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― 日 中 医 学 協 会 助 成 事 業 ― 

浙江省余姚市において多発する中皮腫症例の臨床病理学的検討および石綿曝露の解

析 

 

日本側研究者代表  廣島 健三 

所属機関  東京女子医科大学八千代医療センター病理診断科 教授 

中国側研究者代表  高 志斌 
所属機関  浙江省余姚市人民医院病理科 主任 

 
要 旨 

浙江省寧波近辺では石綿加工業が 1958 年から始まり，1970 年代にクリソタイルの原石を手紡績でほぐした

り，石綿紡績に従事する者が大勢いた．森永らの1997年と2007年の調査で，胸膜プラーク，石綿肺，石綿肺癌

が増えていることが分かったが，中皮腫はみられなかった．2008 年になって，浙江省余姚市人民医院において

中皮腫と診断されている症例が多数いるとの情報を得て，同院を訪問し，中皮腫症例を確認した．本研究では，

同院を再訪問し，過去6年間に中皮腫と診断された37例の生検標本の組織ブロックを貸借し，日本で免疫染色

を行い，病理診断の妥当性を再評価した．その結果，腹膜中皮腫の80%，胸膜中皮腫の47%が中皮腫と診断でき

た．腹膜中皮腫は全員女性で，胸膜中皮腫も男女比は1:2.4で女性が多かった．今回検討した症例の多くは，か

つて手紡績に従事した症例であった．また，家庭内で曝露した症例や，工場の周辺に居住していために発症した

と推測される症例もみられた．予後は不良なものが多かったが，化学療法により3年以上生存している胸膜中皮

腫症例も存在した．また，腹部の手術で偶然に見つかった腹膜中皮腫症例が2例含まれていた．同地域では，現

在も中皮腫症例は増えている．胸腔鏡の導入による胸膜中皮腫の早期診断，早期治療により予後の改善が期待で

きる．また，早期の腹膜中皮腫症例が見つかってきており，その組織学的特徴を解析することにより，腹膜中皮

腫発生の機序を解明できる． 

 

緒 言： 

浙江省寧波近辺では石綿加工業が 1958 年から始まり，1970 年代にクリソタイルの原石を手紡績でほぐした

り，石綿紡績に従事する者が大勢いた．森永らは，1997年と2007年に寧波地区の慈渓市の住民を対象に胸部レ

ントゲン検査を行った．その結果，1997年に胸膜プラークを1.3%に，石綿肺を0.4%に認め，2007年には胸膜プ

ラークを 32%に，石綿肺を 9%に認めた．肺癌症例もみられたが，中皮腫はみられなかった 1,2．廣島と森永は，

2008年に，余姚市人民医院を訪問し，同院において女性の腹膜中皮腫が４年間で20件以上診断されていること

を確認した．しかし，腹膜中皮腫の診断は困難なことが多く，女性の腹膜中皮腫の場合，正診率は約22%である

と報告されているため3，再評価が必要である．一方，2009年の第2回日中共同石綿シンポジウムで，余姚市人

民医院の張継賢（呼吸器内科医）は，1999 年から2008 年の間に同医院で診断された胸膜中皮腫27例の検討結

果を発表した．本研究では，余姚市人民医院の腹膜および胸膜中皮腫症例の標本を用いて種々の免疫染色を行う

ことにより中皮腫の診断を確定する． 

 

Key Words 中皮腫，石綿，手紡績，余姚市，免疫染色 

 

対象と方法： 

2004年から2010年8月までに余姚市人民医院で中皮腫と診断された症例は37例あり，腹膜中皮腫と診断さ
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れた症例は20例，胸膜中皮腫と診断された症例は17例である．腹膜中皮腫と診断された症例は，全員女性で，

年齢は43歳から71歳で平均52.1歳，胸膜中皮腫と診断された症例は，男性5例，女性12例で，年齢は38歳

から85歳で平均60.6歳である． 

廣島と森永は2010年5月に余姚市人民医院を訪問し，これらの症例のブロックを貸借し，東京女子医科大学

で再薄切し，HE染色と免疫染色を行った．用いた抗体名，希釈倍率，賦活化を表１に示す． 

 

表１．使用した抗体 

抗体名 メーカー 希釈倍率 賦活化 

CK AE1/AE3 DAKO 1:500 0.1%トリプシン ３７度 ３０分 

CAM5.2 Becton 希釈済み なし 

Calretinin DAKO 1:100 MW クエン酸Buffer(pH6.0) 40分 

WT1 DAKO 1:400 MW トリスEDTA(pH9.0) 40分 

D2-40 COVANCE 1:200 MW トリスEDTA(pH9.0) 40分 

CEA DAKO 1:100 なし 

BerEP4 DAKO 1:50 0.05%プロテアーゼ 室温 １０分 

MOC31 DAKO 1:100 MW クエン酸Buffer(pH6.0) 40分 

ER DAKO 1:100 MW トリスEDTA(pH9.0) 40分 

PgR DAKO 1:500 MW トリスEDTA(pH9.0) 40分 

TTF-1 DAKO 1:200 MW トリスEDTA(pH9.0) 40分 

 

2010 年 12 月に，再度，余姚市人民医院を訪問し，臨床病理検討会を行った．臨床病理検討会には，日本側

からは廣島（病理学），森永（疫学および産業医学）が参加し，中国側からは余姚市人民医院の高志斌（病理学），

その他の病理医，吴晓东（呼吸器内科），張継賢（呼吸器内科），その他の呼吸器内科医，婦人科医，放射線科

医，浙江省医学科学院の張幸（院長）が参加した．中国側の医師が臨床経過，石綿曝露歴，レントゲン所見，手

術所見を説明したのちに，廣島が病理所見を発表した．この検討会ののち，検討症例をcategory 1から5に分

類した．中皮腫でないと診断できる症例をcategory 1，中皮腫らしくない症例をcategory 2，中皮腫の可能性

はあるが，中皮腫ではない可能性もある症例をcategory 3，中皮腫らしい症例をcategory 4，確実に中皮腫と

診断できる症例をcategory 5とした． 
 

結 果： 

症例のまとめを表2, 3に示す． 

腹膜中皮腫と診断された症例は，category 1 が 3例，category 2 はなく，category 3 が 1例，category 4

が4例，category 5が12例であった．中皮腫と診断できるcategory 4あるいは5は20例中16例（80%）であ

った．中皮腫と診断した症例の組織型は上皮型が12例，二相型が4例であった． 

胸膜中皮腫と診断された症例は，category 1 が 3例，category 2 が 2例，category 3 が 4例，category 4

が1例，category 5が7例であった．中皮腫と診断できるcategory 4あるいは5は17例中8例（47%）であっ

た．中皮腫と診断した症例の組織型は上皮型が6例，二相型が1例，肉腫型が1例であった． 

 

代表的な症例を示す． 

（症例PE04）44歳の女性で，職業的な石綿曝露歴はないが，石綿を使用する石綿紡績加工を行う工場の周辺

に居住していた．開腹による腹膜生検により上皮型中皮腫と診断され，上海大学で治療を受けるために転院をし

た．組織学的に，好酸性の細胞質を有する細胞が管状乳頭状構造を示して脂肪組織に浸潤をしている．免疫染色

はcalretinin(+), WT1(-), D2-40(+), CEA(-), BerEP4(-), MOC31(-), ER(-), PgR(-)であり，category 5, 上

皮型中皮腫と診断した（図１）． 
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図１．HE染色（左）および免疫染色(calretinin)（右） 〈症例 PE04〉 

 

表2．腹膜中皮腫と診断されていた症例 

症例 
年

齢 

性

別 
レントゲン所見 臨床経過 職業 

暴露期間

（年） 

Cate

gory 
組織型

PE01 49 女 フィルムなし  手紡績 7年 4 E 

PE02 50 女 フィルムなし 腹水，子宮に接して腫瘤 手紡績 8年 1  

PE03 68 女   手紡績 10-12年 5 B 

PE04 44 女 フィルムなし 上海大学に転院 環境暴露  5 E 

PE05 47 女 フィルムなし 上海大学に転院 不詳  5 E 

PE06 71 女 
PQ．腸間膜の肥厚，腫瘤な

し． 

腸間膜はもち状，横隔膜上に結節．

5か月後に死亡． 
手紡績 10年 5 E 

PE07 48 女     1  

PE08 47 女 フィルムなし 
他院で診断され，治療のために受

診．2か月後に死亡． 
手紡績 4-5年 5 B 

PE09 52 女 フィルムなし 11か月後に死亡． 手紡績 5-8年 5 E 

PE10 47 女  15か月後に死亡． 手紡績 1-2年 4 E 

PE11 50 女 
腸間膜の肥厚，AS．腫瘤な

し． 
便秘．6か月後に死亡． 手紡績 5年 3  

PE12 44 女 PQ．AS，腫瘤あり． 
広範に腫瘤を認め，試験開腹．1-2

週後に死亡． 
手紡績  4 E 

PE13 55 女  
腹水．化学療法を行ったが，腹水

は減少しなかった． 
手紡績 10数年 5 E 

PE14 58 女 胸部にSCLS．腸間膜の肥厚．  手紡績 12年 5 E 

PE15 51 女  胆嚢摘出術中に胆嚢表面に結節． 手紡績 10数年 5 E 

PE16 56 女 フィルムなし 
子宮摘出術中に卵巣表面に結節．

他院に転院． 
手紡績 5-7年 4 E 

PE17 55 女  腹痛   1  

PE18 43 女 PQなし．AS． 腹痛．経過観察中． 手紡績 4-5年 5 B 

PE19 48 女 フィルムなし 
腹痛．腹水．腸間膜はもち状．経

過観察中． 
手紡績 10年 5 B 

PE20 48 女 PQ．腸間膜肥厚．AS(少量) 下腹部痛．上海大学に転院． 環境暴露  5 E 

E, 上皮型; B, 二相型; PQ, 胸膜プラーク; AS, 腹水; SCLS, subpleural curve linear shadow. 
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表3．胸膜中皮腫と診断されていた症例 

症例 
年

齢 

性

別 
レントゲン所見 臨床経過 職業 

暴露期間

（年） 

Cate

gory 

組織型

PL01 63 女 フィルムなし  不詳  1  

PL02 38 女 びまん性胸膜肥厚．PE． 
呼吸困難．上海大学に転院．1年後

に死亡． 
家庭内暴露  5 E 

PL03 59 女   なし  3  

PL04 65 女 胸膜肥厚．PE．  手紡績 8年 5 E 

PL05 71 男     3  

PL06 42 女 フィルムなし  手紡績 10年 5 E 

PL07 47 女 胸膜の不整結節．PE． 死亡 手紡績 7-8年 5 E 

PL08 69 男 フィルムなし  不詳  3  

PL09 61 男     1  

PL10 60 女 
PQ．限局性の胸膜腫瘤．PE．

リンパ節腫大． 

上海大学に転院．化学療法を 8 コ

ース施行．経過観察中． 
手紡績 

暴露期間

不詳 
4 B 

PL11 49 男 PQ．PE．胸膜肥厚なし． 上海大学に転院．生存． 家庭内暴露  1  

PL12 60 女 胸膜肥厚．PE．PQなし．  手紡績 7年 5 E 

PL13 74 男 
PQ．PE．右胸壁の限局性腫

瘤．肋骨浸潤． 
 石綿工 5年 3  

PL14 58 女 胸膜肥厚．左下葉の腫瘤． 臨床的に肺癌 手紡績 10年 2  

PL15 82 女 
左胸膜肥厚．左胸膜に石灰

化． 

咳嗽，呼吸困難，持続する発熱．3

か月後に死亡． 
手紡績 20年以上 5 S 

PL16 67 女 胸膜肥厚． 3か月後に死亡． 手紡績 11年 5 E 

PL17 85 女     2  

E, 上皮型; B, 二相型; S, 肉腫型; PQ, 胸膜プラーク; PE, 胸水. 

 

考 察： 

中皮腫は組織学的特徴により上皮型と肉腫型および両者が混在する二相型に分類される．上皮型の腫瘍細胞

は類円形の核を有し，核の大小不同は比較的乏しく，細胞質は好酸性である．核分裂像や壊死は稀である．これ

らの腫瘍細胞は乳頭状にあるいは管腔を形成して増殖し，充実性増殖もみられる．肉腫型は紡錐形の異型細胞が

花むしろ状に，あるいは特定のパターンを示さずに増殖する． 

中皮腫は癌腫との鑑別が難しい．そこで，免疫染色により，中皮腫の陽性マーカー，陰性マーカーを検討し，

中皮由来の腫瘍であることを確認する必要がある．陽性マーカーとしては，calretinin ，WT1, D2-40 を用い，

陰性マーカーとしてはCEA，MOC-31，Ber-EP4などを用いる．腹膜中皮腫と腹膜あるいは卵巣の漿液性腺癌の鑑

別においては，ER,PgRは有用である．腹膜及び卵巣の漿液性腺癌ではER，PgRが陽性でcalretininは陰性であ

るのに対して，腹膜中皮腫では，calretininが陽性でER，PgRは陰性である． 

肉腫型は免疫染色による中皮腫の陽性マーカーがしばしば陰性であるため，診断は上皮型よりも難しい．肉

腫型中皮腫では，CK AE1/AE3は77%で陽性，calretininは39%で陽性，thrombomodulinとCK 5/6は29%で陽性

であると報告されている4．  

本研究では，余姚市人民医院で中皮腫と診断された症例の標本を用いて，診断の再検討を行った．中皮腫は

組織学的な特徴があるが，免疫染色の結果，腹膜中皮腫と診断された症例の80%，胸膜中皮腫と診断された症例

の47%が中皮腫と診断できた．胸膜中皮腫の正診率が低い理由は，経皮的生検で診断をしているため標本が小さ

く，十分病理学的な検討ができないことによる．胸腔鏡を用いた胸膜生検で大きな標本を採取することにより，

正診率が向上すると考えられる． 

今回検討した症例は，男性5例，女性32例で，男女比は1:6.4であり，女性が多く含まれれることが特徴で

ある．今回検討した症例のうち，19名（51%）は手紡績に従事した女性であった．また，石綿加工業が行われて
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いた地域に居住していたため，環境曝露により発症したと考えられる症例が2例，家庭内手紡績で曝露したと考

えられる症例が2例含まれていた． 

検討した中皮腫症例は，診断されてから数か月から1年で死亡しており，一般的な中皮腫と同様に予後が不

良であった．しかし，早期の腹膜中皮腫と考えられる症例も2例含まれていた．一例は胆嚢摘出術を行った時に

に胆嚢表面に不整な小結節を認め(PE15)，他の一例は子宮摘出術を行った時に卵巣表面に不整な小結節を認めた

(PE16)．いずれも，病変は限局をしており，化学療法を加えることにより，良好な予後が期待できる．また，胸

膜中皮腫のうち一例(PL10)は上海大学で化学療法を受け，3年間生存をしている．中皮腫でも化学療法が奏功し，

長期間生存する症例があることを示す．また，胸膜中皮腫と診断された症例のうち一例(PL11)は，胸水を認める

が，胸膜肥厚がなく，病理学的には category 1 であり，3 年間生存をしていることから，良性石綿胸水である

と考えられる．良性石綿胸水は中皮腫との鑑別に重要であり，今後も症例が増えることが予測される． 

現在も同院では中皮腫症例は増えており，胸膜中皮腫は胸腔鏡を用いた早期診断，早期治療が必要である．

また，腹膜中皮腫の早期病変が含まれていることから，このような症例を詳細に検討することにより，中皮腫発

生の機序が解明されることが期待される． 

 

参考文献： 

1. 森永謙二，張幸. 浙江省寧波近辺地区における元石綿作業従事者の健康影響調査. 日中医学1998;13:14. 

