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　 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン で あ る エ ス ト ロ ゲ ン は 転 写
因子として機能するエストロゲン受容体（ER）を介して
標的遺伝子の発現を調節することにより生理的ならび
に病態生理的な作用を発揮している 1)．エストロゲンは
脂質および骨の代謝と関連しており，エストロゲン欠乏
が閉経後女性の動脈硬化，肥満ならびに骨粗鬆症を促進
することが知られているがメカニズムの解明は十分では
なく，その他のエネルギー代謝，糖代謝などの各種代謝
との相互作用も想定される．また，エストロゲンは乳癌
の増殖・進展に深く関与しており，抗エストロゲン製剤
であるタモキシフェンやアロマターゼ阻害剤が乳がん
の内分泌療法として臨床応用されており，治療にも関係
している 2)．がん細胞における代謝調節に関しては，解糖
系の亢進が以前より知られていたのに加え，近年，アミノ
酸代謝，脂質代謝，ペントースリン酸経路などのがん特異
的な調節の存在が示唆され始めている 3)．しかしながら，
がん細胞における代謝の制御とエストロゲンの関係に関し
ては，ほとんど明らかになっていない．一方，核内受容体
のなかでERと最も高い保存性を有するエストロゲン関連
受容体（ERR）が，ミトコンドリアの生合成，エネルギー
代謝，骨形成，乳癌，前立腺癌に関わることが明らかに
なり注目されている 4)．ERRは，ERと同様にエストロゲン
応答配列（ERE）に結合できることから，ERとERRの相互
作用が生理的・病態生理的機能を媒介すると想定される
が，その詳細は未解明であり，これら核内受容体の転写制
御機構とその標的遺伝子の機能解明が不可欠である．
　我々は，エストロゲンの生理作用ならびに病態における
役割の解明を目指し，独自にエストロゲン標的遺伝子
を複数同定し，発現制御・機能解析を行ってきた 5 -7)．
な か で も，COX7RP（cytochrome c oxidase subunit. 7a 
related polypeptide）は，アミノ酸配列がミトコンドリア
内膜に局在するシトクロムcオキシダーゼ（COX: 複合体
IV）のCOX7Aサブユニットと高い相同性を有している 5)．
COXは，ミトコンドリア電子伝達系の最終的な電子受容

体として酸素を還元して水分子を生成する反応に関わる
酵素であり，細胞のエネルギー産生に重要な役割を担っ
ている．我々はCOX7RPが複合体IVの機能と相関する
可能性を想定し解析を進めた．
　 は じ め に，COX7RPの 生 体 に お け る 作 用 を 解 明
するため，Cox7rpノックアウト（KO）マウスを作製した 8)．
作製したCox7rpKOならびに野生型（WT）のマウスから
胎児繊維芽細胞（MEF）を初代培養し，ミトコンドリア
を分離してCOX活性とATP産生量を測定したところ，
Cox7rpKO MEFで有意に低下していることが明らかに
なった．また，これらMEFにおいて，リンゴ酸＋ピルビン
酸，コハク酸，人工的な電子供与体をそれぞれ電子伝達系
の複合体I，複合体II，複合体IVの基質として添加し，酸素
消費量を測定して呼吸活性を定量したところ，Cox7rpKO 
MEFでいずれの呼吸其質を利用したときも呼吸活性が低
下していることが判明した．さらに，細胞増殖能を解析
したところ，Cox7rpKO MEFはWT MEFと比較して増
殖能が低下していた．COX7RPの過剰発現による影響を
個体レベルで解析するため，COX7RPを過剰発現するト
ランスジェニックマウス（COX7RP-Tg）を作製し，同様に
MEFの初代培養を用いて細胞増殖能を解析したところ，
COX7RP-Tg MEFはWT MEFよりも細胞増殖能が亢進し
ていた．これらの結果から，COX7RPはミトコンドリアの
呼吸活性とエネルギー産生を促進する作用を有し，細胞増
殖を亢進することが明らかになった．
　続いて，エネルギー産生が重要な機能を有する骨格筋の
表現型についてCox7rpKOならびにCOX7RP-Tgマウスを
用いて解析した．これら遺伝子改変マウスの大腿四頭筋に
おけるCOX活性を細胞化学的手法により検討したところ，
Cox7rpKOマウスで減少し，COX7RP-Tgマウスで増強
していることが示された．また，トレッドミルを用いて
強制的に運動させ，疲労を呈するまでの運動持続時間の
解析を行ったところ，Cox7rpKOマウスは運動持続時間が
減少し，反対に，COX7RP-Tgマウスでは増加することが
判明した．従って，COX7RPは骨格筋のエネルギー代謝を
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制御し，運動持続能に関与していることが示された．
　さらに，体温調節に必要な熱産生組織である褐色脂肪
細胞における表現型について解析を行った．褐色脂肪組織
のミトコンドリアでは，脱共役タンパク質であるUCP1
が発現しており，ミトコンドリア内膜での酸化的リン
酸化反応を脱共役させ，エネルギーを熱として放出する
作用を有している．Cox7rpKOマウスの褐色脂肪組織を
解析したところ，組織全体の肥大化とともに，脂肪細胞内
に蓄積されている油滴が大きいことが明らかとなり，機能
不全の状態であることが示唆された．そこで，Cox7rpKO
マウスを寒冷に暴露したところ，低体温症を呈しやすい
ことが判明した．従って，COX7RPは褐色脂肪組織に
おいて，熱産生に関与することが明らかになり，脂質代謝
における影響が示唆された．
　次に，ミトコンドリア呼吸鎖のスーパー複合体形成に
お け るCOX7RPの 役 割 をBlue native-polyacrylamide 
electrophoresis（BN-PAGE） の 後 にSDS-PAGEを 行 う
2 次元電気泳動を用いて解析した．マウス骨格筋から調整
したミトコンドリアをジギトニンで可溶化し，2 次元電
気泳動を行った後，複合体I，III，IVのサブユニットに
対する抗体とともにCox7rpに対する抗体などを用いて
ウエスタンブロット解析を行った．その結果，Cox7rpは
I/III2/IVnスーパー複合体に存在することが示された．一
方，Cox7rpKOマウスの骨格筋にでは，I/III2/IVnスーパー
複合体が減少し，Cox4 のスーパー複合体への取り込みも
減少していることが判明した．従って，COX7RPの作用分
子メカニズムとして，ミトコンドリア呼吸鎖のスーパー複
合体形成を促進する機能を有することが明らかになった．
　Cox7rpKOお よ びCOX7RP-Tgマ ウ ス の 解 析 は，

エストロゲン応答遺伝子COX7RPによるミトコンドリア
呼吸鎖スーパー複合体制御の生体における機能を明らか
にするために有用であり，これら遺伝子改変マウスを駆使
することにより，エストロゲン作用の疾患・がんにおける
意義を明らかにできると考えられた．特に，各種代謝調節

（糖代謝，脂質代謝，骨代謝など）におけるエストロゲンの
作用とミトコンドリアの機能との連関を解明する研究は
今後の課題であり，COX7RPの機能解明が有用であると
考えられた．
　エストロゲンの骨における作用として，エストロゲンは
骨芽細胞および破骨細胞を標的としていることが従来の
研究から示されている．エストロゲンは，骨芽細胞に対し
て直接的に作用し分化や増殖を促進することや，RANKL
のデコイ受容体として作用するOsteoprotegerin（OPG）の
発現を促進し，破骨細胞の分化･活性を抑制することが
報告されている．一方，破骨細胞においては，エストロ
ゲンはHIF1αを抑制することによって骨吸収を抑制する
ことや，骨吸収に関与するサイトカイン（IL-6 やTNFα
など）の発現を抑制することなどが我々の含むグループ
より報告されている．これらのメカニズムは，閉経後
のエストロゲン欠乏による骨粗鬆症の病因と考えられ

ている．また，エストロゲンは生活習慣病との関係が注目
されている．特に，閉経後のエストロゲン低下はメタボ
リック症候群と関連し，インスリン抵抗性，肥満，脂肪組
織の増大，高脂血症，動脈硬化などの原因となり，エスト
ロゲンシグナルがそれら生活習慣病の治療に役立つ可能性
が想定されている．COX7RPは骨芽細胞，脂肪細胞をはじ
め各組織での発現が認められることから，このようなエス
トロゲンの多彩な機能を媒介する可能性が考えられた．
　エストロゲンはエストロゲン受容体（ER）陽性の乳がん
や子宮がんの増殖・進展に関与している．特に，乳癌で
は抗エストロゲン剤やアロマターゼ阻害剤を用いた内
分泌療法が臨床で広く行われている．しかしながら，内
分泌治療薬の長期投与によって耐性を獲得するがんが
生じることが問題となっており，このような癌に対して
は有効な治療方法が存在しない．加えて，乳癌の中には
もともとERを発現していないものが存在していること
や，子宮がんでは内分泌療法が奏効する例が少ないなど，
ホルモン依存性と抵抗性のメカニズムは，ホルモン依存性
がんの解明すべき問題である．ERは細胞核内に存在する
リガンド依存性の転写因子であり，ゲノム中のエストロ
ゲン応答配列（ERE）に結合してその近傍の標的遺伝子の
発現量を直接制御することによりエストロゲンの作用を
媒介している．ERと相同性が最も高い核内受容体である
エストロゲン関連受容体（ERRα）は，EREと結合して転写
を調節することが知られている．ERRはエネルギー代謝
に関わるミトコンドリア生合成や脂肪酸β酸化などを促進
する転写因子として知られている一方で，乳癌の半数以上
で発現しており，予後不良のバイオマーカーとして報告さ
れている．我々は，COX7RP遺伝子に存在するEREを同定
しており，ERによる転写制御を受けていることを確認
している．従って，COX7RPはERとERRの両者の核内
受容体によって制御される可能性が考えられ，エネルギー
代謝・脂質代謝・糖代謝ならびにがんとの関連を明らかに
する標的として期待された．
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緒　言

　新生児慢性肺疾患（chronic lung disease，以下CLD）は
「先天奇形を除く肺の異常により酸素投与を必要とする
ような呼吸窮迫症状が新生児期に始まり日齢 28 を超えて
続くもの」である．CLDは未熟児の合併症の中でも最も
重篤なもののひとつであり，しばしば退院後も長期間に
わたって呼吸機能に問題を残す．めざましい周産期医療
の進歩に関わらず，CLDの発症率には変化がなく，また
有効な治療法はない．CLDは未熟性・高濃度酸素暴露・
胎内感染・機械的人工呼吸管理等の多因子による疾患で
あるが，近年双生児研究により，遺伝の関与も示唆され
ている．今回われわれは，①高濃度酸素暴露CLDマウス
モデル肺の網羅的遺伝子発現解析を行いCLD疾患関連
遺伝子候補を同定することと，②CLDの発症・重症化に
関連する遺伝子の遺伝子多型解析を行うことを目的とした．

対象と方法

1. 遺伝子発現解析
　マウスはC57BL/6 マウスを用いた．生後 12 時間以内の
新生仔マウスに95％酸素を96時間（4日間）動物チャンバー
内で暴露し，CLDマウスモデルを作製した（図 1）．3 日間
ルームエアで回復させた日齢 7 のマウスから肺を摘出し，
mRNAを抽出した．microarrayを用いて網羅的に遺伝子
発現解析を行った．コントロールはルームエアで飼育した
日齢 7 マウスとした．同定した遺伝子の発現量はqPCRを
用いて確認した．

2. 遺伝子多型解析
　両親へのインフォームドコンセント後，在胎期間 32 週
未満かつ出生体重 1250 g未満の早産・低出生体重児から
末梢血 2 mLを採取した．採血はEDTA入り採血管に行い
冷 蔵 庫 保 存 し た．Wizard® Genomic DNA Purifi cation 
Kit（Promega）を用いてDNAを抽出し，注目する遺伝子
hyaluronan and proteoglycan link protein 1（以下Hapln1）の
遺伝子多型をTaqMan® SNP Genotyping Assaysを利用して
解析した．

結　果

1. 遺伝子発現解析
　生後 12 時間以内の新生仔マウスに 95％酸素を
96 時間暴露し，CLD動物モデルを作製した．96 時間以降
はルームエアで飼育した．新生仔期高濃度酸素暴露後，
ルームエア下でリカバリーさせた日齢 7のマウス肺を用い
て遺伝子発現解析を行った．ルームエア下で 7 日間飼育
したマウス肺をコントロールとした．コントロールと比較
して肺で 2倍以上有意に発現量の異なる遺伝子をスクリー
ニングし，5 つの遺伝子を同定した（図 2，図 3）．同定
した 5つの候補遺伝子の中から，細胞外基質で重要な役割
を果たし，その欠損マウスは生後すぐ呼吸不全で死亡し，
日本人の遺伝子多型が報告されているHapln1 遺伝子に
注目し，以降の解析を行った．まず，microarrayの結果の
妥当性を確認するため，Hapln1の発現量をqPCRを用いて
確認した．microarrayの結果と同様に高濃度酸素暴露群で
はコントロール群と比較して，Hapln1 遺伝子の発現量が
2 倍以上有意に増加していた（図 4）．次にHapln1 遺伝子の
発現量を同様にqPCRで時系列に定量したところ，Hapln1
遺伝子発現量は高濃度酸素暴露後の回復期にコントロー
ルと比較して有意に上昇し，この有意差は成獣期まで持続
した（図 5）．
2. 遺伝子多型解析
　埼玉医科大学総合医療センターおよび埼玉医科大学の
倫理委員会の承認を得て，研究を開始した．対象患児の
両親の同意を得た後，患児 18 人から末梢血 2 mLを採取
した．末梢血全血からキット（Wizard® Genomic DNA 
Purifi cation Kit，Promega）を用いてゲノムDNAを抽出し，
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図 1. 動物チャンバー．動物チャンバー内で新生仔マウスに対し
て 95%酸素を 96時間暴露する．
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Hapln1の遺伝子多型をタイピングした（図 6，図 7）．現在，
症例数を増やして，Hapln1 遺伝子多型とCLDの発症・

重症度との関係を解析中である．

図 6. Hapln1遺伝子と同遺伝子内SNP遺伝子座．

図 2. 遺伝子発現解析（マウス肺）．両群間（O2 対Air）で有意に
2倍以上発現量の異なる遺伝子 5つを同定した．

図 3. 候補遺伝子．候補遺伝子の発現量の比（O2/Air）．

図 4. Hapln1 遺伝子発現量の比較．高濃度酸素暴露群ではHapln1
遺伝子発現量がコントロール群と比較して有意に増加した．

図 5. Hapln1 遺伝子発現の時間的推移．コントロール群と比較し
て，高濃度酸素暴露群では暴露後回復期にHapln1 遺伝子の
発現量が増加し，その増加は成獣期まで続く．
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考　察

　CLDは，めざましい新生児医療の発展にもかかわらず，
未だ早産・低出生体重児にとって高頻度で重篤な合併症の
一つであり，神経学的後遺症を残す．出生体重 1000 g未満
の超低出生体重児に限っては 50％以上が罹患する．中でも
近年，新生児期のみならず，幼・小児期にも呼吸器合併症
が引き続くことが問題となっており，呼吸器感染症や喘息
様疾患で頻回の再入院を必要とする．この症状は思春期・
青年期でも引き続き，長期の薬剤によるコントロール
を必要とすることもあり，医療経済学上大きな問題と
なっている．
　CLDの予後判定や治療法の開発のためには新規バイオ
マーカーの同定が必須である．今回われわれは，CLD
マウスモデルの回復期肺を用いた遺伝子発現解析を行い，
マウス肺でコントロールと比較して有意に発現量が増加・
低下する遺伝子を 5 つ同定した．その中から，CLDの
病態に重要である細胞外基質蛋白であり，その遺伝子欠損
マウスは生直後呼吸不全で死亡し，日本人の遺伝子多型
も報告されているHapln1 に注目し，以降の解析を行った．
microarrayを用いた網羅的遺伝子発現解析の結果と同様，
qPCRによりHapln1 遺伝子発現はCLDマウスモデルの
回復期に増加し，その増加は成獣期まで持続した．
　さらに，CLDは多因子疾患であり，過去の双生児研究
等により遺伝もCLDの病因の一つとして報告されている．
現在，多施設共同研究を開始し，患者血液よりgenomic 
DNAを収集中である．CLD動物モデルで候補遺伝子と
して同定され，日本人での遺伝子多型もすでに報告され
ているHapln1 を最初の候補遺伝子として遺伝子多型解析
を行っている．

結　論

• CLD動物モデルを用いて，CLD回復期に重要な遺伝子
Hapln1を同定した．

• 遺伝子多型解析のため患者血液よりgenomic DNAを収集
し，Hapln1遺伝子多型を解析中である．

研究成果リスト
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図 7. Hapln1遺伝子多型タイピング．
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緒　言

