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緒　言

　美白剤に含まれる白樺樹皮由来のフェノール化合物で
あるロドデノール（英語表記：rhododendrol）が皮膚の白斑
症を誘発するため社会的問題になった事は記憶に新しい 1)．
我々は既に美白剤ロドデノールで誘発される白斑が自己
免疫病であり，HLA-DR4が遺伝要因であること，さら
にその発症機序についてはロドデノールの結合を受けた
チロシナーゼ蛋白から「隠蔽自己抗原ペプチド（cryptic-
self peptides）」が産生され，これを非自己と誤認したT細
胞によってメラノサイトが傷害されるという事を解明し
ている．
　この隠蔽自己ペプチド分子機構の基礎的見地となる発見
は我々の研究で，自己のインスリン分子に反応するT細胞
によって引き起こされる自己免疫病（インスリン自己免疫
症候群）からであった．インスリン分子はS-S結合が 3箇
所存在するペプチドダイマーだが，ここにバセドウ病の治
療に用いられるメチマゾールのような還元剤が作用すると
一部のS-S結合が切断されて 鎖のモノマーが出現する．
この分子はHLA-DRB1*04: 06 に高親和性に結合する構造
モチーフを持っているため生理的には存在しないHLA-ペ

プチド複合体が多数出現する事となる．生体はこれを「免
疫学的非自己」と勘違いしてT細胞を活性化し，インスリン
に対する抗体が産生されて低血糖のような症状を引き起す
2)．
　このような分子機構がロドデノールによって引き起こさ
れる機序ついてはFig.1 に示すとおりである．チロシナー
ゼにロドデノールやその代謝産物が結合する事によってア
ロステリック効果にみられるような酵素の高次構造変化が
おこり，通常では切断されないような部分でプロテアーゼ
による切断がされ生理的には存在しない抗原ペプチド（こ
れが隠蔽自己抗原）が出現する事が考えられる．この抗原
が患者のMHCの抗原収容溝に結合すると抗原提示・免疫
応答がおこりメラノサイトが傷害される．このような免疫
応答がロドデノールで誘発されるのであれば，この隠蔽
自己抗原ペプチドという概念を用いる事によってロドデ
ノールは「抗腫瘍免疫応答」を誘導できるはずであると考
え，メラノーマの新規治療への応用を試みる研究を開始
した．C57BL/6由来のメラノーマ細胞であるB16を用い
て行ったマウス実験においては，予想通り腫瘍抑制効果
を確認している．ロドデノール処理したB16細胞で免疫さ
れたマウスは免疫されなかったマウスに比べて体内にお
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Fig. 1.  白斑症と隠ぺい自己抗原（仮説）．
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ける腫瘍の成長抑制を有意に示し，ロドデノール処理群は
全身性の白斑症を発症した．注目すべきはマウスにはロド
デノールを直接注射したり塗ったりしたわけではないとい
う点である．既存の実験系においてはロドデノールによる
直接的な細胞障害は考えられず，自己の免疫系を介して起
こった事象であると思われるが，今回の研究においてはロ
ドデノールが腫瘍細胞に与える直接的な作用（障害）につい
ても観察を進めた．またロドデノール以外（熱処理など）も
高次構造を変化させ，隠ぺい自己抗原を発現しうる可能性
についても検討した．さらに皮膚科学会が発表した疫学調
査報告においては，ロドデノール誘発性白斑症に合併して
尋常性白斑が確認された例が14 %あったとされている．白
皮症の中でも最も頻度が高い疾患であり治療抵抗性で再
発頻度も高い難治性疾患として知られている尋常性白斑に
ついても検討した．本症の病因についてはまだはっきりと
解明されていない点が多く，単一疾患ではなくおそらく多
種の原因によって惹起される色素脱色症であろうと考えら
れている．現在知られているだけでも（1）HLA型との関連
ではDR4を有するものが高頻度である事（遺伝要因），（2）血
清中の色素細胞抗原に反応する抗色素細胞抗体の存在が報
告されており抗体依存性細胞障害（ADCC）を介して色素細
胞を傷害する事，（3）HLA-A*0201に拘束されたCD8

+
T細

胞が末梢血中に存在するという報告がある．既に構築され
ている我々の系を用いて，ロドデノール誘発性白斑症と同
様の原理が尋常性白斑にもあてはまるかどうかも解析した．

材料と方法

ペプチド合成
　ヒトメラノーマ関連T細胞エピトープの各種報告に基
づいてペプチドを合成，精製した 3, 4)．
末梢血単核細胞（PBMCs）
　埼玉医科大学病院IRBの承認を得て研究を開始した．
　同意を得られた尋常性白斑の患者2名（V01～V02）より

静脈血の提供を受け，Ficoll-Paqueを用いた勾配遠心分離
を用いて調製した．PBMCはペプチドと共培養し，残り
の細胞は凍結保存した．顆粒白血球から得られたDNAは
HLA研究所（京都）でHLAタイピングを行った．
T細胞ラインの樹立
　PBMCは 10 % HS（human serum）/PRMI1640培地を用い
て培養した．96穴プレート（平底）60 wellの 1 well当た
り1.5×10

5の細胞とTableⅠに示したチロシナーゼ由来の
ペプチドで共培養を開始し，8 -10日後には自己PBMC

（1.5×10
5
/well）にペプチドパルスとX線照射（30 Gy）処理

を行った細胞をブラスト化したT細胞へ添加した．さらに
7日間培養を維持した後にペプチドに対する反応性を決定
した．
熱処理が高次構造を変化させ隠ぺい自己抗原を発現しうる
可能性
動物実験は実験動物委員会の承認を得て研究を開始した．
　6～8週令の雌マウス（C57/BL6・チャールズリバー）に（1）
免疫なし，（2）ロドデノール処理B16細胞，（3）熱処理B16

細胞，（4）X線照射B16 細胞，（5）熱処理 +X線照射B16 細
胞の条件下において，7日おきにPBSで調整した2×10

6個
の細胞を3回免疫した後，X線照射していない（増殖可能）
B16細胞 2×10

6個を投与して腫瘍長径を観察した．
メラノーマに対するロドデノールを用いた免疫療法とペプ
チドを用いた免疫療法の比較
　6～8週令の雌マウス（C57/BL6・チャールズリバー）にX

線照射していない（増殖可能）B16細胞1×10
4個をPBSで調整

後マウスの両背側に注射した．その2日後より7日おきに成
長抑制効果を観察すべく（1）コントロール群：10 %EtOH，
（2）ロドデノール処理細胞投与群：ロドデノール処理（ g
mlで18時間共培養ののち洗浄）とX線処理（60 Gy）をして
PBSで調整したB16細胞2×10

6 ，（3）ロドデノール単独投与
群：ロドデノール（ mg l）の3条件についてマウス右
背側のみに注射し両背側の腫瘍長径を観察した．

Table Ⅰ.  Tyrosinase-derived synthetic peptides
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結　果

　ロドデノール以外にも高次構造を変化させ隠ぺい自己
抗原を発現しうる可能性として検討した熱処理について
の結果は，確かに熱処理でも効果はみられたがロドデノー
ル処理の方がより効果的であった．患者検体（採血）から
得られたHLA-DRB1の結果は，TableⅡに示したとおり
ロドデノール誘発性白斑患者（R01～8）では8名中7名が
HLA-DR4陽性．尋常性白斑患者（V01～02）では2名中2

名がHLA-DR4陽性（日本人集団でのHLA-DR4の陽性率は
30 -40 %）という結果であった．しかし，チロシナーゼ由来
の自己ペプチドに反応するT細胞を観察すると尋常性白斑
患者（V01～02）においては2名ともチロシナーゼペプチド
特異性T細胞クローンを樹立する事は出来なかった．
　またマウスを用いた実験では，コントロール群に比べて
ロドデノール単独皮下投与群共に腫瘍の成長抑制効果を確
認する事は出来なかった（データ未提示）．

考　察

　がん抗原の高次構造を変化させるだけであれば，熱処理
などでも達成される．そこでチロシナーゼをロドデノール
処理した場合と，熱処理した場合とで抗メラノーマ免疫の
誘導能を比較したがロドデノール処理のほうがはるかに効
果的であった．これはおそらくロドデノール処理のほうが
特定の高次構造の変化を誘導し，特定のペプチド断片が高
濃度で出現するためであろうと推測される．
　尋常性白斑の患者はロドデノール誘発性白斑の患者同様
HLA-DR4陽性であるもののMHCが認識するペプチドは
一致していない可能性が高く，その病因も自己免疫機構そ
のものが関与していない可能性が示唆される．
　現在メラノーマに対する抗原特異的免疫応答誘導による
免疫療法の主流はペプチド療法である．特定のペプチドを

投与することにより，そのペプチドに特異的な免疫応答を
誘導することができるが，同時にこれは抗原提示分子を限
定する（HLA対立遺伝子産物を限定する）ことになる．それ
に対してロドデノールを用いたメラノーマの免疫療法に
おいては特定のペプチドに限定されることはなく，抗原提
示分子のスペクトルが広くなる．今後は，メラノーマに限
定せず様々な腫瘍における既知の腫瘍抗原蛋白に結合する
低分子のスクリーニングシステム（チロシナーゼとロドデ
ノールのような関係をハイスループットで同定するシステ
ム）の有用性の証明に注力したい．
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緒　言

　心房細動（Atrial brillation  A ）や急性冠症候群（Acute 
coronary syndrome  ACS）は心臓内もしくは冠動脈内血栓
形成による臓器破綻を来たす循環器疾患の主要な病態で
ある．高齢化社会に伴い患者人口は増加の一途を辿り，重
篤な転帰を来たす症例も少なくはなく，血栓加療は循環器
加療の主要項目の1つである．動脈血栓と静脈血栓では病
態メカニズムは異なるものの，いずれも抗凝固療法もしく
は抗血小板療法が中心的な役割を担うことになる．これま
で経口抗凝固薬はビタミンK拮抗薬であるwarfarinが唯一
の選択肢で，その他点滴静注薬であるヘパリンしかないの
が現状であった． arfarinは食事や多剤併用の影響を受け
やすく，頻回なモニタリングが必要で，ヘパリンも点滴投
与を行うための入院管理が必要である．
　21世紀に入り非ビタミンK阻害経口抗凝固薬（non-
vitamin K antagonist oral anticoagulants  ACs）が 登 場
した．そのターゲットは活性化第X因子（ actor a  a）
あるいはその下流のトロンビンである．ACS発症後の再発
予防には，動脈を主体とした血栓形成であるが故，アスピ
リンとチエノピリジン系抗血小板薬（clopidogrel等）のdual 
antiplatelet therapyがスタンダードであるが，A に関して
は， ACsを用いた臨床治験が数多く行われており，い
くつかwarfarinに比較して優れている点が，臨床治験上存
在する．それは，前述したようにwarfarinは治療域が狭く，
頻回のモニタリングが必要な上，作用の発現が遅く，他の
薬剤や食餌と相互に影響したり頭蓋内出血を起こしたり
すること，そして ACsがワーファリンより優れる点と
して，（1）作用出現が早い（2～3時間），（2）作用持続時間が
短い，（3）薬剤や食餌との相互作用および頭蓋内出血のリ
スクが少ない，（4）ルーチンのモニタリングの必要がない，
などが挙げられており， ACsを服用する抗凝固療法に
よる治療成績の向上の可能性が期待されている 1)．
　 ivaroxabanは選択的直接作用型 a阻害薬である．肝
代謝が約2 /3，腎排泄が約1 /3であり，投与にあたり腎機
能に応じた用量調節は必要だが，投与後のモニタリングは
必要ない．そのターゲットである aは凝固カスケードに
おいて内因系と外因系の合流地点に位置し，活性化第V因
子（ actor a  a），Ca2+，リン脂質とプロトロンビナーゼ
複合体を形成し，プロトロンビンに作用しトロンビンを産

生する．最近， aが凝固系だけでなくProtease-activated 
receptors（PA s）やeffector cell protease-（ P- ）を 活 性
化して炎症を惹起させる論文が発表された 2)．すなわち，

aが凝固系mediatorとしてではなく，炎症性mediatorと
して作用する病態形成において極めて重要な ligandのひと
つであることが判明している．
　PA sは血管内皮など様々な細胞に発現しており，その
うちPA - , のligandとして aが作用している．従って

ivaroxabanの抗炎症作用を示す論文もいくつか散見されて
おり3)， a抑制が，抗凝固，抗炎症の両側面から極めて重
要であることは容易に理解される．しかし， aがligandと
して凝固系，炎症系受容体へどのように結合するかを示す論
文は存在しない．そこで aと受け皿がどのような結合様式
を示し，その結果どのような抗炎症作用を示すか，また a
非活性時の安全性を遺伝子活性変化の視点から検討した．

材料と方法

　細胞はLonza社から購入したヒト臍帯静脈内皮細胞
（Human mbilical ein ndothelial Cells  H C）を
用いた．メーカー推奨の細胞培養液を使用し，メーカー
プロトコールに準拠した培養法を用いて実験に足る細
胞数を得た．実験の均一性を整えるため，すべての実
験はpassage -4 の細胞で行った． cm dishに播種
し，37℃，  C 2で培養．細胞が ％ confluencyに達
した段階で各種濃度（ , , , , , nM）の

ivaroxabanを添加し，血清飢餓，ヘパリンなしの条件で
24時間刺激を行った．
　さらに， もしくは nMの aを添加し， ivaroxaban
（ もしくは nM）を加える群，加えない群にして
4時間， 時間，24時間の刺激を行った．後の実験のため
細胞および上清を回収した．
　回収した細胞から Aを抽出し，cD Aを作製した．定量
的PC（ PC ）はLightCycler 4 を用いて行った．
H Csの全ゲノム解析にはAffymetrix社の eneChip Human 

ene .  ST Arrayを使用しD A microarrayを施行した．
　細胞上清中のmonocyte chemoattractant protein-（MCP- ）
濃度は市販の LISA kit（ ay iotech社）を使用し測定した．
　統計解析における有意差検定には，studentの t検定を
用い，P値＜ . を有意とした．D A microarray結果の
評価はfold change ＞ 2 あるいは＜ － 2を有意とした．
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結　果

HUVECsにおけるPARsの発現
H CsにおいてPA - , - , - および-4は発現を認めていた．

nMの a刺激によりPA -4を除くPA - , - , - で有意に
発現が上昇した． nMの ivaroxabanを加えるとPA - , -
の発現の上昇は抑えられたが，PA - では抑えられなかった．
しかし， ivaroxaban nMによる単独刺激ではPA sの発現
のいかなる変化も認めず， nM刺激も同様の結果だった．

DNA microarray
in vitroにおいて nMの ivaroxabanは臨床で経口摂取した
場合の血中濃度Cmaxに相当する． から nMまでの各
種濃度での24時間刺激は慢性期の ivaroxabanの影響を想定
し，設定した． nMの ivaroxabanによる24時間刺激で
は 324の遺伝子が  fold change以上の発現の変化を示したが，
そこに炎症性サイトカインは含まれなかった．これはその他
の濃度（ , , , , nM）も同様だった．この結果は

ivaroxabanの安全性の証左となるのではないかと考えた．

FXaによる刺激
nMの aによる24時間刺激では4 の遺伝子が

 fold change以上の発現の変化を示した．その中に
含まれた炎症性サイトカインは intracellular adhesion 
molecule-（ICAM- ）のみで，その変化も最低限にとどま
り， ivaroxabanを加えると抑制された．そこで， a刺
激と ivaroxabanの関係をさらに確かめるべく， aで
4 時間刺激した際の遺伝子発現の変化も見ることとした．
497の遺伝子発現が変化し，その中でもMCP- , ICAM- , 
interleukin-（IL- ）が大きく変化していた． ivaroxabanを
加えるとその変化はなくなった． ivaroxaban nM単
独刺激では有意な遺伝子発現の変化は認めなかった．

MCP-1活性
さらに a刺激によるH Csの遺伝子発現の影響を確か
めるためMCP- の PC を施行した．MCP- の発現は4時
間の刺激で最も高くなり， 時間，24時間でも有意差を
持って上昇していたもののその上昇幅は下がっていった．

ivaroxabanはいずれの時間でも抑制効果を示した．
　細胞上清中のMCP- を LISAで測定したところ，
4時間よりも24時間でMCP- の活性が最大となったが，

ivaroxabanはいずれの時間でも抑制効果を示した．

考　察

　 ivaroxaban長期使用の安全性は不明である．今回の結
果で ivaroxabanは aが存在しない場合には炎症性サイ
トカインを含む遺伝子転写産物の発現を惹起しなかった．
一方で a存在下では遺伝子発現レベル，たんぱく質レ
ベルで aによるMCP- のような炎症性サイトカインの
上昇を抑制した．がん患者では凝固系が常に活性化され
ているというevidenceがあるものの 4)，心血管疾患では
そういったevidenceは存在しない , 6)． ivaroxabanは必要
な患者にとって基本的に毎日服用する必要がある薬剤で
あるため，凝固系が活性化されていない状態で遺伝子発現
に影響を及ぼさないというのはメリットだと考える（図 1）．
そして，凝固系が活性化された状態では a抑制を通じて
抗炎症，抗凝固の両面から有効であるため内皮傷害の進展
抑制に寄与すると思われる（図 1）．
　今後は今回の結果を基にヒト心臓微小血管内皮細胞
（Human Cardiac Microvascular ndothelial Cells  HCM C），ヒ
ト冠状動脈内皮細胞（Human Coronary Artery ndothelial Cells  
HCA C），ヒト大動脈内皮細胞（Human Aortic ndothelial 
Cells  HAo C）を使い aをligandとする受容体の発現差異，

ivaroxaban作用の差異を検証していく予定である．

図 1. ivaroxabanの有効性　 ivaroxabanは抗凝固，抗炎症の両面から内皮傷害の進展抑制に有効
である一方，凝固系非活性時には炎症性サイトカインの遺伝子発現に影響を及ぼさなかっ
た．現在H Cs以外の内皮細胞（HCA Cs, HCM Cs, HAo Cs）で差異を検証中である．
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緒　言

　ベーチェット病，成人スティル病，全身性エリテマトー
デスなどの自己免疫性炎症性疾患は，寛解に至ることも
あるが，一般的には活動期と非活動期を繰り返す慢性再
発性の全身性炎症性疾患である．ベーチェット病の原因
は未だ不明だが，HLA-B51抗原陽性率が高い事，一塩基
多型との関連（IL10, IL-23R/IL-12RB2, IL-1）などの遺伝的
要因が指摘されている．しかしながら，発生時期が中年で
ある事，HLA-B51抗原陽性者のうち発症はわずかである
ことなどから，遺伝的要因だけではベーチェット病の発症
や疾患活動性の惹起は考え難く，外因性因子（細菌・ウィ
ルス感染，環境）によって誘発される事が示唆されている
（Pineton de Chambrun M, et al. Autoimmun Rev 2012）．こ
れらのことから，ベーチェット病患者の病態にエピジェネ
ティクスな変化が関与している可能性があると考え，本研
究においては末梢血白血球分画におけるヒストンメチル化
の解析を行った．
　近年，ヒストン修飾などのエピジェネティクス変化に
よりT細胞の活性化が起きることや（Wei G, et al. Immunity 
2009），関節リウマチや全身性エリテマトーデスなどのリ
ウマチ性疾患においてエピジェネティクス変化が見られる
ことが報告されている（Ballestar E. Nat Rev Rheumatol 
2011）．ベーチェット病や成人スティル病などの疾患では
好中球機能亢進，マクロファージ活性化が知られているた
め，活性化T細胞分画のみならず好中球分画や単球・マク
ロファージ分画においてもエピジェネティクス異常が起
きている可能性がある．病態解明や新たな治療標的同定に
は，末梢血白血球全体ではなく細胞亜群に分画した上でエ
ピジェネティクス解析を行うことが重要と考えられる．
　本研究では，フローサイトメトリー法による末梢血白血
球分画におけるヒストン修飾の解析系を確立し，リウマチ
性疾患の代表としてベーチェット病患者における末梢血白
血球の各分画におけるヒストン修飾を解析する．ヒストン
メチル化などのヒストン修飾は，遺伝子転写を活性もし
くは抑制することが知られている．その代表的な修飾に対
する抗体を用いて，細胞を染色しフローサイトメトリー法
にて細胞亜群毎のヒストン修飾に関して解析を行うことと
した（Dispirito JR, et al. Immunol 2010, Obier N, et al. Cells 
Tissues Organs 2010）．

材料と方法

末梢血有核細胞の調整
　埼玉医科大学倫理委員会および埼玉医科大学病院IRBの
承認下にて，ベーチェット病患者28例（活動期7例，非活
動期21例），その他の膠原病患者11例（活動期11例）およ
び陰性対照である健常人16例から，書面にて同意を得た
後，末梢血20 mLの採血を行った．モノ・ポリ分離液（DS 
PHARMA社，BNDSBN100）にて末梢血単核細胞と好中球
の分画を回収し，実験に用いた．
フローサイトメトリー法によるヒストン修飾の解析
　細胞表面を白血球亜分画に分類する特異抗体にて染色
後，細胞を固定し細胞膜の透過処理を行い，細胞核内部を
APC標識抗H3K4me3抗体（Cell Signaling Technology社，
12064S）およびFITC標識抗H3K27me3抗体（Cell Signaling 
Technology社，5499S）で染色し，それぞれの細胞分画内
のヒストンメチル化の割合を平均蛍光強度（MFI）として，
フローサイトメーター（BD社製，FACS CantoⅡフローサ
イトメーター）により測定した．内在性コントロールとし
て，APC標識抗rabbit IgG抗体（Cell Signaling Technology
社，2985S）およびFITC標識抗 rabbit IgG抗体（Cell 
Signaling Technology社，2975S）を使用した．H3K27me3
抗体のMFI値は，内在性コントロールのrabbit IgGのMFI
で除して補正して算出し，H3K4me3 抗体についても同様
に行った．
統　計
　Mann-WhitneyのU-testにてP値＜0.05 を有意差ありと
判断した．