2. 森永謙二，張幸. 浙江省寧波近辺地区における元石綿作業従事者のコホート調査. 日中医学2008;23:46. 

3. Takeshima Y, et al. Accuracy of pathological diagnosis of mesothelioma cases in Japan: 

clinicopathological analysis of 382 cases. Lung Cancer 2009;66:191-7. 

4.  Attanoos RL, et al. Anti-mesothelial markers in sarcomatoid mesothelioma and other spindle cell 

neoplasms. Histopathology 2000;37:224-31.   

作成日：2011年2月23日 
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要旨 

 日本住血吸虫症の日本国内での流行は終息したが、今日でも中国揚子江流域とフィリピンなど地理的に隔離されて流行地

が散在する。住血吸虫は中間宿主である貝とヒトを含む哺乳動物宿主で生活史が成立するが、異なった流行地の貝と住血吸

虫との間での感染が成立するかは十分に解明されていない。日本では患者発生はないが中間宿主貝が存在する状況下で、外

国から住血吸虫が持ち込まれるリスクを評価するための情報が十分でない。本研究ではアジア域内で住血吸虫または中間宿

主貝の移動が発生した場合のリスク評価の資料として、中国、フィリピンまたは日本産の中間宿主貝が異なる流行地の住血

吸虫に如何なる感染感受性を示すかを比較検討した。中間宿主貝であるOncomelania hupensisとその亜種に対する日本および中

国株日本住血吸虫の感染効率をPCRとLAMP法による遺伝子検出により調べた。その結果、日本株のO. h. nosophoraは日本と中

国の住血吸虫の感染を受容するのに対して、中国のOncomelania属貝は検討した何れの流行地の住血吸虫株に対しても感受性

が低く、中間宿主貝の生体防御機能には大きな地理的特徴が認められた。本研究では貝の感染を従来よりも高い感度で検出

する方法を応用することにより、精度の高い情報が得られた。モノの交流活性化に伴ってリスクが高くなる住血吸虫のアジ

ア域内移動に対して、エビデンスに基づいたリスク評価を行うための基礎資料となると考えた。 

 

Key Words: 日本住血吸虫 Oncomelania、感染感受性、LAMP法、リスク評価 

 

 

緒言 

 日本住血吸虫症は東アジアに流行地を抱える重要な熱帯感染症で、血管内寄生吸虫である日本住血吸虫Schistosoma japonicum

が原因となる寄生虫病である 1)。日本 住血吸虫は淡水産の巻き貝を中

間宿主とし、ヒトを含む哺乳動物を終 宿主とする生活史を形成する。虫

卵が外界で孵化して幼虫が中間宿主貝 に侵入し、一定の発育を遂げた後

にセルカリアとよぶ感染幼虫が水中で 終宿主に経皮的に感染する。終宿

主体内では血管内で雌雄がペアを形成 して産卵し、毛細血管に塞栓した

虫卵に対する宿主の免疫応答として 様々な病変が起こってくる。 

 日本住血吸虫症は日本、中国、フィ リピンおよびインドネシアに流

行地が存在したが、日本では1996年に 公式に流行終息を宣言した。現在

では中国の揚子江流域と雲南省の一部、 フィリピンのミンダナオ、ルソン、

レイテ、パラワン島など、インドネシ アのスラウェシ島の一部などが

流行地である。日本住血吸虫の中間宿 主は小型の淡水産巻き貝である

Oncomelania hupensis sppであり、その生息地は湿った草地である。日本ではミヤイリガイと呼ばれ (O.h. nosophora)、甲府盆地、

備後平野、筑後平野などに分布して病気も流行していた。中国ではO.h. hupensisとO.h. robertsoniが主に揚子江流域に生息し、

特に前者が中国における主要な媒介者である。フィリピンではO.h.quadrasiという小型の貝が媒介している。日本住血吸虫は

一応一属一種とされるが、地理的に隔絶された環境下で、アジア域内相互に中間宿主貝と住血吸虫の組合せがどの程度厳密
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であるのかはよく判っていない。しかし、上記に示したように中間宿主貝は日本、中国、フィリピンそれぞれで別種（亜種）

であるので、相互の地理的距離が住血吸虫－中間宿主貝の感受性に反映されていることも考えられる 2)。日本国内で言えば、

旧流行地である甲府と久留米とでは、それぞれの地理的分布に応じたミヤイリガイ株がその地域の住血吸虫だけを媒介する

という報告もある。 

 経済発展が著しいアジア地域ではヒトとモノの交流が活発になり、様々な感染症の移動も容易になってきた。住血吸虫は

生活史が複雑であるために流行域の移動は本来起こりにくいが、アジア域内に中間宿主貝の生息域が散在していることを考

えると、流行地からヒトを含む終宿主が移動する事により病気発生地域の拡大も可能性を否定する根拠はない。日本では流

行は終息したが、甲府盆地にはミヤイリガイの生息地域が散在し、対策事業の終息に伴って生息域はむしろ拡大している。

中国から何らかの方法で寄生虫が持ち込まれた場合の流行再興について、リスク評価のためのエビデンスが得られていない。 

 中間宿主貝の住血吸虫幼虫に対する感受性は、古典的には有毛幼虫（ミラシジウム）の暴露後16週間を待ってヒトへの感

染幼虫であるセルカリアの遊出の有無を確認して判定していた。しかし、この方法では時間がかかることに加えて、貝の中

での発育経過を追う研究は不可能であった。当研究室ではPCRやLAMPによる寄生虫遺伝子の検出系を利用し、中間宿主の各

地理的分離株の住血吸虫株に対する感受性を評価する方法を確立したので 3)、本研究においてその応用により中間宿主株と

日本住血吸虫の感受性を時間経過で追いながら評価し、日本住血吸虫症のアジア域内での拡散のリスク評価を試みた。 

 

対象と方法 

Oncomelania属貝：使用した中間宿主貝は山梨県産（山梨株）および千葉県産（木更津株）のO.h. nosophora、中国安徽省産 （Tonglin
およびAnqin株）および江西省産（Jiangxi株）のO.h. hupensis、中国四川省産（Sichuan株）のO.h.robertsoni、およびフィリピン

産のO.h.quadrasiを用いた。山梨株を除いて他はすべて、実験室内飼育貝を用いた。 

       Tonglin株   Sichuan株   フィリピン株    山梨株 

 

 

 

 

 

 

日本住血吸虫：日本住血吸虫は山梨株と中国安徽省株を用いた。ともに実験室内でマウスを用いて継代維持してきたものを

用いた。 

PCR法およびLAMP法：PCRとしては日本住血吸虫の28SリボソーマルDNAを標的として (GeneBank Access ion# Z46504) Oncomelania

貝からの住血吸虫DNAの増幅を行った。396 bpのバンドの増幅を確認して感染を判定した。LAMP法には28SリボソーマルDNA

のほかにSjR2 (GeneBank Accession # AF412221)も用いて検討した。 

住血吸虫感染検出：Oncomelania貝を24穴プレートに１個ずつ加えてRPMI1640培地で満たしておき、そこに日本住血吸虫ミラ

シジウム 20 匹を添加した。顕微鏡で遊離しているミラシジウムがないことを確認して貝を別のプレートに移した。その24

時間後以降、一定時間経過ごとに検出を行い、最終的には16週後のセルカリアの遊出まで追跡した。 

                              (Sj:10pg 1pg 100fg 10fg DNA)  

結果 

貝からPCRによる住血吸虫感染の検出：貝は殻ごと試験管 内で破砕し、DNA抽出を行っ

た後PCRおよびLAMPに用いた。予備実験として行った検討 では日本住血吸虫ゲノム

DNAをテンプレートした場合は28SリボソーマルDNA検出 の場合、100fgの検出感度を

示した（右図）。LAMP法による検出の場合も同等の感度が 得られ（データ不提示）、

これをDNA量換算した場合、１匹のミラシジウムが存在す る貝であれば、その感

染を検出できる事が確認された。一方、より高感度で検出 できるとされたSjR2を標的

としたLAMP測定だが4)、われわれの方法では全く検出がで きず、遺伝子検出のための
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標的としては必ずしも至適の標的遺伝子とは考えられなかった。 

ミラシジウムの貝への侵入効率：貝にミラシジウムを添加２４時間後にPCR実施した場合、貝への侵入効率についてのデー

タが観察されると考えた。検討した結果、日本の住血吸虫は山梨株、木更津株のO.h. nosophoraにほぼ100%の侵入効率を示し

た一方、中国のO.h. hupensisにはほとんど侵入ができなかった。しかし、O.h.robertsoniのSichuan株にはO.h. nosophoraと同等の侵

入を示し、中国の中間宿主貝でも亜種の異なる２種類の貝では住血吸虫の侵入感受性が異なることがわかった。日本産住血

吸虫はフィリピンの貝に対しては中等度に侵入効率を示した（上表）。 

 一方、中国の日本住血吸虫はアジア域内全ての中間宿主貝に対して侵入効率が低く、同じ流行地の貝に対してでも10－20％

程度の低い侵入効率しか示さなかった。フィリピンの貝に対しては日本の住血吸虫と同様に、中間レベルの侵入効率しか示

さず、中国の寄生虫に対して高い侵入効率を許容する中間宿主貝は観察することができなかった。 

 

中間宿主貝内での感染幼虫への発育：ミラシジウム暴露後16週待ってセルカリア遊出までの期間のフォローを幾つかの寄生

虫－中間宿主貝の組合せ

について実施した。長期

間の実験室内の貝飼育の

困難性のために情報整理

は困難であったが、可能

な範囲で情報を整理した

（左図）。最も注目した点

は、Yamanashi株の住血吸

虫は Yamanashi 株の貝に

16週後も高い感受性を示

したのに対して、侵入効

率では中等度の数値を示

したフィリピンの貝につ

いては、16週後ではセルカリア遊出が全く認められなかったことである。同様に高い侵入効率を示した千葉県産の貝や中国

四川省のO.h.robertsoniでの16週後までの発育効率の結論は残念ながら本報告の時点では得ることができなかった。少なくと

もミラシジウムの侵入と発育とが独立の規定機構を持っていることを示すデータであると考えた。一方、中国の貝に対して

は日本産の住血吸虫の侵入効率が元々低かったが、侵入に成功したミラシジウムは感染幼虫まで発育可能であることが示唆
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された。 

 

考察 

 本研究では、日本住血吸虫ミラシジウムが、同じOncomelania属の中間宿主貝であっても異なった感染感受性を示すことを

明らかにすることができた。最も注目した所見は、日本の中間宿主貝がアジア域内の多くの寄生虫株に対して比較的高い感

受性を示した一方で、中国揚子江流域に生息する中間宿主貝は恐らく物理的バリアも含めて、住血吸虫の侵入を許容しない

事が推測された点である。さらに、侵入効率という観点からは、日本の住血吸虫が中国の貝でも、最も地理的距離が大きい

四川省産のO.h. robertsoniに特に高い侵入効率を示したことは興味深い。O.h. robertsoniは形態学的にO.h. nosophoraと類似して

おり、中国国内でも特異な共進化を遂げた寄生虫－中間宿主貝と考えらる。日本産の住血吸虫が O.h.robertsoniで感染幼虫まで

発育できるか否かは未だ検討が終了していないが、O.h.robertsoniと O.h.nosophoraは形態的にも類似しており、その起源の比較

が興味深い。今後は揚子江下流域に分布する住血吸虫のO.h.robertsoniに対する感受性も整理する必要がある。 

 その一方で、中国住血吸虫株のミラシジウムをそれぞれの貝に暴露したところ、何れにおいても限られた侵入効率しか得

ることができなかった。中国安徽省の寄生虫を安徽省の貝に暴露した場合でさえも同様の結果しか得られなかったので、中

国産の中間宿主貝ではもともと自然防御免疫系が強く機能していることが考えられた。特に侵入後24時間にすでにPCRでも

検出不能になるということは、強い虫体破壊機序が働いていることが推測され、中国のOncomelania属貝の生物学的特性を決

定する機序の解明が興味深い。 

 中間宿主貝の住血吸虫に対する感受性を考える時、今回の研究から明らかなことはミラシジウムの侵入と貝体内での発育

の2つの因子が独立して関与しているということである。日本産の住血吸虫は山梨株の貝体内に高率に侵入して、そのまま

発育した。一方、日本産の住血吸虫は中国株の貝に侵入効率は悪いが、一旦侵入したらそのまま発育できることが推定され

る。しかし、日本産住血吸虫はフィリピン産の貝に侵入することは比較的容易であるが、その貝体内では強い発育阻害がか

かっているデータであった。この事は中間宿主貝の住血吸虫ミラシジウムに対して、物理的バリアと生物学的バリアの2つ

の異なった機序が機能していることを示唆する。これらの機序解析を通して、中間宿主貝の日本住血吸虫に対する感染感受

性の概要が解明されれば、それを応用して住血吸虫症対策戦略やリスク評価に新たな展望が拓かれると期待される。 

 

参考文献 

(1) Chitsulo L, Engels D, Montresor A, Savioli L.  The global status of schistosomiasis and its control. Acta Trop 2000;77:41-51. 

(2)  Zhou XN , Wang LY , Chen MG , Wu XH , Jiang QW , Chen XY , Zheng J , Utzinger J , 2005 . The public health significance and control of schistosomiasis in 

China—then and now . Acta Tro. 96: 97 – 105 . 