　脳内出血患者において急性期の血腫増大がmorbiditiyや
mortalityの原因であることは良く知られている 1)．急性期
の血腫増大は主に脳内出血発症後 6 時間以内に起こり 2 -5)，
その予見や予防は脳内出血の超急性期治療における重要な
課題である．これまでにも血腫増大に関連する種々の予測
因子，即ち，血腫量 6)，CT angiography上の“spot sign”の
存在 7)，血腫density がheterogeneity8)，血腫形状が不整 5)，
発症から初回CTまでが短時間 5, 6)，大酒家 5)，抗凝固薬
内服 9, 10)，血小板活性の低下 11)，interluikin-6 の上昇 12)など
が報告されてきた．しかし文献ごとに有意となる予測因子
が異なり一定しない 13)．加えて，脳内出血急性期の積極的
な降圧についても意見が分かれるところである．高血圧治
療ガイドライン 2014（JSH2014）は，2010 年版米国脳卒中
協会のガイドラインに準じて，超急性期，急性期の脳内出
血においては収縮期血圧 180 mmHgまたは平均血圧 130 
mmHgを超える場合を降圧対象としているが，近年では脳
出血急性期に収縮期血圧を 140 mmHg未満に低下させた
群で 180 mmHg未満の群と比較して機能転帰が良好である
ことが報告された 14)．しかし，急性期血腫増大の予測因子
としての収縮期血圧のカットオフ値や血圧コントロールに
ついては未だ議論中である 13)．このような背景から本研究
の目的は，脳内出血の超急性期における，臨床的な血腫増
大予測因子を明らかにすることである．

症例，方法

　埼玉医科大学国際医療センターに発症 6 時間以内に
搬送された，脳基底核部出血患者連続 201 例を対象とし
retrospectiveに検討した．発症後 6 時間以上経過している
症 例， 来 院 時 深 昏 睡（Glasgow Coma Scale（GCS）=3），
二次性脳内出血（破裂脳動脈瘤，血管奇形，もやもや
病など），来院直後に血腫除去術施行例，24 時間以内
のfollow up画像のない症例は除外した．初回CTと発症
24 時間以内に施行された 2 回目のCTを比較し，33％また
は 12.5 ml以上の血腫量増大を血腫増大群とした．14 個の
臨床的・画像的評価項目（年齢，性，来院時Glasgow Coma 
Scale（GCS），高血圧既往，糖尿病既往，脳梗塞既往，脳

出血既往，抗血小板剤内服有無，抗凝固剤内服有無，血
腫のdensity （heterogeneityか否か），血腫形状（irregularity
か否か），血腫量，脳室内出血の有無）に，2 つ（来院時
と来院 1.5 時間後）の収縮期血圧（systolic blood pressure: 
SBP）を加えた 16 項目について，血腫増大群と血腫非
増大群で統計学的に比較・検討した．血腫量は 5 mm厚
スライスで撮影したCT上でABC/2 method16)を用いて計測
した．また初回CT上の血腫がheterogeneity, irregularityか
の判断は既知の報告に従って行った 8)．
　 統 計 学 的 解 析 で はThe unpaired t-test, the Mann-
Whitney’s U test, the chi-square testを 用 い て 16 因 子 の
比較を行った．P <0.05 を統計学的有意差ありとした．
またReceiver operating characteristic（ROC）分析を行い，
もっとも高いYouden index15)の得られる値をカットオフ
値と決定した．更にステップワイズ変数選択法を用いて
多重ロジスティック回帰分析を行い，血腫増大を予測する
logistic regression modelを作成した．
　全ての統計学的解析はSAS JMP 9.0.3（SAS Institute 
Inc., NC, USA） とMedcalc for Windows 12.1.4（MedCalc 
Software, Mariakerke, Belgium）．を用いて行われた．
　尚，本研究は埼玉医科大学国際医療センター IRBにて
承認を得ているものである．（承認番号：12 -038）

結　果

　201 例中，血腫増大群は 15 例であった（7.0％）．血腫
増 大 群， 非 増 大 群 の 2 群 間 で 16 個 の 因 子 で 単 変 量
解析を行った結果では，5 つの因子（来院時GCS，血腫
heterogeneity，血腫irregularity，血腫量（hematoma volume: 
HV），1.5時間後収縮期血圧（1.5h-SBP））で有意差を認めた

（Table 1）．HVと 1.5h-SBPの値を二値化すべく，血腫増
大に対するカットオフ値をそれぞれ算出したところ，HV
で 16 ml，1.5h-SBPで 160 mmHgで あ っ た（HV: AUC 

（the area under the curve）= 0.75, 1.5h-SBP: AUC = 0.79）．
これらをカットオフ値としたときの感度，特異度は，
hematoma volume カ ッ ト オ フ 値 16 mlの と き， 感 度
66.7%，特異度 82.8%，1.5h-SBPカットオフ値 160 mmHg
のとき感度 80.0%，特異度 63.9%であった．単変量解析
で示した 16 個の因子のうち，信頼できる次の 8 個の因子
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（年齢，性，高血圧，HV >16，1.5h-SBP > 160，脳室内
穿 破，hematoma heterogeneity，hematoma irregularity）
をロジスティック回帰モデルに用いる説明変数の候補と
した．これらの粗オッズ比および強制投入時の調整オッズ
比を求め，さらにステップワイズ変数選択法を行った．そ
の結果，血腫増大のoutcomeに対して最終的に①HV >16

（[OR]=5.052, 95%CI 1.325-21.356, p=0.0181），②1.5h-SBP 
> 160（[OR]=8.765, 95%CI 2.328-44.564, p=0.0009），③
hematoma heterogeneity （HH）（[OR]=7.810, 95%CI 1.906-
40.230, p=0.0039）の 3 因子がロジスティック回帰モデルに
用いる説明変数として残った（Table2）．これら 3 つの説明
変数から成る logistic regression modelを作成すると，陽性
を+1，陰性を–1 として全ての因子が陽性の場合，即ち
3 変 数 モ デ ル（HV>16, HH, 1.5h-SBP>160）=（1,1,1）の
と き，log（p/1-p））= –2.545+0.810×[HV>16]+1.028×[HH]
＋ 0.185×[1.5h-SBP>160] p=0.59 となった．この時の陽性
反応的中度は 6/12=0.5 であった．またHV>16，HHの 2 因
子が陽性の場合，即ち同様に陽性を+1，陰性を–1 として
2 変数モデル（HV>16, HH）=（1,1）のとき，log（p/1-p））= 
–2.393+0.694 × [HV>16] + 1.072 ×[HH], p=0.35 となった．

同様にこの時の陽性反応的中度は 9/26=0.35 であった．
この 2 つのロジスティック回帰モデルに対してROC分析
を行うと，3 変数（HV>16, HH, 1.5h-SBP>160）モデルの
AUC=0.91，2 変数（HV>16, HH）モデルのAUC=0.84 で
あった（Fig. 1）．

考　察

　脳内出血は神経救急疾患であり，救急外来を含めた臨床
現場で迅速に，判断・治療がなされる必要がある．今回得
られた血腫増大予測のためのロジスティック回帰モデル
は，血腫量（HV），血腫性状（HH），来院後 1.5 時間後の
収縮期血圧（1.5h-SBP）という，神経救急の現場で簡便に
得られ，かつ必ず評価される 3 つの変数からなっている．
また救急外来の現場で連続変数を用いてロジスティック
回帰モデルから確率を算出するのは煩雑であるが，HVと
1.5h-SBPの二値化を行うことにより，用いる指標が二値と
なりすべて陽性かどうかを短時間で容易に判断可能となっ
ている．
　今回のこの 2 つのロジスティック回帰モデルを臨床現場
にあてはめると，まず来院時の頭部CT所見から 2 変数モ

Table 1.	Clinical characteristics of patients with and without hematoma expansion.
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デル（HV>16, HH）を評価する．2変数とも陽性の場合には，
この時点での血腫増大の確率は 35%となり，血圧管理に
留意した intensive careがすすめられる．さらにこの症例の
1.5 時間後の収縮期血圧が 160 以上の場合，3 変数モデル

（HV>16, HH, 1.5h-SBP>160）で全ての変数が陽性となり，
この時点の血腫増大確率は 59％となるため，緊急follow 
up CT撮影を検討すべきとおもわれる．
　しかし本研究は主要な limitationを含んでいる．まず
本研究はretrospective studyである．また症例数が少なく，
特に血腫増大例が少ない中での結果となっている．また

血 腫 量 を 含 ん だneuro-imaging variablesの 測 定errorの
可能性が考えられる．更には発症時間からCT検査までの
時間の検討が行われていない．
　このような多くの limitationがあるが，臨床的には救急
外来の現場において必ず得られる因子を用いた，簡便な
モデルが得られたと考える．しかし本研究はまだ上述の
ような多くのlimitationを含んでおり，今後は本結果を発展
させてより正確，確実な予測モデルを検討していく必要が
ある．

Fig. 1.	ROC analyses estimated as the probability based on logistic regression model. (HV>16, HH, 1.5h-SBP>160) logistic 
regression model resulted in AUC=0.91(A). In case of (HV>16, HH) logistic regression model, AUC=0.84 was obtained (B).

Table 2.	Crude odds ratio and adjusted odds ratio according to logistic regression analysis.
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結　論

　脳内出血超急性期における血腫増大を予測するロジス
ティック回帰モデルを作成した．
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緒　言

　体外受精・胚移植周期においては排卵誘発・胚培養技術
を含めた様々な部分で工夫がなされそれに伴い妊娠率も
上昇してきたが，ここ数年間の妊娠率にはほぼ変化がな
く，また形態良好胚を移植しても妊娠に至らない症例が
散見される．この原因の大きな一つは着床期周辺の子宮
内膜機能のメカニズムに関し未だ不明な点が多く，その
部分に関する工夫がほとんどなされていないためである．
そのため着床期周辺の子宮内膜機能のメカニズム一端を
明らかとし，その知見より適切な治療法を開発することは
不妊症治療における着床率改善，しいては妊娠率上昇のた
めには重要なポイントである．
　microRNA（miRNA）は，遺伝子発現の転写後調節を
司る機能性低分子RNAである．miRNAは子宮内膜を
含めた女性生殖組織にも発現が認められ，様々な生理
的・病理学的機能を担っていると考えられている．また
miRNAは多くの病態診断のバイオマーカーとして有望で
あるのみならず，標的遺伝子が同定されその発現を制御
するmiRNAの機能が明らかとなれば，そのmiRNAは新規
治療薬のターゲットとなり得る．そこで本研究では脱落膜
化過程を制御する転写因子の発現を制御しているmiRNA
をMicro array解析により同定し，その機能を解析する事を
目的とした．

材料と方法

　良性疾患により子宮摘出を行った患者から同意を得て，
常法にて子宮内膜間質細胞を分離・培養した．脱落膜
化刺激は 8-bro-cAMPとMPAで行った．脱落膜化刺激を
施行した群（脱落膜化群）と施行しない群（control群）から
miRNAを含む全RNAを抽出しmiRNA発現アレイを施行
した．また上記 2 群間でmRNA発現アレイを行い，脱落
膜化前後で発現変動するmiRNAとその標的遺伝子である
mRNAの組み合わせを，解析ソフトを用いて照合した．
その結果から，有意な発現変動を認めたmiRNAの中で，

脱落膜化過程に関連するmRNAを標的遺伝子とするもの
を抽出した．

結　果

■	脱落膜化前後で変動するmiRNAの同定
　良性疾患により子宮内膜組織を採取し，ヒト子宮内膜間
質細胞（HESCs）を単離した．単離したHESCsを非脱落膜
化群と，8-br-cAMPとMPAで脱落膜化刺激を加えた脱落
膜化群に分け 6 日間培養した．脱落膜化の確認は，位相差
顕微鏡による形態学的変化や，リアルタイムPCR法を
用いて脱落膜化マーカーとして広く知られているPRL，
IGFBP1 のmRNAの発現を確認した．HESCsは，脱落膜
化刺激を加え 6日間培養すると，1つ 1つの細胞が大型化
し敷石状の変化を示した．更に，mRNAレベルでは，PRL
の発現が脱落膜化群では有意に上昇した（*p<0.05）．また，
IGFBP1に関しても同様の結果であった．
　次に，各 3 検体を非脱落膜化群と脱落膜化群の 2 群に
わけ，合計 6 枚のmiRNA発現アレイを施行した．計 6 枚
のアレイ全ての結果から，脱落膜化前後で発現シグナル
が 2 倍以上上昇するもの，また 1/2 以下に低下している
miRNAのみを抽出した．その結果，1368 個のmiRNA
の中で脱落膜化前後で有意差を持って変動したmiRNA
は，9 種類であった．抽出した 9 種類のmiRNAの内訳は，
8 種類は脱落膜化後に 2 倍以上に上昇し，1 種類は 1/2
以下に低下していた．

■	脱落膜化前後で変動するmiRNAに対応する標的遺伝子
の同定

　miRNA発現アレイとmRNA発現アレイの結果を，解析
ソフトであるIngenuity Pathways Analysis（IPA）を使用し，
9 種類のmiRNAとそれらに対応する脱落膜化に関連する
標的mRNAの組み合わせを抽出した．
　最終的に，脱落膜化過程に関連する遺伝子を標的とする
miRNAはmiR-542-3p，miR-424，miR-503，miR-155 の
4 種類であった．この中から，脱落膜化マーカーである
IGFBP1 を標的遺伝子とするmiR-542-3pについてさらに
実験をすすめた．

平成 26年度　学内グラント終了時報告書

子宮内膜機能異常関連疾患に関する基礎的研究とその臨床応用

研究代表者　梶原　健 （大学病院　産科婦人科）
研究分担者　石原　理 1)，藤田　恵子 2)
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■	miR-542-3pは脱落膜化マーカーであるIGFBP１を標的
とする

　発現アレイでの結果を他のサンプルを用いリアルタ
イムPCR法で確認した．miRNA発現アレイの結果同様，
miR-542-3pは脱落膜化刺激後に有意差を持って低下した
（*p<0.05）．また，IGFBP1 も同様に有意差を持って発現
の上昇を認めた（*p<0.05）．

■HESCsにmiR-542-3pを強制発現すると，脱落膜化は
抑制される

　HESCsにmimic Negative Controlを強制発現させ，同時
に脱落膜化刺激を加えると，細胞は大型で敷石状の配列
を示し，脱落膜化変化を認めた．しかし，miR-542-3pを
強制発現させ，同時に脱落膜化刺激を加えると，形態学
的に脱落膜化変化を示さなかった．HESCsにmiR-542-3p
を強制発現させた細胞では，標的遺伝子であるIGFBP1
のmRNAの発現は有意に低下した（***p<0.001）．また，
もう 1 つの脱落膜化マーカーであるPRLのmRNAの発現
も有意に低下した（**p<0.01）．miR-542-3pを強制発現
させたHESCsの培養上清中のIGFBP-1 の蛋白濃度も低下
していた（***p<0.001）．
　これらのデータから，miR-542-3pは，タンパクレベルや
mRNAレベル，更には形態学的にも，脱落膜化をIGFBP1
の発現を介して制御していることが明らかとなった．

■	miR-542-3pはIGFBP1 の発現を直接的に制御する
　最後に，miR-542-3pとIGFBP1 の直接的な制御関係を
確認するため，Luciferase reporter assayを行った．ルシフェ
ラーゼ遺伝子の下流にIGFBP1 の標的候補部位の配列を
組み込みレポーターベクター（IGFBP1  3’UTR wt）を作成
した．また，IGFBP1の標的候補部位の配列に変異を加えた
レポーターベクター（IGFBP1  3’UTR mut）も作成した．

前述した両ベクターをcos7 細胞に導入し，Luciferase 
reporter assayを行った．その結果，IGFBP1  3’UTR wt
では，転写活性が有意に 30%低下したが（**p<0.01），
IGFBP1  3’UTR mutでは転写活性に差は見られなかった．
　以上のことから，miR-542-3pはIGFBP1 の非翻訳領域
の標的配列を直接的に制御している事が明らかとなった．

考　察

　miR-542-3pはIGFBP-1 の発現を制御することにより，
形態学的にも生理学的にも子宮内膜間質細胞の分化過程
である脱落膜化に対して重要な役割を果たしている事が
明らかとなった．
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緒　言

　びまん性大細胞型B細胞性リンパ腫（Diffuse large 
B-cell lymphoma; DLBCL）は悪性リンパ腫で最も頻度
が高い亜型である．DLBCLはheterogeneousな病変で
あることが知られており，網羅的遺伝子発現解析から胚
中心B細胞型（Germinal center B-cell type; GCB type），
活 性 型B細 胞 型（Activated B-cell type; ABC type）に
大別され，その腫瘍起源を反映していると考えられ
ている．GCB typeはABC typeに比べてCHOP療法下で
予後が良い．現在の標準治療である抗CD20 抗体（リツ
キシマブ）併用CHOP療法下では主にABC typeの予後が
改善されてきた．一方，GCB typeではリツキシマブ導入
後もその予後の改善はみられていない．その結果，両者
の予後に差が見出されなくなってきている．DLBCLは
リツキシマブ療法導入により予後が改善したとはいえ，
依然 3 割程度の症例が治療抵抗性であり，DLBCLの
分子メカニズム解明に伴う新たな治療法開発が必要と
考えられる．LR11 は low density lipoprotein（LDL）レ
セプターとして同定された I型膜貫通分子であり，LDL
の他，アミロイドβタンパクの細胞内取り込み，分子輸
送に関与している．われわれはこれまでに免疫組織化学
的解析により，濾胞性リンパ腫の一部とDLBCLの約
半数，特にGCB typeにおいてLR11 の発現が見られる
ことを見出した．LR11 発現症例ではその古典的化学療
法であるCHOP療法下でのoverall survivalが高かった
が，リツキシマブ併用CHOP療法下ではその予後に差を
見いだせなかった（第 3 回日本血液学会国際シンポジウ
ムにて発表）．さらに in vitroでの研究において，LR11
発現B細胞株（Raji細胞）でLR11 発現を shRNAにより
抑制したところ，リツキシマブによる補体依存性細胞
障 害（Complement dependent cytotoxity; CDC）が 増 強
していることを見出した．このことは LR11 がリツキ
シマブによるCDCを負に制御している可能性を示唆し
ている． 本研究では，LR11 によるリツキシマブCDCに
対する抑制効果を in vitroで検討し，その分子メカニズム
を明らかとすることを目的とした．

