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<要 旨> 

 我々の脳機能は、発生過程において正しく形成される神経回路網に依存する。発生過程の神経細胞はお

互いに連結することが運命付けられた神経細胞に向かって軸索を伸ばし、軸索ガイダンス分子群の制御によ

ってこの軸索成長は可能となり、正しい標的細胞に到達する。我々は、分子探索によって、draxin と命名した新

規の分泌型タンパクである軸索ガイダンス分子を見出し、その受容体が DCC(Deleted in Colorectal 

Carcinoma)であることを明らかにした。さらに、DCC が生体内で受容体として機能するかどうかを明らかにする

ため、draxin(+/LacZ)と DCC(+/-)のダブルヘテロマウス draxin(+/LacZ)/DCC(+/-)を作製したところ、それぞれ

の単独へテロマウスでは観察されない脳梁形成異常が観察され、DCC が Draxin 受容体として働いていると結

論した。 

 この研究過程で、ダブルヘテロマウス draxin(+/LacZ)/DCC(+/-)のヒゲが消失することを見出した。draxin の

発現をLacZの染色で確認したところ、draxinは毛の根本にある毛乳頭に選択的に発現し、DCCは毛根から毛

母全体に発現しているものの、毛乳頭には発現していない。毛乳頭は発毛と育毛にとって重要な栄養素や酵

素、BMP のようなシグナル伝達分子を分泌する細胞であり、Draxin もそのような役割を果たしていることが推察

された。 
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<本文> 

緒 言 

 軸索ガイダンス分子探索過程から draxin を発見し（１）、その受容体が DCC(Deleted in Colorectal 

Carcinoma)であることを明らかにした過程から（５）、ダブルヘテロマウス draxin(+/LacZ)/DCC(+/-)のヒゲが消

失することを見出し、そのメカニズムを解析することを計画した。 

 

研究対象と方法 

 マウスのヒゲ領域を対象にして、免疫組織化学、電気穿孔法による遺伝子導入を、野生型マウス、

draxin(+/LacZ)か DCC(+/-)のシングルへテロマウス、ダブルヘテロマウス draxin(+/LacZ)/DCC(+/-)を対象に

して解析する。 

 

結 果 

１）野生型や DCC と draxin の単独ヘテロ、draxin のホモマウスでは正常ながら（図１左）、ダブルヘテロマウス

DCC(+/-)/draxin(+/-)ではヒゲが脱落し、皮膚が見えている（図１右）。 



２）マウスを固定し、皮膚を LacZ の酵素反応染色をすると、毛の根本の毛乳頭に選択的に色素が沈着する（図

２右）。ホールマウント観察から、ヒゲの太い毛の毛乳頭では大きな染色像が得られ、体毛で小さな染色が観察

された（図２左）。 

 

図１ 

(+/+), DCC(+/-), draxin(+/-), draxin(-/-)マウス        DCC(+/-)/draxin(+/-)マウス 

 

図２ LacZ 染色 

ホールマウント皮下から観察        切片像 

 

 

考 察： 

 我々が発見した軸索ガイダンス分子 draxin は全脳の交連神経（脳梁、海馬交連、前交連）形成に必須

である重要な分子であるが（１、６）、軸索ガイダンスばかりではなく、神経冠細胞の移動（２）や脊髄介在

神経の移動（４）も調節している。さらには、draxin 遺伝子欠損マウスの海馬では神経細胞死が誘導され

海馬が萎縮することから、栄養因子的な働きもしている（３）。今回の研究から、draxin は毛髪の成長維持

にも関与することが明らかとなり、幅広い生物活性を持つ重要な因子であることが明らかになった。さらに、

毛髪での draxin 受容体としても DCC である可能性が高いと思われる組織分布が既に報告されている

（７）。今後は、draxinによってどのようなシグナルが入るのか、draxinタンパクが発毛を増進する塗り薬とし



て使えるのかどうかなど、興味深い疑問点を明らかにする予定である。 
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調査概要： 

 フザリウム属菌は、角膜真菌症を起こし、Fusarium solani によることが多い。本菌属は抗真

菌剤に対して抵抗性を示し抗真菌剤による治療を難しくしている。更に、本菌属には植物病原菌

を含み、作物に大きな被害を出すことから、多量の農薬を使うことがあり、薬剤に対する耐性を

獲得し更に薬剤耐性度を高めていると考えられる。従って、フザリウム症原因菌と畑土壌のフザ

リウム属菌の生態を調査、研究する必要性と緊急性が求められている。本研究課題は吉林大学王

教授と2006年以来継続して行っており、本研究助成により中国山西省、甘粛省の調査、日本飛騨、

能登の調査を行なった。 

中国で66試料、日本国内16試料を採取した。菌の分離作業は続いているが、現在までに分離し

た菌は、中国で156株、日本で15株を分離した。本調査対象であったフザリウム属菌18株、

Aspergillus niger 近縁株33株であった。遺伝子型の解析は現在進行中である。 

 

Key Words：フザリウム症原因菌、フザリウム属菌の生態 

 

調査目的： 

  フザリウム属菌は、病原菌、植物病原菌を含み、真菌の中でも重要な菌群であり、植物病原菌

は作物に大きな被害を出すことがあり、特に重要視されている。また、病原真菌として角膜真菌

症を引き起こす菌を含んでおり医真菌の分野でも重要な菌群である。 

 病原真菌の中でフザリウム属菌は治療に用いられる抗真菌剤に対して抵抗性をを示し、治療を

難しくしている。更に、農業分野では大量の農薬を使用することにより、薬剤耐性菌の出現が懸

念されている。 

 従って、フザリウム症原因菌と畑土壌のフザリウム属菌の生態を調査、研究は緊急の課題にな

っている。一方、本属菌は、形態的な特徴に乏しく形態的な分類が困難な菌属でもある。本菌属

の分類、同定にはDNA解析が不可欠である。我々は、ミトコンドリア・チトクロームｂ遺伝子の

部分解析により病原真菌と近縁菌の遺伝子分類を進めてきた。このチトクロームｂ遺伝子（約

400bp）の解析で、真菌の同定が可能で、種内の変異も解析できることを示してきた。 



 本調査では、山西省、河南省、甘粛省の土壌を採取し、吉林大学で菌の分離を行い、日本での

調査は飛騨、能登の土壌を採取し千葉大真菌医学研究センターで菌の分離を行い、中国と日本で

分離した菌株は、吉林大学と千葉大学で保存し、千葉大で遺伝子の解析を行うこととした。 

 本研究調査とこれまでに継続してきた研究調査を含めてフザリウム属菌の遺伝子解析と薬剤

耐性を調べることで、臨床分離株と環境分離株の遺伝子分類による株間遺伝子型と薬剤耐性の関

係を明らかにしたい。 

 

調査方法： 

 吉林省、貴州省の試料は、吉林大学で採取し、山西省（平成24年6月11日～17日）、河南省・

甘粛省（平成24年9月9日～20日）、王教授を招へい(平成24年11月8日～15日)し、飛騨、能登の

調査を行った。 

フザリウムの選択培地として、知られる駒田培地を市販が中止された農薬（PCNB：75%水和剤）

に変えて、その主成分であったPentachloronitrobenzene 22mgをDMSO (Dimethyl sulfoxide)1ml

に溶解し500mlにくわえて変法駒田培地として、フザリウム選択培地として使用した。 

変法駒田培地組成、作成法：組成(500ml水溶液中) 

A液：300mlの脱塩水に   
10g        D(+)-ガラクトース 
1g          L-アスパラギン(1水和物) 
1g          KH2PO4 
250mg       KCl 
250mg       MgSO4・7H2O 
5mg        Fe(III)-EDTA 
7.5g         寒天 

オートクレーブ滅菌後約60℃まで冷ます。 
B液：200mlの脱塩水に 
250mg      コール酸ナトリウム(=オックスゴール) 
0.5g          Na2B4O7・10H2O 
150mg       ストレプトマイシン硫酸塩 
を溶解し、ポアサイズ0.2μｍのフィルターで除菌したものを 
A液（約60℃）に加える。 
 
C液:22mg  PCNB(Pentachloronitrobenzene)を 
1ml DMSO（Dimethyl sulfoxide）に溶解し、 
A+B液にC液を加える。 

この時点で、ｐH6.8位なので、10%リン酸（約2ml）を加え、10%リン酸でｐH3.8に調整する。 
シャーレーに流し込んで固化させる。 

 

採取した土壌は1gを10mlの滅菌水に懸濁し、PDA(ポテトデキストロース寒天)培地及び変法駒

田培地プレートに0.1mlを均一に塗布し、25℃にて培養後生育してきたコロニーから菌を分離し

た。 

分離菌は、吉林大学と千葉大学で保存し、遺伝子解析は千葉大学真菌医学研究センターで行っ

た。 

 



調査地、土壌採取地： 

 表１                       表３ 

山西省調査試料採取  

地名 日付 

山西省洪洞 H24.6.12 

山西省臨汾 H24.6.12 

山西省 王家大院1,2,3 H24.6.13 

山西省 五台山2,3,4 H24.6.14 

山西省 大同五台山 H24.6.14 

山西省 吉県 H24.6.15 

山西省 懸空寺1,2 H24.6.15 

 

表２ 
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調査結果： 

  調査地(表１－４)に示す調査地点で合計82試料を採取し、表5に示すように分離株180株、 

Fsarium属菌18株、2006年以来継続して行っているA. niger 33株を分離した。 

王麗教授招へい調査  

地名 日付 

高山市郊外 H24.11.12 

飛騨古川駅 H24.11.12 

飛騨古川大銀杏下 H24.11.12 

荘川桜 H24.11.12 

御母衣 H24.11.12 

白川郷 展望台 H24.11.12 

五箇山 相倉合掌集落 H24.11.13 

五箇山 ダム湖 H24.11.13 

五箇山 菅沼集落 H24.11.13 

金沢市郊外 H24.11.13 

能登 柳田 H24.11.13 

輪島 H24.11.14 

輪島 白米町 千枚田 H24.11.14 

能登 H24.11.14 

能登 三崎町 H24.11.14 

能登 見附島 H24.11.14 

河南省、甘粛省調査試料採取   

地名 日付 

河南省 洛陽 龍門石窟

1,2,3,4,5 

H24.9.11 

甘粛省 天水市麦積山1,2,3,4,5 H24.9.12 

甘粛省 甘谷大像山1,2,3,4,5 H24.9.13 

甘粛省 武山水簾洞1,2,3,4,5 H24.9.13 

甘粛省 永靖炳霊寺 H24.9.15 

甘粛省 蘭州 蘭山 H24.9.15 

甘粛省 張掖丹霞山1,2 H24.9.16 

甘粛省 張掖馬蹄寺1,2 H24.9.16 

甘粛省 張掖大佛寺1,2 H24.9.16 

甘粛省 嘉峪関文殊山 H24.9.17 

甘粛省 嘉峪関長城第一墩 H24.9.17 

甘粛省 敦煌楡林1,2 H24.9.18 

甘粛省 敦煌陽関1,2,3 H24.9.18 

甘粛省 敦煌莫高窟1,2,3 H24.9.19 

吉林大学 採取 

試料採取地 

長春 実験室浮遊菌 1,2 

重慶 武隆土壌 1,2 

貴陽 盆景園土壌 1,2 

吉林 長白山積雪草土壌 1,2 

吉林 長春 南湖土壤 1,2 

吉林 三角龍湾土壌 1,2 

吉林 長春 花園土壌 



 F. solani         2株 

 F. oxysporum    5株         表５ 

 F. poae             2株 

 F. semitectum       2株 

 F. tricinctum   1株 

Fsarium sp.    6株 

は、それぞれに同定された。 

 分離株180株で未同定株については、遺伝子

解析を進める。 

 A. niger に関しては継続的にチトクロ

ームｂ遺伝子とリボゾーム遺伝子のD1D2

領域を調べ、遺伝子型の分類と地域特性に

ついて解析を進める。 

 

調査に関する考察： 

 F. solani は臨床分離株として高頻度に分

離され、F. oxysporum は、植物病原菌として

高頻度に分離される。今後継続して、これら

の菌の薬剤感受性試験を行い、薬剤耐性菌の

出現率や体性の程度を把握し、Fusarium 属菌

の生態とともに明確にしていく。 

 本研究課題は、本年の研究助成以前から

吉林大学王麗教授との共同研究で進めら

れており、その成果は、Investigative 

Ophthalmology & Visual Science, April 

2011, Vol. 52, No. 5.P2804-2808 に、角膜真菌症の原因菌種のスペクトラムと原因菌

であるF. solani の迅速同定プライマーについて報告した。 

 本研究成果は、Fusarium 属菌の生態と薬剤耐性菌の分布、耐性メカ二ズムの解明に貢

献できると確信している。 

  

発表論文： 

  Dan He, Jilong Hao, Bo Zhang, Yangiu Yang, Wengang Song, Yunfeng Zhang, Koji 

Yokoyama, and Li Wang：Pathogenic Spectrum of Fungal Keratitis and Specific 

Identification of Fusarium solani. Immunology and Microbiology  Investigative 

Ophthalmology & Visual Science,  52(2011),5,2804-2808  

                                                              作成日：2013年 3月12日 

採取土壌数   

 吉林、貴州 15   

 山西省 12   

 甘粛省 39 66 

 飛騨、能登 16   

   合計 82 

分離株数    

 吉林、貴州 22   

 山西省 28   

 河南、甘粛省 115 165 

 飛騨、能登 15   

   合計 180 

    

Fsarium 属菌   

 吉林、貴州 8   

 山西省 1   

 河南、甘粛省 9   

 飛騨、能登 0   

   合計 18 

    

A. niger    

 吉林、貴州 8   

 山西省 1   

 河南、甘粛省 6 15 

 飛騨、能登 18   

   合計 33 
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要旨 

 腫瘍組織における流体流れは多孔質流れとされている。本報では、腫瘍血管をモデル化した多

孔質マイクロチャンネルをシリコン樹脂で作製し、そこを通過する赤血球溶液の流れ挙動を観察

し、体外で擬似腫瘍微小循環を構築することを目的としている。そのため、まず、２５０m の多

孔質マイクロチャンネルを半導体微細加工技術で加工した。次に、ラットの血液を採取し、遠心

力装置によって赤血球を取り出し、生理塩水と混合し、異なるヘマトクリット(Hct)の赤血球溶液

を作った。その次、人工多孔質マイクロチャンネル内の赤血球の流動分布状態を顕微鏡で観察し

た。さらに、マイクロチャンネルにおける流れの圧力損失測定も試みた。その結果、同じ流量に

対し、ヘマトクリット(Hct)が大きくなるにつれ、マイクロチェンネル内の赤血球流速が大きくな

ることが示された。また、各分岐における赤血球流れの速度分布は Hct によって不均一性が示さ

れ、赤血球はより低い流速のチャンネルに集合する様子が示された。 

 

Key Words 多孔質マイクロ流路、腫瘍微小循環、赤血球分布、不均一性、Fahraeus効果 

 

１．はじめに 

癌組織は酸素と栄養を取るため、血管内皮細胞増殖因子を分泌し、新生血管を作り、周囲の血

管から血液を引いてくるのである。新生血管は短時間で形成されたため、正常な血管とは異なり、

血管の構造は不均一性を示している。すなわち、血管の分岐や太さなど不規則したり、ねじれが

あったり、血管壁の浸透性が高かったりしている。このような異常な血管構造は腫瘍組織への血

液供給に影響し、低酸素領域と高い間質流体圧力（Interstitial Fluid Pressure）が生じてしまう

ケースが多い。結果として、抗がん剤の移流と拡散により癌組織への到達を妨げて、効果的なが

ん治療が得られない。 

これまで、いろいろ新生阻害薬（たとえば、combretastatin,neffinavir）が開発されてきたが、

それらの効果は定量的に予測することは容易ではない。したがって、コンピューターあるいは体

外モデリング手法によって腫瘍微小循環を模擬する必要がある。Pozrikidis[1]は腫瘍組織を通す血

管網を構築し、血液と間質流体流れを境界積分方程式により定式化し、間質流体圧力と血管浸透

性のプラズマ流体に及ぼす影響を考察した。Chapmann[２]は腫瘍組織における流体流れを考察す

るため、マルチスケールモデルを提案した。このモデルには、マクロスケールの腫瘍組織に対し

て、均一連続体として扱い、そこに毛細血管は極めてうすいため、その働きは流体の線ソースに

なる。一方、マイクロ領域に対して、毛細血管を囲む円柱形モデルを提案した。その解析の結果

は血管ネットワークと間質における流れ挙動は多孔質流れと考えられる。Jain[３]のモデルには浸

透性と弾性のある微小血管は縦と横に四方形多孔質腫瘍組織に配列される。血管内の流れはポア

ズ流とし、血管壁面を通す流れは Starling 法則により定められ、腫瘍組織における流れは Darcy

流れとされる。 



以上の研究から、腫瘍組織における流れは多孔質流れとして扱われる場合が多いことが分かっ

た。これまで、Yamada ら[４]はフォトリソグラフィト PDMS を利用してマイクロ混合器に関す

る研究を行ってきた。そこで、本研究では、腫瘍血管をモデル化した多孔質マイクロチャンネル

をシリコン樹脂で作製し、そこを通過する赤血球浮遊液の流れ挙動を観察し、体外で擬似腫瘍循

環を構築することを目的としている。本報では、赤血球浮遊液は多孔質マイクロチャンネルを通

過する過程に着目し、その様子を画像解析から、赤血球の流速を測定した。その上、マイクロチ

ャンネルにおける圧力損失の測定も試みた。 

 