(3)  Kumagai T,* Furushima-Shimogawara R , Ohmae H , Wang TP.  Lu SH, Chen R , Wen LY , and Ohta O.  Detection of Early and Single Infections of 
Schistosoma japonicum in the Intermediate Host Snail, Oncomelania hupensis , by PCR and Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) Assay.  Am J 

Trop Med Hyg,  83:542-8, 2010. 

(4) Xu J , Rong R , Zhang HQ , Shi CJ , Zhu XQ , Xia CM , 2010 . Sensitive and rapid detection of Schistosoma japonicum DNA by loopmediated isothermal 

amplification (LAMP) . Int J Parasitol 40: 327 – 331 . 
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(2) LAMP法を用いた日本住血吸虫中間宿主貝の感染モニタリングとその疫学的応用の検討 
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要旨 

食生活の欧米化に伴い、近年日本を始め、中国でも大腸癌の発病率が急増している。特に沿海地区の都市部で

は顕著な傾向が認められる。西洋医学における癌治療には、外科手術、放射線療法、抗癌剤による化学療法など

は、癌細胞を攻撃するだけでなく、正常の細胞や組織にもダメージが及ぶという欠点がある。癌治療における最

近の動向の１つとして、癌細胞に特有の解糖代謝亢進(ワールブルグ効果)に基づき、癌細胞だけを殺す理想的な

新しい癌治療法への関心が高くなっている。我々はワールブルグ効果を制御する可能性のあるUCP2を注目し、

大腸癌に対する抗腫瘍作用が知られている漢方薬から、UCP2抑制を示した白花蛇舌草(Baihuasheshecao)、半枝

蓮(Banzhilian)を見出した。さらに、蛇舌草、半枝蓮による大腸癌細胞のミトコンドリア膜電位低下、細胞内

ROSの増加、またはAktの活性低下などが明らかになった。半枝蓮、白花蛇舌草の抗癌薬物としての歴史的な背

景に加え、今回明らかにしたUCP2抑制の結果は、将来UCP2に抑制作用のある成分を特定し、癌細胞だけを殺す

理想の薬開発につながると期待される。［キーワード：大腸癌；漢方；UCP2］ 

 

緒言： 

食生活の欧米化に伴い、日本では欧米諸国に多い大腸癌が非常に増えている。近年中国でも、大腸癌の発病率

が急増している。特に沿海地区の都市部では顕著な傾向が認められる。西洋医学癌治療には、外科手術、放射線

療法、抗癌剤による化学療法、ならびに免疫療法などがあり、今日の癌治療はこれらの方法を組み合わせて行わ

れている。しかしこれらの治療法は、癌細胞を攻撃するだけでなく、正常の細胞や組織にもダメージが及ぶとい

う欠点がある。最近、癌治療における漢方薬の有用性は、さまざまの基礎研究によって、科学的に立証され、国

際的に見直され大きな注目を集めている。一方、大腸癌などの細胞は、酸素が充分にある環境でも嫌気的にエネ

ルギー（ATP）を生産す傾向があり、ワールブルグ効果と呼ばれている。しかし、なぜ癌細胞がこのように非効

率な方法によるエネルギー生産（好気的エネルギー生産のおよそ1/20の効率）を行っているのかについては、

ノーベル賞科学者オットー・ワールブルグ博士によるワールブルグ効果の発見後、80 年以上も経つが、今でも

未解決な部分が多い。UCP2 は細胞の代謝経路（解糖由来のピルビン酸、脂肪酸、グルタミン）の再プログラミ

ング[1]、またはP53を介して好気性代謝と嫌気性代謝を決定する可能性が示唆されている[2]。従ってUCP2は

大腸癌治療の新しいターゲットとして十分考えられる。本研究は、大腸癌に対する抗腫瘍作用が知られている生

薬として、三稜(Sanleng)、莪朮(Ezhu)、白花蛇舌草(Baihuasheshecao)、半枝蓮(Banzhilian)などを用い、UCP2

抑制作用のある漢方薬を探索し、更に抗大腸癌作用機序について検討したので報告する。 

  

材料及び方法： 

１、生薬としての三稜、莪朮、白花蛇舌草、半枝蓮を大晃生薬有限会社より購入し、それぞれ 50g を精製水

500ml で 3時間熱湯抽出、次に抽出液を減圧下で乾燥した。乾燥品を50mM リン酸ナトリウム緩衝液に溶解し、

抽出物を最終濃度100mg/mlとなるように調整した。 

２、細胞および細胞培養: SW480細胞(Human colon adenocarcinoma cell line)を使用した。細胞は、10％牛

胎児血清（以下FBS、GIBCO社）、streptomycin（Invitrogen社）100 U/ml，およびpenicillin（invitrogen社）

0.1 mg/mlを含むRPMI1640（wako社）を用いて、5％CO2内、でインキュベートした。細胞の剥離は0.25％ Trypsin 
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謝現象を利用している。この機序については、未解決の点が多い。最近UCP2は細胞の代謝経路（解糖由来のピ

ルビン酸、脂肪酸、グルタミン）の再プログラミング[1]、またはP53を介して好気性代謝と嫌気性代謝を決定

する可能性が示唆されている[2]。UCP はミトコンドリア内膜に存在し、ミトコンドリアの電子伝達系と ATP の

合成は、内膜を介するプロトン濃度勾配を解消する特殊なチャンネルであり、今はUCP2,3,4,5などUCPファミ

リーを成している[4]。UCP2は1997年クローニングされ、生体各臓器に広くその発現が認められた。UCP2が大

腸癌を含め、胆管癌[5]、甲状腺オンコサイトーマ、肝癌細胞株[6]、Hela細胞[7]、大腸癌細胞株（Caco2、SW480）、

乳癌細胞株（MCF7）[8]、抗癌剤耐性癌細胞株などに高発現していることが明らかとなった[9-11]。大腸癌分化

度は UCP2 の発現量に比例することがわかっている[11]。我々もマウス骨髄白血病細胞において正常より UCP2

タンパクは10倍以上上昇する報告をした[12]。また、UCP2ノックアウトマウスにおいて大腸癌が出来やすいこ

とが報告され、その原因として大腸粘膜上皮に活性酸素の蓄積とNFｋBの活性化が示唆された[13]。これらの一

連の研究は、UCP2 は細胞内の活性酸素を感知・制御することにより、癌細胞増殖促進に深く関与していると推

測される[14, 15]。UCP2は大腸癌治療の新しいターゲットとして十分考えられる。UCP2のantagonistとして、

漢方薬で使用されているクチナシ果物抽出エキスクチナシの主成分である（ genipin）が有名、癌細胞において

はUCP2抑制効果がなかった（未発表データ）。今回、我々は大腸癌に対する抗腫瘍作用が知られている 生薬と

して莪朮、三稜、白花蛇舌草、半枝蓮のうち、半枝蓮と白花蛇舌草のUCP2抑制作用を見出した。 

白花蛇舌草と半枝蓮は中国の民間療法として外傷・化膿性疾患・各種感染症や肺癌や胃癌などの治療に使用さ

れてきた。培養癌細胞を用いた実験で、白花蛇舌草によるヒトの乳癌細胞や前立腺癌細胞の増殖を抑える効果も

報告されている。半枝蓮には、癌細胞の増殖抑制作用、アポトーシス誘導作用、抗変異原性作用、抗炎症作用、

発癌過程を抑制する抗プロモーター作用などが報告されている[16]。さらに最近は、米国では進行乳癌患者に対

する臨床試験も実施され、半枝蓮の有効性を示唆する結果が得られている[17]。半枝蓮の熱水抽出エキスBZL101

は嫌気性解糖系を阻害し、癌細胞をエネルギー不足に追い込む[18]。これにより癌細胞には細胞死が起こるが、

正常細胞はほとんどダメージを受けない。大腸癌株SW480における半枝蓮と白花蛇舌草によるUCP2タンパクの

低下は、酸化的リン酸化を亢進させ、ミトコンドリアに大量のROSが産生されるため、腫瘍抑制に繋がる可能性

が示唆される。 

また癌細胞サバイバルメカニズムとして多くの細胞で観察されているものに、PI3K/Akt/mTORシグナルの亢進

がある[19]。Aktには2つの調節ドメインが知られており、PDK1によりThr308が、Ser473はPDK2などいくつ

かのキナーゼによりリン酸化される。このリン酸化が癌化、増殖および Bcl-2 ファミリーBad、caspase-9、

Forkhead transcription factor、IκBキナーゼなどのリン酸化による抗アポトーシス活性を含むAktの活性化

に重要である。従ってAkt活性の抑制は、癌化学療法の重要な標的となる。本研究では半枝蓮、白花蛇舌草処理

によるAkt Ser473リン酸化レベルの低下は、大腸癌の増殖抑制にも寄与する可能性が示唆された。 

以上の結果から、半枝蓮、白花蛇舌草は単味生薬としてもin vitroでの抗大腸癌作用があり、そのメカリズ

ムとして、ミトコンドリアのUCP2 発現抑制、ミトコンドリア膜電位の低下、ROS の増加、またはAkt の活性制

御によるものであると考えられる。 
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要旨 

中国の山西省で神経管閉鎖障害（NTDs）の発症率は約出生1万対199であった。さらに、この地域はかつで

はヨード欠乏地域でもあったが、ヨード添加食塩の政策で、他の地域のようなヨード過剰摂取の恐れがある。山

西省の山間地域ではNTD児、特に無脳児の妊娠により、繰り返し流産する女性が多かった。今回、これらの女性

を対象に血清中の甲状腺ホルモン（fT3,fT4）、血清甲状腺刺激ホルモンthyroid stimulating hormone (TSH)、

血清総ホモシステイン(total homocysteine; tHCY)及び尿中のヨードの排泄（urine iodine; UI）を測定した。

症例対照研究でヨード代謝を含む甲状腺機能及び葉酸代謝に関する研究を行った。甲状腺機能亢進症と思われる

妊婦がいなかった。甲状腺機能低下症の妊婦を除いて解析を行った。NTD児を妊娠していない妊婦を対照群、NTD

児を妊娠した妊婦を症例群とした。tHCY≤あるいは>13 µmol/Lの割合、UI>250µg/Lの割合及び年齢は対照群と症

例群の間に有意差がなかった。tHCY>13 µmol/Lかつ妊娠20週以下場合は1)症例群より対照群の方は血清甲状腺

ホルモンのレベルが有意に高かった；2)二項ロジスティック回帰分析で、fT3、TSH、UI、年齢と妊娠週数等の因

子の影響を補正した後、fT4のオッズ比は0.60（95%信頼区間：0.42-0.86）であり（P=0.006）、保護作用を示し

た；3)対照群でfT4サージをみられたが、症例群ではみられなかった。さらに今は血清抗甲状腺抗体、血清ｈCG

等を調べているところである。 

 

Key Words 神経管閉鎖障害、高ホモシステイン血症、甲状腺ホルモン、尿中ヨードの濃度、母子保健 

 

緒言: 

中国の山西省で神経管閉鎖障害（NTD）の発症率は約出生1万対199であり、特徴として無脳児が多かった。

主な原因は葉酸欠乏であった。さらに、この地域はかつではヨード欠乏地域でもあったが、1996年からの全国

一斉ヨード添加食塩の政策で、他の地域のようなヨード過剰摂取の恐れがある。NTDの病態を解明するため、流

産した高ホモシステイン血症の妊婦において、血清中の甲状腺ホルモン及び尿中ヨードの濃度について検討する

ことを目的とした。 

 

対象と方法: 

対象は中国の山西省にある山間地域の妊婦計173人、妊娠週数は5-40週、年齢は18-21歳。病理専門医が病

理診断を行った。NTD児ではなく他の原因で人工流産治療を受けた妊婦を対照群（90人）、NTD児を妊娠し、人

工流産をした妊婦を症例群（83人）とし、対照症例研究を行った。検体を冷凍保存した。血清甲状腺ホルモン

とTSHはAbbott社のARCHITECT®アナライザー、血清中tHCYは酵素法、尿中ヨードの濃度はCatalytic 

Spectrophotometryで北京市首都小児科研究所で測定した。2007年に公表された「妊婦甲状腺機能異常ガイドラ

イン」（J Clin Endocrinol Metab 2007;98(8):S1-S47）に基づいて、TSH>2.5mIU/Lの妊婦を甲状腺機能低下症、

TSH<0. 1mIU/Lの妊婦を甲状腺機能亢進症と定義した。匿名のデータを日本で分析した。統計分析はPASW17.0
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を用いて行った。文書でインフォームド・コンセントを得た。研究計画は首都小児科研究所の倫理委員会の承諾

を得た。 

結果: 

1)対象者の基本情報： 

今回の基準では甲状腺機能低下症はみられなかったが、17.8%（16/90）の対照群の妊婦、及び22.9%(19/83)

の症例群の妊婦が甲状腺機能低下症であり、両者の有意差はなかった。これらの妊婦を除いてから解析した。

妊娠週数（20週）とtHCY(13μmol/L)濃度別でグループ分け、解析した。対照群と症例群の間にtHCY≤ある

いは>13µmol/Lの割合、UI>250µg/Lの割合及び年齢には有意差がなかった。他の基本情報は表１で示す。 

2)甲状腺ホルモンがNTDに対する保護作用： 

妊娠週数20週以下かつtHCY>13µmol/Lの妊婦では、症例群より対照群の方は血清甲状腺ホルモンのレベルが

有意に高かった（表1）；二項ロジスティック回帰分析でfT3、TSH、UI、tHCY、年齢と妊娠週数等の因子の影

響を補正した後、fT4のオッズ比は0.60（95%信頼区間：0.42-0.86, P=0.006）であり、保護作用を示した；

対照群でfT4サージをみられたが、症例群ではみられなかった；tHCY≤13 µmol/Lの妊婦と比べて、パターン

が異なった（図1） 

 

考察： 

妊娠週数20週以下かつtHCY>13µmol/Lの妊婦ではNTDに対する保護作用がみられた。詳細なメカニズムはホ

モシステイン代謝関連酵素を介すると思われる。妊婦健診の際に、血中ホモシステインと甲状腺ホルモンのレベ

ルを同時にモニターリングする必要がある。さらに1）抗甲状腺抗体TPOAb、 TGAb、及び既往歴等を調べ、甲状

腺疾患のハイリスク妊婦の割合を比較すること；2）甲状腺疾患のハイリスク妊婦を取り除いて、もう一度検証

すること；3）この地域の妊婦のために妊娠初期、中期と後期に応じた甲状腺機能測定値のそれぞれの正常範囲

を検討することが必要である。 
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－日中医学協会助成事業－ 