材料と方法

1) リツキシマブCDCアッセイ
　B細胞リンパ腫細胞株Raji細胞から樹立したLR11 ノッ
クダウン細胞株を用いてCDCアッセイを行った．細胞
培養液中にリツキシマブ（中外製薬，東京）と補体ソース
としてウサギ血清を加え 37 ℃ 1 時間インキュベーション
ののち，CCK-8 kit（同仁化学研究所，熊本）を用いプレー
トリーダで生存細胞数を検討した．
2) プラスミド，抗体，試薬:
　LR11 のcDNAは 新 潟 大 学 脳 研 究 所 生 命 科 学

リソース研究センター遺伝子機能解析学分野 池内健博士
より供与いただいた．pmCherry-C1 vector（Invitrogen）
にin-frameで組み換えLR11-mCherryを融合タンパクとし
て発現するベクターを作製した．Raji細胞への遺伝子導入
はNucleofecor （Lonza Japan）を用いて導入した．GST-
LR11-C1/3 はLR11 cDNAを制限酵素で消化し，pGEM 
vectorと in-frameでGST-LR11 が融合タンパクをつくる
ように組み換えた．抗LR11 抗体は東邦大学医療セン
ター佐倉病院検査部・研究開発部の武城英明先生に供与
頂いた．抗CD20 抗体はDako社クローンL26 を用いた．
3) タイムラプスイメージング:
　細胞は 35 mmガラスボトムディッシュに血清 1%の条件
でplatingし翌日観察した．観察には倒立顕微鏡（TE2000-S 
Eclipse，Nikon），CCDカ メ ラ（CoolSNAP HQTM; Roper 
Scientific）と ImagePro Plus Software（Mediacybernetics，
Roper Scientific），光源はPrecentered Fiber illuminator 

（Intenslight C-HGFI, Nikon）を 使 用 し た．GFPを 観
察 す る た め に，F F 01-485/20-25 exci ta t ion f i l ter，
FF-436/514/604-25x36 dichroic mirror，FF01-536-40-25 
emission filterを使用し，mCherryを観察するために FF01-
586/20-25 excitation filter，FF-436/514/604-25x36 dichroic 
mirror，FF01-628/32-25 （ す べ てSemrock社 製，New 
York，USA）を使用した．対物レンズは×100 を使用した．
intensity correlation analysis（ICA） は imagej Softwareを
用いて解析した．ICAによりProduct of Difference from 
Mean（PDM）値が求められる．蛍光タンパクAとBについ
てそれらの蛍光強度をAi，Bi，ROIにおける平均蛍光強度

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書
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をAm，Bmとした場合，（Ai-Am）x（Bi-Bm）として求めら
れる．共局在した場合正の値をとり，共局在が見られない
場合負の値をとる．
4) プルダウンアッセイおよび共免疫沈降:
　300 μgのGST-LR11-C1/3 タンパクとは補体ソースとし
てのRabbit serumあるいはHuman serum（いずれもSigma），
グルタチオンセファロースを4℃で2時間混和し，遠心後，
沈降物をWestern blotで検出した．共免疫沈降はCD20 抗体
で沈降しSDS-PAGE後，LR11 抗体でブロットした．

結　果

1) LR11 ノックダウン細胞株におけるリツキシマブCDC
効果の増強

　LR11 をノックダウンしたRaji細胞において，リツキシマブ
CDCが増強することを確認した（図 1）．CDCはリツキシマブ
および補体の量依存的に増強することも確認された．
2) LR11 の細胞内局在
　リツキシマブの添加によりCD20 は lipid raftに移動する
ことが知られている．そこでわれわれはLR11 が lipid raft
へ移動するかどうかについて検討した．まず，生細胞に
おいて，lipid raftのマーカーとしてGFP-Caveolin -1αとの
LR11-mCherryとの局在を蛍光顕微鏡を用いてタイムラプ
スイメージングを行った（図 2A）．共局在については両者

のIntensity correlation analysis （ICA）を行った．Rituximab
添加後，PDM値は徐々に上昇した（図 2B）．これはGFP -
Caveolin - 1αとLR11-mCherryが，リツキシマブ刺激に
より共局在することを意味していると考えられる．次に
実際にLR11 が lipid raftへ移動するか，培養細胞のタンパ
クをTriton-X 100 可溶性分画と不溶性分画にわけWestern 
blotで検討したところ，LR11 はリツキシマブ添加に
よりTriton-X 100 不溶分画に移動することが見出された．
これらのことからLR11 は，リツキシマブ添加により
CD20 と同様にlipid raftに移動していると考えられる．
3) LR11 とCD20，補体との会合
　LR11 とCD20 がタンパク-タンパク会合している可能性
を考え，共免疫沈降を行った．Raji細胞のタンパク抽出
物をLR11 抗体で免疫沈降後，CD20 抗体でブロットした
ところ，LR11 とCD20 との会合が確認された．さらに
LR11 と補体との会合をGST-pulldown assayで検討した．
LR11 の細胞外ドメインC末側 1/3 とGSTを融合したタン
パクとヒト血清とをインキュベーションしたのち，GST
でプルダウンしたタンパクをSDS-PAGEし，各種補体
に対する抗体でブロットした．C8，C9 に対する抗体で
バンドを認め，LR11 とC8，C9 が会合しうることが示さ
れた（図 3）．これらの結果から，LR11-CD20-補体がタン
パク複合体を形成している可能性が考えられた．

図 1. 図 2. 
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考　察

　DLBCLに お い て はGCB type，ABC typeと い っ た
サブグループ分類が日常診断でも行われているものの，
その生物学的意義については分子発現レベルおよび腫瘍
起源推定といったレベルを越えた理解は未だなされてい
ない．GCB typeにおいてLR11 の発現が高い，LR11 ノッ
クダウンによりリツキシマブのCDC効果が増強する
というわれわれのこれまでの結果を考え合わせると，
GCBにおいてはLR11 の関与によりリツキシマブが有効
に作用していないことが推定される．この意味において，
本研究はこれらサブグループ分類の分子レベルでの生物学
的意義の一端を明らかにするものであると考える．さらに
リツキシマブ開発以降，著明な予後改善がなされてい
ないDLBCLの治療法を進展させうる研究であると考えら
れる．LR11 はこれまでLDL，アミロイドβのレセプター
としての動脈硬化，糖尿病などの生活習慣病やアルツハイ
マー病での役割が解析されてきた．細胞外でプロセシング
をうけた可溶型LR11 はこれら疾患群のバイオマーカーと
して有望視されている．われわれはこれまで千葉大学血液
内科中世古知明らとの共同研究から可溶型LR11 がリンパ
腫を含めた血液腫瘍においても有用なバイオマーカーで
あることを見出し，さらに腫瘍細胞自体がその発現ソース
であることを見出した．しかしながら腫瘍におけるその
分子機構についてはほとんど解明されていない．本研究は
悪性リンパ腫のみならず，悪性腫瘍におけるLR11 の分子
メカニズムを解明する初の研究であると考える．
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緒　言

　がん患者の 50 ～ 60％は進行・再発によって治癒不能
となり，死の転帰をたどる．そのため，「治癒不能」を意味
する「進行・再発」の精神的なストレスは，初発時よりも
大きい 1) ．全身状態の確実な悪化が予測される中，精神
状態を改善・維持することは患者の生活の質（QOL）を
保つために重要かつ不可欠である 2)．
　当院ではがん患者に生じるさまざまな精神的問題に
対し，専門的治療を行う精神腫瘍科を設置している．
そこでは「進行・再発がん」の診断後，日常生活に支障
をきたすような精神的問題が生じ，受診に至るケースが
少なくない 3)．こうした患者から「他の進行・再発がん
患者との共感」を求める声が多く認められたため，当科で
はその精神的ニーズへの対応として，がん種を問わない，
進行・再発がん患者対象の集団精神療法を実施している．
　これまでの研究では，がん種を限定した研究が中心に
実施され，得られた知見を他のがん種へ適応させるには
限界があった．また，がん種を限定した集団精神療法で
は，頻度の低いがん種の集団を臨床場面で成立させる
ことが難しい．よって，進行・再発がん患者に特徴的な
身体・精神的問題，ニーズや現状を踏まえた治療として，
集団精神療法プログラムを開発する必要性があると考え
られた．よって本研究では，治療法の開発に向けた基礎的
研究として進行・再発がん患者を対象とした集団精神療法
への参加状況の調査・分析から，現状に即した治療プログ
ラムの原案を作成することとした．

方法（材料）

　2007 年 5 月から 2015 年 3 月までに集団精神療法に参加
した患者の年齢・性別・がん種・参加開始日と参加最終日，
一定期間の参加継続・中断の有無，欠席理由，中断時は
その理由について転帰を含めて後方視的に調査し，臨床的
に実施可能なプログラムの構成を検討した．
※集団精神療法
　月 1 回の単回プログラムとし，臨床心理士がファシリ
テート，精神腫瘍医が同席する形態で行われる．集団精神

療法治療適応ありと判断された患者が対象となり，抗がん
剤などの治療，体調を優先し，欠席・遅刻・早退自由とし
ている．

結　果

1) 参加者背景（Table 1）
　集団精神療法は 2007 年 5 月から 2015 年 3 月までに，
月 1 回計 95 回開催され，34 人の進行・再発がん患者が
参加した．参加者は平均年齢59.5歳で，男性7名（20.6％），
女 性 27 名（79.4 ％）で あ っ た．原 発 は 乳 が ん（N=10, 
29.4％）が最も多く，大腸がん（N=7, 20.6％），膵がん（N=5, 
14.7％）と続き，参加者の原発部位は 9 つに及んだ．

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書

進行・再発がん患者の精神的健康状態の改善を目的とした
治療法の確立と普及

研究代表者　石田　真弓 （国際医療センター　精神腫瘍科）

Table 1.	Background characteristics (N=34)
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2) 参加継続の有無（Table 2）
　集団精神療法への参加条件は①集団精神療法の治療
適応，②参加希望が必須であり，これらを満たした患者
が各回への参加を自由意思で決定している．調査期間中，
集団精神療法に複数回参加した者は 25 名（73.5％），1 回
のみの参加はその理由を問わず 9 名（26.5％）であった．

3) 継続的な参加が困難になった理由（Table 3）
　集団精神療法は，自由意思によって各回の参加を決定
できるため，体調不良や治療の都合，自己都合等で欠席
しても，翌月の参加が可能である．調査期間中，集団精神
療法に「欠席」ではなく，参加継続困難となった理由（その
後の集団精神療法へは参加していない理由）について調査
した．なお，本調査では，現在も継続的に参加している
6 名を除いた分析を行った．最も多かった中断理由は体調
不良（N=19, 55.9％），続いて治療のため（N=5, 14.7％）で
あった．患者自身の意思で継続的な参加を希望しなかった
2 例では，「自分には合わないと思った」「『死』について
話し合いたくない」とその理由を述べた．

4) 最終参加前 3 ヵ月間の参加状況について（Table 4）
　最終参加前の 3 ヵ月間の参加状況について調査した
ところ，毎月の参加が可能であった患者は 13 名（65％）
であり，3 回全てに出席出来なかった患者の欠席理由は

「治療のため」が最も多かった．

5) 最終参加前 6ヵ月間の参加状況について（Table 5）
　最終参加前の 6ヵ月間の参加状況について調査した
ところ，毎月の参加が可能であった患者は 6 名（37.5％）で
あり，半数以上に出席出来た患者は15名（93.7％）であった
が，全てへの出席は難しいことが明らかになった．6 回
全てに出席出来なかった患者の欠席理由は「治療のため」
が最も多かった．

考　察

　当科で実施している進行・再発がん患者を対象とした
単回プログラムの集団精神療法は，抗がん剤などの治療
を継続しながらも，継続的に参加出来る集団精神療法で
あり，長期的に観察すると脱落が少ないことが明らかに
なった．これまでに研究されてきたがん患者を対象とした
集団精神療法では，2 週間，3 ヵ月や 6 ヵ月間など一定
期間の継続的なプログラムへの参加を前提とし，「原発が
同じがん患者」の集団で，「不安や抑うつの軽減」を治療
対象としていた．よって，治療や体調不良で継続的な参加
が困難になるとプログラムからの脱落となり，その効果が
得られにくいと考えられていた．しかし，本研究から単回
プログラムでは継続的な参加が可能であり，集団精神療法
による治療効果を継続的に得られる可能性が示唆された．
継続的な参加の中断理由で最も多かったものは「体調不良」

Table 2.	Frequency of participation (N=34)

Table 3.	Reason for termination (N=34)

Table 4.	 Frequency of participation for three months (N=20)

Table 5.	Frequency of participation for six months (N=16)
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であり，本調査で転帰が確認できた患者では，その後体調
が改善せず死亡に至るケースも少なくなかった．よって，
身体的な問題で参加が困難になる直前までの参加継続を
見込むことができ，身体症状に応じた精神症状の変化な
ど，状況に応じた治療を継続できる可能性があると考えら
れた．
　進行・再発がん患者を対象とした集団精神療法プログ
ラムでは，月 1 回の単回プログラムとすることで継続的
な参加が見込まれ，治療効果を継続的に得られる可能性が
示唆された．本研究結果を基礎的資料とし，今後は集団精
神療法プログラムのニーズを検討し，プログラムの構成
内容について更なる研究を進める予定である．
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緒　言

　本研究ではアレル特異的発現を呈する遺伝子候補
を同定し，さらに難病のミトコンドリア呼吸鎖異常症
との関連を調べ，遺伝性疾患の解明に寄与する基盤を
確立していくことを最終的な目標として考えだされた．
このために（1）アレル特異的な発現パターンを呈する
遺伝子の解析環境の構築と実際の同定を行い（2）ミトコン
ドリア関連遺伝子とインプリント遺伝子の関わりを明らか
にしていくことを進めた部分において報告する．一般に
インプリント遺伝子の異常による疾患はプラダーウィ
リー症候群など特徴的なものだけが知られており，既存
の遺伝性疾患との関わりは明らかでない．アレル特異的
発現（Allele-Specific Expression; ASE）の遺伝子について
も同様である．インプリント遺伝子のみならず，遺伝子
発現を制御するメカニズムの異常が疾患原因変異と密接
に関わっているケースが存在することは想像に難くない
が，これを明らかにすることを阻んでいる問題は，少なく
とも以下のものが存在する: （I）ヒトとマウスの種間でイン
プリント遺伝子の違いが存在する（そのためヒトの研究が
必要）（II）しかしヒト試料による実験では，マウスのよう
に自由な系統交配ができないため，エクソン上の多型マー
カーが乏しいという物理的な制約が存在する（III）シーク
エンス解析における高率の擬陽性の存在．今後，ヒトでも
大規模な解析による進展が見込める部分はあるが，疾患と
の関わりをどう探していくかについてはそれぞれで体制
を整える必要があるのは明らかであり，本研究についても
最終的な目標として設定した．

材料と方法

　本研究では，まずヒトで普遍的にインプリントを受け
ている遺伝子の新規同定を行い，さらに新規インプリント
遺伝子と難病の 1 つであるミトコンドリア呼吸鎖異常症
との関わりを調べていく，というフェイズに分けて計画し
ていた．
サンプルの準備と候補遺伝子の同定
　ヒト皮膚由来線維芽細胞の 20 株分のDNA/RNAの両

シーケンスデータを取得した．これを用いてDNAでは
ヘテロ一塩基多型を示すが，RNAでは片アレル発現を
呈する遺伝子を候補として同定することとした．また多型
マーカーが少ない点については，サンプル数を 20 まで拡
大することで，これまで現在知られている 84 のヒトイン
プリント遺伝子のうち，71 遺伝子で，最低 5 サンプルが
解析に有効なヘテロな多型マーカーを持っていることに
基いて，この問題に対応した．

結　果

　今回用意できたシークエンスデータから転写産物のバリ
アントを読み取り，特定のアレルが発現制御を受けている
遺伝子の候補を集めた（図 1）．候補遺伝子群（2797 バリ
アントサイト，930 遺伝子）の一部を目視でシークエン
スデータのキュレーションをしたところ，多くは ASE