２．実験装置と方法 

２．１多孔質マイクロチャンネル 本研究で用いた PDMS 製のマイクロチェンネルの流路部分は

Fig.１に示す。この流路の断面は２５０ｍ３５ｍの長方形で、流路の中に１００ｍ５０ｍ

３５ｍのブロックが六つ配列され、ブロックとブロック間の幅は５０ｍである。１枚のチッ

プに二つの多孔質流路を持つ。このチップをガラス基板に接着することにより、漏れのない流路

を形成した。 

2.2 血液サンプルの作製 ラットから採血直後に、0.9%生理塩水を添加し、遠心分離装置に置き、

1000 rpm の回転速度で１０分間回転させた。赤血球のみを取り出し、再び生理塩水を添加し、

Hct=1,2,3,5%の赤血球浮遊液を作製した。 

2.3 実験方法と画像処理 

赤血球浮遊液をシリンジポンプで多孔質流路に注入して、赤血球が流路を通過していく様子をハ

イスピードカメラで撮影した。実験パラメーターは表１に示す。収集された微小流路内に赤血球

が流れる画像をもとに、画像解析ソフトを用いて解析し、流れ場を算出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 The Photograph of the Porous Micro-channel 

 

 

表１ 多孔質流路に注入する赤血球浮遊液の流量と Hct 

Hematocrit Flow Rate (ml/h)  

Hct:1%  0.05  0.10  0.20  

Hct:3%  0.05  0.10  0.20  

Hct:5%  0.05  0.10  0.20  



 

 

３ 実験結果 

Fig.２a は Hct＝１％、入り口流量 Qin＝0.05 ml/h を設定する時、赤血球浮遊液が多孔質流路

を通過する時の画像を示す。赤血球流れ場は Fig.2b に示す。赤血球は流れ方向の三つ分岐チェン

ネルを通し、流れ方向に垂直するチャンネルに赤血球の流入は観察されなかった。Fig2ｃは断面

A-A1 と B-B1 における赤血球速度分布を示す。断面 A-A1 における三つの分岐の溶液速度変化は

少さく、中間断面と両側断面の最大速度差は約０．００１m/s であり、断面 B-B1 における流速

も A-A1 の流速とほぼ同じである。 

Fig.3a は入口流量を 0.1 ml/h 、ヘマトクリットを 3 と 5%と設定する時、赤血球浮遊液は断面

A-A1の各分岐を通過する時の赤血球速度分布を示す。Hct＝１％時の均一な速度分布とは異なり、

各分岐の赤血球流れ速度差が大きくなり、中間分岐における速度の上昇は一番大きいである。比

較するため、断面 C-C1 の赤血球速度を Fig.3b に示す。断面 A-A1 と同じように、Hct=3%と５％

の時の赤血球速度はかなり大きくなる。流量 Q をマイクロ流路断面積で割れば、赤血球溶液の平

均速度を求められる。Hct=1%時の赤血球速度は溶液の平均速度とほぼ同じであることが分かる。

しかし、ヘマトクリットは３と５％の時の赤血球速度は溶液平均流速の約三倍になる。赤血球の

相互作用が大きくなり､赤血球の Fahraeus効果が表していると考えられる。 

太い血管内のヘマトクリット（HD）と細いヘマトクリット Htの比は次式で表す
[5] 

c

m

D U

U

H
TH (1) 

Umと Uc はそれぞれ溶液と赤血球の平均速度である。0.1 ml/h の入口流量に対して、ヘマトク

リットが異なっても、断面 C-C1 の溶液平均速度は同じである。実験結果から、入口のヘマトク

リットが大きくなるにつれ、断面 C-C1 の赤血球平均速度は大きくなる。したがって、入口のヘ

マトクリットが大きくなるにつれ、断面 C-C1 の
DT HH / は小さくなる。また、Fig.3a に示された
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ように、Hct=5%の時、中間チャンネルの赤血球速度は一番早い。したがって、断面 A-A1 の中間チ

ェンネルの
DT HH / は両側チェンネルの

DT HH / より小さいことが分かった。実験では、Hct=5%の時、

赤血球は中間チャンネルから両側に流入する様子が観察された。 
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Fig. 5 Velocity Profiles of RBCs in the Cross-Section A-A1 and B-B1 

(Hct=2%, Qin=0.05ml/h) 
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Fig. 4 a. Sequential Images of RBCs Flowing Straight Forward.  b. Different Trajectories of RBCs in Fig. 4a   

c. Sequential Images of RBCs shifting toward the lateral channel d. Trajectory of the RBC shifting toward the lateral 

channel (Hct=2%, Qin=0.05ml/h) 

 



Fig４aとｂに赤血球が多孔質マイクロチェンネルを通過する時の軌跡を示す。この時Hct=２％

である。色線で囲んだ赤血球の軌跡を注目すると、赤血球 A,B と C は全部下流の直線流路に入る

が、下側のチェンネルの赤血球速度は一番遅いことが分かった。Fig４ｃには赤血球は横側のチェ

ンネルを通す様子を示す。上側のチェンネルに流入したため、同じ時間で通す距離はかなり短く

なる(Fig.4d)。この現象は Hct＝５％の時にも観察された。Fig.５には Hct=2%時断面 A-A１と

B-B1 の赤血球速度分布を示す。Fig.3a の Hct＝５％時の速度分布と同様に、中間チャンネルの赤

血球速度と両側チャンネルの赤血球速度差は大きいことが分かった。分岐管の赤血球速度差は赤

血球分布の不均一性に影響があると考えられる。今の段階では、赤血球の分布は一定の不規則性

を示しているが、Zhang[６]らは分岐血管における赤血球分離のシミュレーションを行った結果に

よると、変形しにくい赤血球は流量の低い分岐に入りやすく、プラズマ流体の粘性は高い時、赤

血球は流量の高い分岐に入りやすいとされる。したがって、赤血球の分布は赤血球変形の影響も

あると考えられる。今後には、両側チャンネルの圧力損失を測り、流体抵抗に対する粘性効果を

考察する予定である。 

 

 

４．圧力特性評価の試み 

圧力特性評価のための流動実験は赤血球流動分布実験と同様な流動システムに圧力差を測定

するための差圧計（Testo）を取り付けておこなう．本報では気液界面の表面張力を利用して、マ

イクロチャネル内の流れの圧力測定方法を用いた[7]．マイクロ流路に流入させる液体は赤色の色

水を用い，主流流路と垂直する流路に空気を注入する．側面流路と主流流路との合流部での気液

界面の様子を顕微鏡から観察し、気液界面の形状が同じになるように空気の注入を調整する。界

面が安定してから、差圧計で圧力測定する．Fig.5a は圧力を測定する時の気液界面を示す。Fig.5b

は純水をマイクロ流路を通す時、入り口流量による圧力差を示す。直線の勾配を表し、測定方法

が妥当である。今後には、赤血球浮遊液を用い、マイクロ流路における圧力変化と赤血球分布の

関係を考察することができる。 

          

 

 

 

５．まとめ   

微小血管網をモデル化する多孔質マイクロチャンネルを用い、赤血球溶液の流動実験を行った

結果、以下の通りになった。 

1) ヘマトクリットが大きくなるにつれ、各分岐チェンネルの赤血球流速の差が大きくなる。

流速の差がある程度大きくなる時、赤血球は側面チャンネルに集合する様子があった。し
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Fig. 5a Gas-liquid Interface for Measuring the Pressure Drop across the Microchannel 

b Channel Pressure Drop versus Flow Rate for Water 



かし、赤血球は側面流路に流入するケースは Hct＝２と５％の時であり、一定の不規則性

が示されている。今後、赤血球の分布は溶液と赤血球の流速と赤血球の変形性などに対す

る依存性を考察し、腫瘍血管網内での赤血球の不均質分布を引き起こす原因をさらに探求

する。 

2) 同じ入り口流量に対して、ヘマトクリットが大きくなるにつれ、赤血球平均流速が大きく

なる。赤血球溶液は太いチェンネルから細いチェンネルに流入する時、Fahreus 効果を介

して、流動抵抗が緩和されたと考えられる。 

3) 多孔質マイクロ流路内の圧力測定方法が確定され、赤血球溶液の流動実験に応用できる。

したがって、マイクロ流路内での流動抵抗が定量的に測定できる。 

これまで得られた結果はまだ初期段階の結果であるが、今後、多孔質マイクロ流路におけ

る赤血球分布と圧力―流量関係をさらに考察する予定である。 
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(その他の活動報告) 

2012 年 2 月 27 日 

 

中国科学技術大学／芝浦工業大学 合同研究報告会 

 

企画 芝浦工業大学 小野直樹 

 

日時：２０１３年２月２８日（木） １５：００～１７：４０ 

場所：芝浦工業大学 豊洲校舎 ４０５教室 

参加者（予定）： 

杉山博士（理化学研究所），賀纓先生（中国科学技術大学），Changjin 氏（中国科学技術大

学），小野研究室学生３名（山田（D1），竹田（M2），野中（B4）），小野 

 

プログラム： 

１５：００～１５：３０（質疑応答含む） 

賀櫻先生（中国科学技術大学）：「中国科学技術大学／芝浦工業大学の共同研究報告」 

＊本共同研究は，（財）日中医学協会の支援を受けて実施したものです． 

 

１５：３０～１６：２５（質疑応答含む） 

＜招待講演＞杉山博士（理化学研究所情報基盤センター）：「Full Eulerian approach for 

solving fluid-structure interaction problems (toward multiscale thrombosis simulator)」 

 

１６：２５～１６：３５ 休憩 

 

１６：３５～１７：００（質疑応答含む） 

Changjin 氏（中国科学技術大学博士課程）：「On the modeling of pressure drop in stenotic 

flows」 

 

１７：００～１７：２０（質疑応答含む） 

野中厚佑（芝浦工業大学小野研究室 B4）：「液膜を利用したマイクロ混合器における流れ

の解析」 

 

１７：２０～１７：４０（質疑応答含む） 

小野直樹（芝浦工業大学）：「小野研究室の研究テーマ紹介」 

 

以上 

 

 

 

 

 

 



（その他の活動報告） 

 

（１）中国科学技術大学／芝浦工業大学 合同研究報告会 

前頁のプログラムのように，2013 年 2 月 28 日（木）に，今回の(財)日中医学協会殿からの助

成によって展開した研究および関連の研究のまとめとして合同研究報告会を開催した．纓教授の

お知り合いの杉山博士（理化学研究所）にもご講演頂き，この分野の研究の知見を深めることが

できた．また日本（芝浦工業大学の小野研究室）および中国（中国科学技術大学の纓研究室）の

学部生および大学院生にも発表してもらい，学生間の交流も行い親交を深めることができた． 

 

   

報告会の様子          纓教授の講演        小野の講演 

 

 

（２）中国科学技術大学での共同実験作業 

 日本（芝浦工業大学の小野研究室）側の博士課程の学生（山田君）が 2012 年 7月に，中国（中

国科学技術大学の纓研究室（中国合肥））側に行き，共同研究に必要な実験技術に関する議論と準

備のための実験等を実施した． 

 

 

（３）芝浦工業大学での共同実験作業 

 中国（中国科学技術大学の纓研究室）側から，修士課程の学生（Hu君）とポスドク研究員（Li

さん）の 2名が 2012 年 8月に，日本（芝浦工業大学の小野研究室）側に来られ，小野研究室の実

験施設にて，共同での実験と得られたデータに関する議論を実施した． 

 

 

以上 

文責 小野直樹 

 





－日中医学協会助成事業－ 

循環器疾患の病態に関与する新規バイオマーカーの検索 

 

 

研 究 者 氏 名         准教授 羽尾裕之 

日本所属機関         兵庫医科大学 病院病理部 

中国研究者氏名  副主任医師 俞 梦越 

中国所属機関         阜外心血管病医院 

 

要 旨 

我々はこれまで、心臓における冠状動脈の粥状動脈硬化の進展と血栓形成に至る粥状動脈硬化

病変の破綻に小胞体ストレスが関与していることを世界に先駆けて報告し、急性心筋梗塞や不安

定狭心症、心臓突然死を含む急性冠症候群の病態の一部を明らかにした。本研究ではこれらの知

見を活かし、急性心筋梗塞、心筋炎、大動脈瘤などの循環器疾患における小胞体ストレス関連分

子の病態への関与を検討し、更にこれらの疾患における小胞体ストレス関連分子のバイオマーカ

ーとしての可能性について検討した。病理解剖症例や動物モデルを使って、心筋梗塞・心筋炎・

大動脈瘤の組織における小胞体ストレス関連分子の分布を免疫組織化学によって検討した。これ

らの疾患の心筋や血管壁において、小胞体ストレスシャペロン分子 GRP78 や低酸素誘導性小胞体

酸化還元酵素 Ero1 の発現が認められた。当院及び阜外心血管病医院における急性心筋梗塞患者

の急性期における小胞体ストレスシャペロン分子 GRP78 の血中濃度を ELISA 法で測定した。現在

までのところ健常者コントロール群と比較してやや高値を示すものの有意差を認めなかった。今

後、症例数を増やして更に検討を重ねる予定である。 

 

Key Words 急性心筋梗塞，心筋炎，大動脈瘤，小胞体ストレス，バイオマーカー 

 

緒 言： 

小胞体は分泌蛋白質を合成する細胞内小器官で、全蛋白質の約 30％を産生している。新たに合

成された分泌蛋白質は、小胞体内でシャペロンや酸化還元酵素により折りたたまれた後に分泌経

路に運ばれる。一方、低酸素刺激は高次構造上の異常蛋白質の小胞体内蓄積を引き起こし、これ

を小胞体ストレスと呼ぶ。この小胞体ストレスに対する細胞応答として、蛋白質折りたたみを担

う小胞体シャペロンが誘導され、同時に新規蛋白質の翻訳が抑制され小胞体への負荷を軽減させ

る。しかし、ミスフォールド蛋白質蓄積が小胞体応答による対応能力を逸脱した時、小胞体より

アポトーシスシグナルが発信される。現在では小胞体は細胞の生死を決定する重要な細胞内小器

官として注目されている。近年ミスフォールド蛋白質蓄積が神経変性疾患や糖尿病・脂肪肝など

の疾患に関与することが明らかになり、世界中で活発な研究が行われている。 

我々はこれまで、冠状動脈の粥状動脈硬化の進展と血栓形成に至る動脈硬化病変の破綻に小胞



体ストレスが関与していることを世界に先駆けて報告した１）。しかし循環器疾患と小胞体スト

レスの関連についての研究は十分されていないのが現状である。本研究では循環器疾患として重

要な位置を占めている急性心筋梗塞・心筋炎・大動脈瘤などにおける小胞体ストレス関連分子の

病態への関与を検討し、更にこれらの疾患における小胞体ストレス関連分子のバイオマーカーと

しての可能性について模索した。 

 

対象と方法： 

病理解剖症例の組織を用いて、心筋梗塞・心筋炎・大動脈瘤の組織における小胞体関

連分子の分布を免疫組織化学によって検討した。小胞体関連分子として小胞体ストレス

シャペロンである GRP78 および GRP94、低酸素誘導性小胞体酸化還元酵素である endoplasmic 

reticulum oxidoreductin 1 (Ero1)について、ホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いて酵素