結　果

　自己免疫性炎症性疾患であるベーチェット病患者の疾
患活動性にエピジェネティクス制御の異常が関与している
のではないかと仮定し，その変化をフローサイトメトリー
法にて検出できるか，本研究で検証を行った．ベーチェッ
ト病および健常人から末梢血白血球を分離し，CD4陽性
T細胞，CD8陽性T細胞，好中球， T細胞，制御性T細
胞，B細胞の6つの分画におけるヒストンメチル化を比較
した．H3K4me3は緩んだクロマチン構造（euchromatin）部
に見られるヒストン修飾であり，遺伝子転写を正に制御
すると考えられている．一方，H3K27me3は凝縮したクロ
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マチン構造（heterochromatin）に存在し，遺伝子転写を負に
制御すると考えられている．健常人と比較してベーチェッ
ト病では，CD4陽性T細胞，CD8陽性T細胞， T細胞に
おけるH3K27me3のMFIが有意に低値を示し，好中球に
おいては有意に高値であった．一方，H3K4me3のMFIは
CD4陽性T細胞，CD8陽性T細胞， T細胞，制御性T細
胞の分画において，ベーチェット病で有意に低値であり，
H3K4me3 /H3K27me3のMFI比は，好中球と制御性T細胞
の分画においては有意に低下し T細胞の分画においては
有意に上昇していた．さらに，眼病変，粘膜病変，皮膚病
変などのベーチェット病特有症状のいずれかが認められ，
炎症徴候が明らかな活動期と診断されたベーチェット病
患者と非活動期のベーチェット病患者で比較したところ，
活動期のベーチェット病患者では T細胞のH3K27me3の
MFIが有意に低下し，H3K4me3 /H3K27me3のMFI比が
有意に高値であった．同様の結果が，同一患者における活
動期と非活動期の比較でも得られた．さらに，ベーチェッ
ト病以外の膠原病患者と比較した結果， T細胞における
ヒストンメチル化の変化はベーチェット病患者特異的で
あった．

考　察

　ベーチェット病患者の末梢血白血球におけるヒストンメ
チル化の変化をフローサイトメトリー法にて検出が可能
であることが示された．ヒストン修飾の変化は，一般的に
クロマチン免疫沈降後に目的遺伝子の領域におけるレベ
ルをリアルタイムPCRで解析しているが，フローサイトメ
トリー法の利点は，末梢血からモノ・ポリ分離液で遠心分
離後，生細胞のまま解析ができ，迅速かつ一度に複数のヒ
ストン修飾と表面抗原を組み合わせることで末梢血白血
球分画におけるヒストン修飾を網羅的に解析できるとこ
ろであり，機能的亜分画毎の変化を検出することが可能と
なる．健常人と比較してベーチェット病においては T細
胞のヒストンメチル化に変化が見られ，この変化が疾患活
動性と関連する可能性が示唆された．さらに，ベーチェッ
ト病以外の膠原病患者と比較した結果， T細胞における
ヒストンメチル化の変化はベーチェット病患者特異的で
あった．ベーチェット病患者では， T細胞から産生される
IL-17Aによって好中球が活性化されていると報告がされ
ており，今回の結果よりIL-17A産生の機序にヒストン修
飾が関与しているのではないかと推測している．実際に

T細胞におけるIL-17A産生を測定した結果，ベーチェッ
ト病患者は健常人より多い傾向が得られた．現在，ベー
チェット病の診断は臨床所見に基づいており，特異的な検
査がないため，診断に苦慮する機会が多い事が臨床上の問
題の一つである．また，ベーチェット病において炎症反応
が一般的に疾患活動性の指標に用いられているが，ベー
チェット病でみられる白血球機能異常（好中球やリンパ球
の活性化）の病態を反映していない．今回の結果より，末
梢血白血球のヒストン修飾の変化がベーチェット病患者の

疾患活動性と関連していることから，エピゲノム異常が病
態に関与している可能性があり，本研究を基にして診断の
補助や治療の開発が発展すると期待される．
　今後，ヒストン修飾変化によって制御されている細胞分
画の機能解析を行い標的分子が明らかにされることで，さ
らに病態が解明されると予想出来る．
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緒　言

　多発性硬化症（MS）は，自己免疫反応や炎症などの要
因により神経軸索を取り巻くミエリンが破壊される脱
髄が生じ，様々な神経症状が再発と寛解を繰り返し病
態が進行する中枢神経系の神経変性疾患である．患者数
は全国に約 12000人おり，欧米では若年成人を侵す神
経疾患の中で最も多く，近年，我が国での患者数も増加
傾向にある原因不明の難病指定疾患である．
　環状ホスファチジン酸（cPA）は，真性粘菌Physarum 
polycephalumのミクソアメーバより単離された独特
な環状リン酸構造を持つ脂質メディエーターである 1)．
cPAは，海馬初代培養細胞培養系において，神経成長
因子NGFと同様に顕著な神経細胞生存促進作用と，神
経突起伸長促進作用を示し，さらには一過性脳虚血に
よる海馬遅発性神経細胞死を抑制することが報告され
ている 2, 3)．我々はMS実験モデルマウスの 1つである
Cuprizone（CPZ）誘導脱髄モデルマウスの脱髄・運動障
害を cPA投与により改善することを明らかとしている
4)．また，より高い生体内安定性をもつ化学合成された
cPA誘導体である 2-carba-cPA（2ccPA）も開発され
ている．本研究は，自己免疫性及び非自己免疫性のMS
モデルマウスに 2ccPAを投与し病態解析を行い，2ccPA
の脱髄抑制効果を評価した．

材料と方法

CPZ誘導非自己免疫性脱髄モデルマウス
　10週齢雄C57BL / 6 マウスを 0.2 % CPZ含有粉末
飼料による自由摂取で，最も脱髄が進行する 5 週間
後まで飼育し，オリゴデンドロサイト特異的細胞死
による脱髄モデルマウスを作製した．化学合成された
2ccPAはCPZ投与と同時に 5週間後まで連日腹腔内投
与（1.6 mg / kg / day），CPZ含有餌飼育 3週間後から 2
週間，連日腹腔内投与（1.6 mg / kg / day）した．コント
ロールマウスは生理食塩水を連日腹腔内投与した．マ
ウス用ローターロッドトレッドミルを用い，CPZ投与
実験後のマウス運動機能を測定した．ロッド上で 300
秒間マウスを運動させ，回転するロッドから最初に落
下するまでの運動継続可能時間を評価した 5)．マウスを
4 %PFAで潅流固定，クライオスタットにより組織染

色用切片を作成した．ミエリン量はBlack Gold染色を
用い染色の濃度により脱髄レベルを測定した 6)．
EAE自己免疫性脱髄モデルマウス
　10週齢雄C57BL / 6マウスにMyelin oligodendrocyte 
glicoprotein: MOG35-55を皮下注射，百日咳毒素の
腹腔内投与により血液脳関門を破綻，免疫細胞を中
枢神経系に侵入させ，30日間飼育し，自己抗体反応
による自己免疫性脱髄モデルを作製した（Hooke Kit, 
EK-2110）．2ccPAはEAE開始から 30日間連日腹腔内
投与（16 mg / kg / day）した．コントロールマウスは生理
食塩水を連日腹腔内投与した．EAEによる脱髄病態を
免疫後より連日観察し，以下に示すEAEスコアに従って
評価した．0: 正常，1: 尾のトーヌス低下，2: 尾の完全下垂，
後肢麻痺，3: 後肢完全麻痺，4: 前肢麻痺，5: 瀕死

結　果

2ccPAは脳梁における脱髄を抑制した
　コントロールマウスは脳梁のミエリン構造が高濃度に
染色されるが，CPZ投与マウスは脱髄によりミエリン構造
が破壊される為，ミエリン染色濃度が低い．5週間2ccPA
投与マウスはミエリン量が保持され，脱髄を抑制する効果
が得られた（図 1A）．CPZモデルは開始3週間後から脱髄，
脱髄に伴う運動障害が起こることが知られている．CPZ投
与3週間後から2ccPAを2週間投与することにより，有意
な脱髄抑制効果が得られた（図 1B）．
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善させることを見出した．
　CPZ誘導脱髄モデルはオリゴデンドロサイト特異的
細胞死による非自己免疫性脱髄モデルである．2ccPAは
CPZ誘導脱髄の進行抑制，脱髄病態発現後からの改善効
果を示した．2ccPAは脱髄進行に関与するミクログリア
マーカー Iba1，NLRP3インフラマソーム遺伝子の過剰
発現を抑制することを明らかとしている 7)．ミクログリア
は脱髄，神経炎症などの刺激により活性型ミクログリア
へ形態を変え，脱髄病変に集積し，Iba1発現が増加する．
活性型ミクログリアは炎症性サイトカインを放出しオリ
ゴデンドロサイト毒性，軸索障害を生じる．NLRP3イン
フラマソームは脱髄疾患を含め，様々な炎症性疾患の発
症，進行に中心的役割を果たす．これら神経炎症関連遺
伝子の2ccPAによる発現抑制が，MS病態における脱髄抑
制に有効であったと考えられる．
　EAEはT細胞，B細胞の中枢神経系への浸潤により自
己免疫性に神経炎症を誘導する自己免疫性脱髄モデルで
ある．2ccPAはEAE病態の進行を抑制し，優位な治療効
果が得られた．
　本研究において2ccPAは自己免疫性，非自己免疫性の両
モデルに顕著な薬効を示し，2ccPAがMSの新規治療薬と
しての応用の可能性が示唆された 7)．
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呈する．2ccPA投与は脱髄病態の進行を抑制した．

図 2. 2ccPAの運動機能改善効果
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図 1B. 脳梁における2ccPAの脱髄抑制効果．

考　察

　本研究において，2ccPAが自己免疫性及び非自己免疫
性のMSモデルマウスの脱髄を抑制し，運動機能障害を改
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緒　言

　ヒトやげっ歯類において，トロホブラスト細胞が子
宮内膜へと浸潤する際，着床部位の子宮内膜間質細胞が
プロゲステロン依存的に特殊な分化を遂げる．分化した
子宮内膜間質細胞は，妊娠初期は胚を取り囲むように存
在し，胎盤が形成された後は胎盤と子宮筋層との間に
存在する．この間質細胞は分娩時に胎盤に付着して娩出
されることから脱落膜と呼ばれ，着床時の子宮内膜間質
細胞の分化は脱落膜化と言う．脱落膜化は妊娠の成立に
おいて重要な過程であり，脱落膜化の異常は不妊だけで
なく早産や妊娠高血圧症候群など妊娠中の様々な病態に
も関与している 1-4)．
　NSBP1はHMGNに属する構造的クロマチン因子の一
種として多くの遺伝子の転写調節に関与する．HMGNは
ヌクレオソーム内に特異的に結合する唯一の非ヒストン
タンパクであり，多くの遺伝子の転写調節に関与すると
考えられている．生体内での機能の多くは未解明である．
HMGN5であるNSBP1は，マウス初期胚の分化に重要で
あるとの報告 5)やマウス子宮内膜において脱落膜化に関
与するとの報告 6)がなされている．

目　的

　ヒト子宮内膜間質細胞における脱落膜化への影響につい
て検討を行った．

方　法

　当院 IRB承認を得て，子宮筋腫の手術時に同意を
得た正所性子宮内膜を採取し，子宮内膜間質細胞を
分離・培養した．子宮内膜間質細胞は cAMP + MPA
添加による脱落膜化刺激を行い，脱落膜化群と非脱
落膜化群（control群）におけるNSBP1の発現を real-
t ime PCRおよび蛍光免疫染色にて検討した．また，
NSBP1を siRNAにて発現抑制させた後に脱落膜化
刺激を行なった群と発現抑制を行わない脱落膜化群
（control群）での脱落膜化マーカー（IGFBP1, PRL, 
WNT4）の発現量をreal-time PCRにて比較した．
　また，我々は脱落膜化マーカーである IGFBP-1を
特異的に制御するmicro RNAであるmiR542-3pを
同定しており，NSBP1を siRNAにて発現抑制させた

後のmiR542-3pの発現変化ならびにmiR542-3p過
剰発現後のNSBP1の発現量の変化について検討を
行った．

結　果

　子宮内膜間質細胞の脱落膜化群は control群と比較
し，脱落膜化後早期（12時間後，24時間）にNSBP1発現
は有意に低下した．NSBP1蛍光免疫染色では，脱落膜
化群において発現が有意に低下していた．siRNAによる
NSBP1発現抑制後の脱落膜化群では control群と比較
し IGFBP1とPRL発現が有意に上昇した．miR542-3p
の発現量は，NSBP1発現抑制により著明に低下した．
また，miR542-3pを過剰発現させ，NSBP1の発現量
の変化を検討したところ発現量に変化は認めなかった
（data not shown）．

結　語

　ヒト子宮内膜間質細胞において，脱落膜化早期に
NSBPが発現低下することでmiR542-3p発現低下を
介しヒト子宮内膜脱落膜化に関与することが示唆さ
れた．
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＊埼玉医科大学　医学部　小児科

緒　言

　肥満症や糖尿病，高血圧，脂質異常症をはじめとする生
活習慣病，さらにそれらに起因する動脈硬化性疾患は，わ
が国をはじめ先進諸国において，悪性腫瘍と並んで最も
大きな健 康問題である．成人の生活習慣病は，妊娠前の
母体の肥満，糖尿病や妊娠中の高血糖，高栄養などに関連
する高出生体重，あるいは妊娠前の母体のやせや妊娠中の
低栄養などに関連する低出生体重とも関連すると考えら
れている．その後の小児期の成長とも密接な関連 がある．
また，生活習慣病は小児期からの成人にかけてトラッキン
グ現象がある．このように，成人の生活習慣病の起源は母
体の妊娠前，胎児期から小児期にあると考えられる．した
がって，成人の生活習慣病を予防するためには，小児期か
らの有効な対策が必要である．本研究は，小児の生活習慣
病の現状を把握し，その病態を解明することによって，子
ども達の将来と次世代の健康を見えた生活習慣病予防方法
の確立することを目的として行った．

材料と方法

　新潟県見附市小児生活習慣病予防健診（平成11年～平
成 25年）を受診した小学校4年生約3000名，中学校1年生
約 2,500名の健診結果，見附市小児血圧健診（平成11年～
平成25年）を受診した小中学生約12,000名の健診結果，新
潟県五泉市および新潟県三市中蒲原地区小児生活習慣病検
診（平成10年～平成25年）を受診した小中学生約2,500名
の検診結果のデータベースを後方視的に検討した．本研究
は，埼玉医科大学倫理審査委員会の承認得て行った（申請
番号840）．

結　果

1．小児の生活習慣病の現状
　見附市の小児生活習慣病健診では，肥満，脂質異常症，
高血圧の内，どれか一つでも有する小児は，小学校4年生
約30 %，中学校1年生約25 %であった．肥満，高血圧，脂
質異常症は，小児期から成人までトラッキングする．した
がって，小児の20～30 %は，成人の生活習慣病の予備群
と考えられ，早急な予防対策の必要である．

2．小児肥満の病態に関する検討
1）小児肥満の病態
　肥満検診を受診した肥満度40 %以上の肥満男子698
名，女子330名を対象にした検討で，小児肥満症の診断
基準にある合併症の頻度は，男女それぞれ，高ALT血症
は，43.4 %，23.3 %，高HDL-C血症は，5.6 %，6.1 %，
高LDL-C血症，18.1 %，14.8 %，高TG血症，30.4 %，
30.0 %，耐糖能異常，0.9 %，1.2 %，高血圧，8.0 %，7.3 %，
高インスリン血症，42.0 %，55.5 %であった．小児とい
えども，高度肥満者の約70 %は何らかの合併症を有し
ていた 1)．
　小児肥満の病態を明らかにするために，腹部エコーで
測定した最大腹膜前脂肪厚（Pmax; 内臓脂肪蓄積の指標），
腹囲，空腹時インスリン，アディポネクチン，レプチン，
TG，HDL-C，GPT，リポ蛋白リパーゼ，収縮期血圧，脈
拍などの相互の関連を検討した．その結果，Pmaxと腹囲
は，これらの因子と関連していること．また，インスリン，
アディポネクチン，レプチンは，TG，HDL-C，リポ蛋白
リパーゼ，収縮期血圧，脈拍と関連していることを明らか
にした 2 -7)．小児肥満でも，成人と同様に内臓脂肪蓄積の基
づくアディポサイトカインの異常，高インスリン血症を上
流とした代謝異常の病態が存在すると考えられる．また，
小児肥満でも，酸化LDLの一つであるMDA-LDLが増加し
ており，小児期から酸化ストレスを受けていることを明ら
かにした 8)．さらに，高感度CRPと尿中アルブミンが増加
していることも報告した 9,10)．小児期から慢性炎症，血管
内皮障害などの臓器障害がおこっていることを示唆するも
のである．
　成長期の問題として，骨年齢．骨密度に関して検討した．
一般に小学校低学年以前からの肥満小児では，思春期前
は身長が高いが，思春期が早期に発来し，身長のスパート
が小さいため，最終身長はあまり高くならない．肥満小児
の骨年齢の検討で骨年齢の促進を報告した 11)．これは，思
春期前であっても高インスリン血症による副腎アンドロ
ゲンの増加がおこり，骨年齢が促進するため，肥満小児に
特徴的な成長パターンが生じると考えられる．10歳の肥
満小児63名を対象に，暦年齢に比した骨年齢の促進年数
と，幼児期のBMIの増加との関連を解析したところ，3歳
から6歳までのBMI増加が，10歳時の骨年齢の促進と最
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も関連していた．3歳から6歳までのBMIが2以上増加する
と，10歳時の骨年齢が2歳促進するオッズ比は1.99倍で
あった．幼児期の急激な体重増加が，学童期の骨年齢の促
進に関連していることがわかった 12)．一方，中手骨の骨密
度（DIP法）は，思春期以前では高いが，思春期以降では，
低いことを報告した 11)．これには運動量が少ないことが関
連していると推測している．
2)小児肥満症のスクリーニング
　小児肥満を有効な介入をするためには，有効なスクリー
ニングが必要である．肥満度，体脂肪率，腹囲，Pmaxの
4つの計測値のスクリーニングの基準値を受動者動作特性
曲線（ROC）を用いて設定し，肥満症のスクリーングとし
ての有用性を比較検討した．男女とも，肥満症のスクリー
ニング方法として腹囲が最も優れていた．男女とも腹囲
80 cm以上は，肥満合併症を疑い，腹囲，男子88 cm以上，
女子85 cm以上は肥満による複数の合併症を持つメタボ
リックシンドロームを疑い介入するべきであろう 1,13)．

3．Developmental origins of health and disease (DOHaD)
　DOHaDとは，胎児期から小児期の環境が成人後の健康
状態に影響を与えるという概念である．つまり，胎児期か
ら小児期の環境を整え，健全な成長を支援することが，成
人後の疾病予防に繋がるということであり，予防医学的
にインパクトがある理論である．日本人の肥満小児（6～
15歳，男子650名，女子317名）を対象に，出生体重およ
びそのSDスコアを4分法で4群に分け，血清インスリン，
HOMA-Rを比較検討した．男子での出生体重およびSDス
コアでの4分法，女子での出生スコアでの4分法におい
て，出生体重およびSDスコアが小さい群のインスリン，
HOMA-Rは高いという結果を得た 14)．また，日本人の肥
満小児（10～12歳，男子261名，女子125名）を対象に，出
生体重SDスコアと腹囲をそれぞれ3分法で分類し9群に
分け，メタボリックシンドローム診断基準を満たす例数
とインスリン値を比較検討した．男女とも，出生体重SD
スコアが小さく，腹囲が大きい群がメタボリックシンド
ロームの例数および空腹時インスリンが最も高かった 15)．
また，メタボリックシンドローム群および非メタボリック
シンドローム群の間での現在の体重/出生体重比の比較で
は，男で，それぞれ，19.9対17.0，女で21.8対17.2とメタ
ボリックシンドローム群が有意に高かった 16)．
　以上より，日本人小児思春期の肥満の合併症は，出生
体重およびその後の体重増加と関連することを明らかに
した．成人後の生活習慣病予防のためには，母親が妊娠
する前からの健康教育と，妊娠出産育児への適切な支援が
必要と考えられる．

4．小児の血圧に関する研究
　小児の血圧に関するエビデンスを構築するために，見附
市小児血圧健診の結果を解析した．
1)高血圧の頻度と現行の基準値の問題

　我々は，見附スタディで，小学生4375名（男2156名，
女2219名）中学生1905名（男903名，女1002名）の血圧測
定を行い，高血圧治療ガイドライン2000年版の日本人小
児の高血圧判定基準をもとに判定し，高血圧，正常高値血
圧の頻度を求めた．男子で収縮期高血圧と判定された頻度
は，小低，高，中の順に0.2 %, 0.1 %, 2.7 %, 正常高値血圧
は0.8 %, 1.8 %, 6.2 %,  拡張期高血圧は0.4 %, 0 %, 0.2 %, 
正常高値血圧は，0.9 %, 1.0 %, 3.9 %であった．女子の収
縮期高血圧は0 %, 0.6 %, 2.2 %，正常高値血圧は0.4 %, 
2.0 %, 7.1 %, 拡張期高血圧は0 %, 0 %, 0.8 %, 正常高値血
圧は0 %, 1.6 %, 6.5 %であった 17)．中学生の収縮期高血圧
の頻度を除けば，いずれも少なかった．現在の小児の高血
圧判定基準には種々の課題があると考えられる．今後，日
本人小児の血圧に関するエビデンスを集積し，高血圧判
定基準の基準値に関して再検討する必要があると考えら
れた．
2)健常小児の血圧のエビデンスの構築
　見附スタディでは，1999年から2008年までの10年間
に，小学校1年生から中学校3年生の男5805名，女5970
名の血圧データを蓄積した．性別学年別血圧の男子で小
1 から中3まで90パーセンタイル値は，103 /58, 105 /59, 
106 /59, 111 /60, 112 /60, 115 /60, 125 /66, 126 /66, 129 /67, 
95パーセンタイル値は，107 /61, 108 / 61, 110 /61, 115 /63, 
116 /63, 119 /63, 129 /66, 130 /66, 133 /67, 女子の90パー
セ ン タ イ ル 値 は，103 /58, 104 /58, 106 /57, 112 / 61, 
113 /61, 115 /61, 124 /68, 122 /67, 124 /69, 95パーセンタイ
ル値は，107 /61, 107 /60, 109 /60, 116 /63, 117 /63, 118 /63, 
128 /71, 126 /70, 128 /72 であった．この結果は，現在の血
圧基準値に比し低めであり，90と95 パーセンタイル値の
差が5mmHg程度と小さい 18)．この結果が，日本人小児を
代表するかどうかは議論のあるとことではあるが，小中学
生の各学年の血圧を，一定の方法で多数を測定した報告
は，他にはない．
3)血圧のトラッキング
　小学校1年生から中学校3年生まで血圧測定をした男
89名，女89名を対象に中学校3年生時の血圧と小学校1
年生の血圧，体格との関連を検討した結果，収縮期およ
び拡張期血圧ともに小学校1年生時の血圧が最も関連し
ていた 19)．これは，血圧が小学校入学時から思春期にかけ
てトラッキングすることを示している．小学校低学年で血
圧測定を行い，高めの血圧の小児に対して予防的介入する
ことが高血圧予防として有効と考えられる．