（Allele-Specific Expression）と考えられる，発現アレルに
偏りがあるデータであった．この中からERAP2 遺伝子

（図 1 の 6 段目）で見られたアレル特異的発現を図 2 に
示す．この遺伝子のメカニズムは明らかになっていないが
アレル特異的発現を示すことが報告されている（Bjornsson 
et al. 2008）．また別の候補遺伝子について独立したDNA
解析から一部のエクソンを欠失している例が見つかった

（図 3）．単体データではヘテロな欠失のみのため，特に
劣性遺伝形式の疾患に関わるとは考えられなかったが，
今回の解析で ASE であることがシークエンスデータから
確認できた．

考　察

　本研究は基礎的な遺伝子発現制御をテーマにしつつ，
最終的に疾患との関連を見出すことを目標に据えている．
こ の 観 点 か ら は imprinting の み な ら ず，ASE（Allele 
Specific Expression）を示す遺伝子，または RME（Random 
Mono-allelic Expression）を示す遺伝子も対象に含めても
良いと考えている．
　この領域での進展については，これまでの見聞から予測
していたが幾つかは当たり，幾つかは外れた．結果として
は予想に反し，大規模なプロジェクト（GTEx, Geuvadas）

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書
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図 1.	アレル特異的発現を示すと考えられる候補遺伝子と含まれていた既知のインプリント遺伝子（一部）．今回の解析データで見つかった，
DNAとRNAで異なるパターンを示すバリアントの数，および遺伝子名のリスト．

図 2.	ERAP2 遺伝子で見られたアレル特異的発現．上段: RNAシークエンス，下段: DNAシークエンスを並べて可視化するとTアレル側の転
写産物が見られないことが分かる．
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の解析により大きな変化はもたらされなかった．当然そこ
から新しい知見も複数報告されているが，初めて大規模
解析のデータが整備されたことが重要視されている状況
である．また解析法（特に false positive の除去）について
は様々な段階での問題が残されたままになっている．実際
に最も基本的なはずのシークエンスデータのマッピング，
そこからのバリアントコールについても開発が続いている
状況があまり変わっていない．
　今回見つけた候補遺伝子群は1）（known/novel）imprinting 
2） ASE 3） false positive のいずれかと考えられる．3 を
除き，候補遺伝子たちは少なくとも特定の細胞において，
片側アレルに偏って発現していると考えられる．一方で
独立したゲノムデータの解析により，今回含まれたある
候補遺伝子でエクソンを片側欠損している検体を同定した．
このケースでは片側アレルは欠損による一部エクソン
の消失，反対側のアレルは発現が消失したことと疾患の
可能性が考えられるため，引き続き調べていく．

　今後の研究の進め方として，前述した大規模プロジェ
クトによる発現データを取り込んだ上で，よりシステマ
ティックにゲノムデータの解析と結びつけていく必要
がある．しかし現在のシークエンス技術（エクソーム）で
は一部エクソンの欠失は同定することが容易ではない．
そのためコストを無視すれば候補遺伝子群の領域のみを
ゲノムシークエンスするなど，何らかの改善が必要な部分
がある．

研究成果リスト（論文，学会発表，特許出願等）

＊本研究における研究成果の学会や出版物への発表はまだ
なされていない．
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図 3.	DNAシークエンスデータ解析によるエクソン欠失の検出．上段 : 遺伝子のエクソン欠失がある検体，下段 : コントロール．
欠失エクソンのある領域では物理的にDNA量が半分になるため，高速シーケンサーで読まれる回数が少なくなり，カバレッジ

（読まれた回数）に反映されていることがわかる．
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緒　言

　一般的に，幹細胞は同系譜の分化した細胞とは異なる
エネルギー代謝の特徴を有し，それにより細胞の「未分化
性」を担保している 1)．例えば，ES細胞や iPS細胞は好気
的な条件で培養しているにもかかわらず主に解糖を用い
てATPを産生し，心筋などの分化細胞はTCA回路を用い
ている．このエネルギー代謝の違いを利用して，ES細胞
から分化誘導した心筋細胞を純化する報告もなされた 2)．
主に解糖を用いるグルコース代謝は，ガン細胞における
Warburg効果として観察され臨床検査に利用されており，
ES細胞とガン細胞にはエネルギー産生という側面での共
通点が伺える 3)．さらに，乳ガン幹細胞や悪性度の高い
様々なガンでは，ES細胞と共通性の高い遺伝子発現プロ
ファイルを示すことが報告されている 4)．これらの報告か
ら，ES細胞の特徴的な遺伝子発現やエネルギー代謝につい
て，ガン細胞と共通する部分があると想定される．
　我々は，様々な種類の幹細胞やガン細胞で高い発現を
示す核小体タンパク質であるNucleostemin（以下NS）の
ES細胞における機能を明らかにすることを目的に研究を
進めてきた．リボソーム生合成の場である核小体は，細胞
のエネルギー状態を感知し，様々な細胞内反応のトリガー
となっていることが報告されている 5)．本研究では，NS
のES細胞，またES細胞よりも分化の進んだ多能性幹細胞
であるエピブラスト幹細胞（Epiblast Stem Cell, EpiSC）に
おいて，その未分化性にNSがどのように関与しているの
か明らかにした．本研究を元に，今後はES細胞のエネル
ギー代謝におけるNSの役割を解析していきたい．

材料と方法

　NSのES細胞での未分化性に対する機能を明らかに
するために，本研究室ではテトラサイクリン（Tet）の誘導
体であるドキシサイクリン（Dox）を培養液に添加するこ
とによりNSをノックアウトできるNS-Tet-off マウスES細
胞を樹立した 6)．また，このNS Tet-off ES細胞を桑実胚に
インジェクションし仮親の子宮に戻して胎生 6.5 日まで発
生させ，胚性外胚葉を解剖にて取り出し，NS Tet-offエピ

ブラスト幹細胞（EpiSC）を樹立した．
　NS Tet-off ES細胞，NS Tet-off EpiSCにDoxを添加する
ことで，NSをノックアウトし，未分化性に関する表現型
を様々な種類のマーカー因子のreal-time PCR，ウエスタン
ブロッティング，細胞免疫染色，またアルカリホスファ
ターゼ染色を行い評価した．
　またNS Tet-off ES細胞に関しては，NSノックアウトに
よる表現型を打ち消す因子を探索し，その因子を強制発現
させた株からRNAを回収し，マイクロアレイ解析を行っ
て評価した．
　NSは神経幹細胞において，DNA修復因子Rad51 と結合
してDNA損傷部位にリクルートし，ゲノム修復を促進さ
せるという報告があった 7)．このNSの機能について，ES
細胞でも同様に見られるか否か，ハイドロキシウレアを
添加しDNA損傷を起こした際に見られる γ -H2A. Xのfoci
を計数することにより評価した．

結　果

①NSはES細胞の未分化性維持のために必要である
　NS Tet-off ES細胞にDoxを加えると，Nanog，Oct3/4，
Esrrbなど多く未分化マーカーが減少することが明らかと
なった．また，NSをノックアウトしたES細胞は，未分化
な状態を保てず死滅することも，アルカリホスファターゼ
染色で示された．
②NanogもしくはEsrrbを強制発現することによりNS
ノックアウトES細胞の表現型を回避できる

　強制発現することによってNSノックアウトES細胞の
表現型を回避できる因子を探索した．候補としては，NS
ノックアウトにより発現量が減少する様々な未分化マー
カー，ES細胞の未分化性を維持するために必要な細胞
内シグナル因子を考え，それぞれ強制発現株を作製し，
NSをノックアウトしてアルカリホスファターゼ染色を
行った．その結果，NanogとEsrrbを強制発現させた細胞
株では顕著な表現型の回避が見られ，ほぼ完全に未分化を
保ったまま継代維持が可能であった．マイクロアレイ解析
を用いて検討したところ，NSノックアウトにより発現
変動する遺伝子のほとんどが，NanogもしくはEsrrb強制
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発現によって変動しなくなった．
③核小体におけるNSがES細胞の未分化性維持に関与する
　NSは主に核小体に局在するが，核質にも存在し，核
小体と核質の間をシャトリングしていることが報告され
ている．またDNA修復促進の機能は，核質におけるNSに
よるとの報告があったが，核小体に局在できなくしたNS
変異体を強制発現させてもNSノックアウトによる表現型
を回避できなかった．このことから，ES細胞においては
核小体に局在するNSが未分化性維持のために必要である
と考えられる．また，ES細胞においてもNSにはDNA修復
促進機能があることを明らかにした．
④EpiSCにおいてもNSは細胞生存と未分化性維持のため
に必要である

　NS Tet-off EpiSCを 用 い てNSを ノ ッ ク ア ウ ト し た
ところ，EpiSCの主要な未分化マーカーであるOct3/4 タン
パク質の顕著な減少と細胞死が見られた．このことから，
NSはEpiSCにおいても細胞生存と未分化性維持のために
必要であることが明らかとなった．しかし，ES細胞とは
異なり，NanogやEsrrbを強制発現させてもその表現型が
回避されなかった．

考　察

　本研究により，NSはマウスES細胞の未分化性維持
のために必須のタンパク質であることが明らかとなった．
また，未分化マーカーの中でも中心的な役割を果たす
Nanog，Esrrbの強制発現により，NSノックアウトによる
表現型が回避できたことから，NSがこれらの因子を介し
て未分化性維持に中心的な役割を果たしていることが示唆
された．更に，NSノックアウトにより，通常のES細胞の
分化では見られない栄養外胚葉マーカーの上昇が明らかと
なった．この結果より，NSはES細胞の未分化性維持のみ
ならず，分化過程においても重要な役割を担うのではない
かと予想し，現在解析を進めている．
　核小体に局在しないNS変異体ではNSノックアウトの
表現型を回避できなかったことから，ES細胞においては
核小体に局在するNSが未分化性維持に寄与していると
考えられる．
　EpiSCにおいてもNSは細胞生存と未分化性維持に必須
であることが明らかとなった．ES細胞との相違点として，
NanogやEsrrbの強制発現によってレスキュー出来ないこ
とが挙げられるが，これはEpiSCにおいては両因子の発現
量が少なく，未分化性維持への寄与が低いためと考えら
れる．
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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（IL-10, IL-23R/IL -12RB2）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とされ
て い る（Pineton de Chambrun M, et al. Autoimmun Rev 
2012）．
　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けるエピジェネティクス
変化が報告されている（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り，病態解明や新たな指標確立
に末梢血白血球におけるエピジェネティクス解析が重要
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有
核細胞亜分画における網羅的ヒストン修飾の解析系を確
立し，ベーチェット病患者における末梢血単核細胞と好
中球の各分画におけるヒストン修飾の解析を行った．ヒ
ストンアセチル化やヒストンメチル化のヒストン修飾は，
遺伝子転写を活性もしくは抑制する修飾が知られている．
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解析を行う（Dispirito JR, et al. 
Immunol 2010, Obier N, et al. Cells Tissues Organs 2010）．
ベーチェット病患者のγδT細胞においてH3K4me3 の平均
蛍光強度（MFI）値が健常人に比して有意に上昇し，好中

球においてH3K4me3/H3K27me3 のMFI比が有意に低下
し，γδT細胞においては有意に上昇していた．また活動期
のベーチェット病患者では非活動期のベーチェット病
患者と比較して，γδT細胞におけるH3K4me3 のMFI値
とH3K4me3/H3K27me3 のMFI比がともに有意に上昇し
ていた．以上の結果から，末梢血白血球におけるヒストン
修飾をフローサイトメトリー法にて検出することが可能と
なり，ベーチェット病の疾患活動性と関係していることが
示唆された．本研究の結果を基に，自己免疫性炎症性疾患
の病態解明が進むとともに，新しい検査・診断法の開発に
つながる事が期待される．

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（活動期N=6，非活動期
N=7）および陰性対照である健常人（N=12）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
　細胞表面を染色後，細胞を固定し細胞膜の透過処理
を行い，細胞内内部を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 Calibur HG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．
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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，
γδT細胞の 4 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 は凝縮したクロマチン
構造に存在し，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においては，
H3K27me3 のMFIに有意差は見られなかった（図 1）．し
かしながら，H3K4me3のMFIはγδT細胞の分画において，
ベーチェット病で有意に高値であり（図 2），H3K4me3/
H3K27me3 のMFI比は，好中球においては有意に低下し
γδT細胞の分画においては有意に上昇していた（図 3）．

図 3. ベーチェット病患者におけるH3K4me3/H3K27me3 のMFI 
ratio．（健常人 N=12，ベーチェット病 N=13; ＊P <0.05，
＊＊P <0.01）

図 1. ベーチェット病患者におけるH3K27me3 のMFI．（健常人 
N=12，ベーチェット病 N=13）

図 2. ベーチェット病患者におけるH3K4me3 のMFI．（健常人 
N=12，ベーチェット病 N=13; ＊P <0.05）γδT細胞において
ベーチェット病患者では有意に高い．

図 4. ベーチェット病活動期におけるヒストンメチル化の変
化．（活動期 N=6，非活動期 N=7; ＊P <0.05）A) H3K4me3
のMFI．γδT細胞においてベーチェット病活動期で有意
に 高 値．B)H3K4me3/H3K27me3 のMFI ratio．γδT細 胞 に
おいてベーチェット病活動期で有意に高値．

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，γδT細胞の
H3K4me3 のMFIおよびH3K4me3/H3K27me3 のMFI比が
ともに有意に上昇していた（図 4）．
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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
修飾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標的遺伝子の発現レベルをリアル
タイムPCRで見ているが，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有核細胞亜
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好中球
とγδT細胞のヒストン修飾に変化が見られ，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
チェット病患者では，γδT細胞から産生されるIL -17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
結果よりこれら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．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
していると考えると，診断の補助や治療の開発につながる
事が期待される．
　今後，ベーチェット病以外の疾患でも特異的に検出可能
か検討し，このヒストン修飾変化によって制御されている
標的分子を明らかにすることで，より病態との関係の解明
につながることが予想される．
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緒　言

　PICK1（Protein Interacting with C Kinase 1）はシナプス
に存在するタンパク質である 1)．様々なタンパク質と結合
するが，それらの中でも特に重要なのが，AMPA型グル
タミン酸受容体サブユニットの一つGluA2 である . GluA2
とPICK1 とが結合すると，GluA2 がシナプス膜から除去
されることが知られている 2)．
　シナプスにおいては，常に受容体がシナプス膜に挿入さ
れたり除去されたりしており，このバランスが様々な影響
を及ぼしていると考えられている．特に，アルツハイマー
病においては，GluA2 の除去が亢進しているのではない
かと考えられており 3, 4)，受容体除去のメカニズムを理解
することは，神経変性疾患の根本的な理解に繋がる．
　GluA2とPICK1との結合については，その結合ドメイン
が同定されてはいるものの，実際の結合・乖離の調節機構
の詳細は不明であった．
　そこで，私は，GluA2−PICK1 間の結合制御機構を
明らかにすべく研究に着手した．本学に着任する以前の
時点で，以下のことを明らかにしていた．
○	 PICK1 はあるリン酸化酵素に依ってリン酸化される．
○	 PICK1 のリン酸化部位の候補を同定した．
○	 PICK1のリン酸化は，GluA2との結合を促進し，脱リン

酸化は乖離を促す．
　しかし，PICK1 のリン酸化状態がGluA2 との結合状態
を決定する仕組みは不明であった．私は本学に着任後，
そのメカニズム解明に取り組み，その一端を解き明か
した．なお，本研究成果は，現在，論文投稿中である．

材料と方法

(1) DNAコンストラクト
　培養細胞内でGluA2 およびPICK1 を発現するコンスト
ラクトを用いた．PICK1 については，生細胞イメージング
用にAcGFP1 と融合したPICK1 を発現するコンストラク
トや，mycタグ，flagタグと融合したPICK1を発現するコン
ストラクトも作製した．また，大腸菌でGST融合GluA2
タンパク質を発現するコンストラクトを用いた．これは，
Bristol大学Jonathan G. Hanley博士から供与いただいたも

のであり，GluA2 のC末端側 50 アミノ酸残基とGSTとが
融合したタンパク質を発現するものである．
　実験に用いたコンストラクトとしては，リン酸化部位で
あるSerをAlaに置換したもの（以下，PICK1 SAと記載），
リン酸化部位であるSerをGluに置換したもの（以下，
PICK1 SEと記載）を用いた．

(2) 培養細胞と遺伝子導入
　COS7 細胞を用いた．遺伝子導入は lipofectamine 2000
を用いて実施した．

(3) 共免疫沈降（Co-immunopreciptation; Co-IP）
　GluA2 とPICK1 との結合を調べるCo-IPについては，
両者を共発現させたCOS7 を破砕し，抗PICK1 抗体にて
免疫沈降した後，抗GluA2 抗体によるウェスタンブロッ
ティングにより検出した．Myc-PICK1 とflag-PICK1 と
の結合を調べるCo-IPについては，両者を共発現させた
COS7 を破砕し，抗myc抗体にて免疫沈降した後，抗flag
抗体によるウェスタンブロッティングにより検出した．

(4) ウェスタンブロッティング
　Wako社 製SuperSep Aceを 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ティングを行った．シグナルの検出は，本学共通機器室の
Chemi-Docを用いた．