Ｃ型肝炎ウイルスコア蛋白変異と発癌および抗ウイルス治療効果 
 

 
日本側研究者氏名  加藤 直也 

所 属 機 関  東京大学医科学研究所 特任准教授 

共同研究者氏名  李 雯雯、胡 中傑、室山良介、古渡礼恵 

中国側研究者氏名  王 岳 

所 属 機 関  中国疾病対策予防センター 研究員 

 

 
要 旨 

C 型肝炎のペグインターフェロン・リバビリン併用治療抵抗性に最も関与しているウイルス側因子は、コ

ア蛋白第 70 番のアミノ酸変異である。われわれはコア蛋白第 70 番目アミノ酸の野生型および変異型 C 型

肝炎ウイルスのリアルタイム PCR アッセイによる個別定量法を確立し、それぞれのダイナミクスを詳細に

検討した。 

まず、1 型高ウイルス量の C 型慢性肝炎患者のシリーズ血清を用いて、治療前・中・後の野生型と変異

型 C 型肝炎ウイルスのダイナミクスを検討した。次に、治療前の野生型および変異型 C 型肝炎ウイルスの

比率と治療効果につき検討した。 

治療前血清においては、36 例中 26 例 72％が野生型と変異型の混在型であった。その比率は治療中も変

化せず、野生型および変異型 C 型肝炎ウイルスの治療に対する初期感受性は同等であった。治療前に野生

型優位であった再燃例では、治療後のウイルス再出現時早期（治療後第 4 週目）には変異型が優位に変化

しており、その後野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスの比率は治療前と同様に野生型優位に復した。 また、

変異型 C 型肝炎ウイルスの比率が高くなるほどウイルス学的著効は得られにくかった。 

多くの患者においてコア蛋白アミノ酸第 70 番目の野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスが混在しており、変

異型C型肝炎ウイルスの比率が高い患者ほどペグインターフェロン・リバビリン併用療法に抵抗性である。

変異型 C 型肝炎ウイルスは排除されにくいと考えられた。 

 
Key Words C 型肝炎ウイルス、コア蛋白、アミノ酸置換、ペグインターフェロン・リバビリン併用療法、

治療効果 

 
緒 言： 

 世界中には実に 1 億 7 千万人もの C 型肝炎ウイルス感染者がいるとされる。日本の国民の約 2％、また、

中国の国民の約 3％が C 型肝炎ウイルスに感染している。C 型肝炎ウイルスは、急性・慢性肝炎のみなら

ず、肝硬変・肝癌の主要な原因である。したがって、日中両国にとって、C 型肝炎は健康上の大いなる脅威

となっている。C 型慢性肝炎に対しては、ペグインターフェロン・リバビリン併用療法が標準治療として行

われているが、その奏功率は最も多い遺伝子型 1 型の C 型肝炎ウイルスに対しては、たかだか 50％に過ぎ

ず、より治療効果を上げる方策が必要である。 

 最近になり、治療抵抗例では C 型肝炎ウイルスコア蛋白の第 70 番目アミノ酸が変異していることが多い

ことが報告された。また、このコア蛋白アミノ酸変異は治療抵抗性のみならず、肝発癌とも関連している

ことが報告された。実際に、われわれは本アミノ酸変異が肝癌と関連していることをグローバルデータベ

ースを用いた解析で確認した。 

 そこで、まず、コアアミノ酸第 70 番目変異の高感度検出法を開発し、ペグインターフェロン・リバビリ
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しかしながら、治療経過中の野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスのダイナミクスを検討すると、治療経過

中の野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスの比率は変化せず、野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスのペグインタ

ーフェロン・リバビリン併用療法に対する感受性は少なくとも治療初期には同等であることが判明した。 

 
しかしながら、治療前に野生型優位であった再燃例では、治療後のウイルス再出現時早期（治療後第 4

週目）には変異型が優位に変化しており、その後野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスの比率は治療前と同様

に野生型優位に復していた。 

3) 変異型が優位な場合と野生型が優位な場合では変異型 C 型肝炎ウイルスに 2 塩基の有意な違いがあり、

これらはウイルス増殖能に関連している可能性が考えられた。 

4) 野生型および変異型C型肝炎ウイルスコア蛋白はインターフェロンシグナル伝達系を活性化する傾向

にあったが、両者の及ぼす影響には差がなかった。また、同様に、インターロイキン 28B シグナル伝達系

に野生型および変異型コア蛋白が及ぼす影響には差がなかった。 
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5) 野生型および変異型コア蛋白がアポトーシスに及ぼす影響には差がなかった。  

 

考 察： 

ほとんどの患者においては、C 型肝炎ウイルスコア蛋白第 70 番目アミノ酸の野生型と変異型が混在して

いた。変異型優位の症例ではペグインターフェロン・リバビリン併用療法に治療抵抗性であるにもかかわ

らず、同一患者内における野生型と変異型 C 型肝炎ウイルスのダイナミクスには違いがなかった。しかし

ながら、再燃時には一時的に変異型が優位となり、変異型 C 型肝炎ウイルスは排除されにくいことが明ら

かとなった。 

なぜある患者では変異型が優位になるのかについては、コア領域の変異と関連している可能性が示唆さ

れた。 

しかしながら、変異型コア蛋白のペグインターフェロン・リバビリン併用量に対する治療抵抗性を生ず

るメカニズム、あるいは肝発癌に関わるメカニズムについては、なお検討の必要がある。 

 
参考文献： 

1. Hu Z, Muroyama R, Kowatari N, Chang J, Omata M, Kato N: Characteristic mutations in 
hepatitis C virus core gene related to the occurrence of hepatocellular carcinoma. Cancer Sci 
Vol 100, 2465-2468 (2009) 

 
注：本研究は、2010 年 5 月 27 日『46 回日本肝臓学会総会』にて口演発表、2010 年 8 月 1

日『BIT’s 1st Annual Inaugurate Symposium of Hepatitis (SHV-2010)』にて口演発表、

2010 年 9 月 10-14 日『17th International Meeting on Hepatitis C Virus and Related 

Viruses』にてポスター発表、2010 年 10 月 28 日『第 1 回疾患医科学ミニシンポジウム』

にて口演発表、2010 年 12 月 17 日『The APASL 7th Single Topic Conference “Hepatitis 

C Virus”』にてポスター発表、2011 年 2 月 18 日『The 21st Conference of the Asian 

Pacific Association for the Study of the Liver (APASL)』にて口演発表。  

 

 
作成日：2011 年 3 月 14 日 
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―日中医学協会助成事業― 

 
プロテオーム解析による肝細胞癌の病態解明に基づく 

個別化医療実現のための新規診断技術の開発および創薬シーズの探索 

 
研究者氏名：近藤格 
所属機関：国立がん研究センター 創薬プロテオーム研究分野 
研究者氏名：樊 嘉 
所属機関：復旦大学中山医院外科 
共同研究者：黄成、バイオマトリックス研究所 
 

要旨 
肝細胞癌は本邦でも中国でも悪性腫瘍による死亡原因としては主要な位置を占めている。肝

細胞癌の患者の予後は一般にきわめて不良であり、新しい予防、診断、治療法の開発が求められ

ている。遺伝背景を共有する日本と中国とが協力し、肝細胞癌の治療成績の向上を目指した研究

にあたることは、国民の健康福祉の向上のみならず、両国の将来をともに形作ることにもつなが

るため重要な課題である。国立がん研究センターでは、かねてから復旦大学中山医院と共同で肝

細胞癌の治療成績の向上を目指した基礎研究を行ってきた。臨床的には肝細胞癌では手術後の再

発が大きな問題となっている。再発する臓器としては肝臓がもっとも多く、早期に肝内再発（転

移）を来す症例の予後はきわめて不良である。肝内再発の分子機構を解明し、肝内再発を予測し

て未然に防いだり、肝内再発を見越した治療戦略を立てることによって、肝細胞癌の治療成績の

向上が見込まれると考えられている。 

国立がん研究センター研究所では、悪性腫瘍を対象とした大規模なプロテオーム解析が行わ

れてきた。大型の二次元電気泳動装置や質量分析装置を用いた一般的なプロテオーム解析に加え、

多数の抗体を用いた解析を行っていることが特色である。具体的には、転写因子やアポトーシス

構成因子など、悪性腫瘍の発生や進展に関わることがわかっている分子経路に含まれているタン

パク質について抗体を入手し、ウェスタンブロッティングを行うことで発現解析を行うというも

のである。一般的なプロテオーム解析では微量なタンパク質（たとえば転写因子など）を観察す

ることはきわめて困難であり、しかも特定の分子パスウェイに含まれるタンパク質に的を絞って

解析することはほぼ不可能である。しかしながら、抗体を用いた解析であれば可能である。たと

えば、目的とする分子バスウェイに含まれるタンパク質すべてについて一つずつ抗体を使って調

べることでパスウェイワイドな解析が可能になる。国立がん研究センター研究所ではいくつかの

学術機関や民間企業との共同研究によって多数の抗体が使用できる環境にあり、このたびの研究

ではその抗体を用いた解析を実施した。具体的には約６００種類の核内因子に対する抗体を用い

たウェスタンブロッティングを実施した。 

復旦大学中山医院は、中国でもっとも肝細胞癌の切除術が多く行われている医療機関であり、
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年間約２０００症例が肝細胞癌の手術を受けている。臨床のみならず手術検体を用いた基礎研究

でも実績をあげている。術後の追跡調査も十分に行われており、臨床情報を用いた研究が可能で

ある。 

本研究では、国立がん研究センターのユニークなプロテオーム解析システムと復旦大学の臨

床検体を用いて、肝細胞癌の早期再発に関わる核内因子を網羅的に調べた。結果的に、早期再発

に関わると考えられる核内因子２４種類、発癌に関わると考えられる核内因子１４８種類と特定

した。免疫染色は中国国内でしかできないため、現在復旦大学にて組織アレイを用いた解析を実

施中である。 

 
Key Words: hepatocellular carcinoma, proteomics, western blotting, early intrahepatic 

recurrence, nuclear factors 

 

緒言 

肝細胞癌の治療成績の向上のための基礎研究として、早期の肝内再発に着目した研究はきわ

めて重要である。肝細胞癌は予後不良な疾患であるが、早期に再発を来す症例の予後はきわめて

不良であること、さらに早期に再発を来す症例が多いこと、などからである。本研究では、国立

がん研究センターのプロテオーム解析技術と、復旦大学中山医院の手術検体および臨床情報を用

いた解析を実施した。 

 

対象と方法 

対象としたのは、復旦大学中山医院において肝細胞癌の根治切除術を施工された症例であり、

手術検体を用いた解析を行った。手術検体としては、腫瘍組織５０検体および非腫瘍組織５０検

体を使用した。手術検体はかならずしも同一の症例に由来するものだけではない。臨床検体を医

学研究の目的に使用することについて文書による同意を提供者から得ている場合にのみ、検体を

使用した。また、本研究は、復旦大学の倫理委員会の承認および国立がん研究センターの倫理委

員会の承認を得て実施した。 

発現解析の目的で、579 種類の市販モノクロナール抗体を使用したウェスタンブロッティン

グを行った。国立がん研究センターと共同研究契約を締結しているバイオマトリックス研究所の

抗体を使用した。手術検体より高濃度のウレアを含むバッファー（7M urea, 2M thiourea, 3% 

CHAPS, 1% Triton X-100）にてタンパク質を抽出した。SDS-PAGE によってタンパク質を分子量

にしたがって分離した。分離はディスポーザブルの市販のゲル（ATTO 社製）を使用した。予測

される分子量にしたがってゲルの濃度を決定した。次に、分離されたタンパク質を電気的に膜に

転写した。転写されたタンパク質に対して上記の抗体を反応させ、化学発光（ECL-Plus、GE）に

よって抗原抗体複合体を検出した。検出系には LAS-3000（富士フィルム）を使用した。検出さ

れたシグナルの定量を画像解析ソフトを用いて行った。発現の有意性の基準は、ｐ値が 0.05 よ

り小さく、しかもグループ間の平均の差が２倍より大きいこととした。 
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組織アレイは復旦大学中山医院で作成されたものを使用した。上記のウェスタンブロッティ

ングに使用した抗体を用いて組織アレイを対象に免疫染色を行った。免疫染色の判定は復旦大学

中山医院の病理医および外科医が行い、その結果の確認を国立がん研究センターの共同研究者と

ともに行った。 

 

結果 

手術後２年以内に再発を来した２５症例と、２年以上の観察期間中に再発を来していない２

５症例の比較を行った。腫瘍組織どうしの比較においては、２１種類の核内因子が有意な発現差

を示していた。同様の比較を非腫瘍組織どうしにおいて行うと、３種類の核内因子が有意な発現

差を示していた。 

非腫瘍組織（５０検体）と腫瘍組織（５０検体）の比較を同様にウェスタンブロッティング

で行い、１４８種類の核内因子が有意な発現差を示していることがわかった。 

次に、同定された核内因子が肝細胞癌および非腫瘍組織のどの細胞に発現しているかを確認

する目的で、組織アレイを用いた解析を行った。まず、再発に関わるとして同定された上気の２

４種類の核内因子、腫瘍組織と非腫瘍組織の間で発現差が認められた２６種類の核内因子につい

て免疫染色を実施した。すべての抗体が免疫染色にて反応性を示したわけではないが、ウェスタ

ンブロッティングと同様な発現差を示す核内因子が同定された。さらに興味深いことに、ウェス

タンブロッティングにおいて腫瘍組織で発現が高いとして同定された核内因子に中には、腫瘍内

の血管内皮細胞に特異的に発現するものが含まれていることが分かった。 

 