5．小児の生活習慣病(特に肥満)への効果的な指導介入
　肥満の改善のための行動変容を起こすためには，肥満を
改善したいという意思，正しい知識，自己効力感が必要で
ある．肥満小児では，養育の問題や，QOLの低下のため自
己効力感が少ない場合が多い，したがって，肥満改善のた
めには，まず自己効力感の育成が必須である．その方法と
して親を強化子とする行動療法が有効である．具体的に
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は，家庭での毎日の自己体重測定と日常生活チェックリス
トである．親子で取り組むことで，自己肯定感が育成され，
家庭全体の生活習慣の改善と供に，子どもの肥満が改善し
てく 20, 21)．小児肥満への行動療法は，本人のみならず，親，
家族，そして次世代へ生活習慣の改善につながる予防戦略
である．

考　察

　小児期からの生活習慣病予防対策の意義を述べる．小児
期からの本人のQOLや健康寿命を延ばすだけでなく，本
人が健全な妊娠出産育児を実践することによって次世代
以降に健康を伝えることができる．これこそが，成人に対
する生活習慣病対策との大きな違いであり，小児期なら
ではの意義である 22, 23)．また，小児への生活指導は，その
親や家庭に対しても効果があると推測される．さらに，小
児期からの健全な生活習慣を身につけることは，生涯に
わたり無駄な消費を減らすことに繋がり，地球環境にも
優しい．医療経済的にも費用対効果が優れていると推測さ
れる．
　小児期からの生活習慣病予防対策は，言い換えれば子育
て支援の一環である．日本の社会が，子ども達は各家庭だ
けでなく社会全体で育てるべきであるという認識を持つこ
とが必要である．そして，子ども達が子どもらしい生活が
できるような社会の実現に一歩でも近づけていくことが，
生活習慣病の予防であり，少子化対策でもある．本研究が，
日本の子ども達の健康が増進するような社会の実現に寄与
できれば幸甚である．
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緒　言

　不妊治療として体外受精胚移植を受ける際に，形態
学的に良好な胚を複数回移植しても，着床・妊娠に至
らない，子宮内膜側の胚を受容する能力の異常（着床不
全）と考えられるケースが多数存在する．しかし着床不
全に対して明確にエビデンスのある治療法は現在の所，
確立されていない．着床現象には胚と子宮内膜のそれぞ
れ調和のとれた成熟・分化が必要であり，また子宮内
膜と正常に発育する胚の密接な相互作用も重要である．
着床の過程のメカニズムに関しては，ノックアウトマ
ウスなどを用い多くの知見が得られているが，動物種
間に大きな相違があること，またヒトの材料を用いて
研究を行うことに倫理的な障害があるため，ヒトの着
床現象に関する研究は立ち後れ，未解明な部分が数多
くある．
　我々は，これまでに胚が着床する子宮内膜に着
目し継続的に研究を行ってきた．子宮内膜は，胚
が着床するときに脱落膜化という分化過程を経て
胚を受け入れる体制を整える．これまでに私たち
は，子宮内膜の分化（脱落膜化）をヒト初代培養細
胞で安定的に誘導する系を確立した．この誘導系で
分化させた子宮内膜脱落膜化細胞を用い，脱落膜化
を制御する因子として，転写因子であるFOXO1や
microRNA542-3pが脱落膜化を制御する重要な因子で
あることを明らかとした．これらの研究で子宮内膜の機
能については有用なデータが得られたが，子宮内膜と
胚の相互作用についての分子メカニズムに関しては不
明な点が多く，また，子宮内膜の機能の破綻がヒトの病
態とどのように関連しているのかについても詳しくは
分かっていない．
　最近報告された研究で，胚の正常な発育には，中鎖
脂肪酸のひとつであるオクタン酸がエネルギー源とし
て重要であることが明らかとされた．しかし，このオク
タン酸の供給がどこからどの様に行なわれているかは
明らかではなかった．そこで我々は胚（絨毛細胞）と直
接接触する子宮内膜脱落膜細胞がオクタン酸の供給源
になっていると推察し，以下の研究を行った．

材料と方法

1．ヒト子宮内膜間質細胞の分離・培養
　手術で得られた標本から子宮内膜を採取し，間
質細胞（HESCs）を分離・培養に用いた．既報の方
法に従い，酵素処理後，子宮内膜組織を腺細胞と間
質細胞に分離し，間質細胞をチャコール処理した
10 %FBS（DCC-FBS），グルタミン，抗生物質を含
んだDMEM / F12 を用い，37 ℃，95 % air，5 %CO2 の
条件下にて培養した．Confluentに達したHESCsは
0 . 5 m M  8 - b r o m o - c A M P（8 - b r o - c A M P）と 1 0 - 6 M 

medroxyprogesterone acetate（MPA）の両者にて脱
落膜化刺激を行い，4日間培養を行った．なお培養液
は 2 % DCC-FBS，グルタミン，抗生物質を含んだ
DMEM / F12 を用いた．
2．mRNAの抽出と定量的RT-PCR
　脱落膜化刺激を施行した群（脱落膜化群）と施行
しない群（con t ro l群）から t o t a l  RNAを抽出し，
酸化を行なう代謝酵素の発現について，定量的

RT-PCR法でその変化を検討した．
3．中鎖脂肪酸の同定
　同時に培養上清を回収し，細胞培養上清液中に分
泌される遊離脂肪酸量をLC-FTMSにて網羅的に解析
した．
4．超形態学的観察
　脱落膜化群と control群の超微形態学的変化をTEM

法にて観察し，比較検討した．

結　果

1．培養上清中に分泌される中鎖脂肪酸
　細胞培養上清液中に分泌される遊離脂肪酸量を網
羅的に解析した所，検出された 26種類の遊離脂肪酸
のうち，コントロール群に比較して脱落膜化群で増加
したものはオクタン酸（C8: 0）のみであった．
2．脱落膜による変化する超微形態
　電子顕微鏡による観察では，脱落膜化細胞では，
control群と比較して脂肪酸の代謝を行なうミトコン
ドリアの増加がしていた．
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3．脱落膜化により発現が変化する代謝酵素
　ミトコンドリアの代謝に関連する遺伝子の発現
量を定量的RT-PCR法にて解析した所，脂肪酸の
酸化を行なう代謝酵素である acyl-Coenzyme A 

dehydrogenaseの発現量が上昇していた．

考　察

脱落膜化子宮内膜間質細胞ではオクタン酸が産生され
おり，着床現象に何らかの役割を果たしている可能性が
ある．

研究成果リスト

学会発表
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© 2018 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/



101埼玉医科大学雑誌　第 44巻　第 2号　平成 30年 3月

学内グラント  報告書

緒　言

　気分障害には症状の日内変動やデキサメサゾン抑制試験
非抑制などの内分泌系の異常，睡眠障害など概日リズムと
関連した症状のあることが知られており，概日リズムの不
全が病因や症状の発現に関連していることが以前から指摘
されてきていたが，最近，死後脳研究により大うつ病と深
く関係するとされる背外側前頭前野（DLPFC）や前帯状皮
質（ACC）などの脳部位において，時計遺伝子を始めとする
リズム発現する遺伝子の概日リズム性の発現が減弱化し
ていたとの報告 1)があり，うつ病に脳レベルで概日リズム
の不全のあることが明らかにされたことの意義は今後の疾
患研究の方向性を決める上で極めて大きい．
　私たちはうつ病の病因には概日リズム不全があるとの
考えから，概日リズムを作り出す遺伝子を見出すことを目
指したプロジェクトを開始し，新規のbHLH-PAS型転写因
子であるBMAL1遺伝子を発見，命名 2)した．現在，時計遺
伝子はBMAL1を始め同じbHLH-PAS型の促進系転写因子
群であるCLOCK, NPAS2, 抑制系の転写因子であるPER1-
3, CRY1-2が同定されており，促進系の転写因子である
BMAL1/CLOCKが二量体を形成し，これが抑制系因子の
プロモーター領域にあるE-boxに結合して転写を促進，産
生された抑制因子PER , CRYが，BMAL1/CLOCKによる
転写を抑制する転写・翻訳のフィードバックループが約
24時間の概日リズムの発振を生み出していると考えられ
ている．これらの時計遺伝子は，概日リズムの中枢である
視交叉上核（SCN）において，抑制系のPer, Cryは昼間 3)，促
進系のBmal1は夜間に発現の増大 4)があり，その昼夜の発
現変動はそれぞれの時計遺伝子固有のプロモーター5-7)配
列と時計遺伝子によって制御されている．
　時計遺伝子の気分障害との関連については，すでにアソ
シエーションスタディが実施されており，Cry1 とNpas2，
Clock遺伝子のポリモルフィズムがうつ病あるいは躁うつ
病と関連していると報告 8)されている．しかし，これらの
時計遺伝子のポリモルフィズムが，どのような形でヒトの
概日リズム発現や気分障害の病態に影響を及ぼしている
のかについては明らかではない．この約24時間のリズム
を生み出す機構の中で，これらの転写因子系の時計遺伝子

以外で，周期の長短に関わる因子の解析が進み，リン酸化
酵素（CK , CK2, SK ），脱リン酸化酵素（PP1, PP2A, 
PP4/5）などが同定された．また位相の調節については転
写レベルでの調節 7)機構やユビキチン化を調整する酵素
（FBXL3/21）の同定が行われ 9)解明が進んでいる．
　本研究では，概日リズムの振幅減衰のメカニズムを明ら
かにするとともに，振幅を強化する因子の検索を目指す．

方法と材料

1)ベクターコンストラクト
　時計遺伝子（Bmal1, Clock, Per1, Per2, Cry1, Cry2,  , 

 , ）, p160の哺乳類細胞発現用コンストラクト
はCMVプロモーター発現プラスミドに挿入したものを使
用した．時計遺伝子プロモーターレポーターは，時計遺伝
子（Bmal1 , Per1, Per2, Cry1, ev- rb ）プロモーターをルシ
フェラーゼレポーター（プロメガ）上流に挿入したものを
使用した．Bmal1 プロモーター（Bp/527-luc）に2箇所存在
するROR-RE（ROR結合配列）に変異を起こしたレポーター
（527-ROR2, 527-ROR3,  527-ROR2/3）を作成した．

2)相互作用の解析
　哺乳動物細胞を用いた，Two-hybrid法により相互作用を
解析した．ベクターはpFR-luc trans-reporterおよびpCMV-BD
（Stratagene）を使用した．pCMV-BDベクターに時計遺伝子
cDNAを挿入した．同時に時計遺伝子およびp160 はCMVプ
ロモーターベクターに挿入したコンストラクトを使用した．
相互作用の解析は，pFR-luc trans-reporterおよび時計遺伝子，
p160発現プラスミドをNIH3T3細胞にトランスフェクション
し，ルシフェラーゼ活性を指標に行った．
3)ルシフェラーゼアッセイ
　レポーターとして，Bmal1, Per1, Per2, Cry1, ev- rb の
プロモーター領域をルシフェラーゼレポーターベクターに
挿入したものを使用した．ルシフェラーゼアッセイはデュ
アルルシフェラーゼアッセイキット（プロメガ）を用いて，
メーカーの指示書に従って測定した．

4)リアルタイム時計遺伝子発現解析
　時計遺伝子プロモーター活性の変動をリアルタイムで測
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定可能な実験系を確立している．35 mmディッシュで培
養したNIH3T3細胞に，Bmal1, Per2プロモーター下流にル
シフェラーゼレポーター遺伝子を連結したレポーターコン
ストラクト（Bmal1-dluc, Per2-dluc）を，リポフェクタミン
を用いて導入し，16～20時間後にデキサメサゾン刺激を
行い，クロノス（アトー社）を使用してプロモーター活性の
変化を，発光量の変化として継時的に計測した．

5)CRISPR/Cas9法を用いた遺伝子ノックアウト
　標的遺伝子の配列に基づいてgRNAを設計し合成した．
Cas9はタンパク質として gRNAと同時に lipofectamine 
CRISPRMAX CAS9 Reagent（Thermo-Fisher）を用いて
NIH3T3細胞に導入した．

結　果

　時計遺伝子プロモーターリズムの振幅を増大する因子の
検索の結果，p160がBmal1, Per2, Cry2のプロモーターリ
ズムの振幅を増大させることが明らかとなった．この作用
機序を解明するため，p160と時計遺伝子産物との相互作

用を two-hybrid systemを用いて解析したところ，BMAL1
とSRC-2が相互作用を示すことが示された（図 1）．また，
Bmal1などの時計遺伝子の中で，促進系転写因子である

, , は，相互作用の解析から，SRC-2と
結合することも示された．さらに，ルシフェラーゼアッセ
イを用いてBmal1の , , による活性化が
p160で増強されるか検討したところ，SRC-2が に
よる活性化を有意に増加させることが示された（図 2）．
　このSRC-2によるBmal1転写活性の増加が， とそ
の結合配列であるROR-REを介して惹起されているか検
討するため，Bmal1プロモーターのROR-REに変異を導入
したレポーターコンストラクトを作成し解析した．このプ
ロモーター領域に2箇所存在するROR-REを2箇所とも破
壊したところ，SRC-2によるBmal1プロモーターの転写活
性化は消失した（図 3）．
　CRISPR /Cas9法を用いて，p160遺伝子ノックアウト細
胞を作出し，時計遺伝子リズムの振幅の解析を開始した．
現在，ノックアウト細胞をスクリーニング中である．

図 1. two-hybrid assay による相互作用の
解析．

図 2. Bmal1プロモーターのROR活性化に
対するp160の作用．

図 3. SRC-2によるBmal1プロモーターの活性化は とその結合部位（ROR-RE）を介している．左図は
プロモーターの模式図で，Bmal1プロモーター（Bp/527-luc）に2箇所存在するROR-RE（ROR結合配列）
の部位と，527-ROR2, 527-ROR3, 527-ROR2 /3の変異導入部位を模式的に示している．右図はBmal1プ
ロモーターを使用したルシフェラーゼアッセイ．
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考　察

　概日リズムの不全は躁うつ病や大うつ病など精神神経
疾患に認められ，特に大うつ病では，内分泌系の異常，
睡眠覚醒の障害，症状の日内変動，レム睡眠潜時の短縮
など，概日リズムと直接関連した病態や症状が多く認め
られる．最近，死後脳研究により大うつ病と深く関係する
とされる脳部位において，時計遺伝子を始めリズム発現
する遺伝子の概日リズム性の発現が減弱化していると報
告 1)され，大うつ病の脳における概日リズム不全の存在
が明確になってきている．本研究はリズム性発現の減弱
化と密接に関連する概日リズムの振幅に注目し，時計遺
伝子の振幅発現調節機構を明らかにすることを目的に実
施した．
　私たちと共同研究グループは，概日リズム発現の分
子機構を解明するため，Bmal1プロモーターを世界に
先駆けて同定 5)し，このBmal1プロモーター配列を利用
したBmal1-promoter-lucレポーターを樹立し，このレ
ポーターを用いてオーファン核内受容体 によって
Bmal1が転写活性化されることを初めて報告 10)している．
しかし， を過剰発現した系ではBmal1リズムの振
幅は逆に減衰化し（未発表データ），時計遺伝子の発現
を増加させる因子が必ずしも単純に振幅を増大させる
のではないことも明らかになった．産総研で開発された
赤色，橙色のルシフェラーゼを利用して，これを多色レ
ポーターとして，Bmal1とPer2のリズムを同時に同じ培
養ディッシュや臓器で計測可能な系を樹立し，両レポー
ターを発現させたトランスジェニックマウスの開発を成
功させている11)が，このマウスの解析から，臓器によっ
てBmal1とPer2リズムのピーク位相，振幅は異なるもの
の，促進系と抑制系の時計遺伝子がまるでシーソーのよ
うに規則正しく約12時間交代で増減していることが明ら
かにされた．また，SCNにBMAL1のC末端を決失させた
ものを過剰発現させると，Ca2+濃度リズムが減弱化する
こと12)から，BMAL1に概日リズムの減弱化と関連する因
子が作用する可能性が示唆されたため，BMAL1と相互
作用する候補因子をスクリーニングしたところ，SRC-2
がBMAL1と相互作用することが示された（図 1）．ROR
にはアミノ酸配列で相同性の高い， ， ，
の3つの因子がある．SRC-2のBmal1プロモーター活性
増強に対する作用は，この中でどの因子を介して惹起さ
れているか検討したところ， を介して増強している
ことが示された．さらに，この反応が， とその結合
部位を介しているのか検討するため，Bmal1のプロモー
ターにあるROR-REを欠失させた配列を用いて解析した
ところ，SRC-2による転写活性化は消失した．以上から，
SRC-2 によるBmal1転写活性の増大は とその結合
部位を介して惹起されていることが明らかになった．
　本研究から，時計のPer1，Per2などの抑制系因子と
Bmal1は，SRC-2によってプロモーターレベルで転写活

性化が起こっていること，SRC-2はBMAL1, と相
互作用することが示され，これが時計遺伝子振幅の増高
に関与している可能性が示唆された．
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緒　言

　精神疾患，特に統合失調症あるいは（躁）うつ病などの
内因性精神病の病態生理に関しては，近年の神経科学的研
究の急速な発展により有力な仮説が提唱されているが，な
お不明な点が多く残されている．また，これらの疾患に対
する治療薬の効能も，現時点では不十分といわざるを得
ない状況であり，さらなる改良や新規な作用機序の向精神
薬の開発が希求されている．
　精神疾患のモノアミン仮説や向精神薬の作用機序に関
わる神経伝達は，ほとんど全て三量体G蛋白結合型受容体
（G-protein-coupled receptor; GPCR）を介している．GPCR
を介するG蛋白の活性化については，G蛋白の機能的特性
を利用したいくつかの方法があるが，そのなかでも［35S］

TP S結合実験は，簡便で検出感度が高く，近年の神経
科学的研究でよく利用されている．筆者は，以前よりこの
方法をラットの脳膜標品に適用し，様々な受容体とG蛋
白の機能的共役に関する検討 1 -12)を行ってきた．その後，
ヒト死後脳の入手が可能になったことに伴い，ヒト死後
脳においてもこの方法を適用し，同様に様々な受容体刺
激によるG蛋白活性化反応が検出可能であることを確認
している．さらに，最近では，従来の濾過法による［35S］

TP S結合実験に加え，［35S］ TP S結合実験と各G蛋白
サブユニット（ ）に対する特異抗体による免疫反応を組
み合わせた新たな方法を開発し，いくつかの受容体刺激に
よる反応の検出について報告した 13-16)．
　これらの方法を用いたその後の一連の研究は，平成26年
度の学内グラント（26-B-1-12）のおかげでさらに進展し，そ
の結果については2編の原著論文 17, 18)として報告すること
ができた．今回の学内グラント（16-B-1-11）による研究で
は，主にヒト死後脳を用いてさらに検討を重ね，以下のよ
うな結果を得た．

材料と方法

　200～250 gのSprague-Dawley系雄性ラットを断頭後，
氷上で速やかに脳を切り出し，既報に従って大脳皮質，海
馬，線条体各部位の膜標品を調整した．
　一方，ヒト死後脳（背外側前頭前野）については，バス
ク大学薬理学教室の運営するヒト脳バンクより提供を受
けた．脳切片をホモジナイズした後，同様の方法で膜標品

を調整した．今回の研究結果は，神経精神疾患のない対照
群の40サンプルを用いたものである．
　［35S］ TP S結合実験は，従来の吸引濾過法による方法
（以下，方法①）と，抗 抗体をコートした帯磁気ビーズ
による免疫沈降法を組み合わせた方法 16-18)（以下，方法②）
のいずれかを用いて行った．

結　果

1) ヒト死後脳における5-HT2A受容体およびムスカリン
性M1アセチルコリン受容体を介するGαqの活性化反応
（方法②）
　この反応については，以前ラットの脳膜標品を用いた検
討結果を報告している16)．本研究では，これをヒト死後脳
に適用し，その測定に関する基礎的検討を行うとともに，
40サンプルでの濃度反応曲線を解析することによって，
年齢や性，postmortem delay（死後，脳の切り出しまでに
要した時間）などの影響について検討した．その結果，M1

受容体を介した qの活性化反応が年齢とともに低下する
ことを明らかにした．また，5-HT2A受容体を介する反応
とM1受容体を介する反応が相関する傾向のあることも示
した．これらの結果については，すでに原著論文（論文1）
として発表済みである．

2) ラット脳およびヒト死後脳におけるアデノシンA1受容
体を介するGα i / oまたはGα i - 3の活性化反応（方法①およ
び②）

　ヒト死後脳における方法②に関しては，その基礎的な検
討結果についてすでに報告している17)．本研究では，さら
なる薬理学的検討を行うとともに，adenosine deaminaseや
アデノシン受容体拮抗薬の基礎値に対する影響を検討する
ことで，内在性アデノシンの残余による影響の可能性に
ついても考察した．また，1)と同じ40サンプルについて①
および②の方法を用いた濃度反応曲線を解析し，年齢，性，
postmortem delayなどの影響や相互の関係などについて検
討を加えた．得られた結果については原著論文（論文 2）と
して印刷中である．

3) ヒト死後脳における各種受容体を介するGα i / oの活性化
反応（方法①）

　上記と同じ40サンプルを用い，各種受容体刺激による
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i / oに対する［35S］ TP S結合に関して薬理学的検討を加
えた．現在までのところ，2-アドレナリン性受容体，5-HT1A

受容体，アデノシンA1受容体，GABAB受容体，ムスカリン
性M2 /M4受容体，groupⅡ代謝型グルタミン酸受容体，ヒ
スタミンH3受容体， -オピオイド受容体， -オピオイド
受容体，およびノシセプチン受容体（NOP）を介した反応
の検出が可能となっている．年齢や性，postmortem delay