抗体法により、これらの蛋白の分布について検討した。 

大動脈瘤については、動物モデルにおいてこれらの分子の分布を検討するため、

Apolipoprotein E (ApoE)欠損マウスに対する AngiotensinⅡ持続投与モデルを用いて腹部大動

脈瘤モデルを作製し、大動脈瘤モデル動物における小胞体ストレス関連分子の発現についても検

討した。 

 更に小胞体ストレス関連分子のうち ELISA 法にて測定可能な GRP78 (HSPA5)測定キットを用い

て、当院の 20 例及び阜外心血管病医院 15 例の急性心筋梗塞患者の血清中の GRP78 の濃度を測定

した。 

 

結 果： 

 心筋梗塞病変において免疫組織化学で Ero1 の分布が正常の非梗塞部位の心筋組織と比

較して強く認められた（下図）。この結果より Ero1 が心筋梗塞の病態に関与している可

能性が示唆された。さらに

大動脈組織と腹部大動脈瘤

組織での Ero1の分布を検討

したところ、正常大動脈で

は発現が認められなかった

が、大動脈瘤壁で Ero1 蛋白

が広く分布していた（右

図）。大動脈瘤の病態にも

Ero1 が関与している可能性

が考えられた。また心筋炎

患者における GRP78 の分布

では心筋細胞の細胞質内に

GRP78 の分布が認められ、心



筋炎にて障害された心筋細胞では、小胞体ストレスの過剰状態で、そのシャペロン分子

である GRP78 の過剰発現が起こっていると考えられた（下左図）。 

心筋炎患者の心筋組織における小胞体
ストレスシャペロンGRP78の分布

 

マウス大動脈瘤モデルにおける
小胞体ストレス関連分子Ero1の分布

非瘤部大動脈瘤部大動脈 コントロール

 

ApoE 欠損マウスに対する AngiotensinⅡ持続投与による腹部大動脈瘤モデルでもヒト大動脈瘤

同様にコントロール＜非瘤部大動脈＜瘤部大動脈の順で Ero1 の発現は増強していた（上右図）。 

 そこで我々は心筋梗塞の急性期の血清中の小胞体ストレスシャペロン GRP78 の血中濃

度の測定を ELISA 法で行った。これまでのところ日本・中国あわせて 35 症例の血清につ

いて検討したが、やや心筋梗塞症例で高値を示したものの、正常コントロール群と有意

な差は認められなかった。 

 

考 察： 

 今回我々は心筋梗塞や心筋炎・大動脈瘤といった循環器疾患でも特に生命予後を左右

する重要な疾患において、小胞体ストレス関連分子が発現していることを同定した。さ

らに大動脈瘤においては、動物モデルでも小胞体酸化還元酵素 Ero1 の発現が増強しており、

病態に深く関与している可能性が示唆された。現在さらにラット心筋梗塞モデルおよび心筋炎モ

デルを作製しており、これらのモデル動物において病変の組織中・血清中の小胞体関連分子の分

布や動態を検討する予定である。患者血清の検討では残念ながら今回の報告までの症例数では、

正常群と患者群において血中 GRP78 の濃度は有意な差を認めなかった。しかし今後更に共同研究

を継続して中国においても心筋梗塞患者の血清を確保し、血中の小胞体ストレス関連分子の動態

について検討したい。さらに阜外心血管病医院は北京の循環器疾患専門病院であり、多くの心疾

患患者の治療に当たっているため、急性心筋梗塞のみならず心不全・心臓弁膜症・心筋炎などの

重症循環器疾患患者の血清についても同様の検討を行って、同分野の診断や治療に応用できるバ

イオマーカーの検索を行っていきたい。 

 

参考文献： 

1. Myoishi M, Hao H, et al: Increased endoplasmic reticulum stress in atherosclerotic 

plaques associated with acute coronary syndrome. Circulation 116:1226-1233, 2007. 
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CEA 特異的キメラ抗原受容体導入 T 細胞を用いたがんに対する 

養子免疫療法の開発 

日本研究者氏名 特任助教 王立楠 

日本所属機関 三重大学大学院医学系研究科 

中国研究者氏名 丁 暁慧 

中国所属機関 瀋陽医学院 

 

要旨 

 本研究では、複数種類のヒトシグナル伝達ドメインを付加した癌胎児性抗原（CEA）特異的 CAR

のレトロウイルスコンストラクトを用いてヒト末梢血 T 細胞に導入し、in vitro における機能

評価と NOG マウスを用いて in vivo における抗腫瘍効果を評価した。その結果、従来から研究

が進められている CD3z と CD28 のシグナル伝達ドメインを含む CAR（28z）に加えて、申請者等

が明らかにした CD4T 細胞や CD8T 細胞に制御性 T細胞抵抗性を付与する GITR シグナル伝達ドメ

インを付加した CAR（zG）導入 T細胞が、極めて有効であることを見いだした。ヒトと同様の

CEA 発現パターンを示す CEA トランスジェニックマウスに大腸発がんを誘発し、CEA 特異的 CAR

を導入したマウス T細胞を用いて、さらなる有効性と安全性を評価するための治療モデルを確

立する目的で、細胞内シグナル伝達ドメイン（CD3z、CD28、GITR）をマウス型に置き換えたエ

コトロピックウイルスを作製し、マウス T 細胞を用いてその発現と in vitro における機能評価

を行った。その結果、マウス T細胞においても機能的な CAR の発現が誘導できた。 

 

Key Words キメラ抗原受容体、がん治療、複刺激シグナル分子 

 

緒言 

 本邦における悪性腫瘍による死亡は死亡原因の３０％を超え、既存の治療法の改良に加えて、

新規治療法の開発が積極的に行われてきている。なかでも、人工的に腫瘍特異性を付与した T

細胞をがん患者に移入する遺伝子改変 T細胞輸注療法に期待が集まっている。その一つとして

人為的に腫瘍特異性を付与した遺伝子改変 T細胞を輸注する方法が注目されている１。これまで

は、腫瘍細胞の細胞表面上の主要組織適合性抗原(MHC)と腫瘍特異的抗原由来のペプチドとの複

合体を認識する T細胞受容体（TCR）を、ウイルスベクターを用いて導入・改変した自己 T細胞

を利用した臨床試験が行なわれてきた。しかしながら、この療法には「ある特定の MHC に拘束

されるために投与可能な患者数が制限されてしまう」、「MHC を欠落している腫瘍細胞が存在す

る」という短所がある。この問題を解決するための新たな試みとして、腫瘍細胞表面上に発現

されるがん抗原を認識するモノクローナル抗体を T細胞受容体として用いる方法が開発された。

単鎖抗体(scFv) と T 細胞受容体（TCR）や副刺激分子のシグナル伝達ドメインからなるキメラ

抗原受容体(Chimeric antigen receptor; CAR)を導入した T細胞は MHC 非依存性にがん抗原を

認識し破壊できることから、対象となるがん抗原を持つより広範囲の患者に適応可能となる長

所を持つ。今までに複数の CAR 臨床試験が施行されてきたが、in vitro 評価系において優れた

機能の発揮する CAR が、必ずしも優れた臨床効果を示していない。即ちこれまでの CAR 遺伝子

導入Ｔ細胞は、in vitro での機能評価系を指標に順次開発されてきたものの、in vivo である



臨床効果との間に乖離が見られている。また、TCR 遺伝子導入Ｔ細胞輸注療法で見られた程の有

効性が、未だ CAR 臨床試験では確認されていない。このような期待に反する結果の理由として、

投与後の抗腫瘍効果を予測するための in vivo での機能評価系が未成熟であることが挙げられ

る。現状では、投与薬剤そのものであるヒトＴ細胞生体内細胞やヒトがん細胞は、マウス等の

宿主の免疫系により拒絶される為に単純に投与することが出来ず、これまでの改変Ｔ細胞輸注

療法における安全性、薬理薬効はほとんど実験動物では検証されないままに臨床研究が開始さ

れてきた。最近になって、Ｔ細胞移入細胞療法では、移入Ｔ細胞の生体内における長期生存性

が優れた臨床効果を発揮するために必須の条件であることが明らかになり、in vivo での評価系

が切望されている。本研究では、GITR を含む様々な副刺激分子のシグナル伝達ドメインを付加

した癌胎児性抗原（Carcinoembryonic antigen; CEA）特異的 CAR 導入 T細胞を作製し、ヒト T

細胞が生着可能な重度免疫不全マウスであるNOD/SCID/γc-/-(NOG) マウス及びCEAトランスジ

ェニックマウスを用いた in vivo 評価系を樹立した。 

 

材料と方法 

マウス 

 ８週令前後の重度免疫不全マウス（NOD/SCID/γc-/-(NOG)）は公益財団法人実験動物中央研

究所より購入、使用した。８週令前後の C57BL/6 マウスは日本 SLC より購入、使用した。ヒト

CEA プロモータ領域を含む CEA トランスジェニックマウス２（C57BL/6 バックグラウンド）は

Wolfgang Zimmermann 教授（Institute of Immunobiology, University of Freiburg, Germany）

より御供与いただき、三重大学動物実験施設において飼育・繁殖した。 

細胞 

 同意書による同意を得た上で、健常人末梢血から Ficoll 法により末梢血単核球を分離した。

マウス細胞は、マウス脾臓をナイロンメッシュにてほぐし、単一細胞懸濁液を調製した。ヒト

由来の CEA 陽性胃癌細胞株（MKN45）と CEA 陰性胃癌細胞株（MKN1）は対数増殖期に使用した。 

ウイルスコンストラクト 

 CEA特異的単鎖抗体に図１に示すシグナル伝達分子の細胞内ドメインを付加したCARコンスト

ラクトを含むレトロウイルスを作製、使用した。 

 

発がん実験 

 CEA-Tg マウスに AOM（10 mg/kg）を投与しその 1 週間後に 1% DSS を飲水にて反復投与（７日

間連続、７日間休止を３サイクル）を開始して、大腸発がんを誘発した。 



 

結果 

複刺激分子 GITR と CD28 のシグナル伝達ドメインを含む CEA 特異的 CAR の発現誘導 

 複刺激分子 CD28、GITR、ICOS、4-1BB

のシグナル伝達ドメインを含む CEA 特

異的 CAR のヒト末梢血 T細胞への導入

を比較検討した。その結果、CD28（28z）

もしくは GITR（zG）を含む CAR の導入

効率が陽性率の面でも発現強度の面で

も最も高かった（図２）。また、その

際のレトロウイルスコピー数は最少で

（図３）、安全性が高いことも示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

複刺激分子 GITR と CD28 のシグナル伝達ドメインを含む CEA 特異的 CAR の in vivo での抗腫瘍

効果 

 次に in vivo での有効性を評価する目的で、ヒ

ト癌細胞が生着可能なNOGマウスにCEA陽性胃癌

細胞株 MKN45を接種すると同時に CEA特異的 CAR

導入 T細胞を輸注し、腫瘍縮小効果を評価した。

その結果、CD28（28z）もしくは GITR（zG）を含

むCARを導入したヒトT細胞は抗腫瘍効果を発揮

した（図４）。 

 

 

 

マウス T 細胞への CAR 導入 

 NOG マウスはヒト細胞が生着可能であ

るが、ヒト T細胞を移入した場合は移植

片対宿主病を発症してしまし、長期のわ

たる CAR 導入 T 細胞の有効性やまた安全

性を評価することはできない。そこで、

マウス T 細胞を用いた治療評価系を樹立

する目的で、シグナル伝達ドメインをマ
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図３．CAR導入細胞における平均レトロウイルスコピー数

( 

V
ir

u
s
 c

o
p

ie
s
 /

 h
IF

N
g

 c
o

p
ie

s
 )

 X
 2




0


50


100


150


0
 7
 14
 21
 28
 35


腫
瘍
径
（m

m
2
） 

移入後の日数


図４．CAR導入T細胞輸注NOGマウスにおける 
CEA陽性ヒト胃癌細胞株MKN-45の増殖抑制


非移入群


遺伝子非導入T細胞輸注群


zG輸注群


28z輸注群




ウス型に置き換えた CAR コンストラクトを作製し、マウス T細胞への導入効率を検討した。ヒ

トにおいて導入効率の高かった CD28（28z）もしくは GITR（zG）を含む CAR を検討対象とした。

その結果、マウスにおいても十分に発現が誘導できた（図５）。 

 

マウス大腸発がん系を用いた有効性と安全性評価系の樹立 

 正常状態でヒトと同様の発現パターン、即ち正常大腸上皮細胞の管腔側に弱く発現しする CEA

トランスジェニック（CEA-Tg）マウス（C57BL/6 background）を本研究で用いる（導入・繁殖

済み）。このマウスは、アゾキシメタン（AOM）とデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）投与に

より大腸炎症の再燃と寛解を繰り返す潰瘍性大腸炎に合併する大腸癌を摸したモデルを作成す

ると、発生した大腸癌が CEA を強く発現することが示されている２。したがって、CET-Tg マウス

は T細胞輸注療法の有効性を発がん系で評価するために格好のモデルマウスである。CAR 導入細

胞の輸注による治療モデル作製のためには腫瘍発

生時期のその後の腫瘍増殖がわかっていなければ

ならない。そこで、C57BL/6マウスにAOM（10 mg/kg）

を投与しその 1 週間後に 1% DSS を飲水にて反復投

与（７日間連続、７日間休止を３サイクル）を開始

して、大腸発がんを誘発し、大腸癌の発生時期と発

生した大腸癌の増殖率を明らかにした（図６）。 

 

 

考察 

 本研究により、レトロウイルスベクターを用いたヒト T細胞への導入において、CD28 と GITR

を含む CAR が低ウイルスコピー数で効率よく発現誘導でき、また、in vivo でも抗腫瘍効果を発

揮したことから、安全性と効率の面でも高いことが明らかになった。NOG を用いた CAR の in vivo

有効性評価には限界があるため、マウス型 CAR を作製し、その発現誘導を確認できた。従来、

移植癌を用いた抗腫瘍効果の評価の限界点を超えるため、自家発がん系マウスモデルを作製し、

発がんのタイミング等を明らかにできた。この 2 点を明らかにできたことで、今後マウス大腸

発がん系を用いた CAR 導入 T 細胞の有効性と安全性評価系を確立していく予定である。 
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要 旨 

 骨髄性白血病細胞HL-60 および急性前骨髄球性白血病(APL)細胞NB4 に対するデルフィニジン(Del)と三酸化ヒ

素(As
III
)の単独および併用効果について検討した。Del が両細胞に濃度依存的に細胞毒性を誘導したが、健常者由

来末梢血単核球(PBMCs)の増殖に殆ど影響を与えなかった。Del と AsIIIの併用がそれぞれ単独処理より、AsIII低

感受性細胞HL-60 のみならず、高感受性細胞NB4 にもより強い殺細胞作用を示した。一方、PBMCs における両者

の併用による殺細胞作用が顕著ではなかった。HL-60に対する併用による殺細胞作用増強機構を検討したところ、

それぞれの単独処理に比較し、両者の併用がミトコンドリア膜電位(MMP)の低下、Bid, caspase-9, -8および-3

の活性化をより顕著に誘導した。さらに、Delがグルタチオン(GSH)枯渇剤であるBSO(buthionine sulfoximine)と同

様に細胞内GSH量を低下させた。興味深いことに比較的低濃度AsIIIに惹起されたGSHの上昇がDel存在下でコン

トロール以下まで低下した。また、DelがNF-κB(nuclear factor-κB)活性を阻害したこと、NF-κB阻害剤であるJSH-23

およびPDTC(pyrrolibine dithiocarbamate)がDelと同様に、HL-60に対するAsIIIの細胞毒性を増強したことが観察さ

れた。これらのことから、HL-60におけるDelとAsIIIの併用による殺細胞作用増強機構に、ミトコンドリア障害

に起因する caspase 活性化が関与するアポトーシスの誘導が密接に関係することが考えられた。さらに、Del が

NF-κB活性を抑制することにより、細胞内GSHを低下させ、殺細胞増強機構に寄与することが示唆された。 

 

Key Words フラボノイド、デルフィニジン、三酸化ヒ素、併用療法、HL-60 

 