考察 

本研究において、肝細胞癌の再発に関わる核内因子、発癌に関わると考えられる核内因子を

同定することができた。核内因子はヒトゲノム上には約２０００種類がコードされていると考え

られている。我々は今回、その約３分の１を調べたことになる。このような解析は抗体を用いて

のみ可能であるが、同様の解析が実施できる研究室は国立がん研究センター以外には国内外に存

在しない。また、今回は臨床情報が付随した１００検体の手術検体を使用したが、国内では肝細

胞癌の手術数は減っており、再発の情報が付加されたこれだけの数の手術検体を研究に使用する

ことはかなり困難である。したがって、本研究は日本と中国のそれぞれの長所を活かした研究で

あると言える。 

核内因子の異常がどのような遺伝子発現の異常を引き起こし、ひいては腫瘍細胞の形質に影

響を与えているのかを調べることが今後の課題である。その目的では、siRNA を用いて対象とす

る核内因子の発現を低下される実験を肝細胞癌の培養細胞を用いて実施しているところである。

また、同定された核内因子がどのように臨床上有用であるのかを調べることが最終的な目的であ

り、そのためには上記の機能解析の実験に加え、さらに多数症例にあたることが必要である。 

今回の研究成果をもとにして、現在、復旦大学において組織アレイを用いた大規模な検証実

験を行っているところである。対象とする核内因子は上記の５０種類だけでなく、今回の解析で
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発現差があると認められたものすべてである。 

日本と中国との共同研究が、本研究助成金をもとにさらに発展し、両国の共同研究の成果と

して肝細胞癌の治療成績の向上を宣言できる日を目指してこれからも研究に励みたいと考えて

いる。 

２０１１年３月１５日 
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―日中医学協会助成事業― 

  妊婦および乳幼児歯科保健に関する研究 

 

                                    研 究 者 氏 名    下野 勉 

                                    日本研究機関   岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 

                                    中国研究機関     北京大学口腔医学院 小児歯科 

                                    共同研究者名     教授  葛 立宏 

要旨 

「暮らしの病」と呼ばれるがごとく、齲蝕症の発病に至るまでの過程に、日々の生活習慣が大きく影響を及

ぼしている。従って、齲蝕予防対策を講じるためには、生活リズムの基礎が形成される乳幼児期における養育

者と子供の行動科学的要因を分析する必要がある。また、細菌学的要因としての齲蝕原性細菌が伝播し、発病

に至る過程を解明することは公衆衛生学的にもきわめて重要である。 

他の先進国と比べて少子化傾向の著しい日本と、一人っ子政策の進む中国においては、小児期から成人期に

かけてのライフサイクルの中でも乳幼児期に齲蝕が急増しており、その発生に関与する様々な要因を早期に発

見し、適切な歯科的アプローチを行うことが望まれる。 

そこで本研究では 2010 年度に大阪府交野市保健センターと中国北京市海淀区婦幼保健院で行われた妊婦歯

科保健指導において妊婦の齲蝕細菌学的要因を齲蝕活性度試験により調べ、母親の齲蝕発生に関する生活習慣

をアンケート調査により調べ、両国の結果を比較検討したところ、齲蝕活動性試験カリオスタットで調べた齲

蝕活性度は、ハイリスク者の割合が日本人妊婦が中国人妊婦と比べて約 2 倍大であり、、自分は虫歯が多いと

いう自覚症状を有する割合は、日本人妊婦が中国人妊婦はと比べて 3 倍以上も大であった。しかし未処置の虫

歯の存在に関する意識は中国、日本の間で差が認められなかった。齲蝕原性細菌の伝播に関係すると思われる

噛み与えをする危険性に関しては、中国人妊婦のほうが少ない傾向がみられた 

                          

Key Words  妊婦、歯科保健、カリオスタット、齲蝕活動性、アンケート 

 

諸言： 

近年、“80 歳まで自分の歯を 20 本以上持とう“という 8020 運動のスローガンのもと、各地で運動歯科保健事

業への取り組みが展開されている。しかし、80 歳で平均残存歯数 5.1 本の現状を考えると、より早期からの

継続的な歯科健診体制の確立が望まれる。そこで、出生前からの歯科的アプローチに着目し、大阪府交野市に

おいて妊婦歯科教室を実施し、妊婦自身の口腔内状況の改善と出生した乳幼児の齲蝕発生の抑制に著しい成果

を上げてきた。今回、一人っ子政策が進み、乳幼児の養育方法の変化に伴い、乳幼児の重症齲蝕が散見される

中国において、その予防策の一つとして、中国北京市で日本と同じ形式の妊婦教室を行い、妊婦の保健指導に

用いたアンケートとカリオスタット検査結果を分析し、日本と中国の比較検討を行った。 

対象と方法： 

2010 年 4 月から 2011 年 3 月までに日本、大阪府交野市保健センターと中国、北京市海淀区婦幼保健院で

行われた妊婦歯科保健教室を受講した妊婦、日本側 62 名、中国側 53 名にたいしてビデオやスライドを用いて

集団指導を実施し、初回の産科教室の時に行ったカリオスタット検査と生活習慣に関するアンケートの結果に

基づき、間食や生活習慣の改善、歯磨き指導を行い、妊婦自身の口腔健康観の向上を図った。 
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結果： 
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－日中医学協会助成事業－ 

チタン表面改質による即時荷重インプラントシステムの開発 

 
研究者氏名 魏 建華 
中国所属機関 第四軍医大学口腔医学院 
日本研究機関 東京歯科大学 口腔科学研究センター 
指導責任者 教授 吉成正雄 
共同研究者名 三浦 直，田辺耕士，江黒 徹 
 

要 旨 
即時荷重インプラントは，治療期間を短縮し患者の QOL の向上に貢献することから，チタンに生体活性を向

上させる表面改質法により本試ステムを実現する試みがなされているが，最適な表面改質法は未だ明らかにな

っていない．本研究は，インプラント表面の濡れ性が細胞の初期接着及びその後の細胞動態に重要な役割を果

たすことから，チタン表面の濡れ性に及ぼす表面形状と表面性状を変化させた表面処理，ならびに保存条件の

影響を明らかにすることを目的とした．粒度の異なるアルミナブラスト処理および酸処理を行った後，酸素プ

ラズマ処理(O2plasma)，紫外線照射処理 (UV), 過酸化水素処理(H2O2)が施され，濡れ性（水に対する接触角）

を計測した．その後，保存条件が表面親水性の持続性に及ぼす影響を調査した．さらに，それらの表面処理が

骨芽細胞の動態に及ぼす影響を調査した． 
表面形状に関し，ブラスト処理後に酸処理を施した条件で接触角がほぼゼロである超親水性を示した．表面

性状に関し，O2plasma 処理，UV 処理を施した試料は全ての表面形状で超親水性を示した．この親水性は大気

中保存で急速に失われたが，水中保存では超親水性を維持した．また，超親水性表面は骨芽細胞の増殖，分化

を促進することが明らかとなった．以上より，早期骨形成に寄与するべく親水性を得るための表面形状と表面

性状を制御する処理法，また親水性を持続する保存法が明らかとなった． 
Key Words：歯科インプラント，チタン，酸素プラズマ，紫外線照射，骨芽細胞 
 
緒 言： 
インプラント骨接触部へ骨芽細胞の早期接着・増殖あるいは分化を促す環境を作り出すことは，オッセオイ

ンテグレーションを早期に実現するための重要な因子の一つである．細胞のインプラントへの接着，増殖，分

化はインプラント表面の性質，すなわち表面形状（surface topography）および表面性状（surface physicochemistry）
に影響される．表面形状は細胞の接着，伸展，配列，集簇に大きく影響するばかりではなく，細胞の分化・発

現形態に重要な役割を与えることはよく知られている．一方，表面性状は，インプラントとタンパクや細胞の

吸着や接着に影響を与える．表面の性状を決定する物理化学的な因子は表面エネルギー（濡れ性，接触角など

で評価）と表面荷電（ゼータ電位，等電点などで評価）であり，これらの性質は表面官能基の形成情況に支配

される． 
近年，表面濡れ性が骨芽細胞の動態，ひいてはオッセオインテグレーションに影響を及ぼすことが指摘され，

親水性を付与したインプラントも市販されている．親水性と細胞接着の関係では，親水性が大きな表面で細胞

接着性が増大傾向にあることが報告されている．さらには，チタン表面への低温プラズマ処理（グロー放電）

による親水性処理によって，各種細胞の初期接着性や分化特性が向上することが報告されている．我々は，酸

素プラズマ処理により創製された超親水性表面は骨芽細胞，線維芽細胞の初期接着の促進に有効であることを

報告した 1, 2)． 
親水性を付与する方法として，低温プラズマ法（グロー放電処理），紫外線（UV）照射法，過酸化水素水（H2O2）

浸漬法などが提案されている．低温プラズマ法は，低温でプラズマ（電離状態）をつくりだす処理法であり，
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表面に官能基を導入し表面エネルギーや表面荷電などの表面性状が制御できることから，生体材料への応用が

拡大している．UV 照射法は，チタン酸化物の光触媒効果によりチタン表面に親水性を付与し，骨芽細胞の増殖，

分化に有効に働くことが報告されている．H2O2 浸漬法は，主に整形外科領域で提案されてきた処理法であり，

表面に水酸基を導入することにより親水性を付与すると云われている． 
一方，各種処理により得られた親水性はその後の大気中保存により急速に親水性が失われて疎水化に転じる

ことから，本法を臨床へ応用するためには親水性を持続させる方法を開発することも重要な課題である． 
そこで本研究は，表面形状と表面性状を変化させた表面処理がチタンの濡れ性に与える影響，および親水性

を維持する保存条件の影響を明らかにすることを目的とした．同時にこれらの表面処理が骨芽細胞の動態に与

える影響を調査した． 
 
材料と方法： 
１．試験片の作製および表面処理 
使用したチタンは直径 13mm，厚さ 1mm の JIS2 種チタン板（Kobe steel, Japan）である．表面形状に関し，鏡

面（MS），各々の粒度のアルミナブラスト処理を施した表面（SB25，SB50 および SB150），および SB150 に酸

エッチングを施した表面（SB150E）を調製した．表面性状に関し，表面形状調製直後（大気中で 10 分間保存）

の試料をコントロールとして用いた（As）．さらに，酸素プラズマ処理を 10 分間施した試料（O2Plasma），紫外

線照射（励起波長 254 および 365nm）を 2 時間施した試料（UV），および酸性 H2O2溶液(pH4.0，60°C)に 1 日間

浸漬した試料（H2O2）を作製した． 
２．表面形状観察および表面粗さ測定 
表面形状観察は走査型電子顕微鏡（SEM）を用いた．また，表面粗さの測定は表面形状測定器を用い算術平

均粗さ（Ra）および最大高さ（Rmax）を算出した． 
３．接触角の測定，接触角の経時的変化 
各処理表面の純水に対する濡れ性（接触角）を表面形状および表面性状の調製 10 分後に測定した．処理面を

純窒素でブローした後，水滴量 4μL の条件で液滴 15 秒後に接触角を計測した．また，接触角の経時的変化は

SB150E を用い，大気中（Air），純水中（DW）およびエタノール中（Eth）と保存条件を変化させて測定した． 
４．骨芽細胞の培養試験 
表面形状をSB150Eに調製後，大気中（As-Air），蒸留水中（As-DW）また，SB150EをO2処理後蒸留水中（O2-DW），

UV 処理後蒸留水中（UV-DW），H2O2 処理後蒸留水中（H2O2-DW）に 1 週間保存した．これらの試料表面上で，

マウス骨芽細胞様細胞 MC3T3-E1 を通法にしたがった培養した．細胞播種後 1,3,5,7 日後の増殖を WST-1 法によ

り評価した．また，播種後 7，14 日後の ALP 活性を測定した． 
 
結 果： 
１．表面形状および表面粗さ 

MS は表面が平滑であり，表面粗さも Ra=0.08±0.02µm と鏡面を呈していた．SB 処理は，ブラスト粒子が大き

くなるに従って凹凸が激しくなり，表面粗さも大きくなった．SB150E は，SB150 と比較してエッチピットによ

る微細な凹凸が多くなった．また，表面粗さは，Rmax が顕著に大きくならなかったのに対して Ra は顕著な増

大を示し，SB150E は大きなうねりを持つ山に微細な凹凸が付与されている様相を呈していた． 
２．表面処理 10 分後の接触角 
表面形状および表面性状を変化させたチタン表面の調製 10 分後の接触角を図 3 に示す． 
表面形状の違いについて，大気中保存 10 分の試料（As，コントロール）についてみてみると，MS が約 70゜

の接触角であったのに対し，表面粗さが大きい条件では接触角が小さくなった．特に，SB150E においては接触

角がほぼ 0゜と超親水性を示した．それ以外の表面性状を変化させた試料（O2，UV, H2O2）に関しては，表面

形状の違いによる顕著な差が見られなかった． 
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表面性状の違いについて，特に O2，UV 処理を行

った試料は全ての表面形状で超親水性を示した．

H2O2 試料は MS において As より接触角が小さくな

ったものの，SB150E では逆に接触角が大きくなった． 
３．接触角の経時的変化（SB150E） 
保存条件の違いよる接触角の経時的変化は，As 試

料（調製直後の接触角 0゜）において，大気中保存

（Air）では急速に接触角が大きくなり 7 日後で約

100゜と疎水性表面となり，その後は一定となった．

Eth保存においては 7日後でAsより小さい約 80゜を

示した．一方，純水中保存（DW）では保存後 21 日

においても接触角 3゜と超親水性を維持した．O2 お

よび UV 試料（調製直後の接触角 0゜）では，As 試
料より全体的に小さな接触角で推移しているものの，

保存条件の違いにおいては As 試料と同様な傾向を示した．H2O2 試料（調製直後 17.5゜）は他の試料と同様に

Air，Eth 保存では経時的に接触角が大きくなるもの

の DW 保存では小さくなった． 
３．骨芽細胞の培養結果（SB150E） 
 表面形状 SB150E 上における骨芽細胞の増殖傾向

を図 2 に示す．水中に保存した As-DW（未処理）に

比較し，特に O2-DW，UV-DW 試料上では，培養 3
日後に増殖が増加し，増加傾向は 5 日後で顕著にな

った．ALP 活性は，As-DW に比較し，O2-DW，UV-DW，

H2O2-DW は 7 日後から有意に増加した． 
 
考 察： 
本研究は，先ず処理直後（10 分）の表面形状がチ

タンの濡れ性に与える影響（As）を検討した．その結果，ブラスト処理面は鏡面に較べ親水性を示した．特に，

ブラスト処理に酸エッチングを施した表面（SB150E）においては接触角がほぼ 0゜と超親水性を示した．この

結果は，Wenzel model3)により説明できる．表面形状が異なるときの接触角 cosθr は，cosθr =r cosθで表せる（r：
表面構造因子，cosθ：平坦表面の接触角）．この model は，平坦面で接触角が 90°未満の親水性表面では，表面