との関係や，反応相互の相関などについても検討を重ね
ている．以上の結果は，国際学会（学会発表1および2）にて
発表し，今後原著論文としてまとめる予定になっている．

考　察

　本研究においては，方法①および②による［35S］ TP S
結合実験を用い，主に神経精神疾患のないヒト死後脳より
得た背外側前頭前野における各種受容体を介するG蛋白の
活性化反応を検討している．これらの実験は，対照群と精
神疾患罹患者群とで反応の差を見い出し，精神疾患の病態
生理の本質に迫ることを最終目的とした一連の研究の途上
に位置づけられるものであるが，すでにこれまでにも多く
の成果を得ることができた（論文1および2，学会発表1お
よび 2）．
　前述した通り，方法①は従来より広く施行されている
が，方法②は筆者が新規に開発したもので，海外の研究者
からも高い関心を集めている．Springer Nature社より刊行
されているNeuromethods seriesというシリーズ本の総編集
者の目にも留まり，同シリーズの一冊の編者を依頼される
こととなった．現在，Co-Immunoprecipitation Methods for 

Brain Tissueというタイトルで，方法②の詳細な紹介を含
めた十数章からなる本の編集にあたっている．
　以上のように，筆者の研究は最終的には精神医学に対
する寄与を目的としているが，その過程において，神経科
学領域の基礎医学に対しても貢献する内容を含んでいる．
本研究がさらに順調に進展し，精神疾患の病態生理の本質
が明らかになることを期待したい．
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緒　言

　Transforming growth factor-ß（TGF-ß）ファミリーは，個体発生
や組織の維持・再生の過程で，さまざまな細胞の増殖，分化，
死を調節する30以上から成る成長因子群である1, 2)．TGF-ß
ファミリーの因子は，標的細胞で活性化する細胞内情報
伝達系の違いにより2群に大別できる．1つは，受容体に
よって転写因子Smad1, Smad5, Smad9（別名Smad8）をリン
酸化してシグナルを伝達する群で，他方は転写因子Smad2
とSmad3を活性化する 1, 2)．前者は，Bone morphogenetic 
protein （BMP）に代表される筋組織などで異所性骨誘導活
性を持つ因子であるのに対し，後者は TGF-ßやActivin A
などに代表され異所性骨誘導活性は示さない 1, 2)．
　いずれの群の細胞内シグナルも，受容体によってリン
酸化された転写因子Smad分子と共役因子であるSmad4の
三量体によって核内へ伝達される 1, 2)．Smadの三量体複合
体は，ゲノムDNAの標的配列を認識して結合し，遺伝子
の発現を制御すると考えられている．Smad1やSmad5は 
GGCGCCを含む標的配列に結合するのに対し，Smad3は
CAGA配列に結合する 1, 2)．このように，それぞれの標的遺
伝子が異なることが，TGF-ßファミリーの生物活性の違い
の原因と考えられている 1,2)．
　歯は，主に胎生期に上皮細胞と間葉系細胞の相互作用に
よって形成される器官の1つである 3 -5)．一連の歯の形成過
程は，さまざまな液性因子や細胞接着因子などによって制
御される．主に胎生期の歯胚形成の解析から，TGF-ßファ
ミリーの成長因子は，歯の形成を制御する重要な因子で
あることが明らかとなりつつある 3)．
　マウスを含む齧歯類の切歯は，出生後も持続的に形成さ
れる．これは，齧歯類の切歯には，出生後も幹細胞が存在
し，持続的な増殖とエナメル芽細胞を始めとする上皮系細
胞と，象牙芽細胞を含む間葉系細胞への分化が制御され
ていることを示す 3 -5)．このため，齧歯類の切歯は，胎生期
のみならず，出生後の歯の形成過程やその調節機構を解析
するための優れた実験モデルである．
　本研究では，出生後の歯の形成におけるTGF-ßファミ
リーの役割を解析する目的で，タモキシフェン投与依存的
に転写共役因子Smad4 遺伝子を欠失させることができる
遺伝子改変マウス（Smad4 cKO）の切歯を組織学的に解析
した．その結果，Smad4 cKOマウスは，エナメル芽細胞を

含む上皮細胞の分化と機能発現に異常を呈することが判明
した．

材料と方法

　本研究計画は，埼玉医科大学実験動物委員会によって
承認を受けた（承認番号2046）．生後10週令のSmad4f/ f; 
CAG-CreERtTg/ -マウスに，タモキシフェンを腹腔内投与
（40 mg/kg /日，5日間連続投与）した．初回投与から23日
後にマウスを安楽死させ，下顎，および切歯を摘出して以
下の実験に用いた．
　下顎の石灰化度と形態は，μCT装置（CosmoScan GX，
RIGAKU社）で解析した．下顎を4 %パラホルムアルデヒ
ドで固定した後，常法に従って4 mm厚のパラフィン切
片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色，ア
ザン染色，またはベルリン・ブルー染色を施した．また，
Smadの局在は，それぞれ，抗Smad4抗体（ウサギモノク
ローナル抗体，Abcam社），抗リン酸化Smad1 /5 /9 抗体
（ウサギポリクローナル抗体，Cell Signaling社），抗リン酸
化Smad2 /3抗体（ウサギポリクローナル抗体，SantaCruz
社）と，抗ウサギ抗体（ニチレイバイオ社）を用いた免疫染
色を行い，DAB基質キット（Vector Laboratories社）を用い
て可視化した．染色した切片は，顕微鏡BioRevo BZ-9000
（キーエンス社）を用いて観察した．

結　果

　コントロール群の切歯では，HE染色とアザン染色で，
未分化な幹細胞を含むと考えられるcervical loopから切歯
の先端に向かい，一列に並ぶ極性化したエナメル芽細胞
と，その外側の上皮細胞層が観察された．エナメル芽細胞
は，エナメル質形成に伴い徐々に極性化しながら分泌期か
ら成熟期へと分化し，さらに成熟過期へと移行した．一方，
Smad4 cKOマウスの切歯は，特に成熟期以降のエナメル
細胞を含む上皮細胞層の扁平や低形成を認めた．
　Smadタンパク質の免疫染色を行うと，Smad4は
Cervical loopの幹細胞だけでなく，エナメル芽細胞や象牙
芽細胞，歯髄等に広く認められた．Smad4 cKOマウスで
は，抗Smad4 抗体による染色性が低下しており，Smad4
の欠失を確認した．しかし，Smad4 cKOマウスにおいても，
リン酸化Smad1 /59 やリン酸化Smad2 /3 の局在に顕著な
変化は認められなかった．
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考　察

　本研究では，出生後の歯の形成におけるTGF-ßファミ
リーの細胞内シグナルの役割を解明する目的で，マウスで
タモキシフェン投与依存的にSmad4 遺伝子を欠失させて
切歯を解析した．Smad4 cKOマウスの切歯では，特に成熟
期以降のエナメル芽細胞とその外側に位置する上皮細胞層
の扁平と低形成が認められた．Smad4と複合体を形成する
転写因子であるリン酸化Smad1 /5 /9やリン酸化Smad2 /3
の量や局在は変化しておらず，歯の上皮細胞における表現
形質は，TGF-ßファミリー受容体によるSmadのリン酸化
ではなく，その下流で起こるSmad複合体による標的遺伝
子の転写機能の低下に起因すると考えられた．
　分泌期のエナメル芽細胞は，主にエナメル質の有機
質成分（アメロゲニンやエナメリンなど）を分泌するの
に対し，成熟期以降のエナメル芽細胞と上皮細胞層は，
エナメル質の石灰化を制御すると考えられている 6, 7)．
Smad4 cKOマウスの成熟後期以降のエナメル芽細胞と上
皮細胞層は，極性を失い扁平であったことから，エナメル
質の石灰化に異常を呈している可能性が考えられる．この
点を検証するために，今後，エナメル質の石灰化に重要な
有機質の分解に関わるプロテアーゼや，リン酸カルシウム
結晶の生成に重要なアルカリホスファターゼ等の発現量
の解析や，細胞のイオン輸送能等を詳細に解析する必要が
ある．
　出生後のマウスでSmad4遺伝子を欠失させたところ，
分化後期のエナメル芽細胞と周囲の上皮細胞の扁平化と低
形成を認めた．これは，Smad4を介したTGF-ßファミリー
の細胞内シグナルが，持続的な切歯の形成に重要な可能性
を示唆する．
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緒　言

　近年の分子生物学的研究により，悪性腫瘍のさまざまな
分子機構が解明されつつある．その中で多岐にわたる機能
を誘導するkey moleculeであるMYCに関わる研究は，現
在脚光を浴びている．
　MYCは増殖シグナルが入るとMYC関連分子であるMAX
（MYC-associated factor X）と互いの bHLHLZ（base helix-
loop-helix leucine zipper）ドメイン同士を介して結合し，
MYC-MAX複合体として標的遺伝子の制御領域上のE-box
（CANNTG）に結合し，転写因子として働く 1)（Fig. 1）．この

際通常，MYCの発現とMAXの発現は相関することが知ら
れている．
　我々は悪性リンパ腫の一亜型である，未分化大細胞型
リンパ腫（ALCL: anaplastic large cell lymphoma）の一部
において，MYCの発現があるのにも関わらず，MAXの
発現がみられないことを見出した（Fig. 2）．さらにIn vitro
においてALCLの細胞株でのMYC，MAXの発現を検討
したところ，症例と同様にMYCの発現があるにも関わら
ず，MAXの発現が抑制されていた．このことから，一部
のALCLにおいてMAXの発現抑制が恒常的に起きている
ことが示唆される．

平成 28年度　学内グラント報告書

ALCLにおけるMAX発現抑制機構の解明と予後解析

研究代表者　山下　高久　（医学部　総合医療センター　病理部）

(A)

(A)

(B)

(B)

Fig. 1. (A)非増殖期ではMAXはhomodimerを形成し，MYCの働きを抑制する．(B)増殖期ではMYCは
MAXとheterodimerを形成し，標的遺伝子のpromotor領域にあるE-Boxに接合し，転写をONにする．

Fig. 2. (A)MAXの免疫染色．MAXは非腫瘍性のリンパ球（白矢印）で発現がみられるが，腫瘍細胞では発現を
みとめない（黒矢印）．(B)MYCの免疫染色．MYCの発現は腫瘍細胞，非腫瘍リンパ球ともにみられる．
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　公共のデータベース（TCGA）を用いて多数の癌サンプル
でのMYC，MAXの発現を解析すると，その多くでMYC
の発現とほぼ相関するようにMAXの発現を認めており，
MAXの発現抑制はほとんどみられなかった．以上のこと
からALCLでのMAXの発現抑制所見は疾患特異的な変化
であることが示唆される．そのため，MAXの発現抑制の
機序を明らかにすることは，ALCLの病態メカニズムの一
端を解明するものと期待される．
　他の悪性腫瘍ではMAXの遺伝子変異によるMAXの発
現抑制やその予後との関連について報告があるものの 2, 3)，
悪性腫瘍におけるMAXの発現の調節機構はいまだ不明で
ある．
　本研究では，①ALCLにおけるMAXの発現抑制機構を
解明することを目的とし，さらに②ALCL症例において
MAXの発現の有無が予後予測マーカーとなりうるかを検
討する．

材料と方法

　In vitroの研究では，主にALCL細胞株を使用し，MAX
の発現抑制機構の解明を，In vivoでの研究では，ALCL症
例におけるMAXの発現の有無とその予後との関連につい
て検討した．
①ALCLにおけるMAXの発現抑制機構の解析．
　2種類のALCLの細胞株（K299, SUDHL-1）を用いて以下
の解析を行った．
A. Sanger sequence
　他の悪性腫瘍での検索では，MAXのエクソン領域の遺
伝子変異によってMAXの発現が消失しているという報
告がある．そこでALCLでも同様の機序によってMAXの
発現抑制している可能性を考え，2種類のALCLの細胞株
の細胞のDNA抽出を行い，MAXのエクソン領域のDNA 
sequenceを行った．
B. DNA脱メチル化剤の投与
　多くの悪性腫瘍ではDNAのメチル化やヒストン修飾に
よって遺伝子の発現が調節されることが知られている．そ
こでALCLでのMAXの発現抑制がDNAのメチル化による
ものかどうかを調べるために，ALCLの細胞株へDNA脱
メチル化剤を投与後にタンパクを抽出し，Western blot法
にてMAXの発現回復の有無の検討を行った．
②ALCL症例におけるMAXの発現の有無と予後との関連．
　ALCL症例におけるMAXの発現の有無を調べ，その発
現の有無と予後との関連について検討し，MAXの発現の
有無が予後予測マーカーとなりえるかを解析する．対象症
例は埼玉医科大学総合医療センターにて1990年から2016
年までにALCLと診断された17症例．すでに採取済みの生
検ならびに切除検体に対しMAXの免疫染色を行った．症
例をMAXの有発現群と無発現群に分け，その発現の有無
と予後との関連を統計解析ソフト（JMP®12.0.1）を用いて
検討した．本研究は埼玉医科大学総合医療センターの倫理
委員会にて承認済みである（No. 1267）．

結　果

①ALCLにおけるMAXの発現抑制機構の解析．
　2種類のALCLの細胞株に対し，MAXのエクソン領域
のDNA sequenceを行ったが，遺伝子変異は認めなかった．
公共のデーターベース（TCGA）におけるDNA sequenceの
結果も同じであり，遺伝子変異によるMAXの発現低下，
消失は否定的と考えられた．つぎに，DNA脱メチル化薬に
よるMAXの発現の回復の有無を検討したが，明らかな発
現の回復は認められなかった．In vitroでの解析は上述の
解析にとどまっており，研究期間内にMAXの発現抑制機
構の解明には至らなかった ．
②ALCL症例におけるMAXの発現の有無と予後との関連．
　ALCL17症例の患者背景は年齢の中央値は50歳，性別
は男性7名，女性10名，ALK陽性5例，陰性12 例，腫瘍
部位は皮膚7例，リンパ節4例，肺3例，消化管1 例，骨
髄1例，不明7例であった．血清IL-2Rは平均 3810 U /
ml（365-11700）で，LDHの平均は 240 IU /L（143-493）で
あった．予後解析を行ったところ，全ALCL症例の5年生
存率は約40 %であった．またMAXの発現の有無の2群間
に分けて予後解析したところ，5年生存率はMAX有発現
群，無発現群がそれぞれ42 %, 36 %（p=0.77）であった．両
群間で統計学的な有意差は認めなかったものの若干MAX
の無発現群のほうが予後は悪かった．

考　察

　ALCLにおけるMAXの発現抑制機構の解析を行ったが，
研究期間中にMAXの発現低下の原因の解明には至らな
かった．MAXの発現抑制の原因としてほかにMAXの発現
を調整する分子やmiRNAを介した発現抑制の文献報告が
あり2, 5)，それらの文献を参考に今後もMAXの発現抑制機
構の解明にむけて研究継続予定である．
　またALCL症例におけるMAXの発現の有無と予後解析
を行ったところ，統計学的な有意差は得られなかったもの
の，MAX無発現群のほうがやや予後が悪かった．このこ
とから，ALCLではMAXは他の報告と同様に癌抑制遺伝
子としての働く可能性があることや 2)，その発現の有無が
予後予測マーカーとなりうる可能性が示唆された．今後も
症例を増やして検討していく予定である．
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緒　言

　プロテアソーム阻害剤であるボルテゾミブなどの分子
標的薬の登場によって多発性骨髄腫骨髄腫の治療成績は
飛躍的に改善したがいまだ根治に結びついておらず，一
旦ボルテゾミブに対して耐性を獲得すると種々の治療も
無効であり予後は著しく不良である．他の腫瘍の同様に
多発性骨髄腫においても多発性骨髄腫幹細胞（MMSCs）
の存在がいわれており多発性骨髄腫根治のためにはこの
MMScを駆逐する新たな治療戦略の構築が必要と考えら
れる．しかし，多発性骨髄腫の腫瘍幹細胞の細胞表面マー
カーは定まっておらず腫瘍幹細胞の分離は容易ではない．
以前，我々は正常造血幹細胞の増殖に重要であるアダプ
ター分子のLnkに着目し，慢性骨髄性白血病（CML）に対
するLnkの役割に着目し研究を進めてきた．この研究のな
かでわれわれはLnkがCMLの増殖を抑制し，その機序と
してBcr /Abl蛋白を標的としていないことを見いだした
（Tabayashi T,et al.Blood 2010;116:3406）．CMLの腫瘍幹細
胞の生存はBcr /Abl蛋白に依存していない可能性が言われ
ていることから，Lnkが腫瘍幹細胞の駆逐に有望である可
能性が示唆された．また，我々は様々な正常幹細胞や腫瘍
幹細胞の恒常性の維持に重要な役割を果たしているWnt /

-catenin経路に着目し，この経路の多発性骨髄腫細胞に対
する働きを検討した．多発性骨髄腫細胞においてもWnt /

-catenin経路が活性化しておりこの経路の阻害によって
多発性骨髄腫細胞の増殖を抑制しアポトーシスが誘導さ
れることを見いだした（Tabayashi T, et al. 56th ASH Annual 
Meeting and Exposition, San Francisco）．このように多発性
骨髄腫のMMSCsに対する治療戦略構築において正常組織
の幹細胞や腫瘍幹細胞で重要な役割を果たしている分子
に着目することが重要と考えられる．そこで，我々は種々
の腫瘍幹細胞の増殖において重要な役割を果たしている
TOPK（T-lymphokine-activated killer cell- riginated Protein 
Kinase）に着目し，多発性骨髄腫細胞に対する効果を検討
した．

材料と方法

1. 多発性骨髄腫細胞株（U266, RPMI8226, MM1S, KMS- , 

PM- ）を用いて，TOPK阻害薬であるHI-T PK-
を添加し細胞増殖に対する効果をMTS assayを用いて調
べた．また，ボルテゾミブ耐性の細胞株であるKMS-
BTZ, PM- T に対する効果も同様に検討した．

. HI-T PK- の多発性骨髄腫細胞に対する作用機序の
解析をアポトーシスアッセイ法，ウェスタンブロット
法を用いて検討した．

結　果

1. 多発性骨髄腫細胞株においてHI-T PK- はいずれの
細胞増殖を抑制し，その効果は用量依存性，時間依存
性であった．さらに，HI-T PK- はボルテゾミブ耐性
多発性骨髄腫細胞の細胞増殖も用量依存性，時間依存
性に抑制した．

2. アポトーシスアッセイではHI-T PK- によって，ボ
ルテゾミブ耐性か否かに関わらず多発性骨髄腫細胞に
アポトーシスの誘導が認められた．

. HI-T PK- の多発性骨髄腫細胞に対する作用機序の
解析において，HI-T PK- はTOPKの標的蛋白である
Erkのリン酸化を抑制し，c-Myc蛋白の発現を抑制した．

考　察

　TOPK阻害によってボルテゾミブ感受性の多発性骨髄腫
細胞だけではなく，ボルテゾミブ耐性の多発性骨髄腫細胞
の増殖が抑制された．TOPKは多発性骨髄腫に対する治療
の有望な標的となりうる．
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緒　言

　悪性腫瘍の治療は，手術療法，化学療法，放射線療法の
3つを中心に発展を遂げてきた．中でも化学療法は，分子
標的治療薬の出現，免疫チェックポイント阻害薬の開発な
ど目覚ましい発展を遂げている．
　これらとは異なる機構のひとつとしてエピジェネティ
クスに関連する機構が注目されているが，その主たる機
構はメチル化とヒストン修飾である．ヒストン修飾におい
て，ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬（Histone Deacetylate
（HDAC）inhibitor）はその代表である．
　ヒストンは，DNAの3次元構造を司るタンパク質であ
り，アセチル化および脱アセチル化によりDNAの転写を
制御している．癌細胞ではしばしば過剰な脱アセチル化が
起こっており，がん抑制遺伝子など，そのものに異常がな
くとも作用が妨げられている状態にあることが分かって
きた．HDACは単なる脱アセチル化酵素としてだけでな
く，細胞内で転写調節に関わるタンパク質と複合体を形成
することにより，遺伝子発現調節に深く関わっている．ヒ
ストン脱アセチル化酵素阻害薬は，この点に注目した分子
であり，発現抑制された遺伝子の発現を促進させる作用を
持っている．
　HDAC inhibitorは4つClassに分類することが可能で
ある．1 つ目はヒドロキサム酸（Hydroxa-mate）であり，
自然界でHDAC阻害作用をもつ物質として最初に発見
されたTrichostatin A（TSA）や，その構造アナログである
SAHA（Suberoyl anilide hydroxamic acid, Vorinostat）が こ
の群に含まれる．SAHAは，HDAC inhibitorとして初め
てT細胞リンパ腫に臨床応用された．日本でも2011年に承
認申請され現在に至っている．2つ目はCyclic peptideで，
Depsipeptide（FK228）が該当する．大腸がん，乳がんなど
の固形癌だけでなく，慢性リンパ性白血病や急性骨髄性白
血病に対して第Ⅰ相試験が行われ，腎細胞がん，肺がんに
対しては第Ⅱ相試験が行われている．3つ目は脂肪酸であ
り，その代表はバルプロ酸である．主としてATRAやエピ
ルビシンなどとの併用による第Ⅰ相試験が行われている．
そして4つ目は，benzamideである．この後も，次々に新
薬が開発され，代表的なものを挙げれば，Romidepsinや
Belinostatが皮膚T細胞リンパ腫や末梢性T細胞リンパ腫に

対する治療薬として臨床応用されている．
　Brunettoらは，HDAC inhibitorの一つであるResminostat
の第Ⅰ相試験について報告した 1)．固形がん患者19名に
対して100 mgから800 mgまでの5段階で投与を行ったと
ころ，800 mgでは，Grade3の嘔気・嘔吐，Grade2の肝
酵素上昇が1人にみられたため，第Ⅱ相試験の推奨用量
は600 mgであると結論付けている．日本人患者における
データは，Kitazonoらが報告しているが 2)，疾患は大腸が
ん，膵がん，肺がんなどの固形がん患者であり，400, 600, 
800 mgの3段階での投与を行った．リンパ球減少，血小
板減少，好中球減少などが見られたものの，dose limiting 
toxicitiesの発生はなく，日本人での推奨用量は800 mgで
あると結論付けている．
　HDAC inhibitorを用いた臨床試験は，第Ⅰ相試験も含め
ればすでに200を超えている．しかし，婦人科がん領域に
限定した研究はなく，基礎的な研究を行い，第Ⅱ相試験に
発展させることは大いに意義があると考える．
　本研究では子宮体がん，および卵巣がん細胞株に対して，
HDAC Inhibitorでどの程度の用量で細胞死が誘導できるか
を検討する．とくに卵巣がん細胞株では，異なる組織型の
細胞株を利用して，効果に違いがあるかどうかも検討する．
HDAC inhibitorに対する卵巣癌細胞株のviabilityを測定
する．また，患者から得られた手術摘出検体，腹水などの
細胞から初代培養細胞を利用し 3)，それらに対してHDAC 
Inhibitorがどの程度効果を表すかを検討する．その検討を
通して，初代培養細胞を用いた婦人科がんにおけるHDAC
阻害剤の効果予測因子の探索を行う．さらに抗原賦活効果
や抗原提示作用などに関しても検討し，免疫療法との併用
の可能性を探る．