(5) 生細胞イメージング
　COS7 細胞にAcGFP1 融合PICK1 を発現させた．遺伝子
導入の二日後に，本学共通機器室のBIREVO KEYENCE 
BZ-9000 で，生きたまま細胞の観察を行った．

結　果

(1) 直接的なGluA2 との結合の確認
　これまではCOS7 細胞にGluA2 およびPICK1 の両者
を発現させ，共免疫沈降法により，結合強度を評価して
きた．しかし，それだけでは細胞内に存在する膜などの
compartmentの関与が除去しきれない．そこで，大腸菌
で発現させたGST融合GluA2 を用いたPull down assayを
実施した．PICK1 としては，flag-PICK1 WTおよびflag-

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書

PICK1を介した長期抑制制御機構の解明

研究代表者　栁下　聡介 （医学部　薬理学）
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PICK1 SAの 2 種類を検討した．その結果，両者にGST-
GluA2 との結合に関しては違いがなかった（Fig. 1）．

(2) PICK1-PICK1 間の結合に与える影響
　 次 に，PICK1 ど う し の 結 合 に 与 え る 影 響 を 解 析
するため，myc-PICK1 とfl	ag-PICK1 との間の結合を評価
した．これに関しても，Fig. 2 に示すようにWT，SAの間
に違いは見られなかった．(1)(2)の検討結果から，PICK1
におけるSA変異は，GluA2 との結合やPICK1 との結合に
影響を及ぼすのではないと考えられる．

(3) 細胞内の膜との結合
　PICK1 に はBARド メ イ ン と 呼 ば れ る 領 域 が あ り，
これが脂質二重膜との結合を担っていると考えられ
ている．本研究で着目しているリン酸化部位（Ser）はBAR
ドメインから一次構造ではかなり離れた位置にある．しか
し，最近の研究では，BARドメインよりもC末端にある
領域がBARドメインの機能を抑制していることが示唆
されている 5)．そのため，本研究で着目しているSer残基
がBARドメインに影響を与えて，細胞内局在を変化させ
ている可能性が考えられた . そこで，AcGFP1 融合PICK1
をCOS7 細胞に発現させ，生細胞イメージングによって
その細胞内局在を評価した．PICK1 WT，SEを発現さ
せたものでは，Fig. 3Aに示すようにdiffuseなシグナルが
見られた．しかし，PICK1 SAを発現させた細胞でのみ，
Fig. 3Bに示すような，多くのクラスターを有する細胞が
出現した . この結果は，SA変異によって，PICK1 がより
膜と結合し易くなったものと考えられる．また，この変異
によって，C末端領域のBARドメイン抑制効果が解除さ
れたとも考えられた．

Fig. 1. Pulldown assayによるGluA2 とPICK1 との結合．大腸菌由
来のGluA2 とCOS7 細胞由来のfl	ag-PICK1 とを用いて，両
者の直接的な結合の有無を評価した．代表的なブロットを
示す．Pulldownの「−」は大腸菌由来のタンパク質なし，「＋」
は有りを示す．

Fig. 2. PICK1 どうしの結合の評価．PICK1 どうしの結合を，
2 種類のタグ（myc,	fl	ag）を用いて評価した . 具体的には，
fl	ag-PICK1 と共沈降されてくるmyc-PICK1 を評価した．グ
ラフは定量結果を示す（mean±S.E.M., n =6）． 

Fig. 3. PICK1 の細胞内クラスター形成解析．PICK1 のN末端側に
AcGFP1 を付加したコンストラクトを発現させ，細胞内で
のクラスター形成を評価した．(A) 多くの細胞ではこのよ
うなdiffuseなシグナルが観察された．(B) PICK1 SAを発現
させた細胞では細胞内に多数のクラスターを有する細胞
を認めた．(C) 細胞内に 5 つ以上クラスターを有する細胞
の割合を定量した．グラフは各視野における割合を示す．
Mean±S.E.M. （WT, n=48; SA, n =54; SE, n = 52），*p < 0.05
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結　語

　GluA2 とPICK1 との結合では，PICK1 のリン酸化状態
が重要な役割を担っている．PICK1 がリン酸化されると
GluA2 と結合する一方，脱リン酸化されると膜との結合が
強くなり，GluA2 と乖離する．本成果は，受容体取り込み
の機序解明に繋がる．
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研究成果リスト

論文発表　
　投稿済み．現在，追加実験及び修正中である． 
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緒　言

　精神医学における生物学的研究は最近の科学技術の急速
な発展にともなって飛躍的に進歩し，多くの有益な知見
が蓄積されてきた．特に，この数十年の間，中枢神経に
おける細胞間および細胞内情報伝達系の分子機構の詳細
が明らかにされるに従い，抗精神病薬や抗うつ薬の作用
機序も分子レベルで説明されるようになってきている．
しかし，このような精神薬理学の進歩にもかかわらず，
精神疾患の病態についてはなお明らかでない点が多い．
また，現在の向精神薬は副作用や効能の面でなお不十分と
言わざるを得ない．
　筆者は，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が，ほとんど全て三量体G蛋白結合
型受容体（G-protein-coupled receptor ; GPCR）を介するも
のであることに着目し，GPCRによるG蛋白の機能的活性
化機構に関しての研究を行ってきた．当初は受容体刺激に
よるhigh-affinity GTPase活性 1)を指標に検討を重ねていた
が，方法論的な制約のため，最近は実験手技としては
もっぱら[35S]GTP γS結合実験を用い，主にラットの脳膜
標品における様々な受容体とG蛋白との共役に関する
検討 2 -13)を行ってきた．
　この方法は，三量体G蛋白が受容体刺激により活性
化され，GTP結合部位に非水解性の [35S]GTPγSが結合
する反応を利用したもので，簡便で応用範囲が広いこと
から現在広く用いられているが，Gi/o以外のGsやGq/11 の
反応を検出することは困難であった．そこで，最近では
[35S]GTPγS結合実験に抗Gα抗体による免疫反応を組み
合わせた新たな方法を試み，ラット脳膜標品に　おける
5-HT2A受容体およびM1 ムスカリン性アセチルコリン
受容体とGαqとの機能的共役の検出に成功している

14 - 17)．
本研究においては，これまでの研究をさらに発展さ
せ，精神疾患の病態解明や治療薬の開発に資するべく，
ラットおよびヒト死後脳より調整した膜標品を用い，各
種受容体とG蛋白の機能的共役について一連の検討を
行った．　

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，ヒト死後脳に
関しては，共同研究者であるJ. Javier Meana教授（バスク
大学薬理学教室）より提供を受けた背外側前頭前野を用い，
ラット脳の場合とほぼ同様の手順で膜標品を調整した．
現時点では，神経精神疾患のない対照群の 40 サンプルを
入手し検討を続けている．
　[35S]GTPγS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Gα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 17)（以下，方法②）
のいずれかを用いて行った．

結　果

1)	 ラ ッ ト 脳 膜 標 品 に お け る xanomelineお よ び
N-desmethylclozapineによる[35S]GTPγS結合に関する
薬理学的検討

　方法①を用いた従来の検討 13)のなかで，両薬物が
ラット脳膜標品における [35S]GTPγS結合を濃度依存的に
増加させることをすでに報告した．いずれの薬物も，従来
の抗精神病薬では効果のない統合失調症の陰性症状や認
知障害などに対する効果が期待されており，その薬理作
用を詳細に検討することは，新たな作用機序に基づく向
精神薬の開発に資するものと思われる．現在までの検討で
は，両薬物による反応には 5-HT1A受容体が関与している
ことが明らかとなっている．さらに方法②を用いた検討
により，xanomelineがM1 タイプのムスカリン性アセチ
ルコリン受容体の部分作動薬であることも示されている．
また，N-desmethylclozapineの反応の一部にオピオイド
受容体，特にδ-オピオイド受容体が関与している可能性
を示す結果を得ており，これについては現在さらに検討
を進めている．現時点でのこれらの結果については，学会
にて発表した（学会発表 1および 4）．
2)	 ラット脳膜標品における方法②を用いた検討
　ラット脳膜標品における 5-HT2A受容体およびM1 ムスカ
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リン性アセチルコリン受容体を介したGαqの活性化反応に
ついてはすでに報告した 17)．現在，他の受容体とG蛋白各
サブタイプとの機能的共役についての探索的研究を継続し
ている．

3)	 ヒト死後脳膜標品における方法①を用いた検討
　ヒト死後脳膜標品を用いた従来の濾過法による
[35S]GTPγS結合については，実験条件の至適化をほぼ終了
し，複数の作動薬による反応について現在データを集積中
である．現時点までの結果については，すでに国際学会で
報告した（学会発表 3）．

4)	 ヒト死後脳膜標品における方法②を用いた検討
　ヒト死後脳膜標品においても，ラットでの結果と同様，
5-HT2A受容体およびM1 ムスカリン性アセチルコリン
受容体を介したGαqの活性化反応が検出可能であること
を確認した（学会発表 3）．すでに 40 サンプルでの測定も
終了したが，その結果，M1 ムスカリン性アセチルコリン
受容体を介したGαqの活性化の程度が年齢と負の相関関係
にあることが明らかとなった．また，アデノシンA1受容体
との機能的共役が，Gi/oに属する各Gαサブタイプのうち，
Gα i -3 に選択的に認められることを発見し（学会発表 2），
これについては現在，論文を投稿中である（論文 1）．

考　察

　複雑な精神現象を単一の神経伝達物質の働きだけで説明
することは困難であるが，これまでの精神薬理学における
膨大な知見から，ある種の精神機能と特に関連の深い神経
伝達系が明らかにされている．また，それらの多くは，
同時に精神疾患の治療薬の作用機序にも関与しているこ
とが知られている．本研究で示されたxanomelineおよび
N-desmethylclozapineの 5-HT1A受容体の部分作動薬として
の作用は，多くの非定型抗精神病薬に共通して認める作用
であり 9)，今後の抗精神病薬の開発においてひとつのター
ゲットになるものと思われる．また，xanomelineのM1 ム
スカリン性アセチルコリン受容体の作動薬としての作用，
およびN-desmethylclozapineのオピオイド受容体の作動薬
としての作用も，それぞれの薬物の臨床効果との関連を
考えるうえで興味深い知見である．精神科治療薬の今後の
開発を考えるうえでは，各種受容体に対する（部分）作動
薬やallosteric modulatorの有効性について検討していくこ
とが必要である 18)．
　ラットの脳膜標品における方法②による検討では，検出
が可能な受容体とG蛋白サブタイプの組み合わせをさらに
探究することにより，これまでの濾過法による [35S]GTPγS
結合実験では検出し得なかった情報伝達系に関する新たな
情報を提供できるものと期待される．
　ヒト死後脳におけるM1 ムスカリン性アセチルコリン
受容体を介するGαqの活性化反応が年齢に伴い低下する
現象は，加齢に伴う認知機能の低下を反映したものと考え

られる．また，この結果からは，今後の精神疾患と対照群
との比較検討では，年齢についてのマッチングに特段の注
意が必要になると考えている．現在すでに入手している 40
サンプルでの測定を終了後には，いよいよ対照群と精神疾
患罹患者群との比較検討のプロジェクトを開始する予定
であり，精神疾患の病態生理にせまる結果を得ることがで
きるものと期待している．
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学内グラント  報告書

1)総合医療センター　呼吸器外科
2)総合医療センター　放射線科
3)総合医療センター　病理部

緒　言

　固形癌は固有の腫瘍血管によって栄養されているが，
その腫瘍血管は無秩序に構築され，その血流は不規則で
血管構造は脆弱である．このため固形癌においては局所的
な血流量の低下や血管透過性の亢進による組織圧の上昇
がみられるとされ，このような領域が腫瘍の悪性化を
誘導する領域である可能性が考えられる．以上の観点から
固形癌における血流描出は重要とされる．肺癌における
腫瘍血流の描出は臨床的には近年dynamic造影CTを用い
て検討がなされてきたが 1)，同一部位を経時的に何度も
撮影するため実臨床でルーチンに施行するにはハードルが
高い．
　2 重エネルギー CTは現在急速に普及しているCT装置で
ある．2 重エネルギー CTとは 2 つの異なる管電圧を用い
て同部位を同時に撮影できるCT装置であり，得られたCT
データから特定の組成を抽出し画像化することができる．
データは目的とする物質のX線減弱特性の違いを利用して
three-material decomposition法による画像化手法を用いて
再構成され，目的とする物質を temporalおよびspatialに
高解像度で分離描出することができる 2, 3)．代表的造影剤
のヨードは 2 重エネルギー CTにより分離が可能である．
これにより経時的撮影を行わなくても腫瘍内のヨード分布
として腫瘍血流を描出できる可能性がある．
　本研究の目的は肺癌切除症例を対象に術前に 2 重エネ
ルギー造影CTとdynamic CTを同時に行い，腫瘍の造影
領域を比較検討すること，そしてこれらの所見を病理組織
所見と比較することである．2 重エネルギー CT，dynamic
造影CTで描出される領域と病理組織学的所見との対比を
行った報告は少なく 4)固形癌の悪性度を規定する領域の

臨床的イメージングに関する新たな知見が期待される．
　今回の報告では従来の造影CTと病理組織所見の比較に
関する後方視的比較検討と，2 重エネルギー CTを用いた
dynamicCT撮影の方法について報告する．

材料と方法

従来の造影CTと病理組織所見の比較に関する後方視的比
較検討
　今回はCT所見と病理所見との対比方法を検討するた
めに過去 3 年の肺癌切除症例のなかから，造影CTにて
原発巣にある程度造影剤によるコントラストが見られると
思われる症例を 10 例（腺癌 7 例，扁平上皮癌 3 例）選び，
造影効果が高い領域と低い領域を病理組織学的に比較
できるか否かを検討した．CT所見と病理のマクロ所見，
切りだし図とを対比させて適切な切片を選択し，その切片
上で境界を推定した．染色はHematoxylin and eosin （HE），
Elastica-Masson Goldner（EMG），Hypoxia-Inducible 
Factor-1 alpha（HIF1alpha），Vascular endothelial growth 
factor （VEGF），Glucose transporter 1（Glut1）を 行 っ た．
本研究は申請番号 1138 として当施設倫理委員会に承認
された．

2 重エネルギー CTを用いたdynamic CT撮影の方法に
関する検討
　CT装 置 はSomatom Definition Flash （ シ ー メ ン ス 社 ）
を用いた．造影剤はイオパミロン 300（バイエル社）を
用いた．投与量は 0.2  ml/kgとし投与速度は 5 ml/secと
した．生食による後押しを 5 ml/secで 20 ml行った．原則
的には腫瘍のaxial断面での最大割面を中心にスキャンを
行うこととした．十分な呼吸練習のあと造影剤投与開始時
から 30 秒間吸気位で息止めを行い，この間に関心領域の
スキャンを 15 回行った．その後 40，50，60，90，120 秒
後にスキャンを行った 1)．2 重エネルギー CT画像として
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80 kVと 140 kVで撮像を行い，また 120 kV相当の画像を
dynamic CT画像としてこれらのデータから作成した．得ら
れたデータから腫瘍のperfusionの解析と 2 重エネルギー
画像の作成を行った．解析はdeconvolution法を用い，CT
装置に付属したソフトを用いて行った．先ず腫瘍の最大割
面を基準にmotion correctionを行い，続いてnoise reduction
を行った．肺動脈および大動脈にROIを置き腫瘍における
肺動脈相と大動脈相（気管支動脈相）のtime density curveを
作成した．解析の範囲は肺実質を除くため-50 から 150HU
に設定した．本研究は申請番号 1096 として当施設倫理委
員会に承認された．

結果

従来の造影CTと病理組織所見の比較に関する後方視的比
較検討
症例 1：右中葉の肺腺癌症例．腫瘍の縦隔側に相対的に
造影効果の高い領域が見られた（図 1A-B）．EMG染色
では，造影効果が相対的に高い領域では肺胞構築が保た
れた中に癌の増殖が見られたのに対し造影効果が相対的に
低い領域では肺胞の弾性線維が消失していた．造影効果が
相対的に高い領域は癌の浸潤が進行しつつある領域である
可能性が考えられた（図 2A）．HE染色ではこのような所見
の確認は困難であった（図 2B）．なお同領域ではHIF1alpha
染色が相対的に低く，VEGF染色が相対的に高い傾向が
みられた（図 3A-D）．
症例 2：左上葉の肺腺癌症例．この症例では造影効果が
相対的に低い領域は壊死領域であり，気管支に癌が浸潤
したその末梢領域が壊死になったと考えられた．
症例 3：左下葉腺癌症例．造影効果による病理組織学的
所見の違いははっきりしなかった．
症例 4：右下葉の肺腺癌症例．腫瘍の中枢側に造影効果
が相対的に高い領域がみられる（図 4A, B）．造影効果
が相対的に高い領域ではEMG染色で薄い青色の間質が
存在し膠原線維の介在が目立った．（図 5A, B）．癌のより
早期の浸潤領域である可能性が考えられた．同領域では
HIF1alpha染色が相対的に低く，VEGF染色が相対的に高い
傾向がみられた（図 6A-D）．