が粗造化するとより親水性に，疎水性表面ではより疎水性になることを意味している．表面構造因子 r には表面

積が大きく関与し，表面積が無限大になるような表面（フラクタル表面）は超親水性や超疎水性表面になりう

る． 
本研究における SB150E 表面は，SB150 と比較し微細な凹凸が多くなり，表面粗さ計測では Rmax が顕著に大

きくならなかったのに対して Ra が顕著な増大を示し，大きなうねりを持つ山に微細な凹凸が付与されている様

相を呈していた．したがって，SB150E 表面では表面積が極端に大きくなり，超親水性に転じたと考えられる． 
本研究では次に，表面性状を変化させる各種表面処理がチタンの濡れ性に与える影響を検討した．その結果，

特に O2，UV 処理を行った試料は全ての表面形状で超親水性を示した． 
チタンに酸素プラズマ照射や紫外線照射を施すと，表面は親水性に変化する．酸素プラズマ照射に関しては，

高エネルギー分子の衝突によって有機物質が分解される，また酸化チタンがプラズマ状態酸素により励起され

同時に雰囲気中の水分子が反応し水酸基が形成されると報告されている．UV 照射に関しては，250nm 付近以下

で有機化合物を分解する，酸化チタン（アナターゼ型）は波長が 387nm 以下で光触媒反応により OH ラジカル

図 1 表面形状および表面性状を変化させたチタン表面

の接触角（調製 10 分後） 
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図 2 各種表面処理チタン上での細胞増殖（SB150E）
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および空気中の水分子の解離吸着により水酸基を形成すると報告されている．以上の如く，酸素プラズマ処理

と UV 照射では本質的に差はなく，量的な違いこそあれ，表面に吸着した疎水性有機物（ハイドロカーボン）

が分解される効果と，表面に水酸基が導入される効果が相まって，超親水性を発揮するものと考えられる．な

お本研究では，処理時間を O2Plasma では 10 分に，UV 処理では 120 分としたが，文献も参考にすれば処理効率

は O2Plasma が有利と考えられる． 
本研究において，過酸化水素（H2O2）処理は，水酸基が生じやすくチタンを腐食しない濃度と pH に設定した．

その結果，MS において As より接触角が小さくなったものの，SB150E では逆に接触角が大きくなった．この

理由は判然としないが，疎水性有機物の分解が不十分だったことが一因として考えられる． 
以上の処理による親水性（接触角）の評価は，処理直後（10 分）に行った．しかし，本法の臨床応用を考慮

すると，処理後に親水性を安定的に持続する方法を見いだすことが重要になると考えられる．そこで，本研究

は親水性を維持する保存条件の影響を調査した．その結果，SB150E 試料において，全ての表面性状を変化させ

た条件（コントロールを含む）で，大気中保存では急速に接触角が大きく親水性は退行したが，純水中保存で

は親水性を持続した．また，エタノール中保存では純水中ほどの効果はなかった．  
一般に O2Plasma および UV 処理表面は，大気中保存により，処理により活性化された表面へ大気中の表面汚

染物質が吸着する，活性種により分解した親水性の低分子物質が離散してしまう，などの理由で親水性が退行

するとされ，この現象は Aging などと呼ばれている．本研究において，O2Plasma および UV 処理は極性溶媒中

に浸漬することで親水性が持続するものと推定される．また，純水中保存でより有効であった理由は，水分子

が水酸基の保持に有効に働いた結果と考えられる． 
本研究の結果，ブラスト後の酸エッチング処理（SB150E）を行い，水中に保存すれば，特別な処理を施さな

くてもチタン表面は超親水性が持続することが判り，本処理は臨床的に簡便で有効な方法であると判断される．

しかし，この接触角の計測は，処理面を純窒素でブローしてから行ってはいるが，吸着した水分子が一層残存

していたとも考えられ，さらなる検討が必要であろう．事実，細胞培養試験の結果，同様な親水性を有してい

る As-DW と O2-DW，UV-DW，H2O2-DW は増殖，分化とも後者が有意に増加した．この結果は，接触角の測

定のみでは細胞の動態を評価できないことを示している．すなわち，親水性をもたらす要因（表面エネルギー

や表面水酸基）についても検討する必要がある．特に生体のように水環境においては，表面エネルギーの極性

成分や水酸基チタン上に存在する塩基性水酸基が骨芽細胞の増殖と分化に重要な役割を演ずることが考えられ

る．以上より，本実験で得られた親水化処理の有効性を検証するためには，表面エネルギーや表面水酸基の生

成状態を評価することが必要であると考えられる 4)．  
本研究では，親水性を付与するための表面形状と表面性状を制御する処理法，また親水性を持続する保存法

について明らかになった．本結果が骨形成に寄与するかは今後の in vitro および in vivo 試験を待たねばならない

が，臨床により近いチタンの親水性表面処理技術が提供できたと考える． 
 
参考文献： 
1) Wei J, Yoshinari M, Takemoto S, Hattori M, Kawada E, Liu B, Oda Y. Adhesion of mouse fibroblasts on 

hexamethyldisiloxane surfaces with wide range of wettability, J Biomed Mater Res 2007; 81B: 66-75.  
2) Wei J, Igarashi T, Okumori N, Igarashi T, Maetani T, Liu B, Yoshinari M. Influence of surface wettability on 

competitive protein adsorption and initial attachment of osteoblasts. Biomed Mater 2009; 4 
doi:10.1088/1748-6041/4/4/045002. 

3) Wenzel RN. Resistance of solid surfaces to wetting by water. Ind Eng Chem 1936; 28: 988-994.  
4) Yoshinari M, Matsuzaka K, Inoue T. Surface modification by cold-plasma technique for dental implants 

-Bio-functionalization with binding pharmaceuticals-. Japanese Dental Science Review 2011; in press． 
 

注：本研究の一部は，2010 年 11 月 30 日『第 32 回日本バイオマテリアル学会』（シンポジウム）で， 
また 2011 年 1 月 22 日『第 3 回口腔先端応用医科学会議』（招待講演）で報告した． 

作成日：2011 年 3 月 4 日 
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―日中医学協会助成事業― 

先天性難聴児の新生児聴覚スクリーニングの効果に関する比較研究 

  

 招聘者氏名  新正 由紀子 

 所 属 機 関  東京医療センター・臨床研究センター 

 研究員 

 被招聘者氏名  黄 麗輝 

 中国所属機関  首都医科大学附属北京同仁病院 

 

要旨  

黄麗輝先生は中国における新生児聴覚スクリーニングに取り組み、本年教授に昇進し、中国におけるトップ指導

者として新生児聴覚スクリーニングに取り組んでいる。その現在の状況の報告と現在のわが国の新生児聴覚スク

リーニングとの比較を行った。同時に今後の共同研究について検討した。 

 

Key Words： 

新生児聴覚スクリーニング、先天性難聴、ＡＢＲ、人工内耳 

 

緒言（目的や研究背景） 

日本では新生児聴覚スクリーニングは全出生児の 60％に行われている。中国では北京や上海のような大都市で

のみ行われている。日本と中国のそれぞれの場合を比較し、問題点を検討することにした。 

 

研究（治療）対象と方法 

新生児聴覚スクリーニングと人工内耳手術が中国と日本ではどのように行われ、どのような成果をあげているか、

何が問題点かを比較検討する。 

 

成績（結果） 

①わが国では年間の出生数は100万人であるが、中国では2000万人である。 

②わが国の新生児聴覚スクリーニングは全国的に行われ、約 60％が対象となっている。中国では北京や上海の

ような大都市でのみ行われ、全出生児の数％にしかすぎない。 

③先天性難聴児の人工内耳手術は毎年先天性難聴の 30％が対象となっているが、保険加入者の少ない中国では

0.5％程度と考えられる。 

 

考察 

新生児聴覚スクリーニングの中国の問題点は大都市でのみ行われていることである。これは財政上の問題であろ

う。新生児の数が年間2000万人とわが国の20倍と多いことにも原因がある。人工内耳の普及率が中国では低い

のは保険制度がまだ普及していないためであろう。 

 

参考文献 

加我君孝、新正由紀子他：新生児聴覚スクリーニング．小児科臨床ピクシス pp55-59、中山書店 2010 

加我君孝、新正由紀子他：幼小児の人工内耳手術―先天性および後天性高度難聴児に聴覚を回復させる新しい医

療―．BIO INDUSTRY 26(3)：92-98,2009 
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－日中医学協会助成事業－ 

アデノシンＡ２Ａ受容体の睡眠調節の役割 

    研究者氏名 邱 梅紅 

    中国所属機関 復旦大学上海医学院 

    日本研究機関 （財）大阪バイオサイエンス研究所 

    指導責任者 裏出 良博 

    共同責任者名 黄 志力 

 

要旨 

側坐核 (Nucleus accumbens; NAc) は報酬、喜び、笑い、嗜癖、攻撃性、恐怖、プラセボ

効果に重要な役割を担っているが、睡眠-覚醒調節に対する効果は未だに明らかになっていな

い。NAc の核部と殻部のいずれの部位にもドパミンD1およびD2受容体（R）、アデノシンA1R

およびA2ARが高密度に局在し、睡眠-覚醒調節に強く関与していると考えられる。本研究では、

イボテン酸により、NAc核部または殻部を部位特異的に損傷させたNAc 損傷ラットを用いて

ドパミン受容体に作用するモダフィニルやA2ARに作用するカフェインの睡眠-覚醒に及ぼす

効果を調べた。NAc核部を損傷させたラットは、対照のラットと比較して、24時間の累積覚

醒量が25.8%増加した。また、このラットを6時間断眠させると、その後のリバウンド睡眠量

は、対照のラットに比べて少なかった。睡眠反跳を示し、モダフィニルやカフェインの覚醒

効果はより小さかった。さらに、NAc核部損傷ラットでは生理食塩水の腹腔内投与によって、

睡眠潜時が165％延長された。同様に、NAc 殻部を損傷させたラットは、対照のラットと比

較して、24時間の累積覚醒量が17.4%増加した。しかし、モダフィニルおよびカフェインの

覚醒作用に対する効果は対照ラットと同程度であった。 これらの結果はNAcの核部および殻

部がいずれも睡眠-覚醒調節に不可欠であり、核部は殻部よりも重要であることを示している。 

 

Key Words 側座核、A2A 受容体、睡眠、覚醒、ドパミン  

 

緒言： 

近代社会の発展とともに、睡眠障害は医学的、社会的にますます深刻な問題となってき

ている。しかし、睡眠-覚醒調節の生理学的機構は未だに明らかになっていない。神経薬理学

的な研究結果は、断眠後に脳内のプロスタグランジン (PG) D2やアデノシンレベルが上昇し

ていることから、 PGD2 受容体 (DPR) や A2AR の活性化が強力な睡眠促進作用をもたらす

ことを示している。さらに、いくつかの実験によって、睡眠に対する PGD2の情報はアデノ

シンレベルの上昇に伝達されること、A2AR がアデノシンの睡眠促進作用に関与していること

が明らかにされている。これらのデータは、アデノシンが重要な内因性の睡眠物質であるこ

とを示している。 

腹側外側視索前野（VLPO）は睡眠の誘発や維持に関与するため(Ref)、睡眠中枢であるこ

とが知られ、一方で、結節乳頭体核（TMN）は覚醒の調節に関与する覚醒中枢であることが

広く知られている(Ref)。A2AR 作動薬は VLPO ニューロンを活性化させ（VLPO 領域の c-fos
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発現の増加により示される）、GABA/ガラニン抑制性神経を介して、TMN の神経活動を阻害

することにより、睡眠を促進させる。しかし、VLPO には A2AR は存在しないので、A2AR が

どのように VLPO の活性化させるのかは未だに明らかになっていない。VLPO に加え、A2AR 

作動薬の投与後に NAc での c-fos 発現も同様に上昇する。従って、我々は、A2AR 作動薬が

NAc の A2AR を活性化させ、VLPO に睡眠を誘発するシグナルが伝達される可能性があると

考えた。本研究の目的は睡眠-覚醒調節における NAc の役割を明らかにすることである。 

 

目的と方法 

目的:  

1. 睡眠-覚醒調節における NAc の役割を明らかにすること 。 

2. NAc 損傷ラットにおける睡眠-覚醒特性について、ドパミン受容体に作用するモダ

フィニルやアデノシン A2AR に作用するカフェインの覚醒効果を観察すること。 

方法: 

ラットの両側の NAc にイボテン酸 (Sigma) を投与して部位特異的な損傷を起こした。睡

眠-覚醒の変化を評価するため脳波 (EEG) および筋電 (EMG) 記録用電極をラットに埋め

込んだ。ラットは抱水クロラールで麻酔し、NAc（AP:+1.2 mm、ML:±1.8 mm、DV:-7.0 mm）

にイボテン酸（1%溶液）を定位的に微量注入した。続いて、睡眠-覚醒周期を評価するため、

EEG および EMG 記録用電極を埋め込んだ。手術から 10 日間回復させた後、ラットを記録

用チャンバーに入れ、記録用電極にケーブルを接続し、3 日間馴化させた。次に、自発的な

睡眠-覚醒周期を調べるため、それぞれのラットについて明期開始である午前 8 時より、24

時間、EEG と EMG の記録を行った。その後、薬理学的研究を開始し、48 時間の EEG と

EMG を記録した。6 時間断眠後のリバウンド睡眠に対する影響を調べるために、柔らかいテ

ィッシューの球でケージを軽く叩くことによりラットに 6 時間（14:00 から 20:00 まで）の

断眠を受けさせた。実験後、ラットを中性ホルマリンで灌流固定した後に脳を摘出し、40 µm

厚の切片を作製した。 これらの連続切片は、損傷部位の確認のため、ニッスル染色を行っ

た。 

 

結果 

ラットの NAc をイボテン酸を用いて部位特異的に損傷させると覚醒が強く促進されるこ

とが明らかとなった。 

NAc核部損傷ラットでは、対照ラットと比較して、自発的な覚醒が25.8%増加した。6時間

断眠後のリバウンド睡眠は、対照ラットと比較して弱い反応を示した。また、モダフィニル

やカフェインによる覚醒効果は、対照ラットに比べてより小さかった。さらに、NAc核部損

傷ラットに生理食塩水を腹腔内投与すると、睡眠潜時が165％延長された。一方、NAc殻部を

損傷させたラットでは覚醒が17.4%増加した、モダフィニル (90 mg/kg) およびカフェイン

(15 mg/kg) の覚醒効果は対照ラットと同程度であった。  

要約: 