材料と方法

1) 細胞株を用いたHDAC Inhibitorの効果判定
　培養細胞を用いた基礎実験においては，複数の細胞
株に対して，それぞれ異なる用量のHDAC Inhibitor 
（vorinostat）を作用させ，用量反応曲線を用いて，至適
用量を決定する．細胞死の判定については，吸光度を
用いたMTS assayもしくはMTT assayにより行う．

2) 初代培養細胞を用いたHDAC inhibitorの効果判定
　文書によって同意の得られた患者から，手術摘出検体
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図 1. 細胞株におけるvorinostatの細胞障害性．

図 2. 患者由来初代培養がん細胞におけるvorinostatの細胞障害性．

もしくは腹水などの細胞から初代培養細胞を利用し，
HDAC inhibitor（vorinostat）を作用させ，細胞障害効
果を測定する 1)．と同様細胞死の判定についてはMTS 
assayもしくはMTT assayを行う．

3) HDAC阻害剤の免疫活性作用の検討
　患者由来細胞にvorinostatを作用し，24時間後に細胞
を回収し，total RNAを抽出する．qRT-PCR法にて
HLA-classⅠ/Ⅱなどの抗原提示能，IDO（Indoleamine-
pyrrole 2,3-dioxygenase），PD-L1などの抑制性の免疫
やNKG2DなどのNK細胞活性に関連する分子について
遺伝子発現の変動を検討し，HDAC阻害剤の免疫原性，
免疫抑制解除および自然免疫増強を評価し，免疫治療
との併用についての基礎的な検討を行う．

結　果

1) 婦人科癌細胞株におけるHDAC阻害剤の細胞障害性
　卵巣癌細胞株SKOV-3, KOC-7C, OVCAR-3 及び子宮
体癌細胞株HEC-1-Aを用いてvorinosatatを種々濃度
で添加し，72時間後の細胞障害性をMTS法にて評
価した．図1に示すように，いずれに細胞株において

のvorinostatによる細胞障害性を認めたが，SKOV-3, 
KOC-7C, HEC-1-AのIC50が5 uM以下なのに対して，
OVCAR-3ではIC50が20 uM以上であった．このこと
からvorinosatatに対して感受性の高い婦人科がん細胞
株と低い婦人科がん細胞株が存在することが明らかに
なった．

2) 婦人科癌患者由来初代細胞におけるHDAC阻害剤の細
胞障害性

　6例の卵巣癌患者及び2例の子宮体癌患者手術検体を
メスで細切しディスパーゼ及びDNaseⅠを添加し，
100, 70, 40 umのセルストレーナーに順に通した後に，
EpCAM陽性細胞をマグネットビーズを利用して分離
し，コラーゲンⅠでコーティングしたプレートで培養
し，種々の濃度のvorinostatを添加し72時間後にMTS
法にて細胞障害性を評価した．図2に示すように，卵巣
癌ではvorinostatに感受性の症例から，ほとんど細胞障
害性を示さない抵抗性の症例まで幅の広い反応性が確
認できた．一方子宮体癌は2例のみの検討であるが，い
ずれもvorinostatに対しては感受性が比較的低かった．

3) HDAC阻害剤による免疫関連遺伝子の変動
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　5例の患者由来の初代卵巣癌細胞にvorinostatを作用
させ，24時間後に遺伝子発現の変動を検討した．図 3

に 示 す よ う に，MICA /B, HLA-classⅡ分 子, CD40, 
OX40Lの発現を上昇させることが明らかになった．こ
のことはHDAC阻害剤添加により，腫瘍細胞がMICA /

B, ULBPを介してNK細胞を活性化させるだけでなく，
HLA-classⅡ, CD40, OX40Lの発現増強により，腫瘍
に存在する腫瘍抗原の提示能を強化する可能性が示さ
れた．

考　察

　卵巣癌及び子宮体癌の細胞株及び患者由来初代培養がん
細胞を用いて，HDAC阻害剤であるvorinostatの細胞障害
性及び免疫関連の遺伝子変動を検討した．Vorinostatは単
剤で婦人科がん細胞に細胞障害性を示すことが，細胞株及
び患者由来初代細胞で確認できたが，その感受性にはかな
り幅があることが明らかになった．症例をさらに追加する
必要があるが，その原因は現時点では明らかでない．今後
は感受性株及び抵抗性株の遺伝子発現を網羅的に比較し

図 3. 患者由来初代培養がん細胞におけるvorinostatによる免疫関
連遺伝子の変動．

て，細胞障害性を予測できるようなバイオマーカーの確立
が必要となると考えられた．症例数は少ないが今回の検討
からは子宮体癌よりは卵巣癌がvorinostatの良いターゲッ
トになる可能性が示唆された．
　Vorinostatを作用させることにより，種々の免疫関連の
遺伝子変動が確認できた．今回のデータからは，vorinostat

により腫瘍がプロフェッショナルな抗原提示細胞と類似
した分子を発現し，NK細胞を及びT細胞の両方を活性化
することが示唆された．つまりT細胞がエフェクターと考
えられる免疫チェックポイント阻害剤との併用に大きな力
を発揮する可能性がある．HDAC阻害剤は単剤での抗腫瘍
効果に加え，免疫療法との相乗効果が期待でき，今後の婦
人科癌治療に非常な重要な役割を示す可能性が示された．
さらなるデータを積み重ね，婦人科がん治療への応用が
待たれる．
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　エストロゲン受容体（ER）陽性の乳がん，子宮体がんは，
ホルモン依存性の増殖を示すことが知られている．近年，
がんの増殖やエストロゲン作用と代謝との関連が注目さ
れている1)．なかでも，ミトコンドリアは細胞の呼吸反応
によってエネルギー（ATP）を産生する重要な細胞内小器
官である．一方，低酸素状態では，細胞は細胞質で行わ
れる嫌気的解糖系（グルコースから乳酸を生成）によって
ATPを産生している．しかしながら，がん細胞では，酸素
の存在する状態においても，嫌気的解糖系が増加している
こと（Warburg効果）が知られている2)．がん細胞は増殖や
細胞活動に大量のエネルギーを必要とするが，なぜ効
率的なエネルギー産生系であるミトコンドリアの酸化
的リン酸化を使わずに，解糖系を使用するのかは完全
には解明されていない．しかしながら，その理由とし
てがん細胞の増殖に伴う虚血による低酸素の環境に抵
抗するため，もしくは，TCA回路ならびに酸化的リン酸
化に関与する遺伝子の変異などにより，ミトコンドリア
の機能が低下していることなどが考えられている．近年の
標識グルコースの取り込みをイメージングするPET検査
により生体でもがん細胞はWarburg効果を示すことが有
力視されている．一方で，PET検査で検出されない腫瘍も
存在し，がんのミトコンドリアにおける呼吸機能障害は
稀でがんの産生するATPの多くの部分はミトコンドリア
由来であることも報告されており3)，がん細胞においても
ミトコンドリア機能の重要性が見直されつつある．また，
解糖系が亢進するのは腫瘍細胞というよりむしろその周
囲の間質細胞であり，それに由来する代謝産物が腫瘍細
胞に取り込まれ栄養素になるという，リバースWarburg効
果の仮説もあり4)，がんと代謝制御については未解明の問
題が多い．
　我々は女性ホルモンであるエストロゲンの乳がん，子
宮体がんにおける役割の解明と診断・治療への応用を目
指し，ERならびにエストロゲン応答遺伝子の発現機能解
析を進めている．特に，エストロゲン応答遺伝子につい
て，独自に複数同定してきている5-7)．なかでも，COX7RP
はミトコンドリアに存在する呼吸鎖スーパー複合体形成
を促進する因子であることを世界に先駆けて発見した 8)． 
　ミトコンドリア内膜における呼吸鎖複合体の存在様式
と作用モデルに関しては，これまでは，それぞれの複合
体が内膜上で個別に拡散するように存在した流動モデル

が考えられており，電子は複合体間を偶発的に行き来し，
電子伝達に伴って最終的にATPの合成を行うことが想定
されていた．
　しかしながら，近年の膜タンパク質の立体構造解析技
術の向上により，Ⅰ//Ⅲ/Ⅳ複合体同士が結合して大きな
超複合体を形成していることが提唱され，レスピラソー
ムモデルと呼ばれている9)．これらの中間的なモデルとし
て，単体で存在する複合体と中間的に複数の複合体が結
合して超複合体（Ⅰ/Ⅲ/Ⅳ, Ⅰ/Ⅲ, Ⅲ/Ⅳ）を形成するもの
とが共存し，環境に応答して超複合体の結合，解体など
が行われているという仮説が注目されていたが，超複合
体の形成，制御因子は長く明らかにされてこなかった．こ
のメカニズムはエネルギー代謝制御と密接に関連すると
想定され，申請者らはCOX7RPが，未解明であった超複
合体形成因子であることを世界に先駆けて発見し，報告
した．COX7RPはこのメカニズムにより呼吸活性を高め，
ATP産生量を増加させることを見出した．
　また，COX7RP遺伝子改変マウスを作製解析し，
COX7RPは生体では筋肉におけるエネルギー産生なら
びに褐色脂肪組織（BAT）での熱産生に重要な役割を担っ
ていることを明らかにした．
　一方で，Cox7rpノックアウト（Cox7rpKO）マウスは糖
負荷試験において，野生型（WT）マウスと比較して血糖
値が低く抑えられていることが明らかになった．また，
ピルビン酸注射後に糖新生によって上昇する血糖値が
Cox7rpKOマウスでは低下することが認められた．さら
に，Cox7rpKOマウスの肝臓において，ミトコンドリア
呼吸鎖スーパーコンプレックス（Ⅰ+Ⅲ+Ⅳ）の形成に関与
する複合体ⅢのサブユニットであるRISPおよび複合体Ⅳ
のサブユニットであるCOX1の割合が減少するとともに，
ミトコンドリアにおけるATP合成速度が低下しているこ
とが明らかになった．これらの結果は，COX7RPが関与
するミトコンドリア呼吸反応がグルコースの生体内恒常
性に重要な役割を果たし，その障害が代謝性疾患の病態
につながることを示唆している．
　以上の知見より，COX7RPが関与するミトコンドリア
呼吸鎖スーパー複合体の制御が代謝制御と密接に相関し
ていることを示唆しており，ホルモン依存性がんにおい
ても代謝制御に関わる新しいメカニズムを担っている可
能性が想定された．
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2）城西大学　薬学部

緒　言

　脳卒中（脳虚血）は高齢者の寝たきりになる主原因
となっている．脳において虚血性の障害が生じた場
合，短期間ではその後に起きると考えられる重篤な
虚血性傷害に対する保護作用が誘導される．これは
プレコンディショニング（PC）により誘導される神
経虚血耐性として知られている．この耐性因子の候
補としてVinay K. Dhoddaらは，プロテオミクス解
析によりラット脳において虚血耐性前処理により誘
導される内因性メディエーターを推測した．この研
究結果において，HSP70，HSP27，HSP90，グアニ
ル酸シクラーゼ，muskelin，血小板活性化因子受容
体，および -Actinの発現増加が認められたとされ
ている1)．また，Patrick eleらは，脳虚血処置の前に
Peroxisome proliferator-activated receptor（PPA ）
アゴニスト（Atorvastatin， enofibrate）投与による
神経保護療法を行い，虚血処置後の脳のプロテオー
ム解析を行い，結果として， 4- -  protein，T C-4 
pro te in，Pro te in  Disu l f ide  I somerase  A（PDI），
HSP70が PPA アゴニストAtorvastatinの投与により
発現量が増大したことに注目した．特にPDIの過発現
が PPA アゴニストであり前投与により顕著に抑制さ
れた事から治療のターゲット因子として重視した2)．
　ヒドロキシ桂皮酸誘導体の 1つであるフェルラ酸
（ A）は，抗認知症作用を持つ物質として報告されて
おり )，血管保護作用も期待されている．岡崎，坂本ら
は，ヒドロキシ桂皮酸類であるシナピン酸（SA）の誘
導体を数種類設計・合成し，その 1つである AD
の連続投与が，両側総頸動脈結紮をした低灌流脳虚
血モデルラットの生存率を上昇させ，脳障害を軽減さ
せる作用があることを見出した．今回我々は，これら
の脳虚血モデルラットを用い A投与群， AD 投
与群，非投与群に関して，脳の海馬，大脳皮質，血管
等の部位を主としたプロテオーム解析を遂行すること
により，将来的に治療目的の基盤となることを目指し

て脳障害の軽減作用の根底にある分子メカニズムを検
討した．
　プロテオーム解析の結果， AD を投与した群
に，リン酸化を受けていない可能性のある蛋白質ス
ポットがみとめられ， lyal fibrillary acidic protein
（ AP）であると同定された．また， A群， AD 群
におけるHSP70， -Actin，Actin cytoplasmic 量的
増加がみられ，これは報告されている結果1, 2)と一致
していた．

材料と方法

　10週齢の雄SDラットを用いて脳虚血実験を行った．
ラットは Sham群（擬似手術），2VO群（両側総頸動脈
を 永 久 結 紮 ）， A群（  mg kg A投与），AD
群（ m g k g  A D 投与）の4群とした．A，及び

AD は， .  Carboxymethylcellulose（CMC）で
溶解し経口投与した．24 時間後，イソフルラン麻酔
下でラットの両側総頸動脈を永久結紮し，2VOモデ
ルを作製した．Sham群は，総頸動脈結紮以外を同様
に処置した．処置後，ラットを解剖し，海馬・皮質を
摘出し，液体窒素で凍結後，－80 ℃の冷凍庫で保存
した．
　プロテオーム解析は，各サンプルより可溶性蛋白
質を抽出し，二次元電気泳動を行った．二次元電気泳
動装置は，Auto- D（SHA P社製 M- ）を用いた．
1次元目の I チップは pH勾配 ～10，2次元目の
SDS-PA チップはゲル濃度 12.5 ％（ゲルサイズ
70×45mm）を使用した．泳動条件は装置に設定され
ている推奨プロトコルを使用した．蛋白発現量の解析
には PD uest（ I - AD社製）を用いた．蛋白スポッ
トの発現差異がみとめられた蛋白スポットについて
ゲルから切り出し，トリプシンによるインゲル消化
を行った．インゲル消化法は，近藤ら（国立がんセン
ター）のプロトコルを用いた．蛋白スポットの消化物
は，飛行時間型質量分析装置（MALDI-T -MS，島津
社製：A IMA-C ）を用いて分析し，Masco t  Sea rch
により PMF（Peptide Mass ingerprint）検索を行っ
て目的スポットの蛋白質の同定を行った．

平成 28年度　学内グラント報告書

新規シナピン酸誘導体による虚血性脳障害の予防作用：分子メカニズムの解明

研究代表者　廣澤　成美　（医学部　中央研究施設　機能部門）
研究分担者　坂本　安 1)，坂本　武史 2)，岡崎　真理 2)
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結　果

　各群より抽出した海馬の可溶性蛋白質の 2次元電気泳動
画像（図1）により，蛋白のPIが塩基性側にシフトしたSpot 
が見られた．Spot について蛋白質の同定解析を行った結
果， lial brillary acidic protein（ AP）と同定された．今
回の実験結果では AD を投与した群（図1．）のSpot は
4群のゲルで最も塩基性側に位置し，リン酸化を受けてい
ない可能性がある．また，Sham群，2VO群と比較し，A群，

AD 群は，HSP70（Spot ）， -Actin（Spot 6），Actin 

cytoplasmic （Spot 4）の量的増加がみとめられた（図1．B，
C，D，）．同定した蛋白スポットの結果は，表1に示した．
量的変動が見られなかった蛋白スポットも含め，21スポッ
ト（17種）の蛋白質を同定した．
　いくつかのスポットは泳動ゲル上と，データーベース検
索によりハイスコアで同定された蛋白質の分子量とPI値
に差がみられたが，同定されたアミノ酸の全配列を調べる
と，蛋白質の一部分が欠落しており，そのため分子量やPI
値が変動したと考えられた．

図 1. 海馬より抽出されたタンパクの D-PA 画像　A  Sham群，pI - ，12.5 %ゲルの全体像　B～  
Aの四角に相当する部分の各群の拡大　  Sham群　C  投与群　D  A投与群　  AD 投
与群．

表 1. 海馬より抽出された D-PA ゲルより同定された蛋白
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考　察

　今回の結果により，Spot として同定された， AP
はグリア細胞にMa orに発現し，アレキサンダー病等
の神経系の病気の原因蛋白であることが知られている．
また，低酸素による脳障害時に APのリン酸化が生じ
細胞死に至るとの報告が近年されているが，そのメカ
ニズムは不明である 4)．今回，血管保護作用が期待され
ている A群よりも，さらに， AD 群はリン酸化を受
けていないことから，脳障害時の細胞死を防いでいる可
能性が見いだされた．これは，岡﨑，坂本らが見出した
脳障害を軽減させる作用のメカニズムの解明につながる
ものと期待された．同様に， A群， AD 群における
HSP70， -Actin，Actin cytoplasmic の量的増加がみ
とめられ，これまでに研究報告 1, 2)と同様の結果が得ら
れた．
　従来のプロテオーム解析は，ラージゲル （240 ×
180 mm）を用い，ゲル 1 枚あたり，1 mgの蛋白を用い，
泳動には数日を要していたが，本研究で使用した 2 次元
電気泳動装置Auto- D（SHA P社製 M- ）は，ミニ
ゲルに対応しており，従来の 1 / 20～ 1 / 10 と少ない蛋
白量で検出でき，泳動時間は 2 時間 分である．また，
CBB染色（蛋白量：100 µg / gel）で識別可能な蛋白スポッ
トに関しては，通常のサンプルプレートを用いたPMF解
析による蛋白同定が可能であった．
　今回CBB染色に用いたサンプルを，より微量の蛋白量
で染色可能な蛍光染色（SYP  uby）を行い，ディファ
レンシャル解析を行ったところ，より多くの蛋白スポッ
トが検出され，量的変動のみられるスポットも確認さ
れた．しかし，蛍光染色（蛋白量：10 µg / gel）のゲルス
ポットは，1スポットあたりの蛋白も微量であるために，
MALDI-T -MS解析を行うためには，濃縮サンプルプ
レート使用や，高感度検出に利用可能な，マトリックス
物質（CHCA-Cl）5)の選択などの分析手法の検討が必要と
思われ，現在，複数のマトリックス物質についても検討
を加えている．今後，さらに発現差異のみられた微量蛋
白の解析を遂行し， AD 投与による脳障害の軽減作
用の分子メカニズムの解明を進める．

謝　辞
　本研究は平成 28 年度学内グラントの助成を受けて行わ
れたものであり，ここに深謝いたします．
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緒　言

　地球の自転によって作り出される24時間周期は，地球
上の殆どすべての生物の体内に概日リズム機構として取り
込まれ，哺乳動物では行動，睡眠覚醒，ホルモン分泌，循
環機能，代謝などの24時間周期で繰り返される様々な生
体機能のプログラムの元になっている．概日リズムは，臓
器や細胞レベルでも発現していることが時計遺伝子の24
時間の発現を解析することで明らかになってきた．時計
遺伝子であるCry1，Cry2のダブルノックアウトマウスに
おいては，行動リズムや，視交叉上核を分散培養した細胞
リズムは消失するものの，視交叉上核の細胞リズムは維持
されていることから，リズム発現は，個々の細胞レベルに
おけるリズム発現ばかりでなく，視交叉上核細胞間にみ
られるような細胞間ネットワークが，概日リズムの出現
と安定化に重要であることが明らかになってきている．実
際，Cry1，Cry2 のダブルノックアウトマウスを用いた細
胞間ネットワークの研究でも，視交叉上核の時計遺伝子の
リズム発現の振幅は，他の組織より高いことがわかってお
り，細胞間ネットワークに加えて，時計遺伝子のリズム発
現の振幅の両者が，時計の安定化に必要と考えられるよう
になっている．細胞間ネットワークについては研究が進ん
でいるが，リズム安定化の要素である概日リズムの振幅を
決定している因子やその分子機構，増強を起こす因子等の
解明は十分に進展していないのが現状である．
　概日リズムの振幅と密接に関係があることが古くから知
られている疾患に気分障害がある．気分障害の中で単極性
うつ病では，抑うつ感などの症状の日内変動，早朝覚醒な
どを特徴とした睡眠障害，デキサメサゾン抑制試験の反応
性消失，深部体温リズムの振幅低下など，概日リズムと関
連すると考えられる症状・病態が多く見られる．これらは
抗うつ薬による治療やECT（通電療法）によって改善する
ことが知られており，治療効果の発現と強く関係している
ことが示唆される．また，高度光照射療法や断眠療法など
も概日リズムと関連する治療法で気分障害に効果がある
ことが確認されている．抗うつ薬やECTの治療効果発現ま
でには 10日前後の日数を要することから，速効性のある
治療法の開発が求められている．これに対して高度照射療
法（光療法）や断眠療法は，効果発現までの期間が短いこ
とが知られており，概日リズムの調節を標的にした治療法

が，有効かつ速効性のある治療薬の開発に繋がるものと期
待される．特に光療法は，網膜の光受容体からのシグナル
が概日リズム中枢の視交叉上核神経細胞にあるグルタミン
酸受容体を直接刺激して時計遺伝子のリズム周期をリセッ
トして同調させる分子機構が解明されており，光療法の気
分障害に対する有効性の分子機構を解明する事は新しい気
分障害の治療法を見出す糸口になる可能性を秘めている．
また，気分障害の患者（躁うつ病）より採取した線維芽細胞
に時計遺伝子を発現させたところ，そのリズム発現の振幅
が低下していたとの報告があり1)，さらに，大うつ病の患
者死後脳のBmal1などの時計遺伝子の発現リズムが低下し
ていたとの報告もあり2)，概日リズム機能の不全を直接示
唆する知見として大変興味深くこの方面からのアプローチ
を一刻も早く開始することが必要である．