緒 言： 

 再発性・難治性APLに優れた治療効果を示すAsIIIは、固形がん細胞を含

む種々のがん細胞に殺細胞効果を発揮し、注目を集めている 1,2)。一方、そ

の臨床上副作用であるAPL 分化症候群などが知られている。また、APL 以

外のがん細胞の低感受性が AsIII の臨床応用拡大を阻む要因の一つとなっ

ている。フラボノイドの一種であるアントシアニジンは、有色性のフルー

ツ・野菜に豊富に含まれる化合物であり、がん細胞増殖を抑制することが

報告され、ヒト由来正常細胞に対する低毒性も知られている。そこで、AsIIIの他のがん細胞への適応拡大を目的

とし、AsIIIの殺細胞効果を維持・増強しつつ、投与量の減量、副作用の軽減をもたらす可能性のあるアントシア

ニジンの一種であるDel(Fig.1)について詳細な検討を行った。 

 

対象と方法： 

 本研究では、HL-60、NB4およびPBMCsにおいて、DelとAsIIIの単独および併用処理時に誘導される細胞増殖抑

制はXTT法で検討した。細胞周期はPI(propidium iodide)の核染色を用いたFACS解析により検討した。ミトコンド

リア膜電位(MMP)の低下は Rhodamine 123 を用いて検討した。アポトーシス誘導は Annexin V/PI 染色を用いた

FACS解析およびアガロースゲル電気泳動法により検討した。Bid、Bad、caspase-9, -8および-3の発現・活性化

はウエスタンブロット(WB)法で検討した。細胞内 GSH の量は色素 MCB(monochlorobimane)を用いて検討した。

NF-κBのDNA結合活性はゲルシフトアッセイにより評価した。尚、PBMCsを用いた研究は東京薬科大学倫理委員
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OH
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OH

OH

Fig.  1 Chemical structure of Del 



会で認められており、健常者からインフォームドコンセントを得た。 

 

結 果： 

I. DelによるAsIIIの細胞毒性の増強 

1) 5種類のアントシアニジン（Del、マルビジン、ペオニジン、シアニジン、ぺラルゴジニン）でHL-60、PMMCs

を48h処理した。Table 1で示したように、5種類アントシアニジンのうち、DelがPBMCsの増殖に殆ど影響を与

えず、HL-60に最も強い殺細胞作用を示した。また、8.0μM Delが約20%の細胞増殖阻害率を示した。 

 

2) AsIIIとDel単独、あるいは併用で細胞を48h処理した。AsIIIが濃度依存的にHL-60、NB4およびPBMCsに細胞

毒性を示し、それぞれのIC50は11.2、2.4、9.9μMであった。さらに、8.0μM Delの共存下でそれぞれのIC50は

1.5、1.4、8.2μM となった(Table 2)。また、最も併用効果が示されたのは、5.0μM AsIIIと 8.0μM Del の併用

だったので、併用による殺細胞作用増強機構を詳細に検討するために、5.0μM AsIIIと8.0μM Delを用いた。 

 

II. 細胞周期に対するDelとAsIIIの併用時の影響 

1) HL-60を 5.0μM AsIIIと8.0μM Delの併用で24、48h処理したところ、G0/G1、S、G2/M期の細胞数は、コン

トロールと比較して有意な変化が認められなかった。一方、Sub G1期の細胞数は、コントロールと比較して顕著

に増加した(Fig.2)。 

 

III. MMPに対するDelとAsIIIの併用時の影響 

1) HL-60を5.0μM AsIIIと8.0μM Delの単独、ある

いは併用で6h処理したところ、Del単独処理ではMMP

がある程度下がったが、AsIII単独処理では MMP の低

下が殆どなかった。また、それぞれ単独処理と比べ、

併用処理では顕著なMMP低下が認められた(Fig.3)。 

 

IV. DelとAsIIIの併用によるアポトーシスの誘導 

1) HL-60を5.0μM AsIIIと8.0μM Delの単独、ある

いは併用で 12、24、48h 処理したところ、それぞれ

単独処理では、わずかな DNA の断片化が確認された

が、併用では、明確な DNA の断片化が確認された

(Fig.4)。さらに、Annexin V/PI 染色を用いた FACS

解析により同様な結果が得られた。 

 

2) HL-60を5.0μM AsIIIと8.0μM Delの単独、あるいは併用で6、12、24h処理した後、WB法でBid、Bad caspase-9、

8、3 の活性化を検討した。それぞれ単独処理と比べ、両者の併用では処理 6h 後において、すべてのタンパク質

Fig. 2 Effects of As(III) and Del, alone or in 

combination, on cell cycle in HL-60 cells. 

Table 1. IC50 values for cytotoxicity 
induced by each anthocyanidin 

Table 2. IC50 values for cytotoxicity induced by 
As(III) alone and the combination of As(III) and Del 



の活性化が観察された。また、caspase-9、 8、3の活性化は処理12, 24h後においても観察された。 

 

V. Delによる細胞内GSHの量の低下 

1) Delは、ポジコンのGSH枯渇剤であるBSOと同様に、有意にGSH量を低

下させた。興味深いことに比較的低濃度のAsIIIによって上昇したGSH量が

Delの存在下でコントロール以下まで有意に低下した(Fig.5A)。 

 

2) AsIII単独処理群と比べ、Del共存下の殺細胞作用増強効果と同様に、BSO

も濃度依存的にAsIIIの殺細胞作用を増強させた(Fig.5B)。 

 

VI.細胞内GSH量の低下および殺細胞作用にNF-κB関与の可能性 

1) HL-60 細胞を 5.0μM AsIIIと 8.0μM Del の単独、あるいは併用で、ま

たは、ポジコンとしてNF-κB活性阻害剤であるJSH-23、NF-κB活性化誘

導剤であるTNF-αでそれぞれ48h 処理した。NF-κB 活性はDel 単独処理

では、JSH-23処理と同様に抑制された。また、AsIII単独処理によりNF-κ

B 活性がある程度高まったが、Del の併用により顕著に低下した。これら

の結果はFig.5Aで示すGSHの結果と良く相関した。 

 

2) JSH-23が濃度依存的にGSHの量が低下し、同時にJSH23との併用によりAsIIIの殺細胞作用は有意に増強され

た。同様な現象はNF-κB阻害剤であるPDTCにおいても観察された。 

 

 

考 察： 

 本論文に用いられた5種類のアントシアニジン

のうち、Del が PBMCs の増殖に殆ど影響を与えな

いだけでなく、HL-60 に最も強い殺細胞作用を示

したことから、Del が腫瘍細胞選択的な殺細胞作

用を有することが示唆された。NB4 細胞と比べ、

HL-60細胞がAsIIIに対する低感受性であることが

知られている 3)。本研究において、HL-60 および

NB4細胞におけるAsIIIのIC50はそれぞれ11.2と 

2.4μMであったことから、NB4よりHL-60はAsIIIの低感受性細胞であることが改めて確かめられた。興味深いこ

とに、8μM Delの共存下で、AsIIIに対するHL-60のIC50は11.2μMから1.5μMとなった。また、1.5μM AsIIIと

Fig. 4 Apoptosis induction of As(III) and Del, alone 

or in combination, in HL-60 cells. 

Fig. 3 Loss of MMP in HL-60 
cells treated with As(III) and Del, 

alone or in combination. 

Fig. 5 Contribution of Del-induced reduction of GSH content to 

enhanced cytotoxic effects of As(III) in combination with delphinidin 
in HL-60 cells. (A) After treatment with Del, BSO, As(III), alone or in 
combination for 48 h, the alteration of GSH was investigated. *, p<0.05 
and †, p<0.001 vs. control; #, p<0.05, As(III)-alone vs. As(III)+Del. (B) 
After exposure to various concentrations of As(III) in the presence or 
absence of BSO for 48 h, cell viability of HL-60 was determined. *, 
p<0.05 and †, p<0.001, As(III)-alone vs. As(III)+BSO (1 or 10 μM).  



いう濃度は臨床上で到達できる濃度であり、十分な治療効果が期待できると報告されている 2,4)。さらに、この併

用は PBMCs より、むしろ HL-60、NB4 をより効率良く殺細胞作用を示すことから、今後難治性がん治療への AsIII

とDelの臨床応用の可能性が考えられた。今現在、臨床上の効果については、共同研究者の胡先生が進めている

ところである。 

 AsIIIとDelの併用が細胞周期に影響を与えず、顕著にMMPの低下、caspasesの活性化、DNAの断片化を誘導し

たことから、ミトコンドリア障害に起因するcaspases活性化が関与するアポトーシスの誘導が殺細胞増強機構に

大きく寄与することが示唆された。また、興味深いことに、Bidの活性化が観察されたことから、intrinsic pathway

とextrinsic pathwayのcross talkがアポトーシス誘導に関与する可能性が示唆された。 

 GSH は亜ヒ酸と抱合体の形成や酸化的ストレスの消去を通じて、亜ヒ酸の抵抗性に大きく寄与することが知ら

れている。本研究では、5μMと比較的低濃度AsIIIはGSH 量を増加させ、この増加がHL-60 の AsIII耐性に寄与し

ている可能性が考えられた。また、DelがGSH枯渇剤であるBSOと同様に、GSH量を減少させただけでなく、比較

的低濃度AsIIIに惹起されたGSH上昇を是正した。さらに、DelがNF-κB阻害剤であるJSH-23と同様に、NF-κB

の活性を阻害した。NF-κBは細胞内GSH量の調節に重要な役割をしていることが報告されている 5)。以上ことか

ら、DelがNF-κB活性を抑制することにより、細胞内GSHを低下させ、殺細胞増強機構に寄与することが示唆さ

れた。本研究成果がDel と AsIIIの併用がHL-60 の AsIII感受性を増大させ、がん治療へのAsIIIの応用拡大につな

がる有用な知見を与えると思われる。 

 これまでに、私たちはトランスポーターである AQP9 が AsIIIの細胞毒性、治療効果に大きく関与することを報

告した 2,6,7)。この観点から併用時のAQP9の発現、細胞内ヒ素の蓄積を検討しているところである。 
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要	
 旨	
 

  近年、わが国でも多剤耐性アシネトバクター・バウマニ(MDRAB: Multi-drug resistant Acineto

bacter baumannii)が病院感染として問題視されるようになった。一方、中国において院内環境

由来A. baumanniiが高頻度で分離され、本菌による院内感染も報告されているが、情報はまだ

不十分である。本研究において、A. baumanniiの薬剤感受性や水平伝播の特徴などについての

解析を行った。データの集計や解析などはまだ進行中であるが、現時点において、計41名の

院内感染患者（男：31名, 女：10名）から、50株のA. baumannii 臨床株が分離された。また、

院内環境調査も行い、計21株のA. baumannii環境由来株も分離された。患者の平均年齢は61歳

 (30-86歳)であり、うち21名の患者は基礎疾患を有し、5名が死亡した。死亡原因として、本

菌との関連性は不明である。患者分離株のうち、35（70%）株は血液由来であり、5 (10%) 株

は胸水または腹水由来であり、脳脊髄液及び肺組織からもそれぞれ1株が分離され、残りの8

（16%）株は深部カテーテルから分離された。薬剤感受性試験の結果により、殆どの臨床株

は多数の抗生剤へ耐性を示し、その内、16 (32%) 株は多剤耐性株（MDRAB）であることが

示唆された。今までの結果により、中国の市中病院において、A. baumanniiは院内感染を引き

起す重要な病原菌の一種であることが明らかにとされた。また耐性株の割合は非常に高く、

MDRABも高頻度で分離された。次のステップとして、薬剤感受性遺伝子の解析を行い、パ

ルスフィールドゲル電気泳動法により、すべての分離株の水平伝播を調べる予定である。最

後に我々は本研究を遂行する上で、多くの交流機会を設け、日中両国の相互理解を更に深め

ていくことを期待している。	
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緒	
 言：	
 

	
 Acinetobacter baumanniiは好気性のグラム陰性短桿菌であり、鞭毛を持たず不動性である。

大きさは1.0~1.5 X 1.5~2.5 µmであり、カタラーゼ陽性、オキシダーゼ陰性、ブドウ糖を醗酵

しない。2010年時点では、アシネトバクター属には少なくとも22の種名と11の遺伝型が確認

されている。本菌名は1968年に微生物学者のPaul and Linda Baumann夫妻に由来する。1980年

代に病原性を示す種として、A. baumannii が認知されるようになった。乾燥には比較的強く

土壌など湿潤環境を好み、自然環境中に広く分布する。健康な人の皮膚や腸管にも存在する

ことがあり、動物の排泄物からも分離されることがある。 

	
 近年、カルバペネムや第3世代セファロスポリン等の広域β-ラクタム薬、アミノ配糖体およ

びフルオロキノロンに広範囲の耐性を獲得したMDRABが報告され、日本感染症学会では、



ニューキノロン系のシプロフロキサシン (CPFX) (>4 µg/ml)、カルバペネム系のイミペネム (IP

M/CS) (>16 µg/ml)、アミノグリコシド系のアミカシン (AMK) (>32 µg/ml)の全てに耐性を示す

菌株を、多剤耐性アシネトバクター（MDRA）と定義し、５類感染症の届け出の基準とされ

ている。 

 	
 癌末期や糖尿病など感染防御能力の低下した患者において、尿路感染症、肺炎や敗血症、

手術部位感染症などの起因菌になっている。日本でも多数の病院や医療施設において、集団

感染で本菌が注目を浴びつつあり、院内感染の重要な原因となることが認識されている。一

方、中国において、院内環境由来A. baumanniiが高頻度で分離され、本菌による院内感染も報

告されている。しかし、病原菌である本菌の薬剤感受性や水平伝播の特徴及び重要な病原因

子などについて、データはまだ不十分である。  

 	
 

対象と方法：	
 

  中国・上海における市中病院（3施設程度）を訪問し、共同研究の合意を得た上で、共

同研究プロトコールを作成した。2012年4月から、2013年3月までに、中国・上海における

市中病院において、病院内感染患者及び病院内環境調査より、分離されたA. baumanniiを対象

とし、計100株を目標数とした。 

	
 協力病院において、診療記録によりA. baumanniiが病原菌と考えられる感染症の患者を

対象とし、ケースカードを作成し、分離されたA. baumanniiを保存する。また、前述の病

院において、病院内環境調査も行い、同定されたA. baumanniiを保存し、すべての分離株

は中山病院で保管する。環境及び患者由来のA. baumanniiに対し、臨床上よく用いられる

抗生剤への薬剤感受性試験を行う。薬剤耐性株に対し、薬剤耐性の特徴を分子生物学手

法で確認し、日本で分離された耐性株と比較する予定である。パルスフィールド電気泳

動法を用いて、特に耐性A. baumanniiの水平伝播を明らかにする。基礎研究のデータを加

え、患者ケースカードのまとめを行い、臨床経過および予後についての検討を行う。	
 

	
 

結	
 果： 

1) 現地での見学を行い、共同研究についての打合せをし、共同研究プロトコールを作成し

た。（図１） 

2) 本研究において、一部の分離株の薬剤感受性についての解析を行った。データの集計や解

析はまだ進行中であるが、現時点において計41名院内感染患者（男：31名, 女：10名）から、

50株のA. baumannii が分離された。患者の平均年齢は61歳 (30-86歳)であり、うち21名患者は

基礎疾患を有し、5人が亡くなった。死亡原因として、本菌との関連性は不明である。患者分

離株のうち、35（70%）株は血液由来であり、5 (10%) 株は胸水または腹水由来であり、脳脊

髄液及び肺組織からもそれぞれ1株が分離され、残りの8（16%）株は深部カテーテルから分

離された（図２）。また、院内環境調査も行い、計21株のA. baumannii環境由来株も分離され

た。薬剤感受性試験の結果により、殆どの臨床株は多数の抗生剤へ耐性を示し（表１）、そ

の内、16 (32%) 株は多剤耐性株（MDRAB）であることが示唆された。 

	
 

考	
 察：	
 

 	
 今までの結果により、中国の市中病院において、A. baumanniiは院内感染を引き起す重要

な病原菌の一種であることが明らかにとされた。また、耐性株の割合は非常に高く、MDRA

Bも高頻度で分離された。次のステップとして、薬剤感受性遺伝子の解析を行い、パルスフ



ィールドゲル電気泳動法により、すべての分離株の水平伝播を調べる予定である。また、今

回の調査結果に基づいて、中国における院内感染制御上有効な予防策についても検討す

る。研究結果は国内外での学会において発表し、かつ国際的雑誌に投稿し、フィードバ

ックする。最後に我々は本研究を遂行する上で、多くの交流機会を設け、日中両国の相互理

解を更に深めていくことを期待している。	
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図１	
 現地での見学及び共同研究の打合せ 