1. NAcの損傷は強力に覚醒を増加させるす。 

2. NAc核部損傷ラットは睡眠の恒常性調節の機能低下を示した。 
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3. NAc核部損傷ラットは対照ラットと比較して、モダフィニルおよびカフェインの覚

醒効果が顕著に減少した。 

4. NAc核部損傷ラットは刺激（生理食塩水腹腔内投与）に対し、高い反応を示し、興

奮性行動を見せた。 

 

 
図 1．a および b：対照 (a)およ
び損傷例(b)の冠状断面写真。b
の矢印(淡い染色)部分は NAc
の核部損傷領域を示す。c：対
照と NAc 核部損傷ラットの 1
時間当たりの覚醒量の経時変
化。d：明期、暗期、24 時間中
の累積覚醒時間。*p<0.05、
**p<0.01（aca：前交連；AcbC：
側座核核部。対照群：n=6；損
傷群：n=8） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2．a および b：モダフィニルまたはカフェイン処理した対照群(a)および NAc 核部損傷ラ

ット(b)の覚醒量の経時変化。c：溶媒またはモダフィニル投与後 2 時間の対照と NAc 核
部損傷ラットの累積覚醒時間。d：溶媒またはカフェイン投与後 4 時間の対照と NAc 核
部損傷ラットの累積覚醒時間。*p<0.05、**p<0.01（対照群：n=6；損傷群：n=8） 
 

考察 

本研究の結果は、NAc 核部および殻部はいずれも睡眠-覚醒調節に不可欠であり、核部は

殻部よりもより重要であることを示している。そして、核部は覚醒促進薬剤であるモダフィ

ニルやカフェインの主要な標的部位でことが示唆される。 

a b 

c 
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アデノシン A2AR およびドパミン D1R、D2R は、NAc 領域に高密度に存在しているが、こ

れらの受容体を介した機能は全く逆である。つまり、A2AR の活性化は睡眠を誘発するのに対

し、ドパミン D1R, D2R は覚醒促進を生じさせる。NAc 損傷が覚醒の強い増加を起こすこと

は、NAc は A2AR が制御する睡眠の主要な領域であることを示唆している。  

NAc は前頭前皮質(PFC)、 扁桃体、腹側被蓋領域の 3領域から主に入力を受けている。神

経画像、神経病理学的、損傷解析等の結果から、通常の感情処理に関与する神経回路は気分

障害に強く関与していることが示されている。これらの回路の構造は PFC や 扁桃体や海馬

のような辺縁皮質下を含んでいる。そのため、NAc の核部損傷ラットの興奮性行動は通常の

感情神経処理回路の割り込みによって生じた可能性がある。  
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Background:     
    In HBV story, lamivudine strongly suppresses HBV replication, so that prognosis of chronic hepatitis due to HBV is much 
improved. However, long‐term cohort studies revealed surprisingly rapid emergence of lamivudine resistant HBVs in the 
chronic HBV infected patients. Point mutation  in drug target gene is responsible  for such drug resistance.  It  is proposed 
that such point mutations are generated by error of DNA polymerases during virus replication.  
    On the other hand, numerous cytokines are involved in immune responses, as well as antiviral activity, viral clearance, 
apoptosis, and fibrogenesis.  In HBV study,  it has been known that  IFN and TGF‐β1 can  inhibite HBV replication  in vitro 
experiment.  In  clinic  treatment, Moreover,  IFNs  are  quite  classical  approach  to  cure  the HBV  infected patient.  It  is  also 
known that both IFNs and TGF‐β1 can induce some APOBECs expression. Since APOBECs can mutate HBV genomic DNA, it 
is  plausible  that  APOBECs  upregulated  by  cytokine  stimulation  during  hepatitis  generate  a  drug  resistant  clone.    To 
evaluate the possibility, first of all, expression profiling has been performed to decide which APOBECs can be a generater of 
drug resistant virus. 
 
Results:  
           Fig1,  IFN‐α‐induced  expression  of  APOBEC  genes  in  HepG2  cells. Expression  of  APOBEC  cytidine  deaminases  and 
adenosine deaminase acting on RNA �(ADAR�). cDNA pools were synthesizes from human hepatoma cells(HepG2 cells), 
which had been cultivated for 9 hours with and without IFN‐α, and were analysed by Reverse Transcription‐PCR for the 
expression of AOPBEC3s and ADAR1. β‐actin cDNA was amplified as a loading control. The PCR products were analysed on 
2% agrose gel and then stained with SYBR Green �. 

 
    Fig2,  IFN  γ‐induced  expression  of  APOBEC  genes  in  HepG2  cells.  Expression  of  APOBEC  cytidine  deaminases  and 
adenosine deaminase acting on RNA �(ADAR�). cDNA pools were synthesizes from human hepatoma cells(HepG2 cells), 
which had been cultivated for 48 hours with and without IFN‐γ, and were analysed by Reverse Transcription‐PCR for the 
expression of AOPBEC3s and ADAR1. β‐actin cDNA was amplified as a loading control. The PCR products were analysed on 
2% agrose gel and then stained with SYBR Green �. 
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    Fig3,  TGF‐β1‐induced  expression of APOBEC genes  in HepG2  cells.  . HepG2  cells  total RNA was  isolated before(0 hr), 
12hr and 15hr after stimulation with human TGF‐β1(10ng/ml).APOBEC gene expression were assessed by RT‐PCR. The 
PCR products were analysed on 2% agrose gel and then stained with Ethidium bromide. 
 

 
    Fig4, TGF‐β1‐induced expression of APOBEC genes in Huh7 cells. Fig.4. HuHh7 cells total RNA was  isolated before and 
48hr  after  stimulation  with  human  TGF‐β1(10ng/ml).  APOBEC  genes  expression  were  assessed  by  RT‐PCR.  The  PCR 
products were analysed on 2% agrose gel and then stained with Ethidium bromide. 
 

 
 
Fig5, AID expression by CIT stimulation 2 days in Huh7 cells. Induction of AID mRNA expression in Huh7 cells. cells were 
either  unstimulated  or  stimulated  for  2  days  with  anti‐CD40(10ug/ml),  IL‐4(150ng/ml),  TGF‐β1(10ng/ml)  and 
antiCD40+IL‐4+TGF‐β1. AID gene expression was assessed by RT‐PCR. The PCR products were analysed on 2% agrose gel 
and then stained with SYBR Green �. Here, BL2 serves as postive control. 

 
Conclusion:  
    In our semi‐quantitative PCR experiment, we find that a: IFN‐α not only could robustly induce APOBEC3G expression but 
also  modest  induce  APOBEC3F  and  APOBEC3H  expression  in  HepG2  cell  line,  however,  no  significant  induction  in 
APOBEC3A、3B、3C、ADAR1. b: IFN‐γ has the twin feature in APOBEC family genes expression in HepG2 cell line. c: TGF‐
β could remarkably up‐regulate APOBEC3A expression  in both HepG2 and Huh7 cell  line. d:  in Huh7 cells, we found not 
TGF‐β1 but also CIT(antiCD40+IL‐4+TGF‐β1) or IT(IL‐4+TGF‐β1) could induce AID transcript expression. But anti‐CD40 or 
IL‐4 alone did not exhibit any apparent induction. This synergic effect is first time proposed by us in hepatoma cell. 
Summary: 
    Hepatocellular carcinoma (HCC)  is one of  the most prevalent of human malignancies, and  individuals who are chronic 
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Hepatitis  B  virus(HBV)  carries  have  a  greater  than  100  fold  increased  relative  risk  of  developing  HCC.  Lamivudine 
treatment has been very useful in reducing HBV DNA leveles in patient sera and shows very limited side effects(8).It was 
reported that drug resistant HBV appears in high frequency(2), with the incidence of resistance after 1 year of treatment 
ranging from 17% to 32%(3,9). Moreover, 65% of patients who have been treated with lamivudine for 5 years appear drug 
resistant (1). Most of HBV researchers accept that cytokines, like IFNs, IL‐4 and TGF‐β1, are participated in HBV infection 
process. During HBV infection period, our immune system releases these factors to defend ourself. Cytidine deaminase is a 
member of a much larger family of tissuse‐restricted deaminases that exhibit RNA editing and/or DNA mutating activity. In 
human, APOBEC family which  includes activation‐induced deaminase(AID)、APOBEC1、 APOBEC2、 APOBEC3A~H and 
APOBEC4  is  a  dominant  cytidine  deaminase.  Many  study  already  shown  that  some  of  APOBECs  could  inhibit  viral 
replication, like HIV、HBV as well HPV, in vitro and vivo.  
    In our detection system, Semi‐quantitative RT‐PCR confirmed induction of APOBEC3G and F expression with both IFNα 
and  IFNg  stimulations  in  our  cell  lines.  Consistent with  previous  studies  from other  research  groups,  APOBEC3G  is  the 
major responder of  interferon stimulation among APOBEC3  families  in our cell  lines(4‐7). Besides, we  further proposed 
that another APOBEC predominant member, namely AID, was induced by CIT(antiCD40+IL‐4+TGF‐β1) in Huh7 cells. We 
also observed that TGF‐β1 had robust suppression effect in HBV replication in vitro experiment (data not shown). These 
results  might  reflect  that  potential  mediator  between  cytokines  and  viral  is  deaminase.  Finally  we  assume  that  point 
mutation  in  HBV  drug  resistant  might  be  resulted  from  deaminase  reaction  by  APOBECs,  especially  G(Guanine)  to 
A(Adenine) and C(Cytosine) to T(Thymine), during HBV replication process.  
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Materials and methods  
IFNα(recombinant  IFNα‐2b)  and  IFNγ(recombinant  IFNg‐1a)  were  purchased  from  Schering‐Plough  and  Shionogi, 
respectively. Huamn TGF‐β1, (R&B. Systems, Minneapolis, MN). SYBR Green � was purchased from Invitrigene. 
Cell culture 
Human hepatoma HuH‐7 and HepG2 cells were cultivated at 37oC in Dulbecco‘s modified Eagle medium containing 10% 
fetal calf serum(Wako, Osaka, Japan). 
Semi quantitative RT‐PCR 
RNA  was  prepared  from  cultivated  human  liver  cells  using  TRIsure  according  to  the  manufacturer’s  instruction.  Five 
micrograms  total  RNA  from  hepatoma  cells  was  reverse  transcribed  using  a  commercially  available  cDNA  synthesis 
kit(SuperScript® III Reverse Transcriptase, invitrogen, CA) and oligo‐dT primer. Conventional polymerase chain reaction 
(PCR) amplification of target cDNAs was performed. 
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Abstract 

The development of an animal model bearing definite antigens is important to facilitate the 

evaluation and modulation of specific alloantigen responses after transplantation. In the 

present study, heterotopic cardiac transplantation was performed from F344/EGFPTg and 

F344/HLA-B27Tg rats to F344 rats. The F344 recipients accepted the F344/EGFPTg 

transplants, whereas they rejected the cardiac tissue from the F344/HLA-B27Tg rats by 

39.4±6.5 days, due to high production of anti-HLA-B27 IgM- and IgG-specific antibodies. In 

addition, immunization of F344 rats with skin grafts from F344/HLA-B27Tg rats resulted in 

robust production of anti-HLA-B27 IgM and IgG antibodies, and accelerated the rejection of 

a secondary cardiac allograft (7.4±1.9 days). Of interest, the F344 recipients rejected cardiac 

grafts from double transgenic F344/HLA-B27&EGFPTg rats within 9.0±3.2 days, and this 

was associated with a significant increase in the infiltration of lymphocytes by day 7, 

suggesting a role for cellular immune rejection. Hence, our data indicate that HLA-B27 
and/or GFP transgenic proteins are useful for establishing a unique animal transplantation model to 

clarify the mechanism underlying the allogeneic cellular and humoral immune response, in which the 

transplant antigens are specifically presented.  

Key words: Allograft, GFP, HLA-B27, regulatory T-cell, tolerance, transgenic rat  

Introduction 

The development of an animal model bearing definite antigens is important to facilitate the 

evaluation and modulation of the specific alloantigen response after transplantation. In the 

present study, we first used HLA-B27Tg rats in a transplantation study, and found that 

F344 recipients rejected cardiac grafts from the F344/HLA-B27Tg rats via a process of 

chronic rejection, resulting from high production of anti-HLA IgM- and IgG-specific 

antibodies. In contrast, the F344 recipients rejected cardiac grafts from double transgenic 

F344 /HLA-B27&EGFPTg rats through acute rejection, associated with a significant 

increase in the infiltration of lymphocytes, which indicated that the HLA-B27 and/or GFP 
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transgenic proteins are useful for establishing a unique animal transplantation model to 

clarify the mechanism(s) underlying the allogeneic cellular and humoral immune responses. 

 

Materials & Methods 

Rats 
F344 (Fisher) rats were purchased from Shizuoka Laboratory Animal Center (Shizuoka, 

Japan), F344/HLA-B27Tg rats were purchased from Taconic Farms, Inc. (Hudson, NY), and 

F344/EGFPTg rats were produced by injecting the purified pCAG-EGFP plasmid DNA into 

F344 rat fertilized eggs[1]. Double F344/HLA-B27&EGFPTg rats were the offspring of 

mating F344/HLA-B27 and F344 /EGFPTg rats, and were identified by PCR. All rats were 

maintained under standard conditions and fed rodent food and water, in accordance with the 

guidelines of the Animal Use and Care Committee of the National Research Institute for 

Child Health and Development, Tokyo, Japan. 
 

Heterotopic cardiac transplantation  

Heterotopic cardiac transplantation was performed from sex-matched F344 /HLA-B27, 

F344/EGFP and F344/HLA-B27&EGFPTg donors into F344 recipients by the cuff 

techniques. The cervical heterotopic rat cardiac transplantation was performed as 

previously described [2, 3]. In brief, after thoracotomy under inhalation anesthesia, the 

donor heart was harvested. The heart graft was rapidly cooled and flushed with 5 ml 

physiological saline (4˚C) containing 200 U/ml heparin, which was infused via the aorta and 

pulmonary artery. The heart graft was preserved in physiological saline at 4˚C. Cardiac 

graft survival was determined by daily palpation from the skin above the cervical grafted 

heart. Rejection was considered complete at the time of cessation of a palpable heart beat, 

and confirmed visually by laparotomy. 
 