症例 5：右上葉腺癌症例．造影効果が相対的に高い領域で
はEMG染色では黒色に染色される肺胞の弾性線維の凝集
がみられ，相対的に低い領域では青色に染色される膠原
線維の介在が目立った．HIF1alphaとVEGF染色に明らか
な違いは見られなかった．
症例 6：右上葉肺腺癌症例．造影効果が相対的に高い領域
ではEMG染色では黒色に染色される肺胞弾性線維の凝集
がみられ，相対的に低い領域では青色の膠原線維の介在
がより多くみられた．HIF1alphaとVEGF染色の所見に
明らかな違いは見られなかった．
症例 7-9：扁平上皮癌の症例はいずれも既存の肺胞構造が
消失しており壊死が目立った．腺癌に準ずるような既存の
肺胞構造との関係や介在する間質の特徴の評価はできな
かった．
症例 10：右中葉肺腺癌症例．黒色の肺胞基底膜の凝集が
より顕著な領域がみられたが，CTから推定した境界とは
一致しなかった．

2 重エネルギー CTを用いたdynamicCT撮影の方法
　肺癌症例 2 例について撮像を行った．撮像中に何も問題
はなく，息止めも練習後に問題なく施行可能であった．
CT装置には 0.6  mmの素子が 64 個あるため理論的には
直径 38 mm以内の腫瘍であれば全体をスキャンできる
と考えられた．肺動脈相のピークは造影剤注入後約 30
秒，気管支動脈相のピークは造影剤注入後 40 秒以降にみ
られた．これは従来の報告と一致していたが 5, 6)，大動脈
および肺動脈におけるROIの置き方によって微妙に変化
する可能性があった．腫瘍の血流は気管支動脈相が主で
あるとされており 5, 6)この時相でblood fl ow（BF），blood 
volume（BV），mean transition time（MTT）とpermeability

図 1. 症例 1．右中葉の肺癌の造影CT画像．（A）点線で囲われた
領域に造影効果が相対的に高い．（B）CT上造影効果の相対
的に高い領域を切り出された切片に示す．

図 2. 症例 1．（A）画面左上には肺胞構築を残した癌の増殖が
見られ、画面左下では肺胞の弾性線維が消失している．
画面左上はCT上造影効果が相対的に高いと考えられる領域
である（EMG染色X40）．（B）HE染色では（A）の所見確認は
困難である．（HE染色X40）．（C）（A）の拡大像（EMG染色
X100）．
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（P）を算出した．一方，ノイズレベルの関系から解析に耐
えうる 2 重エネルギー撮像画像を得るためには，X線量を
通常のCT撮像に比べ増やす必要がある．すべての撮像タ
イミングでこの線量で撮像することは，被曝量の観点から
望ましくないと考えられたため，今回の 2 重エネルギー
CTからのヨードマップ作成は造影剤注入開始後 60 秒の画
像を用いて行った．

症例 1：右中葉腺癌．Axial断面では腫瘍の外背側に
dynamic CTで相対的に造影効果が高い領域が見られた．
撮像範囲の腫瘍全体の 2 重エネルギー CTから作成した
ヨードマップ画像においても同じ領域にヨード濃度が高く
描出されている可能性が示唆された（図 7）．

症例 2：右上葉腺癌：Axial断面では腫瘍の縦隔側腹側に
dynamic CTで相対的に造影効果が高い領域が見られた．

全体的に造影効果は低かった．撮像範囲の腫瘍全体の 2 重
エネルギー CTから作成したヨードマップ画像においても
同じ領域にヨード濃度が高く描出されている可能性が示唆
された（図 8）．

考　察

従来の造影CTと病理組織所見の比較に関する後方視的比
較検討
　CT画像と病理組織学的所見の対比は現在の方法である
程度可能と考えられた．造影効果の違いには肺胞の虚脱，
間質線維化の状況，壊死領域の有無，気道や脈管の途絶
の有無などが影響すると考えられ，これらの病理組織学
的所見は腫瘍の低酸素状態などを介して悪性度と相関
する可能性はあると思われた．HIF1alphaとVEGF染色に
ついては，造影効果が相対的に低い領域では low perfusion
すなわち低酸素を反映しHIF1 の発現が高く，VEGFの

図 5. 症例 4．（A）造影効果が相対的に高いと考えられる領域で
は介在する膠原線維の増生が目立たないのに対し，（B）CT
上造影効果が相対的に低いと考えられる領域では膠原線維
の増生が目立つ（EMG染色X100）．

図 6. 症例 4．HIF1αの発現はCT上造影効果の高い領域では
相対的に弱く（A），造影効果の低い領域では相対的に強い

（B）可能性が示唆された．VEGFの発現はCT上造影効果の
高い領域では相対的に強く（C），造影効果の低い領域では
相対的に弱い（D）可能性が示唆された．（A）と（B）HIF1α染
色X200，（C）と（D）VEGF染色X200．

図 3. 症例 1．HIF1αの発現はCT上造影効果の高い領域では
相対的に低く（A），造影効果の低い領域では相対的に高い

（B）可能性が示唆された．VEGFの発現はCT上造影効果の
高い領域では相対的に高く（C），造影効果の低い領域では
相対的に低い（D）可能性が示唆された．（A）と（B）HIF1α
染色X200，（C）と（D）VEGF染色X200．

図 4. 症例 4．（A）右下葉の肺腺癌の造影CT画像．点線で囲われ
た領域に造影効果が相対的に高い．（B）CT上造影効果の相
対的に高い領域を切り出された切片に示す．
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発現はまだ低いといったことが示唆される症例が幾つか
あったが追加検討が必要と思われた．Glut1 の発現は今回
検討した症例ではいずれも明らかではなかった．なお選択
した症例においても，主として縦隔構造の評価などを目的
として撮影されたCT画像においては，腫瘍病変の造影効
果は明瞭とは言い難く，より明瞭な画像の取得が本研究の
前提となると考えられた．

2 重エネルギー CTを用いたdynamic CT撮影の方法
　dynamic CT画像では腫瘍内部の局所血流が従来の造影
CTに比べより明瞭に視覚化された．病理組織学的所見と
の対比もより正確になる可能性が示唆された．また 2 重
エネルギー CTから作成したヨードマップ画像においては
BVとMTTについては同じ領域にヨード濃度が高く描出さ
れている可能性があり，dynamic CTを施行せずに同等の
画像を得られる可能性が考えられた．Dynamic CTのどの
パラメーターを採択するか，ヨードマップ画像の解析方法
の最適化をどのように決定するか，そして実際の病理所見
との対比が今後の課題と思われた．
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図 7. 右中葉腺癌症例．（A）dynamicCT画像では腫瘍の外背側
にperfusionが高い可能性がある領域が描出された（矢印）．
blood flow（BF），blood volume（BV），mean transition time

（MTT），permeability（P）（B）2 重エネルギー CTから作成
したヨードマップ画像においても同じ領域にヨード濃度が
高く描出されている可能性が示唆された（矢印）．

図 8. 右上葉腺癌症例．全体に造影効果は低い．（A）dynamicCT
画像では腫瘍の縦隔側腹側にperfusionが高い可能性がある
領域が描出された（矢印）．blood fl ow（BF），blood volume

（BV），mean transition time（MTT），permeability（P）（B）
2 重エネルギー CTから作成したヨードマップ画像におい
ても同じ領域にヨード濃度が高く描出されている可能性が
示唆された（矢印）．
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緒　言

　 我 々 は， 気 管 狭 窄 症 の 治 療 を 再 生 医 療 で 治 療
す る た め の 研 究 を 行 っ て い る．気 道 再 生 の 研 究 は，
1994 年　Vacanti Cらが，牛軟骨の細胞から管状の再生
軟骨チューブを無胸腺ラットの頸部気管へ移植したのが
最初である 1)．気道の最も重要な機能は，呼吸する為の
開存性である，そこで我々は気道のフレームとなる軟骨再
生の研究を中心に行ってきた．軟骨細胞を足場に播種し，
生体へ移植して再生した軟骨は，6 週で気管軟骨と同じ
力学的強度になることを証明した 3)．この基礎的研究から，
ステント系足場を開発し，家兎の気管前壁欠損モデルで，
軟骨細胞増殖因子を徐放化し再生軟骨パッチが実現するこ
とを実証した 4)．また，粘膜上皮は，足場内面をコラーゲン
コートすることで，自律再生することを確認している 4)．
　2012 年には，既に気管狭窄症の患児に，死体気管由来
のマトリックスと骨髄細胞を用いた臨床応用例が報告
されている 2)．また，Macchiarini Pらが 14 例の円柱状
の人工再生気管を移植しているが，半数の症例が 3 か
月以内に死亡しており，長期生存例にはステント挿入が
必要と報告されている 5)．我々は，より生体に近い材料で
分化・成熟の可能性の高いシリンダー型の再生気道である
BIO-AIR-TUBEを共同研究者らと開発した（特願 2013-
1773289）．膜様部と輪状靭帯に相当する部分は，BIO-
TUBEによって再生させ，軟骨輪は足場材料に軟骨細胞を
播種させて軟骨輪を再生させている．このBIO-AIR-TUBE
には，再生軟骨輪の形状の足場を使用する必要がある．
本研究の最終的な目標は，3Dプリンターで造形したポリ
乳酸多孔体による足場を用いて再生軟骨輪を得ることで
ある．このポリ乳酸の足場は，共同研究者らが鼻尖部軟骨
の臨床研究で使用した材料であり生体への安全性が確認
されている．従来，ポリ乳酸多孔体の足場材料は金型を
つくり造形されている．この造型法では，時間を要し複雑
な形状を造形することが技術的に困難である．しかし，3D
プリンターを用いて，ポリ乳酸による足場を造形できれ
ば，複雑な形状の足場を立体的に造形することが容易と
なる．本研究では，まず，3Dプリンターで造形したポリ乳

酸の足場によって，軟骨再生が可能であるか検討すること
を目的とした．

材料と方法

　以前，報告した方法 3, 4, 6)に準拠して，豚耳介軟骨
から軟骨細胞を分離・培養した．耳介軟骨組織の周囲線維
性組織を鈍的鋭的に除去し軟骨の小片を 1 mm3 サイズ
まで細切した．細切した軟骨小片は，50 mlコニカル型
遠 沈 管 内 の 0.3%コ ラ ゲ ナ ー ゼ タ イ プ 2（Worthington, 
Freehold, NJ）内に入れ，37℃恒温槽内で強振盪 40 分間
反応させた．酵素処理後の懸濁液を 100 µmのナイロン製
セル･ストレイナー（BD Falcon, Bedford, MA）にて濾過
し，430G 5 分 4℃で遠心分離した．遠心後のPelletをPBS

（phosphate-buffered saline）（和光製薬，大阪）で洗浄し
単離した細胞は，1 型コラーゲンコーティングされた培養
皿（アサヒ硝子，船橋）に，細胞密度 6400 cells/cm2 で
単 層 培 養 し た．培 地 はDMEM/F12（Dulbecco’s modified 
Eagle medium/f12）（Sigma Chemical Co., St. Louis, MO）
に 5%FBS（Fetal Bovine Serum）（Sigma），濃度 100 ng/ml
のFGF-2（fibroblast growth factor-2）（科研製薬株式会社，
東京），5 µg/mlインスリン（Sigma）を加えたもので行った．
培養液は，週に 2 回交換した．1 継代した軟骨細胞を足場
材料に播種した．
　 生 分 解 性 ポ リ 乳 酸 に よ る 足 場 は，SCOOVO C170

（アビー株式会社，横浜）によって作成した．ポリ乳酸に
よる 0.5x0.5x0.5 mmの柱を 0.5 mm間隔に配置した格子を
作成した．これを 2 層に重ねて足場材料とした（図 1）．
　軟骨細胞の播種は，1％アテロコラーゲンゲル（株式
会社高研，東京）300 µL中に1.5x107個の細胞を懸濁させた
ものを 3Dプリンターで造形した足場に播種して 37 ℃で
2 時間インキュベートした（図 2）．
　この移植片を無胸腺マウス（n=4）の皮下に移植し，移植
4 週後に移植片を摘出した．

結　果

　移植 4 週後に摘出した移植片は，乳白色の組織が再生
されていた（図 3）．足場材料は，再生組織内に透見され
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ており，残存していた．足場材料の周囲には，軟骨様の
組織が認められており，軟骨と同等の弾性硬の硬さを有し
ていた．

考　察

　本研究によって，3Dプリンターで作成された立方体の
ポリ乳酸による足場材料で軟骨再生が確認された．
　組織は，足場材料，細胞，そして成長因子の3因子を用い
て再生される 7)．必要な組織の大きさと形状は，足場の
造形によって調整することが可能である．今回の研究で，
3Dプリンターで再生された足場材料によって，足場と
ほぼ同じ大きさで形状の軟骨が再生されたことから，再生
組織の大きさと形状を 3Dプリンターによる足場で自由に
調整することができると考えている．
　最終的には，軟骨輪様組織，膜様部・輪状靭帯様組織
の足場を 3Dプリンターで造形し，それぞれの細胞をリク

ルートあるいは播種することで気管を再生することが可能
と考えている．CTあるいはMRI検査から得られた患者
3D画像データから，3Dプリンターを使用して個々の症例
に必要な気道長・径をオーダーメイドで作製することが
可能となる．つまり，必要な気道を病態にあわせて再生
することができる．また，足場材料を造型するための金型
を作成する必要がなくなり，短期間の造型が可能となり，
再生医療の問題点であるコストの削減という観点からも
有用と思われる．治療が必要となった場合，短期間で足場
材料が造型されるということは，臨床応用する上では重要
なことである．
　生分解性のプラスチックとともに組織学的検討をさら
に追加する必要があるが，肉眼所見，触診所見は軟骨組織
であった．3Dプリンターの性能あるいは樹脂の改良に

図 1.	 図 2.	

図 3.	
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よって，さらに微細構造の造型が可能となれば，海綿状
の足場が造形されることで軟骨組織の再生が促進され，
軟骨基質の産生効率も向上するものと考えられる．また，
本研究では，ポリ乳酸による足場造型を行ったが，その
他の生分解性ポリマー，コラーゲンなどの材料を用いて
プリントアウトが可能となれば，再生組織の種類によって
有用なそれぞれの足場造型が可能となる．
　本研究によって，3Dプリンターによって造型した
生分解性の足場材料を用いて，軟骨様組織の再生を得る
ことが可能であった．3Dプリンターによる足場の造型
は，組織工学的手法を用いた再生医療を臨床応用するうえ
で基盤技術となり得るものと考えている．3Dプリンター
の性能改善が，今後さらに期待される．また，組織再生
を行う上で，その他の生分解性材料による造型技術が，
次世代の組織再生技術になり得るものと考えられる．
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緒　言

　ミトコンドリア電子伝達系と酸化的リン酸化は真核生物
にとって必須の生体内反応である．細胞内のATPは主に
ミトコンドリアで生産されるため，この過程における異常
はATP産生量の低下に引き続き細胞の生体反応に重篤な
ダメージを引き起こす．
　ミトコンドリア呼吸鎖異常症（Mitochondrial respiratory 
chain disorder，以下MRCDと略）は，5000 人に 1 人の割合
で発症する難治性疾患であり，ミトコンドリアDNAの
変異，あるいは核DNAの変異により，ミトコンドリアの
エネルギー産生経路の異常が引き起こされる．電子伝達系
のいずれかもしくは複数の呼吸鎖複合体の酵素活性が維持
できなくなることによりMRCD患者の臓器や線維芽細胞
ではATP産生量の低下，活性酸素種の増加を引き起こす．
また，ミトコンドリアはどの細胞にも存在する細胞小器官
であるため，MRCDの症状は全身，特にミトコンドリア
が豊富な神経系，心臓，肝臓，骨格筋等の臓器で様々な
症状を呈し，ひいては個体レベルでの生命維持に影響を
及ぼす．MRCD患者の皮膚線維芽細胞や組織では，呼吸
鎖酵素複合体の酵素活性の低下に加え，複合体の量そのも
のの減少が起きている．
　5-アミノレブリン酸（ALA）はALA合成酵素により
グリシンとスクシニルCoA から合成されるヘムの前
駆体であり，最終的にプロトポルフィリンIXへ生合成
されたあとに鉄イオンを配位してヘムになる 1)．ヘムはヘ
モグロビン，ミオグロビン，シトクロム類のようなヘム
タンパク質の補欠分子族として機能する．特にミトコンド
リアのヘムタンパク質は呼吸鎖複合体I, Vを除くII, III, IV
のサブユニットの酸化還元反応の活性中心として重要な役
割を果たす 2)．2011 年にマウスに 5-ALAと鉄を同時に経
口投与することで，肝臓の呼吸鎖複合体IVサブユニット
のタンパク質量とATP量が増加したという報告がなさ
れた 3)．そこで，我々は，MRCD患者由来皮膚線維芽細胞
に 5-ALAと二価鉄を同時に投与することで，細胞内ATP
産生量が増加するか検討した．その結果，5-ALAと二価
鉄の同時投与は，呼吸鎖複合体IからIVまでの複合体量を