 

 

 
	
 

	
 

	
 



	
 

図２	
 臨床分離株の内訳について 

 

 
表１	
 一部臨床分離株の薬剤感受性試験の結果 

 

	
 

	
 

                                                                                                                      作成日：2013年 3月  15日 
	
 

	
 

AMK GM IPM MEPM CAZ CTX CFPM PIPC PL-B ST CPFX LVFX TC 

All strains >32(>32) >8(>8) >8(>8) >8(>8) >16(>16) >32(>32) >16(>16) >64(>64) <0.5(<0.5) >2(>2) >2(>2) >8(>8) >8(>8) 

Antibiotics MIC 50 (90)                                                               (µg/ml) 
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システムバイオロジー技術を駆使した肝細胞癌の病態制御機構の総括的解析 
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要旨：肝細胞癌は、外科的切除術の発展などにより予後が改善しつつある癌疾患であるが、

罹患者数の増加と進行癌患者に対する化学療法の開発が課題となっている。肝細胞癌の病

態悪化にはDCPやc-Metといった特有の因子の関与が示唆されてきたが、臨床上の意義は十

分に解明されていない。そこで、肝細胞癌特有の病態機構をターゲットとした診断技術や

化学療法剤の開発が癌の早期発見や進行癌患者の予後改善に有効であると考え、DCP及び

c-Metの臨床病理学的解析を実施し、癌の病態との関連性を検討した。その結果、DCP及び

c-Metの高発現は癌部組織及び周辺の非癌部組織の双方で検出された。また、両因子の高発

現が同時に検出される症例が有意に高頻度であったことから、両因子の発現性に関連性が

あることが示唆された。また、これらの因子の発現を蛍光で検出することで、高感度かつ

リアルタイムな診断技術、光線力学的治療技術への応用が可能であると考え、ICGを投与し

た移植癌モデルで検討を実施した。肝細胞癌培養細胞由来の腫瘍組織を形成させたマウス

にICGを投与したところ、腫瘍組織に集積するICGの蛍光を高感度かつ特異的に検出した。

さらに、このICGを集積した腫瘍組織に近赤外光を照射したところ、腫瘍組織の拡大は有意

に抑制された。従って、蛍光物質を利用した高感度診断及び光線力学的治療を検討するin 

vivo解析系を構築できたと示唆される。DCP及びc-Metの高発現と蛍光検出技術を融合させ

ることにより、肝細胞癌の病態を評価可能な診断技術や進行した病巣に有効な治療技術の

開発が期待される。 

 

キーワード：肝細胞癌、c-Met、DCP、診断、治療 

 

1. 導入 

 肝細胞癌は、世界的に罹患者数が増加しており、日本及び中国を含むアジア地域におい

ては特に顕著である。外科的切除術の発展により肝細胞癌患者の予後は改善されつつある

が、癌患者の早期発見や進行癌患者に対する治療に関する技術はまだ開発途上にあり、手

術不適応になった患者の予後は悪い状況にある。この臨床上の課題を克服するためには、

肝細胞癌の病態機構を解明し、癌が進行する前の早期発見を可能とする診断技術や進行癌



患者の予後改善に貢献する化学療法の開発が求められる。 

 本研究グループでは、これまでに肝細胞癌に特有の病態機構に着目した臨床病理学的あ

るいは生化学的研究を実施してきた。肝細胞癌の診断マーカーとして知られる

Des--carboxyprothrombin（DCP）が、癌部組織だけでなく周辺の非癌部組織でも発現し、そ

の高発現が癌患者の予後の悪化と相関することを見出した。また、培養細胞を用いた基礎

医学的研究では、DCPが癌細胞の増殖を促進させる活性をもつことを示し、その働きに癌細

胞の細胞膜に発現する肝細胞成長因子受容体c-Metが重要な役割を果たすことを示唆した。

従って、これらのタンパク質をターゲットとした診断技術の開発や治療薬の創出などが有

効であると考えられた。 

 肝細胞癌組織を術中にリアルタイムで画像提示し、癌組織の大きさの分析や切除範囲の

決定を可能とする技術が当研究グループによって開発された。その技術では、肝細胞癌細

胞に取り込まれ、細胞内に長期的に維持されるIndocyanine green（ICG）という蛍光物質を

用いている。その特性を利用して、癌組織を高感度に検出することを可能としている。一

方、ICGが特定の波長をもつ近赤外光を吸収して熱を発することから、光線力学的な治療法

の確立に有用であると考えられた。また、この蛍光標識技術を駆使して上述したDCPやc-Met

をターゲットとした癌組織の描出法を構築することにより、癌の病態に基づく診断や治療

技術の開発の可能性が期待された。そこで、本研究ではDCP及びc-Metの癌患者由来組織に

おける発現性を組織化学的に解析して、これらの因子と癌の病態との関連性を検討した。

そして、ICGを投与したマウス移植癌モデルを用いて、癌の診断及び治療における蛍光描出

技術の有用性をin vivoの実験系で明らかにすることとした。 

 

2. 方法 

2.1 DCP及び c-Metの発現性と臨床病理学的解析 

肝細胞癌組織 153例についてホルマリン固定パラフィン包埋切片を作製し、抗 DCP抗体

あるいは抗 c-Met 抗体を用いた免疫組織化学的手法による解析を実施した。各種抗原の発

現性は、癌部組織及び非癌部組織における局在性を観察すると共に、無作為に選出した 10

区域における陽性細胞の割合を算出して比較解析した。 

 

2.2 蛍光ナビゲーションシステムによる肝細胞癌組織の描出 

 肝細胞癌培養細胞株HuH-7及びHepG2を10%牛血清含有Dulbecco's Modified Eagle Medium

（DMEM）培地にて培養し、5×10
6個の細胞をBALB/cヌードマウスの皮下に移植した。約

10日後、移植した癌組織が50〜1000 mm
3となったことを確認した後、ICGを5 mg/mLの濃度

で尾静脈から血中投与した。24時間後、蛍光イメージングシステムを用いてICGの癌組織へ



の取り込みを観察した。 

 

2.3 近赤外光照射 

 肝細胞癌培養細胞株HuH-7細胞をDMEM培地にて培養し、5×10
6個の細胞をBALB/cヌー

ドマウスの皮下に移植した。約10日後、移植部位に腫瘍組織が形成されたことが確認でき

たマウスに対してICGを5 mg/mLの濃度で投与し、ICG投与から24時間後に蛍光発光を確認

した。なお、同時にICGを投与しない移植癌マウスも作出した。これらのICG投与・非投与

の移植癌マウスの腫瘍組織に対して160 mW/cm
2の光線密度で3分間近赤外光を照射し、その

後3日おきに腫瘍組織の大きさを測定した。 

 

3. 結果及び考察 

3.1 DCP及び c-Metの発現性と臨床病理学意義の解明 

当研究グループでは、肝細胞癌特有の異常タンパク質である DCP が c-Met と協調して肝

細胞癌の病態悪化に関与することを培養細胞を用いた基礎医学的解析により示唆した。し

かし、肝細胞癌患者由来の組織での DCP 及び c-Met の発現性とその臨床病理学的意義に関

しては不明であった。そこで、これらの因子の発現性を免疫組織化学的手法により解析し、

肝細胞癌の病態との関連性を検討した。その結果、DCP 及び c-Met の発現は癌部組織にお

いて高頻度に検出されたが、非癌部組織においても検出された（表 1）。また、DCP が高発

現している症例では c-Metの高発現が高頻度に認められたことから、これらの因子の発現の

有無には連関性が示唆された（表 2）。さらに、c-Met の高発現が認められた症例群では、

術後の予後が有意に悪化していた。以上の結果から、DCP と c-Met が予後の悪い症例の癌

組織において協調的に発現していたことから、肝細胞癌の病態悪化に寄与することが癌患

者由来の組織においても示唆された。また、これらの因子が、予後の悪い患者のスクリー

ニングを目的とした免疫組織化学的診断法の開発に有効であると考えられる。 

 

3.2 移植癌モデルマウスを用いた ICG による肝細胞癌組織の描出 

ICG は、肝細胞癌患者の肝予備能の診断という目的で臨床医療の場において用いられて

いる。ICG は蛍光物質であり、癌細胞に取り込まれると長期的に維持される性質を有する

ことから、癌組織を高感度に検出することを可能としている。この現象が、移植癌モデル

マウスを用いた in vivo条件下においても再現可能であるかを検討する目的で、肝細胞癌組

織を形成させたマウスに対して ICG を投与し、蛍光を観察した。その結果、癌細胞腫によ

って強度は異なるものの、腫瘍組織の位置に ICG由来の蛍光が検出された（図 1）。一方で、

腫瘍組織周辺の非癌部組織は蛍光を示さなかったことから、この蛍光は腫瘍組織において



特異性高く観察された。以上の結果から、ICG の蛍光が、肝細胞癌細胞由来の腫瘍組織の

検出に有効であることが、移植癌モデルマウスを用いた in vivo実験でも証明された。この

解析系の確立は、次項の ICGの更なる応用に関する研究に必須であるほか、上述した DCP

や c-Metをターゲットとした診断や治療技術の開発にも応用可能であると考えられる。蛍光

を検出する技術と病態制御に関わる因子の発現を融合させることにより、高感度な新規診

断法を構築できると期待される。 

 

3.3 ICG蛍光法を応用した光線力学的治療法の確立 

上述したように、ICG は静注後に肝細胞癌組織に特異性高く集積し、腫瘍組織の高感度

検出を可能とすることを in vivoモデルで示した。そして、ICGは特定波長の近赤外光を吸

収して発熱を呈することから、光線力学的な治療に有用であるとされてきた。そこで、こ

の ICGの性質と当研究グループが明らかにした ICGによる肝細胞癌組織の描出技術とを融

合させることにより、肝細胞癌に対する高い特異性を有する光線力学的治療が可能である

と考え、in vivoモデルを用いた解析を実施した。ICGの投与によって蛍光を呈した肝細胞

癌組織に対して近赤外光を照射して腫瘍の大きさを継時的に観察したところ、照射してい

ない肝細胞癌組織に比べて腫瘍組織の拡大が抑制された（図 2）。また、この効果は ICGを

投与していない組織に近赤外光を照射しても誘導されなかった。なお、腫瘍組織周辺の正

常組織には、近赤外光照射による顕著な障害は観察されなかった。以上の結果から、ICG

は肝細胞癌組織の描出だけでなく、近赤外光照射による光線力学的治療への応用にも有効

であることが示唆された。本技術は、ICG と同様の性質を有する物質が肝細胞癌の光線力

学的治療法に有効であるか否かの評価に利用できる。 

 

総括 

 本研究では、肝細胞癌組織における DCP と c-Met の高発現が関連性を有することを組織

化学的解析により示した。細胞を用いた過去の研究において、DCP が c-Met を介して癌細

胞の増殖と浸潤を活性化することが示唆されたことから、その現象が肝細胞癌患者の病態

悪化に寄与していることが考えられる。一方、本研究では蛍光物質を利用した肝細胞癌組

織の高感度検出と光線力学的治療に関する解析を可能とする in vivo 実験系の構築を達成し

た。DCP や c-Met といった肝細胞癌特有の病態関連因子を蛍光標識する技術、関連因子の

発現性に基づく数理プログラムを用いた病態機構予測技術を構築することで、患者個々の

癌の病態を評価できる方法の確立が期待される。



表 1．肝細胞癌患者組織における発現性 

Sub-group DCP 

n (percent) 

c-Met 

n (percent) 

C(+)NC(+) 15 (9.8%) 36 (23.5%) 

C(+)NC(‒ ) 82 (53.6%) 66 (43.1%) 

C(‒ )NC(+) 5 (3.3%) 8 (5.2%) 

C(‒ )NC(‒ ) 51 (33.3%) 43 (28.1%) 

Total cases 153 153 

C(+) 97 (63.4%) 102 (66.7%) 

NC (+) 20 (13.1%) 44 (28.8%) 

C：癌部組織、NC：非癌部組織 

 

表 2．肝細胞癌患者由来組織における DCPと c-Metの発現の関連性 

Sub-group DCPc↔c-Metc DCPnc↔c-Metnc DCPw↔c-Metw 

DCP(+)c-Met(+) cases 78 (51.0%) 11 (7.2%) 89 (58.2%) 

DCP(‒ )c-Met(‒ ) cases 32 (20.9%) 100 (65.4%) 30 (19.6%) 

DCP(+)c-Met(‒ ) cases 19 (12.4%) 9 (5.9%) 13 (8.5%) 

DCP(‒ )c-Met(+) cases 24 (15.7%) 33 (21.6%) 21 (13.7%) 

Total cases 153  153 153 

p value ˂  0.0001 0.0054 ˂  0.0001 

DCPc：癌部組織での DCP の発現、c-Metc：癌部組織での c-Met の発現、DCPnc：非癌部組織で
の DCP の発現、c-Metnc：非癌部組織での c-Met の発現、DCPw：組織全体での DCP の発現、
c-Metw：組織全体での c-Met の発現 

 

 

図 1．ICGを投与した移植癌マウスにお
ける蛍光発光。左側腹部に HuH-7 を移植
し（黄矢印）、右側腹部に HepG2 を移
植した（白矢印）。ICG 投与直後は全身
で蛍光が検出されたが（図中央、FL(ICG 

IV)）、投与 24時間後では蛍光が腫瘍組
織特異的に検出された（図右、FL(24h 

after)）。 

 

 

 

 

 

 

図 2．近赤外光照射による肝細胞癌組織の拡大の
抑制。近赤外光照射から 3 日ごとに腫瘍の大きさ
を測定したところ、ICG を投与して近赤外光を照
射したマウスの腫瘍組織（ICG+IR+）は、ICG を
投与して近赤外光を照射していないマウスの腫瘍
組織（ICG+IR-）及び ICG を投与せず近赤外光を
照射したマウスの腫瘍組織（ICG-IR+）と比較し
て 9日後の体積が有意に小さかった（p<0.01）。 
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要 旨 

  １）現在流行している高病原性鳥インフルエンザウイルス (H5N1 亜型、以下 H5N1) の多くは、ノイラ

ミニダーゼ (NA）スパイクの stalk 部位に約 20 アミノ酸が欠落する変異が生じていた。２）HA 上のレセ

プター結合ポケット近傍の 169 番目のアミノ酸には常に糖鎖が付加していた。３）158 糖鎖無/NA stalk 

長の H5N1 は、主として、ヒト型レセプター(Neu5Acα2-6Gal) への結合性を示し、HA 158 糖鎖有/NA stalk 

短の H5N1 は、鳥型レセプター(Neu5Acα2-3Gal) への結合性を、HA 158 糖鎖無/NA stalk 短の H5N1 は、

鳥型 (Neu5Acα2-3Gal)およびヒト型レセプター(Neu5Acα2-6Gal) の両者への結合性を示すことを見出し

た。４）さらに、自然界分離ウイルスと同様に人工的変異ウイルスでも上記の法則性が成り立つことを確

認した。 

以上により、高病原性鳥インフルエンザウイルス (H5N1 亜型) のヒト細胞受容体結合性獲得におけるレ

セプター破壊酵素 (NA) の全く新しい役割の一端を明らかにすることが出来た。 

 

Key Words インフルエンザウイルス、レセプター、へマグルチニン、ノイラミニダーゼ、受容体破壊酵素

、変異 

 