Lymphocyte proliferation assays 
The mixed lymphocyte reaction (MLR) was performed with F344 rat nylon-wool column 

(Wako) enriched T cells (1x105/well) as responders, and 20-Gy irradiated F344, F344/EGFP, 

F344/HLA-B27 and F344/HLA-B27&EGFPTg rat splenocytes (1x105/well) as stimulators, 

incubated in a flat-bottom 96-well white plate (Costar; Corning, NY) at a final volume of 200 

µl/well of the GIT medium containing 50µM 2-mercaptoethanol (Wako) in a humidified 

atmosphere at 37˚C for five days. The proliferation of T cells was measured with 

cell-proliferation ELISA kits (Roche Diagnostics Gmbh, Penzberg, Germany).  
 

Measurement of serum anti-HLA-B27 IgM and IgG antibodies 
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The titers of anti-HLA-B27 IgG or IgM in rat sera were determined by flow cytometry. Sera 

(1:10 diluted) were incubated with F344 thymocytes for 1hr. Cells were washed and 

incubated with goat anti-rat IgM or IgM antibodies (SouthernBiotech, Birmingham, AL), 

then stained cells were analyzed with a BD FACSCalibur flow cytometer and analyzed using 

the CellQuest software program (BD Biosciences, San Jose, CA).  
 

Histological analysis 
Cardiac graft specimens were fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin. The 

sections were cut (1µm-thick) and stained with hematoxylin and eosin. A light microscopic 

analysis was performed to assess the overall cellularity and myocardial damage. 
 

Statistical analysis 
Student’s t-tests were used to compare the paired and unpaired analyses. A statistical 

evaluation of mouse survival was performed using the Kaplan-Meier test. P values <0.05 

were considered statistically significant. All in vitro experimental data were representative 

of three independent experiments and represented the mean ratio of triplicate results for 

each experiment. 

 

Results 

F344 recipients rejected cardiac allografts from F344/HLA-B27 and F344 
/HLA-B27&EGFPTg donors 
Heterotopic cardiac transplantation was performed first from F344/EGFP, F344 /HLA-B27 

and F344/HLA-B27&EGFPTg donor rats into the F344 recipient rats. We found that F344 

recipients accepted cardiac grafts from F344/EGFPTg donors (n=8, MST>100days), whereas 

they rejected cardiac grafts from F344/HLA-B27Tg donors at 39.4±6.54 days (n=5). Of 

interest, we found that F344 recipients rejected cardiac grafts from double transgenic 

F344/HLA-B27&EGFPTg donors via acute rejection (n=8, MST: 9.0±3.16 days, p<.001; Fig1)  

 

Then, a MLR assay was performed to assess the effects of the HLA-B27 and/or EGFP 
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transgenes on the alloantigen response in vitro. We found that the splenic T cells obtained 

from naive F344 rats showed the same proliferative response to irradiated F344 naive and 

F344/EGFPTg spleen cells, in the case of irradiated spleen cells obtained from 

F344/HLA-B27 and F344/HLA-B27&EGFPTg rats, however, the proliferative response was 

significantly enhanced (p=.014 and .012; Fig. 2). 

 

Vigorous production of anti-HLA-B27 IgG and IgM antibodies following allogenic 
sensitization 
Because allo-antibodies, whose main targets are MHC molecules, can also contribute to 

acute and chronic graft rejection, we analyzed the serum concentration of anti-HLA-B27 IgG 

and IgM antibodies by flow cytometry at different time points after cardiac transplantation. 

As shown in Fig. 3A, the total IgG titers steadily increased on postoperative day (POD) 7 

and 14, and peaked at POD21 in F344 recipients that received cardiac grafts from 

F344/HLA-B27 and F344/HLA-B27&EGFPTg donors. In contrast, the total IgM titers 

showed the reverse tendency, with a gradual decrease post-transplantation in F344 

recipients with cardiac grafts from F344/HLA-B27 and F344 /HLA-B27&EGFPTg donors. In 

comparison, the IgG and IgM titers showed no difference between F344 recipients who were 

transplanted with cardiac grafts from isograft F344 or F344/EGFPTg donors at different 

time points post-transplantation (Fig. 3B). 

 
Histopathological features 
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We then compared the histopathological features of the allograft between these four groups. 

The F344/EGFPTg cardiac grafts were free of myocardial injury and had markedly reduced 

inflammatory cells infiltration even on POD100, while the histopathological features of 

F344/HLA-B27Tg cardiac grafts on POD40 showed the features of chronic rejection, 

including mild interstitial infiltration of inflammatory cells, hemorrhage, and fibrosis. In 

contrast, classic signs of acute rejection could be seen in the F344/HLA-B27&EGFPTg 

cardiac grafts and F344/HLA-B27Tg cardiac grafts from skin graft-primed rats on POD5, 

including strong interstitial infiltration of inflammatory cells, severe hemorrhage, edema, 

and necrosis (Fig. 4). 

 
Discussion 

We herein described a unique and useful animal transplantation model in which grafts from 

F344/HLA-B27Tg rats mainly provoke a humoral immune response and grafts from 

F344/HLA-B27&EGFPTg rats represent a typical cellular immune response. T cells are 

essential for allograft rejection, but allo-antibodies, whose main targets are MHC molecules, 

can also contribute to acute and chronic graft rejection [4]. Clinical studies have shown a 

correlation between the presence of anti-HLA antibodies, complement C4d deposition, and 

graft failure [4, 5]. The removal of alloantibodies by IVIg or plasmapheresis, or by the 

depletion of B cells, can improve the longevity of transplants [6]. We found that F344 

recipients rejected cardiac grafts from F344/HLA-B27Tg donors via the process of chronic 

rejection (Fig. 1), due to high production of anti-HLA-B27 IgM- and IgG-specific antibodies 

(Fig. 3). These data showed that F344 rats reject F344/HLA-B27Tg cardiac allografts via 

cellular immunity. 

Green fluorescent protein (GFP) is an intracellular reporter molecule widely used to assess 

gene transfer and expression [7, 8]. Enhanced green fluorescent protein (EGFP) is a 

red-shifted GFP variant which fluoresces about 35 times more intensely than wild-type GFP 

[9, 10], and can be readily detected by using fluorescence microscopy, flow cytometry, or 
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macroscopic imaging. The double transgenic F344/HLA-B27&EGFPTg rats we used were 

the offspring of mating F344/HLA-B27Tg and F344/EGFPTg rats. We found that F344 

recipients rejected cardiac grafts from double transgenic F344/HLA-B27&EGFPTg rats via 

acute rejection (Fig. 1), associated with a significant increase in the infiltration lymphocytes 

(Fig. 4), thus suggesting a role for cellular immune rejection. All of these data revealed that 

F344/HLA-B27Tg and F344HLA-B27&EGFPTg rats represent a unique and very useful 

animal transplantation model in which the transplant antigens are specifically presented. 
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要旨 

Interleukin-11 (IL-11) is a stromal cell-derived cytokine. IL-11 has many biological activities and 
has roles in hematopoiesis, immune responses, the nervous system and bone metabolism. Bone 
sialoprotein (BSP) is a mineralized tissue-specific protein expressed in differentiated osteoblasts that 
appears to function in the initial mineralization of bone. IL-11 (20 ng/ml) increased BSP mRNA levels 
at 12 h in osteoblast-like ROS 17/2.8 cells. In a transient transfection assay, IL-11 (20 ng/ml) increased 
luciferase activity of the construct (-116 to +60) in ROS 17/2.8 cells and rat bone marrow stromal cells. 
Introduction of 2 bp mutations to the luciferase constructs showed that the effects of IL-11 were 
mediated by a CRE, a FRE and a HOX. Luciferase activities induced by IL-11 were blocked by protein 
kinase A inhibitor, tyrosine kinase inhibitor and ERK1/2 inhibitor. Gel shift analyses showed that IL-11 
(20 ng/ml) increased nuclear protein binding to CRE, FRE and HOX. CREB1, phospho-CREB1, c-Jun, 
JunD and Fra2 antibodies disrupted the formation of CRE-protein complexes. Dlx5, Msx2, Runx2 and 
Smad1 antibodies disrupted FRE- and HOX-protein complex formations. These studies demonstrate 
that IL-11 stimulates BSP transcription by targeting CRE, FRE and HOX sites in the proximal 
promoter of the rat BSP gene. Moreover, CREB1, c-Jun, JunD, Fra2, Dlx5, Msx2, Runx2 and Smadl 
transcription factors appear to be key regulators of IL-11 effects on BSP transcription.  

 
Key Words 骨シアロタンパク質，  インターロイキンー11，骨芽細胞， 転写 
 
緒言 

Interleukin-11 (IL-11) is a stromal cell-derived cytokine that belongs to the interleukin-6 family of 
cytokines (1, 2). IL-11 has many biologic activities and has roles in hematopoiesis, immune responses, 
the nervous system and bone metabolism (2-6). IL-11 increased alkaline phosphatase (ALP) activities, 
which are a marker of osteoblasts (7); therefore, it is possible that IL-11 may have an important role in 
osteogenesis. however, little is known about the role of IL-11 in osteogenesis, osteoblast differentiation 
and bone formation. 

Bone sialoprotein (BSP) is a highly sulfated, phosphorylated, and glycosylated protein that is 
expressed almost exclusively in mineralizing tissues (8, 9). Regulation of the BSP gene appears to be 
important in the differentiation of osteoblasts, in bone matrix mineralization and in tumor metastasis.  
    To elucidate the molecular mechanism of IL-11 regulation of the BSP gene, we analyzed the 
effects of IL-11 on the expression of the BSP gene in osteoblast-like cells.  
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対象と方法 
対象は、Rat osteoblast-like ROS 17/2.8 cells and rat stromal bone marrow cells (RBMC) 
方法は、Northern Hybridization, Transient Transfection Assays and Gel Mobility Shift Assays. 

 
結果 
1. Effects of IL-11 on BSP mRNA  

To study the regulation of BSP transcription by IL-11, we performed Northern hybridization 
analysis of total RNA extracted from osteoblastic ROS 17/2.8 cells. First, In dose-response IL-11 
increased BSP mRNA levels at 1, 5, 20 and 100 ng/ml and had a maximal effect at 20 ng/ml (Fig. 1A). 
Thus, 20 ng/ml IL-11 was used to determine the time courses of BSP mRNA expression. IL-11 (20 
ng/ml) induced BSP mRNA levels at 3 h and reached maximal at 12 h (Fig. 1B).  
2. Transient transcription analyses of rat BSP promoter constructs 

To determine the site of IL-11-regulated transcription in the 5’-flanking region of the BSP gene, 
we did transient transcription analyses. The transcriptional activity of pLUC3, pLUC4, pLUC5 and 
pLUC6 was increased after 12 h treatment with 20 ng/ml IL-11 in ROS 17/2.8 and RBMC cells (Fig. 
2A, B). Since protein kinases mediate IL-11 signaling activities, we investigated the effects of the PKC 
inhibitor H7, the PKA inhibitors H89 and KT5720, the tyrosine kinase inhibitor HA and the ERK1/2 
inhibitor inhibitor U0126 on IL-11-mediated transcription. Whereas IL-11-induced pLUC3 promoter 
activation was inhibited by U0126, HA, KT5720 and H89, no effect was observed for H7 (Fig. 3). 
After introducing 2 bp mutations into the putative response elements within pLUC3 and pLUC4, 
transcriptional induction by IL-11 (20 ng/ml) was partially inhibited in the M-CRE (pLUC3), M-FRE 
and M-HOX (pLUC3 and pLUC4) constructs (Fig. 4).  
3. Gel mobility shift assays 
    To identify nuclear proteins that bind to the CCAAT, CRE, FRE, Pit-1 and HOX elements and 
mediate IL-11 effects on transcription, we did gel mobility shift assays. Inverted CCAAT and 
Pit-1-protein complexes did not change after stimulation by IL-11 (Fig. 5, lanes 1-4, 13-16). After 
stimulation by 20 ng/ml IL-11 (3–12 h), CRE- and FRE-protein complexes were increased at 12 h (Fig. 
5, lanes 5-8, 9-12), and HOX-protein complexes were increased at 3 h and reached maximal at 12 h 
(Fig. 5, lanes 17-20). To further characterize the proteins in the complexes formed with CRE, FRE and 
HOX, we used antibodies to several transcription factors. The addition of phospho-CREB1 antibody 
induced supershift (Fig. 6A, lane 5), and CREB1, c-Jun, JunD and Fra2 antibodies partially disrupted 
CRE-protein complex formation (Fig. 6A, lanes 4, 7-9). Dlx5, Msx2, Runx2 and Smad1 antibodies 
partially disrupted FRE- and HOX-protein complex formation (Fig. 6B and C, lanes 4-7).  
 
考察 

These studies show that IL-11 increases BSP transcription in osteoblast-like cells by targeting 
CRE, FRE and HOX elements in the proximal promoter of the BSP gene. IL-11 (20 ng/ml) induced 
BSP mRNA expression in ROS17/2.8 cells (Fig. 1). When we used rat stromal bone marrow cells 
(RBMC), IL-11 also increased BSP transcription (Fig. 2B); therefore, IL-11 increases BSP 
transcription not only in transformed ROS 17/2.8 cells but also in normal osteoprogenitors (RBMC). 
Transcriptional regulation by IL-11 was abrogated by M-CRE, M-FRE and M-HOX in pLUC3 or 
pLUC4 (Fig. 4). The involvement of CRE, FRE and HOX elements is further supported by gel shift 
assays in which nuclear proteins that formed complexes with CRE, FRE and HOX elements were 
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increased by IL-11 (20 ng/ml) in ROS 17/2.8 cells (Fig. 5). Results of gel shift assays using antibodies 
(Fig. 6) suggest that IL-11 induced BSP transcription through CREB1, phospho-CREB1, c-Jun, JunD 
and Fra2 targeting CRE, and through Dlx5, Msx2, Runx2 and Smad1 targeting FRE and HOX in the rat 
BSP gene promoter. The ERK1/2 inhibitor U0126, the tyrosine kinase inhibitor HA and the PKA 
inhibitors H89 and KT5720 inhibited the effects of IL-11 on BSP transcription, suggesting that ERK1/2, 
tyrosine phosphorylation and PKA signaling pathways are crucial for IL-11 effects on BSP 
transcription.  

In conclusion, we have characterized a region of the rat BSP gene promoter that is required for 
IL-11 mediated transcription. This region contains CRE, FRE, and HOX, which are required for the 
IL-11 response. Further, IL-11-induced transcription was inhibited by tyrosine kinase inhibitor HA and 
protein kinase A inhibitor. Moreover, CREB1, C-Jun, JunD, Fra2, Dlx5, Msx2, Runx2 and Smadl 
transcription factors appear to be key regulators of IL-11 effects on BSP transcription and bone 
formation. 
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