>0.05). 百lUS，H. pylori infection may not enhance b-catenin gene alteration. It may help 

clarify the influence of H. pylori infection in stomach carcinogenesis to analyze more samples treated with MNU only 

and to compare the two groups in the白加re. H. pylori infection合'equentlycauses chro凶cgas凶tisand long-term 

infection increases the risk of gastric cancer. Yu et al. 23) earlier found that loss or downregulation ofα-catenin mRNA 

in thegas凶cmucosa was ass∞iated wi血H.pylori infection， which is also known to accelerate E・cadherinmethylation. 
24) These results are suggestive of activation of the Wnt-catenin-Tcf signaling pathway wi也H.pylori inf回tionin the 

stomach. s-Catenin was expressed on the membrane of the cancer ce11s in 48 of 52 (92%) g部制C伺ncertissu回.

Thus， other molecular mechanisms including downregulation ofE・cadherinmight be happened in our model. Whether 

other genetic or epigenetic alteration∞ωr in g踊凶C伺ncer田l1sin c出eslacking s-cate凶nmutations is an in凶guing

possibili勿warrantingfurther re回arch.2S.均
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