緒 言： 

 A 型インフルエンザウイルスの自然宿主は，カモなどの野生水鳥である．ウイルスは，これらの体内で

は，低病原性で，水鳥を殺さず，水鳥腸管の細胞膜にあるシアロ糖鎖へ結合して，感染・増殖し，糞と共

に湖水中へ排出され，それを飲んだ他の水鳥に感染が広がっていく（1-5）．水鳥の砂嚢は，酸性があまり

強くなく，飲み込まれたウイルスは速やかに消化管へと運ばれ，体内に長く留まらず，抗体による圧力も

あまり受けないので，変異の速度が遅いとされている．このようにして，大量のインフルエンザウイルス

は，水鳥の渡りとともに，世界中に拡散する．1997 年に香港で発生し，ニワトリからヒトへ伝播した H5N1

ウイルスは，100 万羽を越すニワトリを殺すことにより一時的に流行は終息したが，再び 2003 年，中国福

建省でヒトヘの伝播が発生し，その後，世界各国へ広がっている．2010 年以降，最もヒトヘの伝播が多い

国はエジプト，インドネシア，カンボジア，中国である．現在，H5N1 は，様々な動物（ブタ、野鳥，ネコ

科の動物，イヌ，アライグマなど）(6) へも宿主域を拡げている．  

H5N1 を含む全ての A 型インフルエンザウイルスは，へマグルチニン (HA， 3 量体) およびノイラミニダ

ーゼ (NA，４量体) スパイクを持つ（図 1）．両者は糖タンパク質で，宿主由来の N-型糖鎖が感染過程で

付加される．これらの糖鎖は，HA，NA の生物学的活性発現や，HA，NA の 3 次構造の維持に重要である．さ

らに，付加された糖鎖は宿主由来であるため，ウイルスが宿主の免疫監視機構から逃れる上で重要な働き

をしていると考えられている．HA は，ウイルスが宿主細胞のレセプターシアロ糖鎖へ特異的に結合する上

で必須の役割を担っている．HA にはα2-6（ヒト型レセプター），α2-3（鳥型レセプター）シアロ糖鎖レ

セプターへ結合できる主要（１番目）レセプター結合ポケットとα2-3（鳥型レセプター）のみしか結合で



 

きない 2 番目のレセプター結合ポケットが存在する．一方，NA は，ウイルスが出芽により宿主細胞膜から

遊離する上で必須の役割を果たす

(1-4)．近年，NA はウイルスの感染初期

過程にも関わり，ウイルスの感染細胞内

増殖とも深く関わることが明らかとな

っている（7）．我々は，これまでに，

下記の点を明らかにしてきた．１）鳥イ

ンフルエンザウイルスとヒトインフル

エンザウイルスでは明らかにレセプタ

ー認識特異性が異なる (3)．２）これま

で H5N1 感染患者（中国，タイ，ベトナ

ム，インドネシア，エジプトなど）から

分離されたウイルスの中でヒト型レセ

プターへの結合性を獲得した変異株を

見出した(1,5,6,8,9)．鳥間で速やかに

伝播する鳥インフルエンザウイルス

（H5N1 を含む）は，宿主細胞膜の 「シ

アル酸α2-3 ガラクトース含有糖鎖:Sia

α2-3Galβ1-，以後α2-3 と 

図1 インフルエンザウイルスの構造模式図 

略」（鳥型レセプターと呼ぶ）に優先的に結合する (1-5)．一方，ヒト間で流行する，例えば季節性の

ヒトインフルエンザウイルスは，「シアル酸α2-6 ガラクトース含有糖鎖：Siaα2-6Galβ1-，α2-6 と略」

（ヒト型レセプター）に優先的に結合する (8,9)．  

 

 

 

対象と方法： 

インフルエンザウイルスは発育鶏卵またはMDCK細胞で培養した。へマグルチニンおよびノイラミニダーゼ

の任意のアミノ酸置換は、リバースジェネティクスの手法により行った。 

 

 

 

結 果： 

（１）自然界で分離された H5N1 ウイルスのヒト型レセプター結合適応性変異におけるウイルス NA の役割 

今回，自然界から分離された H5N1 ウイルスの HA 内 158 番目の Asn における糖鎖付加の有無，さらに，

NA の stalk(軸)部位における連続した 20 アミノ酸配列の欠失の有無が，H5N1 ウイルスのヒト型および鳥

型レセプターへの結合性に深く関わることを見出した。香港大が所有するヒトおよび鳥（カモ，ガチョウ，

ウズラ，キジ，grey heron，Bar head goose）から分離された天然の H5N1 ウイルス（全 55 株）について，

HA および NA 遺伝子，それによるアミノ酸配列，さらにレセプターシアロ糖鎖（α2-3, α2-6）への結合

特異性を調べた。その結果，H5N1 ウイルスは， 

１）主にヒト型レセプターシアロ糖鎖 (α2-6) に優先的に結合するウイルス群（グループ I，7 株），２）

鳥型，ヒト型レセプターシアロ糖鎖の両者に結合するウイルス群（グループ II，24 株） 

３）鳥型レセプターシアロ糖鎖（α2-3）へ優先的に結合するウイルス群（グループ III，24 株） 



 

が存在することを見出した． 

さらに，これらの 3 つのグループは，下記の特徴によって分類され得ることを見出した． 

１）グループ I に属する H5N1（ヒト型レセプターへ優先的に結合できるウイルス）は，158 番目の Asn に

N-型糖鎖が付加されていない．また，NA の Stalk に連続した 20 アミノ酸欠失が無く正常の長さであ

る． 

２）グループ II に属する H5N1（ヒトおよび鳥型レセプターの両者へ結合できるウイルス）はレセプター

結合ポケッと近傍にある 158 番目の Asn に N-型糖鎖が付加されていない．しかし，NA の Stalk に 20

アミノ酸欠失があり，短くなっている． 

３）グループ III に属する H5N1（鳥型レセプターへ優先的に結合できるウイルス）は 158 番目の Asn に N-

型糖鎖が付加されている．また，NA の Stalk に 20 アミノ酸欠失があり，短くなっている． 

また，第一のレセプター結合ポケットの近傍には 158 番目の他に 169 番目の Asn にも N-型糖鎖が付加さ

れているが，天然から分離された全ての H5N1 は 169 番目の糖鎖付加を持っており，糖鎖付加の有無は 158

番目の Asn に限られることが判明した． 

自然界で分離された H5N1 ウイルスの HA 分子内 Asn158 のグルコシル化の有無，および NA 分子の長短に

より，H5N1 ウイルスの宿主レセプターへの結合特異性が変わることは，これまで知られておらず，初の観

察である． 

 

（２）自然界で分離された H5N1 ウイルスのヒト型レセプター結合適応性変異におけるウイルス HA および

NA の役割の証明 

自然界で分離された H5N1 における HA 分子内 Asn158 の糖鎖付加の有無，NA 分子の stalk（軸）部分の連

続 20 アミノ酸欠失の有無（NA 分子の長短）の組み合わせが，ヒト型レセプターへの結合性変異獲得に重

要であることをさらに証明するために，リバースジェネティクス手法により，8 種類の人工ウイルス（①

Asn158-, Asn169-, NA完全長; ②Asn158-, Asn169+, NA完全長; ③Asn158+, Asn169-, NA完全長; ④Asn158-, 

Asn169-, NA 短; Asn158-, Asn169+, ⑤NA 完全長 Asn158-, Asn169+, NA 短; ⑥Asn158+, Asn169-, NA 短; 

⑦Asn158+, Asn169+, NA 短; ⑧Asn158+, Asn169+, NA 完全長）（+, -は糖鎖付加の有無を示す）を作成し，

レセプター結合特異性を調べた．その結果，自然界で分離されたウイルスを用いた結果を再現出来ること

が判明した．すなわち，②Asn158 の糖鎖付加なし，NA stalk 完全長のウイルスはヒト型レセプターへ優先

的に結合し，⑤Asn158 の糖鎖付加なし，NA stalk 短のウイルスは鳥およびヒト型レセプターの両方へ結合，

さらに⑦Asn158 糖鎖付加あり，NA stalk 短のウイルスは，鳥型レセプターへ優先的に結合した．また，HA

分子内 Asn169 の糖鎖付加の有無は結果に影響を及ぼさないことも確認された．以上により，自然界で分離

された H5N1 ウイルスのヒト型レセプター結合適応性変異におけるウイルス HA および NA の役割が再現性良

く証明された． 

 

考 察： 

以上、本研究により，高病原性鳥インフルエンザウイルス（H5N1）のへマグルチニン HA 分子内 Asn158

の糖鎖付加の有無，および NA 分子内 stalk (軸）部位の連続 20 アミノ酸欠失の有無が，H5N1 ウイルスの

鳥型レセプター(α2-3) 結合特異性からヒト型レセプター(α2-6)結合特異性へのフェノタイプ変異をも

たらすことが初めて明らかとなった．これまで，H5N1 を含むインフルエンザウイルスのレセプター結合特

異性は，HA 分子内アミノ酸置換のみによるとされていたが，今回，NA stalk のアミノ酸欠失という NA の

構造，機能にも関わることを初めて明らかにした．現在，流行している H5N1 の多くは⑤および⑦のタイプ

であり，今のところ②のヒト型レセプターへ優先的に結合出来る変異ウイルスは分離されていない．今後

は，自然界における②タイプの H5N1 ウイルスの出現を監視することが重要である． 
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要旨 

 Siaα2-3 糖鎖に対する新規単クローン抗体（HYB4）を樹立し、その性状解析を行った。HYB4 の詳細な糖鎖

認識性を明らかにし、HYB4 を用いた生化学的な Siaα2-3 糖鎖検出法を確立した。HYB4 はインフルエンザウイ

ルス（IFV）の細胞表面への結合を有意に阻害したことから機能的 IFV 受容体（Siaα2-3）糖鎖を検出できるこ

とが示唆された。ヒト IFV について、その受容体合成酵素ヒト ST6Gal I (hST6Gal I)遺伝子をクローン化、お

よびその組換え体酵素をとして大腸菌を宿主として、より効率的かつ簡便に発現・精製できる系を確立した。 

デングウイルス（DENV）についてウイルスの結合性、感染阻害効果を示す HNK-1 糖鎖分子の合成酵素遺伝子

を細胞に導入した HNK-1 糖鎖高発現細胞において DENV の有意な感染性の上昇が観察された。HNK-1 が DENV の機

能的受容体であることが示唆された。ウイルス機能制御のための有用物質を探索する目的で、低分子糖鎖誘導

体の構造活性相関の解析から、DENV 感染阻害活性を有する化合物として 3-O-硫酸化グルクロン酸を創出した。

さらに生薬および食用資源として利用されているキノコに強力な抗 DENV 活性を見出した。 

 

Key Words インフルエンザウイルス、デングウイルス、糖鎖受容体、抗ウイルス剤 

 

緒言： 

 感染初期におけるウイルスと宿主受容体糖鎖分子との相互作用の解明は、ウイルス感染による病態形成を理

解するうえで必須である。インフルエンザウイルス(IFV)やデングウイルス（DENV）感染症は、自然宿主動物か

らヒトへとウイルスが異種間感染することで引き起こされる。これまで宿主糖鎖分子のウイルス感染における

機能、ウイルス異種間感染機構、さらには病態形成の分子機構は十分に解明されていない。ウイルス感染時、

宿主側因子に作用する抗ウイルス剤は臨床応用されていない。 

IFV の宿主認識において、シアル酸含有糖鎖（シアロ糖鎖）は宿主特異的受容体として機能していると考えら

れている。IFV の表面には、ヘマグルチニン (Hemagglutinin, HA) と、ノイラミニダーゼ (Neuraminidase, NA) 

の 2 種類の糖タンパク質がスパイク状に突出しており、A 型 IFV は HA と NA の抗原性に基づいて多くの亜型 (HA

は 1～16 種類 6)、NA は 1～9 種類 7)) に分類される。HA は宿主細胞膜上に存在し受容体として機能する特定の

シアロ糖鎖の認識、結合および膜融合による細胞内侵入に関わる[1]。IFV 受容体認識において、シアル酸の結

合様式が深く関与している。ヒト IFV はα2-6 結合型のシアロ糖鎖 (Siaα2-6 糖鎖) に対して高い親和性を持

つ一方、トリ IFV はα2-3 結合型のシアロ糖鎖 (Siaα2-3 糖鎖) に対して高い親和性を持つことが明らかとな

っている[2-4]。さらに IFV 受容体認識はシアル酸が結合する内部糖鎖構造によっても影響を受けることが近年

報告されている[4, 5]。このような結合親和性の違いがトリ－ヒト間などの異種間感染において重要になると

考えられている[6]。IFV 受容体の分子実体、受容体の生体内分布など、感染過程に関与する因子の網羅的探索

研究は、新たな作用機序を有する抗インフルエンザ薬の開発など予防対策の物質的基盤を確立するうえで重要

な知見となることが期待されている。 



Flavivirus 属のデングウイルス (DENV)は広範囲におけるエピデミックの引き金となる病原体であり、ネッタ

イシマカ (Aedes aegypti)により人から人へ媒介される。熱帯・亜熱帯地域を中心に公衆衛生上の重要な問題

となっている[7]。毎年 1 億人がデング熱を発症し、そのうち 50 万人がデング出血熱を発病している。DENV の

感染者数は拡大の一途を示している。発展途上国における、人口の都市部への集中増加、温暖化による媒介動

物の生息地域の拡大、航空機に代表される交通の発達など種々の要因により、世界的な流行が危惧されている

[8]。DENV には 1～4 型の 4 つの血清型があり、いずれの血清型の感染によっても同様の感染症状を示すため、

病態から感染した血清型を推定することはできない。初感染時、患者体内には同型に対する中和抗体は産生さ

れるが、他型に対する交叉防御免疫が成立しない。そのため、他の血清型による再感染時の免疫応答がデング

出血熱の発生リスクを上昇させていると考えられている[9]。その疫学的な複雑さから、病態の解明、ワクチン

の開発が非常に困難である。現在、特異的な治療法もなく、対症療法が中心である。 

 これまでに chondroitin sulfate E (CSE)や heparin などの硫酸化グリコサミノグリカン分子がデングウイル

スの宿主への結合・侵入に関わると予想されている。これらの物質は強力な感染阻害活性を示すことから、DENV

感染阻害、結合性を示す硫酸化糖鎖分子には、受容体活性を保持した共通の糖鎖構造が存在していることが推

測されている。グリコサミノグリカンは直鎖状高分子多糖であり、繰り返し 2 糖単位に結合した硫酸基の数と

その結合位置の違いにより、構造に多様性を有する硫酸化糖鎖分子である。 

本研究では宿主受容体糖鎖分子の構造とそれを生合成する糖転移酵素（GT）に着目して、感染初期における

宿主側因子の性状を明らかにすることで、異種間感染および病態形成機構の解明を目指すとともにウイルス機

能阻害剤となる物質の探索・同定を目的とした。 

 

対象と方法： 

1）IFV 受容体に対する単クローン抗体の作製・性状解析および IFV 受容体探索への応用： 

 Siaα2-3 糖鎖構造を有する糖脂質(Siaα2-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4Glcβ1-1’Cer) を免疫原、

Salmonera Minnesota R595 株の菌体膜をアジュバントとして C3H マウスに免疫した。定法により得られたハイ

ブリドーマの培養上清をスクリーニングして、抗体陽性クローン HYB4 を取得した。HYB4 の詳細な反応特異性を

確認した。さらに HYB4 を用いた Siaα2-3 糖鎖検出法として、ELISA、Western blotting、Flow cytometry、細

胞染色法を検討した。従来 Siaα2-3 糖鎖検出プローブとして利用されていたレクチンとの糖鎖反応性の比較を

行うことで、HYB4 の Siaα2-3 糖鎖検出プローブとしての有用性の評価を行った。 

 

2）ヒト IFV 受容体生合成酵素ヒト ST6Gal I (hST6Gal I)遺伝子の取得、および組換え体酵素の発現： 

 ヒト肝臓由来 cDNA ライブラリーから PCR 法により、ST6Gal I の cDNA (NCBI, GenBank Accession Number, 

BC031476) を取得した後、制限酵素 EcoR I で処理し、細胞質領域および膜貫通領域を除去することで可溶化体

ST6Gal I (hST6Gal I)遺伝子を得た。この遺伝子を低温で高いタンパク質発現効率を有するコールドショック

ベクター、pCold TF にクローン化、大腸菌へ導入し、ヒト ST6Gal I 発現大腸菌を作製した。作製したクローン

化 hST6Gal I 大腸菌を用いて、温度、添加剤、培養時間などの誘導条件を検討することにより酵素タンパク質

発現を行った。さらにキレートカラムを用いた酵素タンパク質の精製を行った。 

 

3）DENV 受容体合成酵素遺伝子高発現細胞の樹立と性状解析： 

 HNK-1合成酵素遺伝子 GlcAT-Pを COS-7細胞にトランスフェクションすることにより HNK-1高発現細胞を取得

した。対照として遺伝子を含まない pIRES ベクターをトランスフェクションした。これらの細胞表面における

発現は Flow cytometry および Western blotting 法により確認した。これらの細胞に対する DENV の感染性を定

法に従って Focus forming assay により評価した。 

 