材料と方法

1) リアルタイム時計遺伝子発現解析
 プロモーター活性の変化をリアルタイムで測定可能な
実験系を確立している．35 mmディッシュで培養した
NIH3T3細胞に，Bmal1プロモーター下流にルシフェ
ラーゼレポーター遺伝子を連結したレポーターコン
ストラクト（Bmal1-dluc，Cry1-dluc）を，リポフェクタ
ミンを用いて導入し，16～20時間後にデキサメサゾン
刺激を行い，クロノス（アトー社）を使用してプロモー
ター活性の変化を，発光量の変化として継時的に計測
した．

2) ルシフェラーゼアッセイ
 レポーターとして，Bmal1，Per1，Per2，Cry1， ev- rb
のプロモーター領域をルシフェラーゼレポーターベク
ターに挿入したものを使用した．ルシフェラーゼアッセ
イはデュアルルシフェラーゼアッセイキット（Promega）
を用いて，メーカーの指示書に従って測定した．

3) ベクターコンストラクト
 時 計 遺 伝 子（Bmal1，Clock，Per1，Per2，Cry1，Cry2，

， ， ），p160 の哺乳類細胞発現用コン
ストラクトはCMVプロモーター発現プラスミドに挿入
したものを使用した．時計遺伝子プロモーターレポー
ターは，時計遺伝子（Bmal1，Per1，Per2，Cry1）プロモー
ターをルシフェラーゼレポーター（Promega）上流に挿
入したものを使用した．
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図 1. Bmal1プロモーターに対するp160の転写活性化作用．

図 3. Cry1プロモーターリズムに対するSRC-3の作用．

図 2. p160のBmal1プロモーターリズムの振幅増大作用．

結　果

1) 時計遺伝子プロモーターに対するp160の作用
 Bmal1プロモーターに対するp160の作用をルシフェ
ラーゼアッセイにより解析したところ，3種類のp160
を一過性にトランスフェクションするとプラスミド量
依存的に転写活性が増加した．（図 1）

2) 時計遺伝子プロモーターリズムに対するp160の作用
 Bmal1プロモーターレポーターおよびCry1プロモー
ターレポーターを，p160発現コンストラクトともに
NIH3T3細胞にトランスフェクションし，クロノスを
用いて継時的にプロモーターリズムを計測した．p160
の3因子は，Bmal1，Cry1プロモーターリズムの振幅を
増大させた（図 2）．この振幅がトランスフェクション
したプラスミド量に依存するか確認したところ，ト
ランスフェクション量に依存してCry1リズムの振幅が
増大した．（図 3）

考　察

　主要な哺乳類の時計遺伝子にはPer1，Per2，Cry1，Cry2，
Bmal13)，Clockがあり，これらの転写因子が作る転写・翻
訳のネガティブフィードバックが，約24時間周期の概日
リズムを生み出している．この約24時間の転写・翻訳機
構は，概日リズム性発現を示す，いわゆるアウトプットに
当たる遺伝子の転写も同時に行っており，これらの遺伝子
は時計制御遺伝子（clock-controlled genes: CCG）と呼ばれ
ている．Clock遺伝子を除く時計遺伝子は，発現臓器にも
よるが，概日リズム性の発現を示すことが多く，その遺伝
子は転写レベルで概日リズム性の発現制御を受けている．
抑制系の時計遺伝子であるPer1，Per2，Cry1，Cry2のプロ
モーター領域にはE-boxと呼ばれる転写因子結合領域があ
り，この配列にBMAL1とCLOCKがヘテロ二量体となっ
て結合し，これら抑制因子の転写を活性化している．一方，
促進系の転写因子であるBmal1のプロモーター 4 -6)には
ROR-REがあり， などの核内受容体が結合する．抑
制系と促進系の時計遺伝子は，このような転写調節機構に
よって，1日の内で 12時間毎の交互に転写が活性化される
制御を受けている．
　概日リズムを発振するシステムは哺乳類の細胞に存在
し，細胞に概日リズム周期を生み出しているとともに，
多くの概日リズム性発現をする遺伝子の発現制御を行っ
ている．そのため，時計遺伝子リズムが失われ，あるい
は減衰することは，概日リズム発振が失われるばかりで
なく，CCGのリズム発現にも大きく影響を受けるものと
考えられ，リズム発振やとりわけリズムの振幅を制御し
ている分子メカニズムやその制御に関わる分子を解明する
ことが重要な課題となっている．
　本研究では，リズムの振幅の制御機構の解明を目指し
て，振幅制御因子の探索を行い，候補因子について機能
解析をおこなった．リアルタイムで時計遺伝子リズムを解
析可能なクロノスで解析したところ，p160因子3種類は
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時計遺伝子プロモーターに対していずれも振幅増強傾向
を示すことが明らかになった．ルシフェラーゼアッセイに
よっても，これらの因子は時計遺伝子プロモーターに対し
て，転写活性を増加させる傾向がみられた．今回の結果か
ら，p160は時計遺伝子転写リズムの振幅増大に関連する
因子であることが明らかになった．現時点でのp160の時
計遺伝子転写リズムの振幅増大のメカニズムのモデルは，
図 4に示している．少なくともp160はBmal1プロモーター
の転写活性化を行い，それがルシフェラーゼアッセイの結
果から， を一部介している作用である可能性が示唆
された． などの時計遺伝子とp160が核内で結合し
てp160のアセチル化酵素が作用して時計遺伝子による転
写を活性化し，しかもそれがリズム周期と連動して起こっ
て振幅の増大を起こしている可能性がある．また，p160

の中には時計遺伝子のBMAL1と直接結合する可能性もあ
り，これが抑制系の転写リズムの振幅を増大させているこ
とも考えられ，検討を要する事項である．

謝　辞
　p160発現コンストラクトは埼玉医科大学ゲノム医学研
究センター黒川理樹博士より供与を受けた．Per2プロモー
ターレポーターコンストラクトは産業総合研究所の中島芳
浩博士より供与を受けた．

参考文献

) Yang S, an Dongen HP, ang K, errettini , u an M. 
Assessment of circadian function in broblasts of patients 

図 4. p160による時計遺伝子プロモーター振幅増大のメカニズム
モデル．

with bipolar disorder. Mol Psychiatry  4  4 -
2) Li JZ, Bunney BG, Meng F, Hagenauer MH, Walsh DM, 

et al. Circadian patterns of gene expression in the human 
brain and disruption in ma or depressive disorder. Proc 

atl Acad Sci  S A   - .
) Ikeda M, omura M. cD A cloning and tissue-specific 

expression of a novel basic helix-loop-helix /PAS protein 

(BMAL1) and identification of alternatively spliced 

variants with alternative translation initiation site usage. 
iochem iophys es Commun   - 64.

4) Hida A, Koike , Hirose M, Hattori M, Sakaki Y, et al. 
The human and mouse Period  genes  ve well-conserved 
E-boxes additively contribute to the enhancement of 

mPer  transcription. enomics  6  4 - .
5) Noguchi T, Michihata T, Nakamura W, Takumi T, Shimizu R, 

et al. Dual-color luciferase mouse directly demonstrates 
coupled expression of two clock genes. iochemistry 

 4  - 6 .
6) Yu , omura M, Ikeda M. Interactivating feedback 

loops  wi thin  the  mammalian c lock:  BMAL1 is 

negatively autoregulated and upregulated by CRY1, 

C Y , and P . iochem iophys es Commun 
  - 4 .

研究成果リスト

学会発表
1) 熊谷恵，千葉康，中島芳浩，池田正明．時計遺伝子の概
日リズム性発現の振幅とコアクティベーターの関与．
第23回日本時間生物学会学術大会　2016年11月12日 
名古屋

2) 池田正明，熊谷恵．時計遺伝子発見と進歩－発見20年
を振り返って．第 4回日本生理学会大会　 年3月
30日　浜松　招待講演

3) 池田正明，熊谷恵，中島芳浩．概日時計の分子機構シン
ポジウム「時間毒性学」～古くて新しい毒性学～　第44

回日本毒性学会学術年会　 年 月10日　横浜　招
待講演

4) Kumagai M, aka ima Y, Ikeda M. Role for p160 

coactivators in amplitude of circadian oscillation. 
Europian Biological Rhythms Society XV Cogress July 

30～August , , Amsterdam



130 埼玉医科大学雑誌　第 44巻　第 2号　平成 30年 3月

学内グラント  報告書

緒　言

　扁桃体は動物の情動を司る脳部位であり，特に恐怖・
不安やストレスなどの負の情動との関わりについて多く
の研究が行われてきた．古典的な恐怖条件付け実験では，
ネズミに音を聴かせながら電気ショックを与えると，翌
日には音を聴かせるだけで硬直状態に陥ることが確認さ
れている．そして硬直時間を計測することで恐怖記憶獲
得の程度を測る指標としてきた．またこの操作は扁桃体
外側核の錐体細胞と，聴覚情報を伝える視床由来の入力
線維との間に長期増強現象を引き起こすことが知られて
おり，この現象は恐怖記憶獲得の細胞モデルであると考
えられている．
　一般に記憶は獲得して以降に自由に想起できるように
するために，記憶を脳内に固定する必要がある．その際
に睡眠時における低周波の律動的活動（オシレーション）
が重要であることが示唆されている．実際，ノンレム
睡眠中の人間・動物の脳に1 Hz程度の周期的な電気刺
激を与えることによって海馬依存的な陳述記憶が向上
した，視床と皮質間で長期増強様の変化が生じたなどの
報告がなされている．一方，扁桃体では電気刺激による
記憶の増強の例はないが，錐体細胞がノンレム睡眠中で
のみ1 Hz程度の頻度で発火している，個々の扁桃体基底
外側核の錐体細胞が周辺の抑制性介在ニューロンから
0.1 - 3 Hzの周期的な入力を受け取っているなどの報告
がある．これらのうち，スライス標本上で観察された抑
制性入力のオシレーションは複数の錐体細胞間で同期し
ていて，発生・維持には外部ではなく内部の興奮性入力
を必要としている．最近，我々の研究室ではこのオシレー
ションが急性の断眠ストレス負荷によって減弱すること
を示してきた．この現象は in vitroのスライス標本で確
認されたものであるが，ストレス負荷直後のラットから
得た脳を使っているため，生体内でも同様の変化が起き
ていたと予想される．
　本研究ではラットの恐怖条件付け学習が，その前後に
おいて断眠ストレス負荷による扁桃体の抑制性オシレー
ション減弱を起こしていた場合に，どのような影響を受
けるのかを解析する．それによって扁桃体における遅い
オシレーションの生理的意義について考察することを試
みる．

材料と方法

　全ての実験は埼玉医科大学動物実験指針に従い，埼玉医
科大学動物実験委員会の承認を得て行われた．実験動物の
使用数は必要最小限となるように努めた．
　恐怖条件付け記憶学習の実験は3日間にわたって行わ
れる．まず初日，生後3～4週齢のラットをFear Condition実
験用ケージに入れ，3分間その環境に慣れさせた．その直後
に1 kHz・65 dB・10秒間の音を鳴らし，それを70～100秒
間隔で5回聴かせているときの様子をビデオカメラで撮影
した．2日目，ラットを再び実験用ケージに入れ，3 分間自
由に行動させた後に前日と同じ音を鳴らし，その9 秒後に
卓上型ショッカースクランブラーを使って 1 mA・1秒間の
電気ショックを与えた．この音と電気ショックの組み合わせ
を70～100秒間隔で5回繰り返した後，ラットを再び 3分間
自由に行動させた後で本来の飼育ケージに戻した（図 1）．そ
れから24時間後，実験用ケージとは異なる形・色・材質の
ケージにラットを入れて3分間自由行動させ，その直後に
10秒間の音を聴かせ，それを70～100秒間隔で5回繰り返
した．この音を聴かせている時の様子，特に10秒間のうち
硬直している時間は何秒かをビデオカメラで解析し，5回分
の合計硬直時間を恐怖記憶の獲得・固着率として定義した．
　また一部のラットは恐怖条件付け実験を行う前，あるい
は行った後のいずれかの時間に急性断眠ストレスを負荷
した．断眠ストレスは水深2～3 cmの水と，同じ高さの小
型プラットフォーム（直径4 cm程度）を設置した飼育ケー
ジにラットを午前中3時間（8:30～11:30）居住させることに
よって行った．なお断眠の後に恐怖条件付け学習を行う際
には，ラットを乾かすために本来の飼育ケージに10 分間
居住させ，それからFear Condition実験用ケージに入れた．
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図 1. 恐怖条件付け学習プロトコル．実験 2日目にラットをFear 
Condition実験用ケージに入れてからの時間の流れを図に示
す．音が鳴っている時間は灰色の長方形，電気ショックが起
きている時間は黒枠の長方形で示す．音の間隔は70～100秒
の中から無作為に決定される．初日，3日目はこのプロトコ
ルから電気ショックが除かれたものを使った．
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結　果

　ラットをFear Condition実験用ケージに入れて3分間自
由に行動させると，新規の環境に対して盛んに探索行動
を行っていた．具体的にはケージの壁に沿って歩行・走
行する・ケージの隅に鼻先を突き込みながらヒゲを盛ん
に動かして空間を認知する・後肢で立ち上がって垂直方
向を探索する・あるいは移動を停止してグルーミング（毛
づくろい行動）を行っていた．この行動傾向は10秒間の音
を聴かせている時にも変わらず観察された．一部の動物
は音の鳴り始めや鳴り終わった後に1秒程度の硬直を示
した．一方，電気ショック刺激による恐怖条件付け操作を
行った24時間後のラットを実験用ケージとは異なるケー
ジに入れると，やはり新規の環境に対する探索行動が観察
された．しかし3分後に条件付けに用いた音を聴かせると，
それまでの行動を止めて硬直する傾向を示した．この硬直
傾向は2回目以降の音を聴くことによってその時間が上昇
し，全体を通してみるとそこで頭打ちとなった．そして5
回分の合計硬直時間を算出し，初日に音を5回聴かせた時
の合計硬直時間と比較すると，有意に長くなっていた．
　次に恐怖条件付け学習と断眠ストレス負荷を同時に
行ったグループを解析すると，断眠を行ってから学習を経
験したラットでは有意差はないものの硬直時間が減少し
ていた．同様に，学習を行ってから断眠したラットも，硬

直時間が断眠を行っていないグループと比較して短くなる
傾向を示した．

考　察

　本研究の結果，扁桃体依存的な学習が急性の断眠ストレ
ス負荷によって妨げられる結果が得られた．また，断眠を
行うタイミングが学習の前でも後でも効果が同じだった．
このことから，断眠による扁桃体の抑制性オシレーション
減弱は記憶の獲得・固着を阻害する効果があると予想さ
れる．あらかじめ断眠を行っていたラットではオシレー
ションがすでに減弱しており，その直後に学習を行うと記
憶は固着しない傾向を示した．一方，学習の後に断眠による
オシレーションの減弱が起きた場合でも記憶の固着が起
きにくい傾向を示した．これは記憶の固着に重要な時間帯
において，オシレーションの大きさが充分とはいえないま
でに減弱したことが原因であると考察される．いずれにせ
よ，記憶の獲得・固着過程において扁桃体の遅いオシレー
ションが正常な大きさである必要があることが窺える．
　今後は恐怖条件付け学習を受けたラットや，学習と断眠
を受けたラットの扁桃体スライス標本を作成し，錐体細胞
や抑制性介在ニューロンの電気活動をパッチクランプ法
によって測定することを目指す．それを通して抑制性オシ
レーションの変化，抑制性入力を送っている介在ニュー
ロンの神経活動を詳細に調べる．
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Introduction

Methotrexate-induced lymphoproliferative disorders (MTX-

LPDs) are categorized as iatrogenic diseases and belong to 

the group of other iatrogenic immunode ciency- associated 
(OIIA) LPDs, as defined in the revised 4th edition of the 

World Health Organization’s classification manual for 

immunode ciency-associated LPD 1)
. Although the regression 

phenomenon is one of the specific features, suggesting 

a direct influence of MTX in LPD development
2)

, the 

underlying mechanism has not been clearly demonstrated. 

To investigate the clinocopathogenesis of MTX-LPD, we 

analyzed data from 62 patients with MTX-LPD In this study,

Methods

Patients
Data were collected from 62 patients with autoimmune 

diseases (ADs) who developed LPD and were treated at our 

institutions between 1995 and 2015.

Immunohistochemistry and in situ hybridization
All diagnoses were confirmed by immunohistochemistry 

performed on paraffin- embedded tissue sections, using 

selected members of a panel of monoclonal antibodies, as we 

previously documented
3)
. Tissue sections were tested for the 

presence of EBV by in situ hybridization, and for EBV early 

RNAs (EBERs), using the REMBRANDT Detection Kit 

(Zymed, San Francisco, CA).

Typing of HLA-A, B, C, DRB1, and DQB1
   Among 62 patients with MTX-LPD, we analyzed 25 

patients by the PCR-Luminex method. The frequency of 

each HLA allele and each combination was determined 

by referring to the database of an HLA laboratory that has 

studied HLA alleles from over 30,000 Japanese individuals
4)
.

Statistical analysis
The duration of underlying ADs was defined from the day 

of diagnosis with an underlying AD to the time of MTX 

withdrawal. verall survival S) was de ned as the interval 

between the time of MTX withdrawal and death from 

any cause or the last follow-up. Comparisons of HLA and 

histological data were made by performing Fisher’s exact test 

with EZR software (Tokyo, Japan)
5)
. Survival analysis and 

comparisons between groups were performed by the Kaplan-
Meier procedure, and the t-test was performed using EZR 

software.

Results

Clinical background of MTX-LPD
   Over the course of 20 years, 62 cases of LPD were recorded 

among patients with ADs at our institutions, all of which had 

been treated with MTX. The clinical features of all patients. 

The median age of patients at the time of LPD diagnosis was 

65.8 (range 39 -88) years. Twenty-one males and 41 females 

were included in this study. The basal ADs were RA (N = 59), 

psoriasis vulgaris (PV, N = 1), systemic lupus erythematosus 

(SLE, N = 1), and dermatomyositis (DM, N = 1).

  EBV, Epstein-Barr Virus; MTX, methotrexate; sIL-2, 

soluble interleukin-2 receptor; OS, overall survival.

We investigated the relationship between the clinical 

background and EBV infection (Table 1). Although age, 

the basal disease duration, and the median MTX dose 

administrated at the time of LPD development were not 

related to EBV infection, a strong association between EBV 

infection and the median MTX duration was observed. In 

addition, male dominancy, the involvement of the spleen, and 

C P were also signi cantly positive in  patients. ther 
clinical indicators such as the clinical stage (Ⅰ /ⅡorⅢ /Ⅳ), 

lung invasion, serum LDH, and sIL-  showed no signi cant 
differences.

To analyze the influence of EBV on LPD regression, we 

studied   patients and  ‒ patients (Table 1). 

A strong, signi cant association between  patients and 
MTX duration was indicated. Other positive data obtained 

from all patients were also observed in the regressive (Reg) 

group, although C P was not signi cant. Among the stage-I  
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patients in the Reg group, a tendency between EBV infection 
and lung invasion was observed. Among patients in the Non-

eg group, C P was signi cantly higher in  patients  
however, other factors did not show a signi cant association. 
Regarding the relationship between EBV infection and 
the three clinical patterns, no significance difference was 
observed between the Reg and Non-Reg groups

To investigate genetic factors　underlying MTX-LPD, we 
analyzed HLA alleles in 25 patients. We analyzed samples 
from  patients with DL CL  who were  and  
with NOS), 4 with HL, 4 with LPD, 4 with other LPDs, 1 
with FL, and 1 with MALT. Twenty-three patients had RA, 
one had SLE, and one had PV. Among 23 patients analyzed 

Table 1. Major alleles of HLA A, B, C, DRB1 and DQB1 loci. DLBCL, diffuse large B cell lymphoma; EBV, 
Epstein-Barr Virus; nos, not otherwise specified; HL, Hodgkin lymphoma; LPD, lymphoproliferative 
diseas; MALT, extranodal marginal zone lymphoma of mucosal-associated lymphoid tissue; FL, follicular 
lymphoma  other LPD, other unclassi ed LPD.＊ , eneral fre uency.  CI,  con dence interval.

 Major alleles of HLA, EBV, and regressive phenomenon. Data indicated the p value compared to the 
general population of Japanese as described in Method. EBV, Epstein-Barr Virus.
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for EBERs, 18 and 5 patients were in the Reg and Non-Reg 
groups, respectively. In addition, 17 were positive and 6 were 
negative for EBER. The frequencies of the major alleles of 
each locus (A, B, C, DRB1, and DQB1) are summarized in 
Table 2 and are compared with GF of these alleles observed 
in Japan 7). leven alleles were signi cantly positive.

Conclusion and Discussion
  In this study, we analyzed 62 patients with MTX-LPD under 
MTX administration.

Although the occurrence of the Reg group is suggestive of 
an MT  influence, no direct evidence exists. Several reports 
from Japan suggest a relationship between MTX and LPD 
development. We investigated the influence of MTX and 
found that the MTX treatment duration was related to EBV 
infection (Table 1). The MTX treatment duration might relate 
to regressive LPD development.

Regarding the HLA, we detected 11 significant alleles 
in MTX-LPD, 9 of which (A*3101, A*1101, B5101, 
B*5201, C*0102, C*1202, DRB1*1502, DQB1*0401, and 
D 6 ) were present in  patients at signi cantly 
higher frequencies. Furthermore, these nine alleles were also 
detected in the Reg group, but not the Non- Reg group (Table 
2). Considering that a relation between EBV infection and 
the clinical patterns was not found, these HLA alleles might 
impact MTX-LPD development. The A*2404 allele is the 
most common allele in Japanese, and DRB1*0405 may be 
linked to the pathogenesis of ADs including RA 6), so that 
these alleles might be fundamental factors underlying MTX-
LPD in Japan.