激しく変動させることが明らかとなった．しかし，この
複合体量の変動の詳しいメカニズムはまだ解明されてい
ない．一方，ミトコンドリアにおいて，鉄はヘム以外に
鉄・硫黄クラスターを形成して存在するが，5-ALA /鉄
投与時における鉄硫黄タンパク質への影響についても，
明らかになっていない．本研究では 5-ALAと二価鉄を
同時投与した時のミトコンドリアでの鉄硫タンパク質の
量をSDS-PAGE/ウエスタンブロッティングを用いて解析
した．また，CRISPR/Cas9 システムを用いてMRCDの
原因遺伝子をノックアウトした疾患モデル細胞の作出も
試みた．

材料と方法

1．鉄硫黄タンパク質の発現変動の解析
　MRCD患者由来皮膚線維芽細胞を 15 cm培養ディッシュ
に 2x106 細胞ずつ播種し，翌日，100 μM第一クエン酸
ナトリウムと 0 μM，50 μM，100 μMの各濃度の 5-ALA
を添加した培地に交換し，10 日間培養した．コントロール
と し て， 健 常 人 由 来 の 皮 膚 線 維 芽 細 胞（NHDF-Neo）
も同時に処理した．これらの細胞から常法に従って，
ミトコンドリア画分を単離し，SDS-PAGE/ウエスタン
ブロッティングにて，ミトコンドリアに局在する鉄硫黄
タンパク質（NDUFS1, NDUFS8, ACO2）の発現量を解析
した．また，ヘムタンパク質であるCYC1 のタンパク質量
の変化も検討した．
2．MRCD疾患モデル細胞の作製
　当初はTAL effector nuclease（TALEN）を用いる予定
であったが，より簡便なことからCRISPR/Cas9 を用い
ている．標的遺伝子は既知の病因遺伝子であるSURF1，
及び文部科学省革新的細胞解析研究プログラムで，同定
した新規病因遺伝子の内の一つとした．gRNAを設計して，
Addgeneより購入したpSpCas9（BB）-2A-Puro（pX459）に
クローニングした．

結　果

　MRCD患者由来皮膚線維芽細胞とNHDF-Neoと合わせ
て 12 検体に 5-ALAと鉄を同時に投与し，ミトコンドリア

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書
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に局在する鉄硫黄タンパク質の発現量を解析した．この
内，ミトコンドリア量が足らず評価できない検体が 5 検体
あった．残りの 7 検体全てにおいて，5-ALAを添加した
時にNDUFS1 の発現量が減少していた．またNDUFS8 は
5 検体で発現量の減少が認められた．ACO2 は 4 検体で
発現量が減少していた．他の検体では濃度依存的な変化
を示さなかった（data not shown）．一方，ヘムタンパク
質であるCYC1 の発現量は，NHDF-Neoで増加傾向を
示したものの，MRCD患者検体では，顕著な傾向が認め
られなかった．今回，MRCD患者由来線維芽細胞から単離
できたミトコンドリア量が少なく，充分な解析が実施でき
なかった検体もあるため，今後も引き続きサンプリングと
解析を行う必要がある．また，MRCD患者由来線維芽細
胞の中には増殖が遅い検体もあり，解析に必要な細胞数を
取得するのに限界があるため，293FT細胞を使ってMRCD
疾患モデル細胞を作製し，それらを用いて 5-ALA /鉄投与
の影響を調べる予定であった．しかし上記の解析に時間が
かかり，現在作製を進行中である．

考　察

　今回の解析により鉄硫黄タンパク質の発現量は，
5-ALA /鉄の投与時に減少する傾向が認められた．この
結果は，ヘムの合成量の増加が鉄・硫黄クラスター形成
に少なからず影響を与えていることを示唆している．
NDUFS1，NDUFS8 は呼吸鎖複合体Iの構成因子をコード
しており，呼吸鎖複合体Iの活性の低下や複合体のアッ
センブリ量の低下を示す患者において，これらの遺伝子
の変異が報告されている 4, 5)．実際 5-ALAと鉄を投与
すると呼吸鎖複合体Iのアッセンブリ量が低下する傾向
があった（data not shown）が，その原因としてNDUFS1，
NDUFS8 の発現量の減少にあることが示唆された．今後
は他の鉄硫黄タンパク質の発現量についても影響を受け
ているのかどうか調べる必要がある．また今回，サンプル
量が少ないため評価できなかった検体については今後
の解析が待たれる．一方，5-ALAと鉄の同時投与により
ヘムタンパク質であるCYC1 の顕著な増加は認められな
かったが，5-ALAと鉄の同時投与により細胞内のヘムが
増加していることを示すため，CYC1 以外の呼吸鎖複合

体を構成するヘムタンパク質について引き続き検討する
必要がある．また，本実験で用いたMRCD患者検体は元々
呼吸鎖複合体Iの酵素活性が低下した検体を中心に選ん
でいるが，今後は呼吸鎖複合体I以外の酵素活性が低下
した検体における 5-ALA /鉄の投与の影響も検討していく
必要がある．
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緒　言

　HMGNは構造的クロマチン因子の一種として組織特異
的遺伝子発現誘導により各種シグナルに応じて，クロマ
チンの緩和・凝縮などの構造変化を変化させ，遺伝情報の
オンオフを制御する．しかしその分子メカニズムや生体内
での機能については未だ不明である．
　ヒトでの NSBP1 発現組織は既に確認されており，
ヒトでは腎癌や前立腺がんなど泌尿器系臓器の発が
んとの関連が報告されている．マウス実験において，
胎生期のエストロゲン（E2）暴露によりNSBP1 遺伝子
のプロモーター領域の低メチル化が起こり，成熟マウ
ス子宮内膜において NSBP1 過剰発現が引き起こされ，
子宮体癌（高分化型類内膜腺癌G1 に相当）が発症する
ことが報告された．
　本研究では，新たなエピジェネティクス因子である
HMGN5（NSBP1）の子宮内膜における周期的変化および
癌に進展する際の遺伝子発現制御への関与について明らか
にすることを目的とする．

材料と方法

　子 宮 体 癌 細 胞 株 で あ るIshikawa細 胞（G1），HEC265
（G1），HEC59（G2），HEC50B（G3）（ す べ てJCRB細 胞
バンクより分譲）を用いて組織培養を行った．月経周期に
おける増殖期，増殖期後期，分泌期，分泌期後期それぞれ
の正常子宮内膜および子宮体癌（G1, G2, G3）および
閉経後子宮内膜についてNSBP1 の局在を免疫組織染色
法で調べた．免疫組染色法は，NSBP1 抗体（Sigma Life 
Science, HPA000511）を用いて行った．
　さらに，培養細胞からTrizol（Ambion）を用いてRNA
を抽出した後，Go ScriptTM逆転写酵素（Promega）による
cDNA合成後，NSBP1 遺伝子のRT-PCRを行った．

結　果

免疫組織染色法
　正常子宮内膜の増殖期後期から分泌期にかけて，腺上皮
細胞ならびのその周囲の間質細胞において発現を認めた．
閉経後子宮内膜ならびに子宮体癌組織標本では発現は認め
られなかった（図 1）．

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書
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RT-PCR
　 子 宮 体 癌 細 胞 株Ishikawa 細 胞，HEC265 お よ び
HEC50Bはコントロールの正常子宮内膜と比較し，発現
の亢進は認められなかった．HEC59 は細胞培養途中
のため現時点でデータは未である．

考　察

　子宮体癌組織ならびに閉経後ではNSBP1 の発現は免疫
組織染色にて確認できなかった．また，RT-PCRでも子宮
体癌細胞での発現の亢進は認められず，子宮体癌発癌との
関連は示されなかった．しかし，正常子宮内膜において，

エストロゲン分泌が最大になる増殖期後期から分泌期
にかけてNSBP1 の発現の亢進が見られた．このことは，
NSBP1 が染色体構造調節因子としてエストロゲン濃度
依存性に核内の転写調節に関与するものと考えられた．
　今後は，培養子宮内膜腺上皮ならびに内膜間質細胞を
もちいて，エストロゲン濃度依存性の発現の有無の確認を
行っていく予定である．

研究成果リスト

　本研究における研究成果の学会や出版物への発表はまだ
なされていない．
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緒　言

　グローバル社会において，これから我が国が発展
していくためには国際競争に負けない教育への質的な
転換を図ることが，国家戦略上の重要な課題の 1 つと
して提言されている．その中では，従来のような知識
の一方的な伝達型の授業から，生徒や学生たちが自ら
学習に参加して問題を発見し，その解を見いだしていく
アクティブ・ラーニング形式の授業や，反転授業と呼ば
れる新たな教育方法への転換が急務であると指摘され
ている．そして，その基盤作りとして，教材や授業のデジ
タル化，そして，デジタル教材を効果的に活用した教育
改革の必要性が求められている．
　現在，その一環として全国的に進められているのが，
タブレット端末を活用した新たな教育方法の展開である．
その方法では，従来の紙の教科書では不可能なムービー
やコンピューターグラフィックスなどを多用したインタ
ラクティブな教材を利用することができる．そのために，
今までにない教育効果が期待できると考えられている．
しかしながら，タブレット端末を用いた教育が小学校から
大学に至るまで急速に普及しつある一方で，それに必要な
デジタル教材の作成や，その教材を用いた効果的な教育
方法の開発が，欧米諸国に比べて遙かに立ち遅れた状態に
ある．重要なのは，その遅れを速やかに取り戻して，教育
の質的な転換を早急に成し遂げることである．そのために
は，教員自らがデジタル教材の作成に参加し，その教材を
用いた効果的な教育方法を実施できるような環境作りが
急務であると我々は考えている．
　現実的な問題として，教育に携わっている多くの教員
がすぐにでもデジタル教材の作成や，その教材を効果的
に用いた授業を実施できるような状況ではない．それは，
デジタル教材を作製しようとしても，経済的な問題や
技術的な問題が障害となっているだけでなく，それらの
教材を用いた効果的な教育方法がまだ開発されてないから
である．残念なのは，それらの理由で教員が自らの手に

よるデジタル教材の作成を諦めて，欧米諸国で開発された
市販のデジタル教材に頼るようでは，国際競争に負けない
教育の質的転換を達成することはとうてい無理である．
　そこで，本研究では，教員の誰もが実用的なデジタル
教材を簡単に作成することができるようにするために，
その障害となっている経済と技術的な問題を解決すること
を目的とした．さらに，教員自らが作成したデジタル教材
を用いた教育方法の開発と，その実践も行った． 

目的と方法

　デジタル教材の作成と，その教材を用いた新たな教育
方法を普及させるためには，誰もが簡単にできる教材の
作成方法を考案し，それを幅広い教育分野の人たちに
紹介することが必要であると考えた．そこで，我々は既存
の設備とフリーソフトだけを用いた経済的で実用的な
デジタル教材の作成方法を考案し，それを解説した単行本
を出版する計画を立てた．それと同時に，デジタル教材を
用いた効果的な授業方法の開発や，デジタル教材を活用
した新たな教科書の出版についても計画した．

結果と考察

デジタル教材作成に関する解説書の出版
　ここでは，我々が関わっている生命科学教育に必要
なデジタル教材の作製方法の開発を中心に行った．その
目標は，実用的なデジタル教材を誰もが簡単に作製する
ことのできる経済的な方法の開発である．その際の 1 つ
の方法として，世界中で公開されている高機能なフリー
ソフトを組み合わせて，実用的なデジタル教材の作製方法
を開発することである．つまり，この方法ならば，誰もが
経済的と技術的な問題を心配することなく，デジタル教材
の作製を容易に行うことができると考えたからである．
　その結果，国内外で数多く公開されている高機能な
フリーソフトを組み合わせることにより，生命科学の教育
に役立つさまざまなデジタル教材（バーチャル顕微鏡や，
胚・組織・分子などの立体モデル）の作製方法を開発する
ことができた．それら研究成果は，出版社の裳華房（株）か

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書
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ら単行本（電子書籍のKindle版も同時販売）として出版した
（図 1）．

デジタル教材を用いた効果的な教育方法の実践
　デジタル教材は今までのような紙の媒体と比べて遙かに
多くの可能性を秘めている．たとえば，インタラクティブ

な教材観察やムービーなどを容易に扱うことが可能で
ある．それゆえ，その効果的な活用しだいでは，従来の
教育方法をしのぐ質的な転換が可能である．さらに，飛躍
的に増加しつつある最近の科学情報を，限られた教育時間
内で学生たちに理解させるための手段としても，デジタル
教材を活用した教育方法は非常に有効なものになると考え
られる．
　以上のような観点から，我々は医学部の授業におい
て，バーチャル顕微鏡を用いた組織学の実習（図 2）と，
さまざまなデジタル教材を用いた発生学の授業（図 3）
を実施した．その際に問題となったのは，デジタル教材
を用いた教育用のインフラが学内の教育環境として
まだ整っていないことであった．そこで，我々は，学生
が所有するノートブック型コンピューターを用いた授業
を実施した．そして，その際に必要なソフトやデータ
は，CD-ROMやUSBメモリーなどで学生に提供した．
この方法ならば，場所を選ばず，どこでもデジタル教材を
用いた効果的な授業の実施が可能である．
　 デ ジ タ ル 教 材 を 用 い た 授 業 に つ い て 学 生 か ら の
アンケート結果をみると，バーチャル顕微鏡は，従来の
顕微鏡を用いた実習と比べて非常に分かりやすいと好評
であった．このバーチャル顕微鏡の有効性については
既に数多くの研究結果から実証されており，病理診断の
分野ではいち早くこの技術が実用化されている．しかし
ながら，他の分野（たとえば，組織学実習など）では，依然
として，この技術の活用が遅れている．その大きな原因の
1 つは経済的な問題にあると思われる．今回の我々の研究
により，経済的な問題が解消されたので，これから，さま
ざまな教育分野でこの技術の普及が期待される．
　また，バーチャル顕微鏡，3Dモデル，ムービーなど
を活用した発生学の授業も，学生からのアンケート結果
では，従来の紙の教科書よりも分かりやすいと好評

図 1.	2015 年 9 月に裳華房から出版された解説書．この単行本で
は，誰もが実用的なデジタル教材を簡単に作成できる方法
が解説されている．

図 2.	バーチャル顕微鏡を用いた医学部 2 年生の組織学実習の風景．学生が各自のノートブック型パソコンを用いて組織学
実習を行っている．その際に必要なソフトやデータはCDやUSBメモリーにより提供された．
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図 3.	デジタル教材を使った医学部 1 年生の選択必修科目の授業風景．ヒトを含めたさまざまな動物の
胚の三次元CGモデルの観察や，バーチャル顕微鏡による組織観察を行っている．

であった．しかしながら，このような試みは今までに
無かったものなので，これから，より効果的な教育方法へ
と発展させるためには，さらなる改良の余地があると思わ
れる．また，デジタル教材を用いた次の実践として，MRI
画像による 3Dモデルの作成技術と，そのモデルを用いた
人体構造の学習の授業を実施する計画である．その他に，
デジタル教材を活用した発生学の教科書（裳華房より出版
予定）の作成も，現在進行中である．
　これからの展望として，全国の教員により作成された
デジタル教材をデータベース化し，それらをインター
ネットを介して共同利用できるようにすれば，全国的な
レベルで教育の質の向上に繫がることが期待される．それ
だけでなく，教員にも大きな発想の転換（（アクティブ・
ティーチングへの発想の転換）がもたらされるであろう．
そのような目標に向かって，さらに準備を進めたいと考え
ている．
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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．その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基底
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を引き起こすことが知られており，
恐怖記憶獲得の細胞モデルであると考えられている．
また，動物は電気ショックを与えられた場所のことを強く
記憶しており，電気ショック負荷の翌日に同じ実験用
ケージに入れると，やはり長い時間硬直する様子が観察さ
れる．この現象には扁桃体だけでなく空間記憶を司る海馬
も関係していることが知られている．
　扁桃体と海馬はともに大脳辺縁系に属しており，また
相互に神経軸索を送り合っている．それゆえ，恐怖
条件付け記憶の想起時にこの 2 つの部位から細胞外
記録を行うと，θ帯域（4 -8 Hz）のオシレーション活動の
同期が上昇していることが知られている．一方，個々の
扁桃体基底外側核の錐体細胞は周辺の抑制性介在ニュー
ロンから周期的な入力を受け取っている．この自発性の
抑制性オシレーション活動（0.1-3 Hz）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が，抑制性入力の振幅や周波数は
様々な神経修飾因子によって影響を受けることが解明され
ている．この現象が扁桃体機能にどのような生理的意義を
もたらしているかはいまだ解明されていないが，海馬との
関わりから記憶の固定などに影響を与えているのではない
かと予想される．
　本研究ではラットに恐怖条件付け記憶を成立させ，
その場合に扁桃体基底外側核の錐体細胞において抑制性
オシレーション活動がどのように変化するかを電気生理
学的に解析し，そ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．
　生後 2 -3 週齢のラットをFear Condition実験用ケージ
に入れ，3 分間自由に行動しているときの様子をビデオ
カメラで撮影した．その後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，それ
を 10 秒間隔で 10 回繰り返した．電気ショック終了後，
ラットを再び 3 分間自由に行動させた後で飼育ケージに
戻した．それから 24 時間後，ラットを再びFear Condition
実験用ケージに入れて 3 分間自由行動させ，その様子を
ビデオカメラで撮影し，電気ショック負荷前と負荷一日後
の動画から動物の硬直時間を計測した．そして 3 分の自由
行動時間に対する硬直時間の割合を算出して比較した．
　その後ラットにイソフルラン麻酔を吸引させ，断頭後
に脳を摘出し，95％O2 / 5％CO2 の混合ガスを飽和さ
せた氷冷Na-Choline Chloride置換液の中に入れた．この脳
から扁桃体基底外側核を含む冠状スライス（厚さ 400 μm）
を，マイクロスライサーを用いて作成した．スライス
はさらに左右に分断し，人工脳脊髄液（組成：120 mM 
NaCl, 3 mM KCl, 26 mM NaHCO3, 1.25 mM NaH2PO4, 
15 mM glucose, 2.5 mM CaCl2, 1.3 mM MgCl2）を回復液と
して，95％O2 / 5％CO2 の混合ガスで満たされたチャン
バー内にて室温 1 時間以上静置した．その後，スライス
を正立型顕微鏡のステージ上にあるチャンバーに移し，
IR-CCDカメラを通じて扁桃体基底外側核にある錐体細胞
を確認しながら，ホールセルパッチ記録を行った．記録
中は 95％O2 / 5％CO2 の混合ガスを飽和させた人工脳
脊髄液を 31-32 度に保って灌流した．記録電極はガラス
キャピラリーを電極プラーで加熱して作成し，その電極
抵抗は 3 -5 MΩ程度になるようにした．そして電極内液は
カリウムベースの組成（150 mM K-methanesulfonate, 5 mM 
KCl, 0.1 mM K-EGTA, 5 mM Na-HEPES, 3 mM Mg-ATP, 
0.4 mM Na-GTP, pH = 7.4）のものを使用した．
　電極内液を充填した記録電極を錐体細胞に接触させ，
細胞膜を破ることでホールセル記録状態を成立させた後，