4）低分子糖誘導体設計・合成および薬用・食用共通素材であるキノコの抗デングウイルス感染阻害効果の評価： 



 glycosaminoglycan を構成する硫酸基を持つ低分子糖鎖誘導体の構造活性相関解析からデザイン、化学合成合

成された低分子硫酸化糖誘導体の DENV 感染阻害効果を Focus forming assay により評価した。また、16 種類の

キノコの抽出物について ENV 感染阻害効果を Focus forming assay により評価した。 

 

結果： 

1）IFV 受容体に対する単クローン抗体の作製・性状解析および IFV 受容体探索への応用： 

 新規 Siaα2-3 糖鎖検出プローブとして

単クローン抗体（HYB4）を確立した。本抗

体は抗糖鎖抗体ではまれな IgG3 クラスの

抗体であった。HYB4 は、IFV 受容体構造で

ある Siaα2-3Galβ1-4GlcNAcβ1-Rを特異

的認識した。本抗体は、細胞表面にあるシアロ糖鎖を認識できること、さ

らに IFV の結合を有意に阻害できることが明らかとなった（図 1、2）。 

 

2）ヒト IFV 受容体生合成酵素ヒト ST6Gal I (hST6Gal I)遺伝子の取得、および組換え体酵素の発現： 

 ヒト IFV 受容体合成酵素 ST6Gal I (hST6Gal I)遺伝子をクローン化、およびその組換

え体酵素をとして大腸菌で発現を行った。目的タンパク質の誘導時間の検討の結果、15

ºC、24 時間のタンパク質誘導時間で目的タンパク質の発現量が増加することが明らかと

なった (図 3)。同様の誘導条件で、従来用いていた pMAL-p2x vector を用いるタンパ

ク質発現系との比較を行ったところ、今回用いた方法は従来の方法よりはるかに目的タ

ンパク質の発現量が多いことが確認された。 

 

3）DENV 受容体合成酵素遺伝子高発現細胞の樹立と性状解析： 

 Western blotting により、GlcAT-P 遺伝子導入 COS-7 細胞で HNK-1 糖鎖が合成さ

れたことが確認された。また、Flow cytometry の結果から、合成された HNK-1 糖

鎖は細胞表面に発現されていることが確認された。このとき、heparan sulfate や

chondroitin sulfate など、他の糖鎖分子の発現量への影響は認められなかった。 

DENV 感染性を調べた結果、GlcAT-P 遺伝子導入 COS-7 細胞で有意に菅先生の上昇が

観察されたことから、HNK-1 糖鎖が細胞表面上で受容体として機能していることが

示唆された。 

 

4）低分子糖誘導体設計・合成および薬用・食用共通素材であるキノコの抗デングウイルス感染阻害効果の評価： 

糖鎖機能発現制御のための有用物質を探索する目的で、低分子糖鎖

誘導体の構造活性相関の解析から、DENV 特異的に相互作用を示す共通

構造から、硫酸化グルクロン酸が推定された。種々の硫酸化グルクロ

ン酸誘導体を化学合成し、阻害活性調べた。その結果、3-O-硫酸化体

に阻害活性が認められた。さらに生薬および食用資源として利用され

ているキノコ抽出液から抗 DENV 活性を探索した。その結果、オオヒラ

タケの熱水抽出物中に強力なデングウイルス感染阻害活性を見出した。日本脳炎ウイルス感染を阻害しなかっ

たことから特異的な阻害効果であることが示唆された（図 5）。 

 

考察： 

本研究では、Siaα2-3 糖鎖に対する新規単クローン抗体（HYB4）を樹立し、HYB4 を用いた生化学的な Siaα
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2-3 糖鎖検出法を確立した。HYB4 はトリ型インフルエンザウイルス（IFV）の細胞表面への結合を有意に阻害し

た。トリ→ヒトへの異種間感染機構を理解するうえで、トリ型 IFV 受容体分子のヒトでの局在性を木らかにす

る必要がある。本抗体は IFV の異種間感染機構の解明に大きく寄与することが期待される。ヒト IFV について、

その受容体合成酵素ヒト ST6Gal I (hST6Gal I)遺伝子をクローン化、およびその組換え体酵素をとして大腸菌

を宿主として、より効率的かつ簡便に発現・精製できる系を確立した。本酵素を用いることによりヒト IFV 受

容体糖鎖を有する様々な誘導体の効率的かつ大量合成が期待される。 

デングウイルス（DENV）についてウイルスの結合性、感染阻害効果を示す HNK-1 糖鎖分子の合成酵素遺伝子

を細胞に導入した HNK-1 糖鎖高発現細胞において DENV の有意な感染性の上昇が観察された。本糖鎖分子は調べ

たすべてのウイルス感受性細胞に発現している一方、感染非感受性の細胞株には発現していないことなどの知

見から、機能的な DENV 受容体である可能性が示された。今後、ヒトの組織における本糖鎖分子の発現を調べる

ことにより、デングウイルスの病態形成の機序の解明が進むものと考えられる。ウイルス機能制御のための有

用物質を探索する目的で、低分子糖鎖誘導体の構造活性相関の解析から、DENV 感染阻害活性を有する化合物と

して 3-O-硫酸化グルクロン酸を創出した。さらに生薬および食用資源として利用されているキノコに強力な抗

DENV 活性を見出した。DENV の吸着に関わる糖鎖構造を明らかにすることは、DENV の宿主認識メカニズムを解明

に重要であり、今回創出した化合物は抗 DENV 薬開発に繋がるリード化合物となることが期待できる。また、生

薬・食用資源であるキノコから熱安定性の抗デングウイルス活性が見出されたことから、本資源は熱帯地域に

おいて有用な生薬製剤として利用できる可能性がある。 
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要 旨 

齲蝕現象の要因の一つに歯科診療における初期齲蝕小窩裂溝填塞処置（以下：シーラント）の普及があげ

られる。このシーラントには、レジン系シーラント（従来型）とグラスアイオノマーセメント系シーラント

が広く臨床応用されている。しかし、それぞれのシーラントには長所、短所が存在しており、万能なもので

はない。このような背景の中で、改良型としてS-PRGフィラー含有レジン系シーラントが開発された。本研

究は、文化、気候、生活習慣などが異なる２地点（日本と中国）での同じ条件での臨床応用における予後観

察を行うことにより、S-PRGフィラー含有レジン系シーラントおよびグラスアイオノマー系シーラントの長

期的な効果を評価すること、ならびにS-PRGフィラー含有レジン系シーラントの基礎的な特徴を明らかにし

た。 

材料は、S-PRGフィラー含有シーラント（ビューティーシーラント（松風社）：BS）とグラスアイオノマ

ー系シーラント（FujiⅢLC（GC社）：LC）を用いた。基本的に、左右同名歯にそれぞれのシーラントを填塞

することで、同一被験者での比較を可能とした、また、臨床応用する２地点を日本の札幌市と中国の広州市

とし、両国の担当者が、術式および予後調査の基準を定め、臨床応用を実施した。また基礎的研究では、上

記２種のシーラントに加え、従来型（ティースメイトF1（クラレ社）：TM）も含めて、歯質接着強さ、フッ

素徐放性、酸緩衝能について調べた。 

結果として、臨床応用に関しては、現在、症例が増加してきており、予後調査を継続する予定である。現

在のところ、予後不良例は認めていない。基礎的研究では、歯質接着強さについては、従来型より小さい傾

向が認められたが、接着という概念からは、期待する範囲内であった。フッ素徐放性は、従来型より多くの

フッ素徐放性を示したが、豊富なフッ素徐放性を示すグラスアイオノマーセメント系シーラントには及ばな

いものであった。酸緩衝能については、材料の周囲のpHの変化から、使用するシーラントとグラスアイオノ

マーセメント系シーラントは有効な酸緩衝能を期待できることが示された。 

以上のことから、基礎的な特徴からBSは、脱離の可能性、シーラント材辺縁での齲蝕抑制効果などが考え

られ、長期観察において、この点を明確にする必要があることが示唆された。 現在経過観察を行っている

症例については、この点を中心に長期観察を継続する予定である。                                                                     
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緒 言： 

我が国では、小児期における齲蝕の減少が顕著になってきている1)。この要因の一つに、歯科診療におけ

る初期齲蝕小窩裂溝填塞処置（以下：シーラント）の普及があげられる。このシーラントは、当初接着性レ

ジンの応用によるレジン系シーラントのみであった。しかし、従来型のレジン系シーラントにおいては、そ



の長期観察例から、①エナメルエッチング処理が必要であり、幼若永久歯や乳歯の歯質にダメージを与える

可能性がある。②歯質強化に関するフッ素徐放性を有していない。③湿潤状態に弱く、ラバーダム防湿が必

要である。④咬合力によるシーラント材の辺縁破折や辺縁部での微小漏洩が生じる。⑤シーラント材の辺縁

部に④による環境下で齲蝕が生じる。といった短所が認められるようになってきた。そのため、従来型レジ

ン系シーラントの改良が始まり、フッ素徐放機構が組み込まれたシーラントが開発されてきた。しかし、フ

ッ素情報機能は、填塞後からの数時間～数日にとどまり、継続的なフッ素徐放を獲得することはできていな

い。このような背景から、グラスアイオノマーセメント系シーラントが開発され2)、徐々に臨床での使用頻

度が増加してきている。グラスアイオノマーセメントは、その製造過程から、フッ化物が材料内に存在する

ため、持続的なフッ素徐放が可能な材料であり、また、化学的歯質接着性を有するため、エナメルエッチン

グ処理を必要としない利点を有している。さらに、従来型レジン系シーラントほど硬くないため、咬合など

による摩耗が生じ、辺縁部の破折や微小漏洩が生じない。このような利点を有してはいるが、煩雑な操作性

の問題、歯質接着性があるとはいえ、接着性自体レジン系シーラントに劣ることによる脱落の問題、摩耗に

よりシーラントの寿命が短くなる問題などが認められている。このように、従来型レジン系シーラントとグ

ラスアイオノマー系シーラントには、それぞれ長所、短所が存在している。 

  このような臨床的問題に対して両方の利点を有した改良型レジン系シーラントが開発された。このシーラン

トにはグラスアイオノマーセメントを改良した機能性ナノ材料であるS-PRGフィラーが含有されている。この

フィラーの効果には、フッ素徐放性、酸緩衝能、抗菌性などがあると考えられており、研究が進んできてい

る3,4)。 

本研究では、文化、気候、生活などが異なる２地点、すなわち日本（北海道）と中国（広州）での同条件

でのシーラントの臨床応用における予後観察を行うことにより、S-PRGフィラー含有レジン系シーラントおよ

びグラスアイオノマー系シーラントの長期的な効果を評価することを主たる目的とした。これと並行して、S

-PRGフィラー含有レジン系シーラントの基礎的な特徴を明らかにするものである。 

なお、生体化学物質を応用した材料については、改良を進めているが、現時点で臨床応用に値するだけの

材料ではないため、機能性ナノ材料であるS-PRGフィラーについての研究とした。 

 

対象と方法： 

  材料は、S-PRGフィラー含有シーラント（ビューティーシーラント（松風社）：BS）とグラスアイオノ

マー系シーラント（FujiⅢLC（GC社）：LC）を用いた。シーラントの臨床応用については、一人の被験者に

対し、基本的に左右同名歯にそれぞれのシーラントを填塞することとし、同一被験者での比較を可能とした

。また、臨床応用する２地点を日本の札幌市と中国の広州市とし、両国の担当者が、術式および予後調査の

基準を定め、臨床応用を実施した（図１～３）。 

基礎的研究では、上記２種のシーラントに加え、従来型（ティースメイトF1（クラレ社）：TM）を材料と

して、せん断強さを用いた歯質接着強さ、フッ素徐放性、酸緩衝能について調べた。 

 

結 果： 

臨床応用に関しては、2012年9月下旬からの開始となった。実施が遅れたことに関しては、中国の共同研

究者であるZhao教授のアメリカ留学期間と重なった関係で、日程調整に時間を有したためであった。現在、

症例が増加してきており、予後調査を継続する予定である。現在のところ、両国において予後不良例は認め

ていない。 

基礎的研究では、歯質接着強さについては、試料を作製２４時間後のせん断力は、BS群(23.4±4.9 MPa)

とTM群 (24.1±4.9 Mpa)は有意さが認められず、LC 群は(15.5±7.0 MPa)であり、BS群およびLC

群との間に有意差が認められた。試料作製３か月後でBS群の強さに著明な減少が認められた（

16.99±5.99 MPa)。しかし、接着という概念からは期待できる範囲であった。 



フッ素徐放性については、LC群ははじめ

38ppmで徐々に減少し、5ppmで安定した。BS群

ははじめ5ppmで徐々に減少し、0ppmに近付い

た。TM群ははじめ3ppmでBS群よりも早く減少

を示し、0ppmに近付いた。BS群はTM群より多

くのフッ素徐放性を示したが、豊富なフッ素

徐放性を示すLC群には及ばなかった。 

酸緩衝能については、材料の周囲のpHの変

化から、填塞時はどの材料も約ｐH4.0を示し

、30分経過により、BS群でｐH4.8を超え、LC

群でｐH4.6に上昇した。しかし、TM群では、          

逆にｐHが徐々に減少を示した。BS群とLC群

には有効な酸緩衝能を期待できることが示さ

れた。 

                      

                            図1 臨床応用の流れ図 

 

考 察： 

臨床における予後観察に関しては、現時点

において残念ながら時間が不足しており、２

種のシーラントの差が認められなかった。同

様に、異なる地域での差についても明らかに

できなかった。 

基礎的研究から得た各種シーラントの特徴

から、BS群は、従来型より歯質接着性が時間

の経過とともに減少する傾向を示したことか

ら、シーラント脱離の可能性が考えられた。 

また、フッ素徐放性は認められ、TM群より高

かったもののLC群に及ばなかった。酸緩衝能

については、有効な酸緩衝能を有しているこ

とが認められた。以上のことから、従来型の         図２ プロトコール１ 

長期観察例で問題になっているシーラント材 

辺縁での破折や微小漏洩による齲蝕誘発に関して、抑制効果が期

待できることが示された。 

これらのことから、機能性ナノ材料であるS-PRGフィラーによ

る改良により、従来型の短所を補う作用を有することが示唆され

た。                            

得られた基礎的特徴が、実際の臨床においてどのような効果・ 

影響を示すのかについては、今回の応用症例の長期観察が必要に 

なってくる。経過観察の要点としては、前述したように２種の     図３ プロトコール２ 

シーラントの長期的な変化が中心となり、特にシーラント材の脱 

離、シーラント辺縁の齲蝕発生についての詳細な観察が必要となる。 

また、日本と中国の地域差による予後の違いが認められることも視野に入れておくべきである。文化、気



候、生活などが異なる２地点での予後の差は、地域の影響を加味した歯科材料開発の必要性を示すものであ

る。本研究のような異なる２地点での同じ条件での予後観察を行った材料学研究はほとんど見られない。よ

って、現在進行している経過観察の長期的継続の必要性は重要であり、引き続き、両国間（２地点間）での

情報交換を密にした研究継続を行う予定である。 

今回、生体化学物質を応用した材料を研究に使用することができなかった。生体化学物質としては、N- 

acetylcisteinの応用5)を現在検討中である。この材料は、培養系において組織修復能を示すことが知られ

ており、初期齲蝕の歯質に対してどのような効果を示すか、興味あるところである。この点についても、今

後改良を重ね臨床応用に持っていく予定である。 
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要旨(600字) 

目的  日中両国おける児童の体質と、生活習慣と体格の関係性を明確し、肥満児童の健康管理側面

からの介入研究に必要な要素を抽出する。方法  体質に関する質問票と学生の健康度、生活習慣に関

する診断検査票を用いて、単純性肥満児が多くなる 12-18 歳児を対象とし、中国側では 260 名、日本

側では50名程度を調査した。結果  BMI>24の児は10歳から15歳までの研究協力者の収縮期血圧は標

準値より有意に高かった。拡張期血圧は、13 歳組のみ標準値より有意に高くなり、その他はいずれも

有意差が見られなかった。学級による拡張期血圧の影響も見られ、小学校より中学校、高校より中学

校の拡張期血圧は有意に高かった。体質種類の判断に関して、80.4%(209) の対象者はどちらでもない

結果になり、2種類以上の病理体質を揃えた雑合質は21名、平和質6名、その他8類の病理体質はそ

れぞれ1名～6名までであり、それぞれの体質の年齢は有意差は見られなかった。各種類の体質におい

て、生活習慣の得点は有意差は見られなかった。結論  体重は血圧に影響があるが、児童期の体質は

分類できない傾向が見られた。 

 