Because this study is an retrospective and a small number 
study, the further investigation is required to better 
understand various issues, including the mechanism in the 

Non-Reg group, the influence of EBV infection, and the 
precise reasons causing different MTX-LPD incidences 
among races. This report was based on our article 7).
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　胸膜中皮腫は石綿の暴露から 40年以上を経て発生
するため，本邦における患者数は今後も増加が予想さ
れる．その罹患者数は 2025年にピークを迎え，2050
年までに死亡者数は 100万人以上になると試算され
ている．今後患者数が増加することが予想される一方
で，胸膜中皮腫は現在でも有効な治療法に乏しい難治性
疾患であり，進行した胸膜中皮腫の治療法を早急に確立
することが求められている．
　Wntシグナルは大腸癌をはじめとした様々な悪性腫
瘍の発症，増殖，維持に関与するとされている 1)．当研
究室ではこれまで胸膜中皮腫の増殖，維持におけるWnt
シグナルの意義を検討してきた．胸膜中皮腫や非小細胞
肺癌ではWntシグナル経路のDishevelled-3（Dvl-3）の高
発現が認められ，Dvl-3の抑制によるWntシグナルの遮
断が胸膜中皮腫および非小細胞肺癌細胞株の増殖を抑
制することを報告してきた 2)．Wntシグナル経路では，
Dvlが活性化されると， -Cateninのユビキチン化が阻
害され， -Cateninは細胞質で安定的に存在可能となる．
さらに -Cateninは核内に移行し転写活性を示し，がん
発症または増殖の維持に関与するとされる． -Catenin
を欠損している胸膜中皮腫細胞株においても同様に，
Dvl-3の発現抑制により腫瘍増殖が抑制されることを示
した 3)．
　Dvl-3の下流に新たな経路を探すために，Dvl-3の抑
制により細胞増殖が抑制された胸膜中皮腫細胞株を用い
て，Dvl-3発現抑制の前後での各細胞株のタンパク発現
を網羅的に解析した．その結果はいずれの株でも共通し
てHeat Shock Protein （HSP ）の発現低下を認めた．
　HSP は分子シャペロンとして作用し，細胞内タン
パク質の高次構造の維持に寄与することが主な作用で
ある．その他に，アポトーシスを阻害する agタンパ
クファミリーの ag と共にシグナル伝達系として腫
瘍の増殖に寄与し 4)，ヒトの大腸癌の細胞株では short 
hairpin Aを用いてHSP を抑制することで細胞周
期をG1期で停止させ細胞増殖を抑制するなどの多面的
作用が指摘されている 5)（ ig. ）．HSP の過剰発現は
大腸癌，乳癌，悪性黒色腫，膀胱癌では腫瘍の進行期に
あることを示し，予後不良であることが示されている 6)．

　胸膜中皮腫においてWntシグナル経路のDvl-3を抑
制することによりHSP の低下が認められたことか
ら，HSP も胸膜中皮腫の腫瘍増殖に寄与している可
能性を考えた．本研究期間中にDvl-3の抑制と上皮成長
因子受容体（ ）阻害薬であるgefitinibを併用するこ
とで，胸膜中皮腫の腫瘍増殖を相乗的に抑制すること
を示した．胸膜中皮腫では が高発現しているが，
gefitinibを細胞株に投与しても高用量の投与によって
細胞増殖が抑制されるに留まり，胸膜中皮腫に対する
gefitinibの投与は臨床上の有効性は示されていない．
HSP は胸膜中皮腫の腫瘍増殖においてDvl-3の下流
にあると予想されるが，その胸膜中皮腫における役割
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Fig. 1. 

およびDvl-3で示された シグナルへの関与を検討
した．

材料と方法

1) 対　象
　胸膜中皮腫細胞株211H，H2452，H28を対象として実
験を行った．H28は -catenin欠損株である．
2) タンパク発現抑制
　細胞株にsmall interfering A（si A）をリポフェク
ション法により導入することで細胞株のHSP の発現抑
制を行った．トランスフェクション後の細胞株からタンパ
クを抽出し，ウェスタンブロットを行うことで各々のタン
パク発現が抑制されていることを確認した．
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Fig. 2.

3) 細胞増殖の解析

　si Aを導入した細胞株を96穴プレートの各レーンに
211Hは500ヶずつ，その他は1000ヶずつ蒔きなおした．
翌日に培養液を . M～ Mのge tinib溶液へと交換し
培養を継続した．培養液をge tinibに交換してから48時
間後， 時間後，96時間後の細胞増殖をCell Counting 
Kit-8®を用いた酸化還元反応により吸光度分析を行い定量
した．
4) コロニー形成能の解析
　si Aを導入した細胞株を径35 mmプレートに211Hは
500ヶずつ，その他は1000ヶずつ蒔きなおした．翌日に培
養液を . M～ . Mのge tinib溶液へと交換し培養を継
続した．1週間程度を目安にge tinib溶液を交換し培養を
継続した．コロニーの形成が得られた時点で回収し，コロ
ニー数を目視にて計測した．
5) 細胞周期解析
　各細胞株を6穴プレートに蒔きなおし，si Aの導入
を行った．翌日に培養液を . M～ . Mのge tinib溶液
へと交換し，48時間培養を継続した．回収した細胞を D 
CycletestTM Plus D A eagent Kitを用いて染色した． D 
ACS erseTM  version . . . 4 を用いてフローサイトメ
トリーにて解析を行った．

結　果

1) タンパク発現の抑制
　胸膜中皮腫の 3細胞株にsi Aを導入し，ウェスタンブ
ロットを行ってHSP の発現の抑制を確認した．211H，
H2452 細胞株ではHSP の発現は抑制されたが，H28で
はHSP は抑制されなかった．
2) HSP70の抑制のみで得られる影響
　si Aを導入してHSP を抑制した211H細胞株は 48
～96時間の培養にて経時的に細胞増殖は強く抑制され
ていた．またコロニー形成能も低下させ，細胞周期はG1
期で停止していた．
　HSP を抑制したH2452細胞株では48～96時間後の細
胞増殖は抑制されなかった．コロニー形成も抑制されず，
細胞周期での変化も認めなかった．
　HSP が抑制されなかったH28細胞株ではいずれの実
験でも変化を認めなかった．
3) HSP70の抑制と の併用による影響
　211H細胞株ではHSP の抑制のみで細胞増殖は強く抑
制されており，ge tinibを併用しても相乗的な効果は得
られなかった（ ig. ）．
　H2452細胞株では . M～ . Mのge tinibをHSP
の抑制と併用することで細胞増殖の抑制を得ることが
できた（ ig. ）．また，コロニー形成についても同様に
HSP の抑制と . M ge tinibの併用による相乗的な
抑制効果を認め，細胞周期もG1期で停止していた．

考　察

　HSP の抑制では211H細胞株は増殖が抑制されるも
のの，H2452細胞株では抑制を認めなかった．しかし，
gefitinibとの併用によりH2452細胞株の増殖抑制が認め
られた．H28細胞株ではsi Aの導入によりHSP の抑
制は得られなかった．以上のように細胞株によりHSP
抑制の効果は異なっていた．
　胸膜中皮腫では が高発現しているが，gefitinib
の投与による臨床上の効果は過去に示されていない．
本研究中に我々は，Wntシグナル中のDvl-3の抑制を
gefitinibに併用することで，細胞株の増殖は相乗的に抑
制することを示した．このことから，腫瘍細胞増殖の過
程における 経路とWntシグナル経路の相補的な関
連が予想される．HSP もまた 経路とWntシグナ
ルの両経路が調節に関わっている可能性を考えている
（ ig. ）．
　si Aによるタンパク発現の効果は一時的なもので
あるため，今後は小分子化合物の投与によるHSP の抑
制など実験の方法を新たに検討する必要がある．その上
でHSP がWntシグナル経路および細胞増殖の過程に
おいて担う役割を更に明らかにする予定である．
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　近年の放射線治療では，治療計画のほとんどは
Computed Tomography（CT）画像を基に立案される．従
来の治療計画法では腫瘍近傍に金属インプラントなど
の高原子番号物質が存在する場合，金属アーチファク
トの発生により腫瘍の同定が困難になる．また，正確な
不均質領域の線量計算が困難だったため，不均質補正
なし，もしくはアーチファクトの存在する領域を水に
置き換えて線量計算を行う必要がある．さらに，金属に
よる放射線の減弱は非常に大きく，照射野内にインプ
ラントを含めると腫瘍内の線量均一性が低下してしま
うため，照射野からインプラントを外す必要性がある．
したがって，腫瘍近傍に金属インプラントが存在する
症例における治療計画では，良好な線量分布を達成する
ことが困難であった．金属アーチファクトを低減し，か
つ金属インプラント通過後の正確な線量計算が可能で
あれば，ビーム方向の制限なく不均質補正ありでの線
量計算を行い，金属インプラントが腫瘍近傍に存在する
症 例 で あ っ て もVolumetric Modulated Arc Therapy
（VMAT）1)などの高精度放射線治療を適用できると考え
られる．金属アーチファクトを低減する方法として，近
年では 2種類のエネルギーのX線により取得したCT画
像より仮想単色X線CT画像を作成する方法 2 - 4)や，金
属アーチファクト低減処理フィルタを利用する方法 5, 6)

などがある．しかし，金属周辺の線量計算を正確に行
うためには金属アーチファクトを低減するだけでなく，
該当物質の形状およびビームに対する減弱特性を把握
する必要があるが，それらを正確に取得し，治療計画に
適用する方法について検討した報告はない．また，CT
画像を線量計算に利用する場合，商用の治療計画装置
の多くはCT値 [Houns f i e ld  un i t ,  HU]を電子密度や
物理密度に変換するための対応表（変換テーブル）が必
要となる．金属インプラントの（電子）密度は人体を構成
する物質と比較して非常に大きい．一般的な治療計画装
置の変換される密度の階調数は決まっているため，登
録する値の最小～最大幅が大きくなると分解能が粗く
なってしまい，線量計算に影響する可能性があるが，そ
れらについても検討した報告はない．さらに，臨床画像
において金属アーチファクト低減処理がCT値に与える

影響もよくわかっていない．そこで本研究では腫瘍近傍
に金属インプラントが存在する症例において，金属アー
チファクト低減機能や高精度放射線治療技術の有用性，
物質情報の取得方法，線量分布の計算精度，およびセッ
トアップ位置誤差が線量分布に与える影響などを包括
的に評価し，従来と比較して良好な線量分布を作成する
ことができるシステムを確立することを目的とした．今
回は，現在行っている研究の中から金属アーチファク
ト低減処理したCT画像を線量計算に利用する際の変換
テーブルの取り扱いについて検討した結果を報告する．

方　法

　治療計画装置にはElekta社製XiO ver 5.00，線量計
算アルゴリズムはSuperposition7, 8)，リニアックモデル
には 2台のVarian社製Clinac 21EXの 4，10 MVのX線
および 6，10 MVのX線を使用した．CT装置にはGE
社製Optimaを使用した．水に対する相対電子密度が
0.27～ 1.69の 16種類の物質および相対電子密度 3.79
のチタンロッド，6.58 のステンレスロッドを挿入した
GAMMEX社製RMI - 467 ファントムを撮影した．撮影
したCT画像において，金属アーチファクト低減処理前
後でのロッド内のCT値の変化を計測した．また，取得
したCT画像から各ロッドのCT値を算出し，16種類の
ロッドから作成した変換テーブルをテーブルA，テー
ブルAにチタンの値を追加したものをテーブルB，さら
にテーブルBにステンレスの値を追加したものをテー
ブルCとした．また，すべてにおいてCT値－990 に対
して相対電子密度 0.01を最小値として登録した．当院
で治療を行った患者 23例 36プラン 159ビームについ
て，それぞれのテーブルを適用して治療計画装置上で
線量計算を行い，テーブルAを使用した場合に対する
モニターユニット値（MU）の変化量を算出した．グリッ
ドサイズは 2，3，および 5 mmの場合でそれぞれ確認
した．

結　果

　相対電子密度が 1 .69 の物質，3 .79 のチタン，お
よび 6 .58 のステンレスロッドにおいて，相対電子
密度が高くなるほど CT値も高くなる傾向がみら
れた．
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　すべてのロッド内における金属アーチファクト低
減処理前後での CT値の変化量の平均値±標準偏差
は 0 .1± 3 .2 であり，処理による CT値への影響はほ
とんどないことがわかった．
　Figure  1にグリッドサイズ 3 mmにおける変換
テーブルAを使用した場合に対する変換テーブル B

および Cを使用した場合のMUの変化量を示す．チ
タンの情報を登録した変換テーブル Bと比較して，
チタンより CT値および相対電子密度の高い物質で
あるステンレスの情報を追加した変換テーブル Cで
はMUの変化量が大きくなった．しかし，その変化
量はすべてのビームで 1%以内であり，チタンやス
テンレスの情報を変換テーブルに登録することに
よる影響はほとんどないことがわかった．グリッド
サイズ 2 mmおよび 5 mmの場合も同様の傾向であ
り，すべてMUの変化量は 1%以内であった．

考　察

　金属アーチファクト低減処理前後でのCT値の変化は
ほとんどなかった．また，金属アーチファクト低減処理
したCT画像を線量計算に用いる際，多くの場合は変換
テーブルに金属相当の高密度物質を登録すると考えら
れる．一般的な治療計画装置の変換される密度の階調数
は決まっているため，登録する値の最小～最大幅が大き
くなると分解能が粗くなってしまい，線量計算に影響

Fig. 1. Left side: The relative errors between the MUs acquired 

using CT to relative electron density conversion table (CT-

rED table) B and the MUs acquired using CT-rED table A 

(grid size: 3 mm). Right side: The relative errors between 

the MUs acquired using CT-rED table C and the MUs 

acquired using CT-rED table A. (grid size: 3 mm). The larger 

the maximum CT number and rED input to the CT-rED 

table, the greater was the absolute value of relative errors. 

Nevertheless, all relative errors were within 1%.

する可能性がある．しかし，本研究の結果より変換テー
ブルにチタンやステンレス相当の高密度物質を登録し
ても線量結果への影響はほとんどないことや，グリッ
ドサイズの違いによる変化はわずかであることが明ら
かになった．したがって，通常使用する変換テーブル
に高密度物質相当のデータを登録しても影響は少なく，
それを金属アーチファクト低減処理したCT画像で線量
計算を行う場合にも利用可能であると考えられるため，
変換テーブルを別々に取得する必要がないことが示唆
された．
　今回の報告書では，金属アーチファクト低減処理した
CT画像を線量計算に利用する際の変換テーブルの取り
扱いについてまとめただけにとどまった．今後は腫瘍近
傍に金属インプラントが存在する症例について，金属
アーチファクト低減機能や高精度放射線治療技術の有
用性，物質情報の取得方法，線量分布の計算精度，およ
びセットアップ位置誤差が線量分布に与える影響など
を包括的に評価し，従来と比較して良好な線量分布を
作成することができるシステムを確立していく予定で
ある．
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緒　言

　精巣捻転症は，診断治療が遅れると精巣を喪失するた
め，臨床的にも社会的にも重要な救急疾患である．しかし
ながら，その重要性は一般市民だけではなく臨床医にも，
認知されているとは言い難く，受診の遅れや診断の遅れに
より，精巣を喪失する患児・患者が後を絶たない．実際に，
申請者の施設で2004年から2014年で105例の患者が精巣
捻転症が疑われて手術を受けたが，12例（11％）の患者が
精巣を喪失した．この疾患の特徴は思春期に好発すること
以外はあまり知られておらず，陰嚢痛ではなく腹痛で発症
し本疾患が疑われない場合もあり，受診や診断が遅れ精巣
喪失につながることが少なくない．思春期男性の急性腹症
の鑑別疾患として本疾患があることを念頭に置くことが重
要だが、一般市民だけでなく急性腹症の初療にあたる一般
内科・外科・小児科医でも本疾患についての理解は進んで
おらず，本疾患についてのこれまで知られていない特徴や
成り立ちについて研究し情報発信し理解を深めることは重
要な課題である．
　近年，精巣捻転症と季節や外気温との関連が世界各
地から報告されてきている．外気温が低いと捻転が多
かったというアイルランド・米国からの報告 1, 2)，乾季に
捻転が多いというナイジェリアからの報告 3)などが見ら
れる．本邦からは，神奈川県で39例の捻転症症例を解析
し外気温 15℃以下で精巣捻転症が多かったと報告がさ
れている 4)．申請者らは最近，埼玉県内の自施設で過去に
急性陰嚢症で手術を行った患者105例を検討し，外気温
15℃未満で精巣捻転症が多く，15℃以上であっても日
内変動が10℃以上の場合は精巣捻転症が有意に多くなる
ことを見出した 5)．そして急性陰嚢症の中から精巣捻転症
を鑑別するのに，外気温が有力な因子となる可能性を見
出した．簡便で世界中どこでも使用可能な外気温という
指標が，本疾患の診断の一助になる可能性があることが
わかった．
　申請者らはさらに，最近4年間に127例の急性陰嚢症で
受診した30歳以下男性の中で，低外気温に加えて，夜間
から早朝起床時に陰嚢痛の発生があったものが高率に精
巣捻転症であったことを確認した（夜間から早朝起床時の
70％，それ以外の時間の37％）6)．この精巣捻転症の発症
が低外気温および早朝起床時に多いという点から，同じく

低外気温および早朝起床時に多いとされる心血管イベント
を引き起こす原因と考えられている自律神経活動の変動 7, 8)

が，捻転の増加にも影響を与えているのではないかと仮説
するに至った．交感神経系は夏季より冬季に優位となって，
1 日の中では早朝起床時に活発となることが知られ 9, 10)，
精巣捻転の発生の動きと類似している．
　上記の知見をもとに，本研究では外気温と自律神経活
動，精巣捻転症との関連を明らかにし，その成り立ちの理
解を深め，新しい診断法，そして可能であれば予防法を提
案することを目標とした．

材料と方法

1.精巣捻転診断ノモグラムの開発
　対象は2015年から2017年6月までに急性陰嚢痛を主訴
に当センターを受診した30歳以下の男性115例．年齢，鼠
径陰嚢疾患・陰嚢外傷・陰嚢痛発作の既往の有無，発症時
の外気温，発症時刻，患側，陰嚢腫脹・発赤の有無，精巣
位置の異常の有無，精巣挙筋反射の有無，発熱の有無，嘔
気の有無，血液検査・尿検査結果，ドプラエコーでの血
流低下の有無，について前向きに記載した．記録のみで診
断治療に介入はしなかった．精巣捻転症には不全捻転も含
めた．急性陰嚢症から精巣捻転症を予測する複数の因子を
ロジスティック回帰分析を用いて絞り込んで予測モデルを
作成し，ノモグラムを作成した．本研究は埼玉医科大学総
合医療センター倫理委員会による承認を受けて行われた
（申請番号1123　②）．
2.自律神経活動と精巣挙筋運動の関係の解明
　健康成人ボランティアによる心電計での自立神経活動測
定と挙睾筋筋電図での挙睾筋活動の評価を計画した．

結　果

　年齢の中央値は13歳であった．全115症例で，41例
（36％）が精巣捻転症と診断，74例（74％）が非捻転症と診
断された．年齢，鼠径陰嚢疾患・陰嚢外傷・陰嚢痛発作の
既往の有無，発症時の外気温，発症時刻，といった患者背
景・外的因子に限定したモデルでは，鼠径陰嚢疾患の既
往（p=0.014，オッズ比[OR] 5.36，95％信頼区間[CI]1.39–
24.0），発症時外気温15℃未満（p=0.015，OR 3.11，95 %CI 
1.24 –8.06），午前0 –6時の発症（p =0.009，OR 5.05，
95 %CI 1.49–20.4），が独立した予測因子であった．身体
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図 1. 外的要因によるノモグラム．

図 2. 身体所見・臨床検査によるノモグラム．

所見・検査所見を含めた全ての因子を用いたモデルでは，
ドプラエコー所見（p<0.001，OR 31.1，8.37–159.5），午前
0–6 時の発症（p=0.035，OR 5.16，95 %CI 1.12–26.8），
患側左（p=0.036，OR 4.02，95 %CI 1.09–17.8）が予測因子
であった．それぞれのモデルについて，急性陰嚢症の中か
ら精巣捻転症を予測するノモグラムの作成を行った．それ
ぞれ図 1，2に示す．
　また，自律神経活動測定の準備のため，オムロン
HEM 7252G-HPを購入した．自律神経活動と精巣挙筋運
動の研究については，本研究期間中には施行すること
ができなかった．

考　察

　外気温は臨床・検査所見を含めないモデルで，精巣捻転
を予測するのに有用であることを示した．この結果は，一
般医家でのスクリーニングや，精巣捻転が起こりやすい時
期の一般医科や一般市民への啓発に有用と思われた．しか
しながら，ノモグラムの実際の使用の前には，他集団での
検証（validation）が必須である．今後は他集団での検証を
行い，ノモグラムをより良いものに改善し，さらにノモグ
ラムを実臨床で利用してみて，その臨床的効果まで見るこ
とができれば理想的と思われる．
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緒　言

　新生児慢性肺疾患（chronic lung disease，以下CLD）は未熟
児にとって重篤な合併症である．新生児期のみならず，幼・
小児期にも呼吸器合併症が持続し，感染症や喘息等で頻回
の再入院を必要とする．現在，CLDに有効な治療法はない．
　新生仔マウスに高濃度酸素を暴露するCLD動物モデル
は，肺胞発達遅延を呈し，申請者らは72時間の高濃度酸
素暴露がいかに新生仔肺に対して影響するかを病理学的，
分子生物学的に検討してきた 1)．
　ラットの骨髄由来間葉系幹細胞は高濃度酸素性肺傷害
を軽減する．ヒト臍帯血から幹細胞は利用可能であり，低
酸素性虚血性脳症やCLDなど新生児疾患の治療にとって
魅力的である．臍帯血由来幹細胞，特に臍帯血CD34陽性
細胞のCLDに対する治療効果と安全性，臨床応用への展
開に関しては検討されていない．申請者らの施設は国内最
大の総合周産期母子医療センターで，臍帯血の確保は両
親の同意が得られた際には容易であり，またセパックス
を用いて，臍帯血から間葉系幹細胞を自動分離するシス
テムはすでに構築されている．また，臍帯血CD34陽性細
胞はLONZAから購入可能である．さらに海外でCLDに対
する臨床試験に使用されている臍帯血由来間葉系幹細胞
（PNEUMOSTEM，MEDIPOST社）を輸入予定である．
　本研究ではCLDマウスモデルに対するヒト臍帯血由来
幹細胞の効果・安全性を解析し，最終的には臨床応用を目
指すことを目的とした．