Key Words: 肥満， 中医体質， 児童， 看護， 生活習慣 

 

緒言(目的や研究背景) 

平成20年文部科学省の調査では、肥満度+20%以上の肥満傾向児は、男児10～13.5%、女児8.4～9.8%

にもなった[1]。県によって、20%までも達した所もある(宮崎県調査、2012年1月31日日日新聞朝刊) 。 

昭和52年以来、2～3倍に増えてきた。そして、思春期の肥満は70～80%が成人期に移行している[2]。

さらに高血圧、糖尿病等の生活習慣病のリスクとの関連がある。中国では、子どもの肥満傾向は、大

都市での出現率は男児25%、女児17%も越えた[3]。子ども肥満の増加に伴い、生活習慣病の発症の若年

化が進んでいる。肥満児の高血圧は、非肥満児の7.7～11倍となる[4]。このような子どもの生活習慣病

は日中とも子ども看護領域において重大な課題になっている。 

生活視点から肥満をコントロールする手段の中に、中国伝統医学(以下は中医学とする) の体質から

の方略がある。体質学説はその中の一つである。体質は中医学からの発想であり、遺伝要因と生活要

因による形成された特定な形態、生理状態、心理状態の傾向である。生活要因を変えると体質も変わ

るようになる。その体質は 9 種類があり、それぞれ平和質、気虚質、陽虚質、陰虚質、痰湿質、湿熱

質、瘀血質、気鬱質、特禀質である[5]。そのなかに、平和質を除く他の8種類質は病理体質となる。病

理体質は未病の段階から身体からの早期兆しで、体質段階の介入は疾病の早期予防につながる。中医

学では、8種類の病理的体質はそれぞれ生活習慣に対する食事療法、運動療法、等特定な介入の方法が

ある。そこで、8種類病理体質に対応したそれぞれの生活習慣を明らかにしておくべきである。病理体

質に対して、不良生活習慣を見直すと同時に、体質によって生活習慣を調整する方策もある。 

本研究の枠組  肥満と体質は生活習慣に関係があり、両方とも血圧に関係がある。中医学の体質で、

肥満が若干種類の病理的体質に分類され、それぞれの体質に対応した血圧によって、危険性の優先順

位が大別できる。次の段階では、生活習慣を見直すこと同時に、病理的体質を調整する。それによっ



て、生活習慣の矯正、生活習慣の調整という二つの看護の手段で児童肥満を克服し、肥満による血圧

や生活習慣病を予防することが期待できる。そこで、日中両国おける児童の体質と、生活習慣と体格

の関係性を明確し、肥満児童の健康管理側面からの介入研究に必要な要素を抽出することを目的とし

た。体質、生活習慣との関係性を明確するにあたって、日中とも直面した生活習慣病を克服するため

に、情報共有、解決方略の探索にお互いに参考できる。 

 

対象と方法 

単純性肥満児が多くなる12-18歳児を対象とする。対象数は中国側では260名、日本側では50名程

度とする。 

調査用紙 

1 中国側 

1) 中国語版『学生の健康度、生活習慣に関する診断検査票』1 

日本語版の学生の健康度、生活習慣に関する診断検査票を用いて、105名の調査対象者のデータで検

証した結果、Cronbach's係数は0.86である。 

2) 中国語版体質に関する質問票（CCMQ） Wongらが開発した体質に関する質問票（2004to2005）で

あり、9の体質について60項目からなる標準化された自問式尺度である。 

2 日本側 

1) 学生の健康度、生活習慣に関する診断検査票 6 

この調査票には、生活習慣行動(14項目) 、運動条件(7項目) 、食生活状況（14項目）、休養状況

（4項目）、睡眠状況（7項目）、計46項目がある。信頼係数は0.6-0.8 で、尺度としての信頼性が

得られたものである。 

2) 日本語版体質に関する質問票（CJMQ）7 

中国語版体質に対する質問(CCMQ) の日本語版を開発したものである。Test-re-Test法で検証した結

果ファルファ係数は0.65-0.79であり、尺度としての信頼性が得られている。 

調査方法 

1 中国側 

校長と担任、保健室の看護師の口頭での同意を得てから、保健室の看護師に健診に BMI＞24 生徒に

対して、以下のように携帯へ発信してもらいます(保健室の看護師は既往同じ方法で集団健康指導や個

別健康指導を実施したことがあります) 。 

「生活習慣病をよりよい予防するために、現在本保健室にて生活習慣と体質について調査を行って

おり、研究協力者を募集しています。研究協力者へはこちらの生活習慣調査票と体質調査票を用いて

無記名で記入してもらい、体重と身長、血圧を測定させていただきます。調査にあたって、約 20～30

分間がかかります。研究協力者への謝礼として500円(人民幣：40元にあたる)相当の粗品を贈ります。

以上のことを踏まえ、ご家族と相談した上自由意思で研究協力者を応募します。」 

研究協力者に応募される生徒に、調査についてもう一度詳しく口頭で説明を行い、口頭同意を得て

から研究の対象者となる。調査場所は、保健室もあれば、自宅で記入した子どもあった。 

2 日本側 

調査のアクセシビリティを考慮に入れ、コンビニエントサンプリングを基本とし、これまで他の研

究で協力を得てきた学校（養護学校等を含める）に協力（許可）を求め、12歳―18歳の子供を持つ養

育者（教職員）を通して対象となる12歳―18歳の子どもへの任意アンケート調査を配布し、無記名で

の郵送・回答・回収を行った。当初中国側と同様の小児を対象とする予定であったが、倫理的配慮並

びにアクセシビリティの困難から、研究対象を確定することに時間がかかり、現在調査票の回収中で

ある。 



調査期間 

中国では、2012.6-2012.12 

日本では、2013.3月 

倫理的配慮 

中国と日本側はそれぞれの研究者が所属する施設の研究倫理審査を受け研究の実施を行った。 

1)子どもの意思を尊重し、調査の目的が理解できるように口頭と文書で説明、子どもの同意を得て

から調査と測定を実施した。 

2) 子どものプライバシーを保護するためにプライバシーを守ることができる場所を確保、調査のデ

ータは本人が特定されないような形で提示した。 

3)本調査の成果は、日本と中国の看護雑誌上で発表する可能性があることを伝え、その際には個人

が特定されないよう匿名性を保持すると伝えた。 

 

結果 

1  中国側データ収集の状況 

 研究協力に応募した381名に調査用紙を配布し、352部が回収できた。有効回答は260部、有効回答

率は73.86%であった。 

2 研究協力者の一般状況 

研究協力者の一般状況は表1に示した。 

有効回答の協力者は計260名であった。そのうち男生は172名(66.2%)、女生88名(33.8%)、平均年

齢14.00(1.95) 、年齢分布、学校、学校所在地は表1に示しした通りである。 

 

表1 研究協力者の一般状況 

  例数 比率 合計 

性別 
男生 172 66.2 

260 女生 88 33.8 

年齢分布 

10歳 6 2.3 

260 

11歳 34 13.1 

12歳 40 15.4 

13歳 7 2.7 

14歳 39 15.0 

15歳 74 28.5 

16歳 41 15.8 

17歳 18 6.9 

18歳 1 .4 

学校 

小学校 37 14.2 

260 

中学校 182 70.0 

高校 41 15.8 

所在地 
城市 132 50.8 

260 市郊 128 49.2 

 

3 年齢別の血圧とその基準値との比較 

  年齢別において、それぞれの血圧を同期の標準値を比較し、検定した結果として、10歳から15歳ま



での研究協力者の収縮期血圧は標準値より有意に高くなった。拡張期血圧は、13歳組のみ標準値より

有意に高くなり、その他はいずれも有意差が見られなかった(表2)。 

 

             表2  年齢別の血圧とその基準値との比較 

 BMI 収縮期血圧 拡張期血圧 標準値 

10歳(n=6) 23.41(2.31) 105.67(5.13) ﹡ 70.33(10.61) 100/66 

11歳(n=34) 24.45(3.00) 107.00(13.48) ﹡ 68.74(10.09) 102/68 

12歳(n=40) 25.23(3.72) 111.13(12.58) ﹡﹡ 70.40(10.40) 104/69 

13歳(n=7) 25.90(2.76) 125.57(13.56) ﹡﹡ 80.71(8.06) ﹡ 106/71 

14歳(n=39) 24.88(2.49) 117.00(14.18) ﹡﹡ 72.90(11.98) 108/72 

15歳(n=74) 25.43(2.31) 115.16(14.42) ﹡ 72.23(11.86) 110/73 

16歳(n=41) 26.13(4.19) 113.71(12.39) 70.63(10.54) 112/74 

17歳(n=18) 25.07(3.17) 115.39(9.81) 72.17(10.18)  

    18歳(n=1)     

注: ﹡﹡ p<0.01, ﹡<0.05 

 

4 性別、学校等による各変数の得点 

表3に示したように、性別、学校、学校所在地毎における体重、BMI、収縮期血圧、拡張期血圧、生活

習慣得点を計算し、それぞれ検証した。その結果、性別において、体重、BMI、収縮期血圧、拡張期血

圧は、女生より男生の得点は有意に高かった(p<0.01) 。学校別において、体重は小学校、中学校、高

校の3者との間にいずれも有意差がみれた((p<0.01) 。BMIに関しては、小学校と高校との間に有意差

がみれて、中学校と高校との間に有意差が見られなかった。また、学級による拡張期血圧の影響も見

られ、小学校より中学校(p<0.05)、高校より中学校(p<0.01)の拡張期血圧は有意に高かった。学校所

在によって、市郊より都市部のほうは収縮期血圧が有意に高かった(p<0.05)、拡張期血圧も有意に高

かった((p<0.01) 。各項目において、生活習慣の得点は有意差が見られなかった。 

表3 性別、学校等による各変数の得点 

項目 
 体重 BMI 収縮期血圧 拡張期血圧 生活習慣 

性別 
男生(n=172) 

70.60(11.72)﹡﹡ 25.60(3.29) ﹡﹡ 115.87(13.01) ﹡﹡ 72.98(10.12) ﹡﹡ 129.300(22.10)  

女生(n=88) 
63.19(7.78) 24.54(2.58) 109.20(13.69) 68.76(12.26)    135.14(20.14) 

学級 

小学校(n=37) 61.11(11.42)  24.73(4.18) ﹡ 115.65(12.45) 78.19(6.77)       ﹡ 134.54(22.40) 

中学校(n=182) 67.74(9.79)    ﹡﹡ 25.05(2.56)   ﹡﹡ 113.73(14.67) 71.14(11.86)      ﹡﹡ 131.86(20.92) 

高校(n=41) 75.93(9.79) 26.54(3.84) 111.27(8.53) 67.37(7.30) 125.78(23.34) 

所在地 
都市 68.73（11.91） 25.45（3.51） 115.55（12.62）﹡  73.80（10.73）﹡﹡ 130.58（23.15） 

市郊 67.43（10.22） 25.02（2.61） 111.62（14.29） 69.23（10.94） 132.00（19.93） 

注: ﹡﹡ p<0.01, ﹡<0.05 

 

 

4 研究協力者の体質分類 

260名研究協力者の体質に関したデータを体質判定ソフトに導入し、判断した結果、9種類の体質に



はちらでもない判断は209名(80.4%)、2種類以上の病理体質を揃えた雑合質は21名、平和質6名、そ

の他8類の病理体質はそれぞれ1名～6名までであった。具体的な分類は表2に示した通りである。ま

た、それぞれの体質の年齢を検証した結果、P>0.05となり、有意差は見られなかった(表4)。 

 

表4 研究協力者の体質分類 

 例数    比率 年齢分布 平均年齢 

どちらでもない 209 80.4 10～18 13.97(1.88) 

平和質 6 2.3 10～16 13.83(2.04) 

気虚質 6 2.3 11～17 13.83(2.04) 

陽虚質 1 .4 17 17.00 

陰虚質 5 1.9 10～17 13.00(3.24) 

痰湿質 2 .8 17 17.00 

湿熱質 1 .4 11 11.00 

瘀血質 2 .8 10～16 13.00(4.24) 

気鬱質 4 1.5 14～17 15.00(1.41) 

特禀質 3 1.2 11～15 13.67 (2.31) 

雑合質 21 8.1 10～17       14.38 (1.91) 

合计 260 100.0  P=.26 

 

5 研究協力者の体質における各変数の得点 

体質類毎に、それぞれBMI、収縮期血圧、拡張期血圧、生活習慣得点を計算し、検証した。その結果、

Pは.51、.45、.06、.76で、いずれも>0.05となった(表5)。 

 

表5 研究協力者の体質における得点 

 例数 BMI 収縮期血圧 拡張期血圧 生活習慣 

どちらでもない 209 25.29（3.11） 113.6（13.73） 71.40（10.79） 130.84（21.85） 

平和質 6 24.46（3.68） 120.67（22.80） 78.33（17.64） 126.67（23.25） 

気虚質 6 26.01（3.23） 103.00（8.08） 62.33（4.08） 132.00（18.43） 

陽虚質 1 24.39 104.00 62.00 116.00 

陰虚質 5 23.34（2.75） 115.60（12.78） 79.00（11.31） 128.80（22.30） 

痰湿質 2 28.09（7.52） 127.00（4.24） 84.50（3.54） 130.00（25.46） 

湿熱質 1 22.66 119.00 89.00 146.00 

瘀血質 2 27.32(.099) 115.00(7.07) 81.50(2.12) 155.00(4.24) 

気鬱質 4 24.44(1.66) 117.50(6.40) 73.50(7.85) 134.75(15.84) 

特禀質 3 23.67(2.35) 108.67(10.26) 66.67(11.55) 126.33(8.33) 

雑合質 21 25.25(3.00) 112.48(12.20) 69.71(11.37) 135.14(23.84) 

P  .51 .45 .06 .76 

 

考察 

1 BMIは血圧に対する影響 

  研究協力者の血圧を同年齢時期の標準値と比較した結果、10歳から15歳までの収縮期血圧は標準値



より有意に高くなった。それは、BMIの高さが血圧へ影響するのではないかと考える他の研究結果と一

致している[8-9] 。そして、年齢が低い程、BMIからの影響が高いという傾向が本研究の中に見られた。 

2 性別、学級、地域によるBMIと血圧への影響 

  本研究では、女生より男生のほうは、体重、BMI、収縮期血圧、拡張期血圧が有意に高い結果が得ら

れた。体重と BMI は血圧を影響するため、体重と BMI の高い男生のほうは、血圧も高くなったと言え

る。学年による体重の相違に関しては、低学年の子どもは、より幼いため、体重もなれなりに高学年

の子ども達より低くなると考えられる。 

学年による BMI に関しては、小学生と高校生との間に、有意差が見られた。それはサンプリングの

偏差によるものなのか、それども各学年による肥満比率の相違によるものなのかは明らかではない。 

学級による血圧の変化に関しては、収縮期血圧は、各学年において、有意差は見られない。にもか

かわらず、拡張期血圧のほうは高校生より中学生、中学生より小学生のほうが高いという結果が見ら

れた。植物神経系への調整機能が低学年ほど未熟であるため、収縮期血圧より拡張期血圧のほうは影

響されやすいのではないかと考えられる。都市部の子どもの拡張期血圧は都市部を放れた市郊の子ど

もより有意に高かった。 

体質に関しては、80.4%の研究協力者の体質は判断できない状態で、どの種類でも入れない結果にな

った。この判断の年齢分布は10 歳から18 歳までの子ども達が含まれた。体質が判断できた8類の病

理体質はそれぞれ1名～6名までで、いずれも少なかった。そして、体質判断できない部分とそうでな

い部分のこどもは年齢に有意差がないと見られた。この時期の子どもは、発達途中なので、体質も形

成されている途中ではないかと推測される。類似な文献はまだ見付かれっていないため、今後の課題

として、検討していく必要がある。また、今回の報告は血圧と体質との関係を中心に行っているが、

それぞれの年齢に応じた生活習慣との関係についてさららに分析を加えることとなる。 
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