材料と方法

(1) CLDマウスモデルの確立と再現性の確認
 生後12時間以内の新生仔マウスに高濃度酸素（95 %酸
素）を96時間暴露する．暴露後，両側肺を摘出し4 %
パラホルムアルデヒドで定圧固定し，パラフィン包埋
する．申請者らは，高濃度酸素暴露は新生仔マウスの肺
胞発達遅延を引き起こすことを示してきた 1)．本研究で
はまず，本モデルの再現性を確認する．HE染色にて肺
胞の発達段階（mean linear intercept，以下Lm）と肺胞壁
の厚さを評価する．

(2) 新生仔期高濃度酸素暴露によるマウス肺内CD34抗原
量の変化

　コントロールとして日齢 0，1，2，3，4の高濃度酸素非暴
露新生仔マウスをそれぞれ5匹ずつ，高濃度酸素暴露新
生仔マウス（CLDマウスモデル）の日齢 1，2，3，4をそれぞ
れ5匹ずつ用意し，肺組織を採取し，蛋白を抽出後，ウエ
スタンブロットを施行して，CD34抗原の発現量を定量
する．1次抗体にはAnti-CD34抗体 [MEC 14.7]（ab8158，
abcam），内在性コントロールには アクチンを使用し，
1 次 抗 体 に はbeta Actin antibody [AC-15]（GTX26276，
GeneTex）を使用した．　　

結　果

(1)再現性の高いCLD動物モデルを作製した
 生後96時間の新生仔期高濃度酸素暴露によりマウス肺
は，肺胞発達の遅延・停止を示す，肺胞の単純化（大き
く数の少ない肺胞）を示し，同病理像は少なくとも日
齢14まで持続した（図1a）．肺胞の大きさを定量化した
Lmもルームエア群と比較して，高濃度酸素暴露群で日
齢 4，14ともに有意に高値を示した（図1b）．抗酸化物質
HO-1及び細胞周期停止因子p21のmRNA発現レベルは
過去の報告の通り，ルームエア群と比較して，高濃度酸
素暴露により有意に上昇した（図1c）．以上より，当研究
室においても再現性の高いCLD動物モデルを作製した．

(2)新生仔期高濃度酸素暴露期間中，マウス肺内CD34抗原
量は低下傾向を示した

 ウエスタンブロットにて新生仔期高濃度酸素暴露期間
中のマウス肺内CD34抗原量は低下傾向を示したが，統
計学的な有意差は認めなかった．（図2a，2b）

考　察

　新生仔期高濃度酸素暴露を用いたCLD動物モデルは一般
的に再現性の高い動物モデルとして最も頻用されるモデル
である．当研究室でも出生後12時間以内から96時間，95 %
の高濃度酸素暴露することにより，既報通り再現性の高い
CLDマウスモデルを作製することができた．同モデルを
用いて，今後は新規再生医療・細胞療法や新規薬物療法開
発のための前臨床試験を行うことが可能になるであろう．
　新生仔期高濃度酸素暴露のマウス肺内CD34 抗原量に
対する影響は，統計学的有意差はないものの，高濃度酸
素暴露により暴露期間中，低下する傾向にあることが分
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かった．このことから，高濃度酸素暴露期間中にCD34陽
性細胞を投与することは，新生仔期の高濃度酸素性肺傷
害，つまりCLD動物モデルにおける肺傷害を軽減する可
能性がある．現在，検体数を増やしてこの高濃度酸素暴
露による肺内CD34抗原低下の再現性を確認中であり，も
し確認されれば，実際に購入済みの臍帯血CD34陽性細
胞（LONZA）投与の安全性及び有効性を確認する予定で
ある．
　まとめると，本研究において，①再現性の高いCLDマ

ウスモデルを確立し，②新生仔期高濃度酸素暴露により，
暴露期間中のマウス肺内CD34抗原量が低下することを示
した．
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緒　言

　日本国内の角膜ドナーは慢性的に不足しており，角膜移
植待機患者は一向に減らない状態である．一方，角膜移植
は角膜すべての層を移植する全層移植から，必要な層のみ
を移植するパーツ移植が増えてきている．そのため，理論
的には1つ角膜を2つの層に分けて2人に移植することが
できるようになっており，それが実現すればドナー角膜不
足解消の1つの解決策になる．特に角膜上皮～実質と，デ
スメ膜～内皮の2つの層に分けた場合，深層角膜移植と
角膜内皮移植（Desmet membrane endothelial keratoplasty : 
DMEK）を行うことができる．その場合，角膜を2つに分離
し，保存することになるが，特に角膜内皮細胞は再生する
ことがないため、いかに細胞の生存率を保ちながら保存
するかが重要になってくる．
　角膜移植に際し，ドナー角膜における角膜内皮細胞の生
存率が，移植後における角膜の透明性の維持，視力の確保
において重要であるが，移植に際しては，化学的及び機械
的なストレスが伴うこともあり，そのストレスが生存率の
低下を招くことが懸念される．角膜内皮移植の際，視認性
向上と手術時間短縮のため角膜染色剤としてトリパンブ
ルーを使用した報告があるが 1, 2)，分離された角膜内皮への
影響についてはまだ報告がない.
　そこで本研究においては，既知の処置方法に伴う角膜内
皮細胞の生存率へ影響を調査するため，移植時におけるド
ナー角膜の視認性向上として用いられるブリリアントブ
ルー G（以下BBG）染色の，角膜内皮細胞に与える影響を
検討することを目的とした．
　本研究に先立ち，角膜内皮細胞の分子生物学的評価及び
形態学的評価として、組織切片染色及び走査型電子顕微鏡
（以下SEM）による試験方法の探索を試みたので，その結
果を報告する．

材料と方法

　角膜組織は，海外より輸入した角膜ドナー（SightLife 
Surgical®）を使用した．また，16 %/wパラホルムアルデヒ
ド溶液（和光純薬）をダルベッコリン酸緩衝生理食塩水（和
光純薬）（以下PBS（－））で希釈して 4 %パラホルムアルデ
ヒド溶液を調製し，ろ過滅菌したものを組織固定液とした
（以下固定液）．

　角膜組織を，ミクロトーム用刃（Leica）を用いて等分
した．1.5 mlチューブに固定液及び組織片を入れ，回転ロー
ターで回転させながら固定した（30 min，R.T.）．
　固定後，免疫染色およびSEM観察を下記の手順で実施
した．なお，免疫染色においては，角膜の透明性の維持に
寄与する角膜内皮細胞のポンプ機能の維持を評価するた
め，Na+/K+－ATPaseについて評価した．また，免疫染色
とSEM観察ではそれぞれ異なる角膜組織を使用し，入手
から観察まで，免疫染色用は約半年間，SEM観察用は約3週
間の期間が空いていた．
1. Whole mount免疫染色
　固定後，組織片をPBS（－）に移し替え，振盪させなが
ら洗浄した（10 min×3，4 ℃）．1.5 mlチューブに2 %スキ
ムミルク（和光純薬）/PBST（PBST: PBS（－）に0.1 %の濃
度でTriton X-100（SIGMA）を添加）及び組織片を入れ，回
転ローターで回転させた（60 min，4℃）．再度洗浄操作を
行った後，1.5 mlチューブにPBS（－）で希釈した一次抗体
Na+/K+－ATPase（SANTA CRUZ: 1/200）及び組織片を入
れ，回転ローターで回転させた（O/N，4℃）．再度，PBS
（－）で洗浄操作を行った後，1.5 mlチューブにPBS（－）で
希釈した二次抗体（Alexa Fluor 488（Thermo Fisher）: 1/400 
Thermo Fisher）及び組織片を入れ，回転ローターで回転
させた後（60 min，R.T.），PBS（－）での洗浄操作を行い，
Mounting Medium DAPI（Funakoshi）で封入した． 
　観察には蛍光生物顕微鏡（BX53，オリンパス，東京）を
用いて200倍で観察し，Na+/K+－ATPaseによる組織学的
評価の可否を確認した．
2. SEM観察
　固定後，組織片の表面の水分をろ紙で除去し，角膜内皮
側が上向きになるように組織片を試料台に貼り付け，自
然乾燥させた（60 min，R.T.）．SEM（ProX, Phenom-World, 
Eindhoven）を用いて，500倍および2000倍にて観察し，細
胞形状の評価可否を確認した．

結　果

1. whole mount免疫染色
　図1にNa+/K+－ATPaseによる染色像を示す．細胞の脱
落が認められる部分，Na+/K+－ATPaseの発現が認められ
ない部分も存在するが，無処置である角膜内皮細胞にお
ける大部分において，Na+/K+－ATPaseによるポンプ機能
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図 1. 角膜内皮細胞の免疫染色像（200倍）　無処置の角膜内皮
細胞において，DAPI染色陽性細胞を多数認め，角膜内皮
細胞の核を確認できる．また，Na+/K+－ATPase陽性細
胞を多数認め，角膜内皮細胞のポンプ機能が働いている
ことが確認される．

図 3. 内皮細胞のSEM観察像（2000倍，図1の点線枠内を拡大）
組織の歪み及び細胞形状の不均一性が一部認められる
が，角膜内皮細胞の形態を確認することができる．

図 2. 内皮細胞のSEM観察像（500倍）　ほぼ，核の脱落もなく
内皮細胞の形態が確認できる．

が正常に機能していることを評価することが可能であり，
本免疫染色により，角膜内皮細胞におけるポンプ機能の評
価が可能であることが確認された． 

2. SEM観察
　SEM観察にて得られた画像を図2～3に示す．500倍観
察，2000倍観察ともに，乾燥した真空条件下における観察
であることから，組織の歪み及び細胞形状の不均一性が認
められる結果ではあったが，角膜内皮細胞の密度の評価に
際しては，角膜内皮細胞及びその細胞間接着の観察が可能
であることから，その評価が可能である結果が得られた．

考　察

　今回使用した角膜組織において，無処置の角膜組織にお
ける角膜内皮細胞の免疫染色及びSEM観察による評価を
行ったが，いずれの評価方法においても，角膜内皮細胞の
評価が可能であることが確認されたことから，角膜内皮細
胞の生存率への影響を調査する上で，有用な評価方法で
あることが示唆される結果が得られた．BBGは水晶体嚢
を染色するのにも用いられており，その安全性に関して
は報告されている 3)が，シート状にした角膜内皮の場合は
まだ安全性は確立されていないため，今後は，今回の評価
方法に基づき，角膜内皮細胞におけるもう一つの重要な機
能である，細胞間接着によるバリア機能の評価も加え，異
なるBBG処理時間および処理濃度における角膜内皮細胞
の形態を比較し，BBG染色が角膜内皮細胞へ与える影響
を今後検討していく．

参考文献

1) Farah ME, Maia M, Rodrigues EB. Dyes in ocular 

surgery: principles for use in chromovitrectomy. Am J 

Ophthalmol 2009; 148(3): 332 -40. 

2) Kobayashi A, Murata N, Yokogawa H, Yamazaki N, 

Masaki T, et al. Evaluation of internationally shipped 

prestripped donor tissue for descemet membrane 

endothelial keratoplasty by vital dye staining. Cornea 

2015; 34(2): 225 -7.

3) Hisatomi T, Enaida H, Matsumoto H, Kagimoto T, Ueno A, 

et al. Staining ability and biocompatibility of brilliant blue 

G: preclinical study of brilliant blue G as an adjunct for 

capsular staining. Arch Ophthalmol 2006; 124(4): 514 -9.

© 2018 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/



149埼玉医科大学雑誌　第 44巻　第 2号　平成 30年 3月

学内グラント  報告書

緒　言

　アダルト型オリゴデンドロサイト前駆細胞（Adult 
oligodendrocyte precursor cell，アダルトOPC）は中枢神経
系の体性幹細胞（somatic stem cell）である 1)．中枢神経系の
軸索を被覆するミエリン鞘が損傷を受けた時，アダルト
OPCはオリゴデンドロサイトに分化して損傷部位を修復
する．多くの体性幹細胞と同じく，アダルトOPCは通常ほ
とんど増殖せず動物の一生を通じて未分化状態のまま維持
される 2)．こうした休眠状態にあるアダルトOPCは胎児期
の，活発に自己増殖する増殖期型OPCから時間依存的に
分化してくる．出生直後のラットやマウスの中枢神経系で
は，ほぼ全てのOPCが増殖期型OPCであるが生後2週目か
らアダルトOPCが出現し，その後は時を追うごとにアダ
ルトOPCの存在比率が増してゆき，生後6週目以降になる
と全てのOPCはアダルトOPCとなる．増殖期型OPCから
アダルトOPCへの分化がどのようにして起こるのかは謎
であったが，研究代表者らはラットやマウスから採取した
増殖期型OPCを低酸素環境下で培養し，同時に甲状腺ホ
ルモンやレチノイン酸などのホルモンで刺激することに
よりアダルトOPCへ誘導分化させることに成功した 3)．こ
のとき，単細胞レベルまでバラバラにされた無血清培地中
での希薄密度培養という条件にありながら，培養ディッ
シュ平面上の個々のOPCは生体内と同じ時間タイミング
でアダルトOPCに分化する．同じような時間依存的な現象
はOPCからオリゴデンドロサイトへの分化でも観察され
ていて，個々のOPCには適切な分化タイミングを感知する
何らかの細胞内在性分子タイマーが存在するのではないか
と考えられてきた 4)．研究代表者らは網羅的なトランスク
リプトーム解析を行い，増殖期型OPCからアダルトOPC
への分化に関わる 6 種類の転写因子を同定した（Runx1，
Klf9，Hif2a，Csrp1，Nkx6.2，Rev-erbA）．これらのうち最も
重要な転写因子はRunx1である．Runx1を増殖期型OPCに
過剰発現させると，低酸素環境も，経過時間も，ホルモン
刺激さえも関係なくアダルトOPCへ強制的に分化誘導
することが出来る 3)．Klf9は甲状腺ホルモンのシグナル伝
達に，Hif2aは低酸素応答にそれぞれ関わりRunx1遺伝子
の発現を誘導するが，どちらの遺伝子発現も培養時間に影
響されることはない 3)．のこり3種類の転写因子，Csrp1，
Nkx6.2，Rev-erbAは，酸素濃度に関わりなく増殖期型OPC

の培養開始時から時間依存的に遺伝子発現量が増大する
がRunx1遺伝子発現との関係は定かではなかった．もしこ
れらの時間依存的な発現量の増大を示す転写因子がRunx1
の遺伝子発現コントロールに関与しているのならば，そ
れこそがアダルトOPCの分化タイミングを決定している
因子である．そこで，この3種の転写因子の内のどれが
Runx1の遺伝子発現に関わるのか調べた．

材料と方法

　生後7日齢のSprague Dawleyラットの視神経より採取した
増殖期型OPCを，甲状腺ホルモンを含まない無血清培地中
で通常酸素濃度条件下で培養した．5日後，Csrp1，Nkx6.2，
Rev-erbAそれぞれの遺伝子発現を阻害するsiRNA（コント
ロールはnon-target siRNA，NT）をGFP発現レポータープラ
スミドpMaxGFPと一緒にOPCへ導入した後に，甲状腺ホル
モンを含有する無血清培地に移し低酸素環境（培養気層酸
素濃度1.5％）で更に培養した．4日後（培養開始後9日目），
FACSを用いてGFP陽性OPCを精製しtotal RNAを抽出して
cDNAを作成した．これらをサンプルとしてリアルタイム
PCRを行いCsrp1，Nkx6.2，Rev-erbAそれぞれの遺伝子発現
を阻害した場合におけるRunx1遺伝子の発現量を比較した．

結　果

　図1に示すように，転写因子Csrp1，Nkx6.2，Rev-erbAの
遺伝子発現を阻害した全ての場合においてRunx1遺伝子の
発現が抑制されることが分かった．
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図 2. 

考　察

　酸素濃度に関わりなく時間依存的に発現量が増大する
転写因子Csrp1，Nkx6.2，Rev-erbAは全てRunx1遺伝子の
発現上昇に関わる事が証明された．つまり増殖期型OPC

からアダルトOPCへの変換に関与する6種類の転写因子
のうち，Runx1こそがOPCの休眠を決定するマスター因
子であり，他の5種類の転写因子はすべてRunx1の遺伝子
発現に関わることで間接的にアダルトOPCの分化に寄与
するということが明らかとなった．それぞれの関係を図2

に示す．アダルトOPCの分化タイミングを決めている3種
類の転写因子のうちで特に注目すべきはRev-erbAである．
Rev-erbAは核内小分子受容体型転写因子であり，そのリ
ガンドはヘムである．またRev-erbAはBmal1の遺伝子発現
を直接コントロールすることにより概日時計の補助ループ
を形成する時計遺伝子でもある 5)．本研究で得られた結果
は，数週間にわたる哺乳類の個体発生の分化タイミングの
決定に概日時計が寄与する可能性を示唆する．
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緒　言

アセトアミノフェンは，1980年代に主に小児に対する解
熱性鎮痛薬として実用化が開始された．近年，日本でも静
脈注射用のアセトアミノフェン製剤（アセリオ®）が発売さ
れ，その効果や作用機序が再び注目を集めている．アセト
アミノフェンの特徴は，従来の解熱性鎮痛薬（NSAIDS）と
比較して，抗血小板作用が無い，喘息を引き起こしにくい，
腎機能を悪化させない，消化管粘膜疾患がほとんどおこら
ないなど副作用が少ないという利点があげられている 1)．
現在，アミノフェン製剤は，身近な存在で，臨床応用され
てからの歴史は約40年と長いにも関わらず，その作用機
序は未だに解明されていない．
　アセトアミノフェン製剤の薬理活性発現メカニズムに
ついては未だに不明な点が多い．アセトアミノフェンは，
NSAIDSよりも脳液脳関門を透過することから，脳内での
薬理活性に注目している研究者が多い 2)．また，末梢組織で
もアセトアミノフェンは鎮痛効果を発現すると言われてお
り，それらの研究では，ペルオキシダーゼ阻害 3)が主な薬
理作用ではないかと考えられている． 

　一方，脊髄レベルでもアセトアミノフェンの鎮痛効果が
示されている．2002年の研究で，炎症性モデルのラット
の髄腔内にアセトアミノフェンを投与し，その鎮痛効果が
確認された．同研究の中で，脊髄レベルにおける鎮痛効果
は，下行性抑制系伝導路の1つであるセロトニン神経が大
きな役割を担っていると示唆されている 4)．しかし，脊髄レ
ベルでのアセトアミノフェンの鎮痛効果の研究はこれ以降
ほとんど進んでいない． 

　術後痛は，患者にとって最大の不安・恐怖であり，医学・
社会的な問題の1つとなっている．術後痛は，直接的な神
経損傷に加え炎症性サイトカイン，また，近年では神経成
長因子やフリーラジカルなどが神経障害性疼痛成分を惹起
すると言われている．このように，種々の複雑なメカニズ
ムで発生する術後痛を沈静化させる事は困難で，未だに完
全な鎮痛方法が確立されていない．
　本研究では，アセトアミノフェンが，脊髄レベルにおいて，

抗侵害作用を発現するかを，術後痛モデルラットを用いて
検討した．

材料と方法

　実験には，雄性Sprague-Dawleyラット（200～250 g）を
使用し，セボフルラン麻酔下にてYakshらの方法により薬
剤投与用に脊髄腔内カテーテル留置を行った 5) ．カテーテ
ル留置6日後，Brennanらの方法により足底切開を行い，
術後痛ラットモデルを作成した 6) ．疼痛行動評価は足底テ
スト装置（IITC-390G，ニューロサイエンス）を用いて熱刺
激に対する逃避時間を計測比較した．測定時期は，足底切
開前，足底切開24時間後，その後は，アセトアミノフェン
（100または g）脊髄腔内投与後，10，20，30，60分後に
計測を行った．コントロール薬剤は，生理食塩水を用いた．
結果は平均値±標準誤差で表し，一元配置分散分析法
（1 way ANOVA）により検定した．1 way ANOVAにて有意
な場合には，さらにBonferroni post-hoc testを用いて検定
した．

結　果

　アセトアミノフェン gの脊髄腔内投与は，コント
ロール群と比較（4.9±0.7 秒，p=0.13）して，アセトアミノ
フェン投与後10分後（7.9±1.3秒，p<0.004），20分後（5.8±
0.5秒，p<0.007）に有意に熱刺激逃避時間が延長した．

考　察

　アセトアミノフェン gの脊髄腔内投与は，コント
ロール群と比較して，アセトアミノフェン投与後10分後，
20分後に有意に熱刺激逃避時間が延長した．しかし，アセ
トアミノフェン gの脊髄腔内投与では有意な熱刺激
逃避時間の延長は認められなかった．
　2002年，Allouiらは，カラギナンを後足底に投与し，ア
セトアミノフェン g， g， gの脊髄腔内投与
を行い，Von Freyテストで術後鎮痛を計測した 4)．その結
果，アセトアミノフェン gの脊髄腔内投与で約60分
間， gの投与で約75分間の鎮痛効果を示したと報告
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している．しかし，我々の研究では，アセトアミノフェン
gの脊髄腔内投与では有意な鎮痛効果を示さず，アセ

トアミノフェン gの脊髄腔内投与においても，投与後
約20分間の鎮痛効果しか示さなかった．
　この研究結果の差には，研究系の違いが関与していると
考えられる．我々の研究では，Allouiらの炎症性（カラギ
ナン）モデルと異なり，術後急性痛モデル（Brennanらの方
法）を研究に用いている 6)．術後急性痛モデルでは，炎症に
加え神経や組織損傷などの二重の痛みを抱えるため，炎
症性モデルよりも痛みが増大する．本研究では，Allouiら
の研究よりも痛みの程度が大きかった為に，より多くの
アセトアミノフェンの投与量が必要であり，作用時間も短
かったと考えられる．実際，歯科の小手術を受けた患者に，
アセトアミノフェンとフルルビプロフェンを投与した，
ランダム化比較試験では，フルルビプロフェンの方が鎮
痛効果が高かったと報告されている．アセトアミノフェン
は，術後の急性痛に使用するには鎮痛効果が弱い可能性が
ある．

結　論

　アセトアミノフェンは， gの脊髄腔内投与において，
術後痛ラットモデルへの鎮痛効果を示す．しかし，アセト
アミノフェン gの脊髄腔内投与では鎮痛効果を示さ
ない．
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