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書
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パッチクランプアンプ（Axopatch 200B: Axon Instruments）
を用いて細胞膜電位や膜電流を測定した．得られたデータ
はADコンバータ（Digidata 1322A: Axon Instruments）を
介してコンピュータへ送信しソフトウェアを用いて取り
込んだ．
　錐体細胞の同定は形態的特徴（大きな細胞体，錐体様の
形状）や電気生理学的性質（脱分極電流を流した時，発生
する活動電位が時間とともに出現しにくくなる）など
から判断して行った．その後電流固定モードから電位固定
モードに切り替え，固定電位を－40 mVに設定した状態
でイオンチャネル型グルタミン酸受容体を介した興奮性
シナプス後電流（EPSC）やGABAA受容体を介した抑制性
シナプス後電流（IPSC）を測定した．この自発的なシナプ
ス入力を 2 分程度記録し，0.1 -3 Hzの帯域についてパワー
スペクトル解析を行うことでオシレーション活動の大きさ
を定量化した．

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・
走行し，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し，後肢で立ち上がって垂直方向
を探索し，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．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後のラットでは，その 24 時間
後に実験用ケージに入れたときにこのような行動を
している時間が著しく減少し，身体をまったく動かさない
硬直時間が 1 日目と比較して有意に上昇した（図 1）．
　一方，上述した実験操作によって恐怖記憶を獲得した
ラットから扁桃体基底外側核を含むスライスを作成し，
その錐体細胞において抑制性オシレーション活動をホー
ルセル電位固定法によって測定した．固定電位－40 mVの
状態ではGABAA受容体を介したIPSCは外向きの電流とし
て記録され，0.1 -3 Hzの周波数で発生するものは特に大き
な振幅と持続時間を持っており（図 2），これは複数の抑制
性介在ニューロンの入力が時間的に同期して送られている
ものであると考えられる．この抑制性オシレーションを
2 分程度記録し（図 3），その時系列データのパワースペク

トル解析を行い（図 4），0.1-3 Hzの周波数帯内における
パワーを積分した．なお，Fear Condition実験用ケージに
入れて 3 分間自由に行動させたが電気ショックを与えな
かった対照群ラットに対しても同様の解析を行った．する
と恐怖記憶を獲得したラットでは周期的なIPSCの振幅が
減少している傾向が観察され，そのパワーの値も対照群と
比べて小さくなっていた（図 3・4，右側）．

図 3.	対照群（左側）と条件付け群（右側）の示す抑制性オシレーション活動．

図 1.	電気ショック負荷前後の硬直時間．硬直時間は 180 秒間の
全撮影時間あたりのラットの停止時間で表示した．ラット
3 匹使用．

図 2.	周期性を示す巨大な IPSC（黒丸）と，その近傍にある小さな
IPSC（白丸）．
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考　察

　本研究の結果，恐怖記憶を獲得したラットでは扁桃体
基底外側核の抑制性オシレーション活動が減弱している
ことが明らかとなった．先行研究で，恐怖条件付け刺激を
行った動物では扁桃体錐体細胞に対する興奮性伝達が長期
増強（LTP）を引き起こしていることが解明されている．
抑制性オシレーション活動には基底外側核内部の興奮性
入力が必要不可欠となっているので，長期増強によって

変化した錐体細胞の活動が周辺の抑制性介在ニューロン
の活動に影響を与えた結果，抑制性オシレーション活動の
パワーが減少した可能性が考えられる．
　また恐怖記憶の獲得と抑制性オシレーションの関係
について，現時点では記憶の獲得とパワーの減少は関連
のある要素なのか，まったく独立の現象であるのかは
区別できない．今後は記憶獲得の程度（硬直時間の長さ）と
パワーの大きさとの間に相関関係があるかどうかを詳細に
分析していく予定である．

図 4.	対照群（左側）と条件付け群（右側）の示す抑制性オシレーション活動のパワースペクトル．

© 2015 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/
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＊国際医療センター　脳卒中内科

緒　言

　アンジオテンシンIIは血管収縮・拡張，細胞増殖促進・
抑制，血管内皮細胞や血管平滑筋細胞のアポトーシスの
抑制・誘導，炎症反応の促進・抑制に関与していること
が知られている．アンギオテンシンII受容体遺伝子欠損
マウスの in vivoにおける脳微小血管での血管内皮細胞と
血小板，白血球の相互作用についての報告されていない．
我々はマウス脳軟膜動静脈での血小板（rolling/adhesion）
を生体用蛍光顕微鏡を用いて検討する方法を確立した．
そしてこの方法を用いてアンギオテンシンII受容体
遺伝子欠損マウスでの脳虚血再灌流時の微小血管における
血小板動態を観察する．

材料と方法

　C57BL/6Jマウス，AT1 遺伝子欠損マウス，AT2 遺伝子
欠損マウスの両側総頸動脈閉塞モデルでの虚血再灌流後の
脳微小循環障害を血小板動態に注目して観察する．
Animal preparations
　実験動物として 20-28 gのC57Bl/6Jを使用する．抱水ク
ロラール（0.3 mg/kg）を腹腔内投与し麻酔導入する．大腿
動脈にポリエチレンカテーテル（PE10, Intramedic; Clay 
Adams）を挿入し動脈血圧と血液ガス分析を行う．体温
測定用プローベを直腸内に挿入し体温をモニタリングし
保温用カイロにて体温を 37 度前後に維持する．頭皮を
切開し頭蓋骨を露出し，工作用ドリルを用いて約 3 mmの
頭窓を作成する．
Common carotid artery occlusion and brain preparation
　頸部正中に皮切をおき両側総頸動脈を露出させ顕微鏡
下に血管クリップを用いて両側総頸動脈を遮断．15 分間
の虚血後に遮断解除し血流を再開させる．虚血解除後に
マウスをear bar により，腹臥位でプラスチックフレーム
に固定し頭皮を切開する．右頭頂骨を露出させ工学用
ドリルを用いて頭頂骨を直径約 2 mmの円形に削り骨を

剥離し頭窓を作成する．頭窓から観察することができと
血管との相互作用を観察する．本方法は観察用の頭窓を
作成するために，頭蓋骨，硬膜を除去するのみでクモ膜は
切除しない状態で脳表血管が観察することが特徴である．
したがって髄液の漏出がなく生理的状態での実験が可能で
あった．
Blood Sampling and Platelet Preparation
　実験動物 C57 BL/6Jマウスを放水クロラールを腹腔内投
与し麻酔する．大腿動脈にポリエチレンカテーテル（PE10, 
Intramedic; Clay Adams）を挿入し血液 0.9 mlを採取．遠
心機で血小板のみを分離し採取する．血小板染色として
CFSEを加えて血小板（50 µl）を準備する．
　Intravital Fluorescence Microscopy and Video Analysis
水 銀 ラ ン プ（Nikon, Super high pressure mercury lamp 
power supply）による直立型顕微鏡（Japan Tokyo Sankei- 
CoLtd, SO-SM）を用いて脳表血管の観察を行う．対物
レ ン ズ 20 倍， 接 眼 レ ン ズ 10 倍 と し 200 倍 の 倍 率 で
ビ デ オ 撮 像 す る．カ ラ ー ビ デ オ カ メ ラ（Japan Tokyo 
Toshiba, JK-TU52H）で画像をビデオ録画（Sony）する．
30 か ら 40 µmの 太 さ で 100 µmの 長 さ の 動 脈 静 脈 を
ランダムに選択しrollingとadhesionを観察する．血小板
のrollingの定義は血管中心部を流れる血小板の速度と
比較して明らかに遅く，血管壁に密着して転がるように
流れる血小板とし，adhesionは血管壁に 2 秒以上 30 秒
以内同じ場所にとどまっている血小板とした．Rolling and 
adherentの数を動脈，静脈とも 1 mm2 あたりで測定し，
生体用蛍光顕微鏡を用いてマウス脳軟膜血管の動態を観察
する．
Experimental Protocols
　野生型マウス，AT1 遺伝子欠損マウス，AT2 遺伝子欠損
マウスで虚血再灌流後 3 時間，6 時間での血小板のrolling
とadhesionの数を比較する．

結　果

　結 果 を 図 に示 す．AT2 欠 損 マ ウ スの 脳 虚 血 再 灌 流
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AT II受容体欠損マウス一過性脳虚血における
脳軟膜血管での血小板動態の観察

研究代表者　福岡　卓也 （国際医療センター　脳卒中内科）

研究分担者　平山　真紀子＊，丸山　元＊，林　健＊，高尾　昌樹＊，棚橋　紀夫＊



58 福岡　卓也，他

後 3 時 間 後，6 時 間 後 の 脳 軟 膜 動 静 脈 へ の 血 小 板 の
rolling/adhesion数はシャム群と比較して有意に増加し
ていた（P <0.05）．

考　察

　Ishikawa, et al. はAT1 ブロッカーを投与したマウス
においてマウス脳虚血再灌流時に血小板，白血球の
rolling/adhesionが増加することを報告した（Ishikawa, et al. 
Am J Physiol Heart Circ Physiol 2007）．
　AT2R KOマ ウ ス の 脳 虚 血 再 灌 流 時 に 血 小 板 の

rolling/adhesionが増加したことより，AT2Rが血小板の
rolling adhesionに抑制的に働いている可能性が示された．
　虚血再灌流時に血漿中のレニン／アンギオテンシンが

増加し，アンギオテンシンのAT1Rとの結合が相対的に増
加したためと考えた．

研究成果リスト

論文
1)	 J thrombosis and thrombolysis (in press).

学会発表
1)	 福岡卓也，林　健，平山真紀子，丸山　元，棚橋紀夫．

アンギオテンシンII type 2 レセプター欠損マウスに
おける脳虚血再灌流後の脳軟膜血管での血小板動態の
検討．第 55 回日本神経学会学術大会，平成 25 年 5 月，
福岡
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諸　言

　胚性幹細胞（ES細胞）は，正常な胎児である胚盤胞
の内部細胞塊に由来した細胞株であり，多能性幹細胞
として知られている．しかし，他の特徴として腫瘍細胞
としての性質を持っている．すなわちES細胞は，正常な
ゲノム構造を持っており，例えばマウスES細胞の場合，
キメラマウスの作製ができるにもかかわらず，一方ES
細胞をヌードマウスの皮下に接種すると奇形種と呼ばれる
腫瘍を形成する能力をも持っている．このことは，ES細胞
で特異的に発現している遺伝子の中には，多能性に寄与
しているのみならず，腫瘍性へ寄与しているものがある
可能性を示唆している．腫瘍性への寄与が考えられている
遺伝子として，多能性維持に必須な転写因子として知ら
れているOct4（POU5f1 とも呼ばれる）やNanogがあげら
れる．このことは，germ cell tumorなどで，Oct4，Nanog
の遺伝子が発現していることが報告されており 1)，さら
に直接的な証明として，Oct4 をSwiss3T3 細胞に，また
NanogをNIH3T3 細胞に異所的に発現させたところ，形質
転換が生じたことで示されている 3, 4)．しかしいずれの
遺伝子も転写因子であり，どのような遺伝子の発現を制御
することで，腫瘍性へ寄与しているかの分子機構は明らか
とされていない．そこで私は，自身によりES細胞より核
タンパク質としてクローン化し，Oct4 の制御下にある
ことを示した遺伝子UTF1 に着目した 4, 5)．その理由は，
間接的な方法ではあるが，UTF1 の発現レベルに応じて
ES細胞の腫瘍性に変化が生じることを私自身示したこと
による 6)．さらに近年UTF1 がgerm cell tumorや子宮頸部
癌に発現していることが報告され，UTF1 が腫瘍マーカー
として考えられるようになってきた．しかしこれらの報告
では，実際にUTF1 が形質転換に関与しているのか示され
ておらず，また上記の自分自身の報告も間接的な証明で
あり，UTF1 と腫瘍性との関係についての直接的な証明が
必要であると考えた．そこでまずUTF1 ノックアウトES細
胞を樹立したが，腫瘍性は維持されたままであり，ES細
胞では他の遺伝子も寄与していることが示唆された 7)．
　 そ こ で 今 回 の 報 告 で は， 不 死 化 は さ れ て い る が，
本来腫瘍形成能を持たないNIH3T3 細胞株を材料とし

て，ここにUTF1 を過剰発現させ，即ちUTF1 のgain of 
functionの状態において，UTF1 が形質転換をさせる機能
を持つかどうかについて検討を行ったところ，実際に
UTF1 には形質転換を引き起こす機能があることが示さ
れた．さらにその分子メカニズム解明についての足掛かり
として，形質転換の一つの重要な指標である，細胞接触
増殖阻害の解除の分子メカニズムの解明を試みた．その
際miRNA29aがYapによるAktの活性化に重要であること
が報告されておりこの点について詳細に検討を加えた 8)．
その結果この系においてはYapからmiRNA29aを介した
Aktの活性化は認められず，腫瘍の種類により細胞接触
阻害の解除における分子メカニズムには違いが存在する
ことが明らかとなった．

方法・材料

プラスミド構築
　pMCsベクターをベースにし，ここにGateway cassette
お よ びIRES-puro耐 性 遺 伝 子 を 連 結 し た ベ ク タ ー に

（pMCs-Gateway-IRES-Puro r），cDNA を 挿 入 し た
pENTR1AからL-R反応により（Invitrogen）それぞれの
cDNAを挿入した．
レトロウイルスの作製およびNIH3T3 への感染
　pMCs-cDNA-IRES-Purorを Fugene（Roche）により，
PlatE にトランスフェクションし，ウイルスを作製する．
このウイルスをNIH3T3 に感染させ，puromycinにより
選択し，stable株をえる．
miRNAの定量
　miRNAは，miRNeasy（Qiagen）により調整した．RT
反応は，Taq-Man MicroRNA Reverse Transcriptase set 

（Life Technologies）に よ り 行 っ た．qPCRは，TaqMan 
MicroRNA assay（has-miR-29a）を 用 いStepOnePlus Real 
Time PCR System（Life Technologies）により行った．
腫瘍形成実験
　BALB/cA-nu/nuマウス皮下に，1X106 細胞を接種し，
1 か月後に腫瘍形成を観察する．なお動物実験に関しては，
埼玉医科大学動物実験規定において決められた倫理指針に
従って行った．
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結　果

　UTF1 過剰発現NIH3T3 細胞の増殖速度は，コントロー
ルNIH3T3 細胞と差は見いだされなかった．一方ポジティ
ブコントロールとしたERas過剰発現NIH3T3 細胞では，
すでに報告があるように増殖速度の亢進が認められた 9)．
そこでUTF1 過剰発現NIH3T3 が実際に形質転換を起こし
ているか否かについて直接証明するためにヌードマウス
に接種したところ顕著な腫瘍形成を認めた．なおコント
ロールNIH3T3 細胞では腫瘍形成は認められなかった．
そこでUTF1 による形質転換の分子機構を探る手がかり
として，Hippo経路に着目し，なかでもproto-oncogene
であるYapに着目した．Yapは細胞分裂を促進する転写
因子として知られている．正常な状況では，細胞接触時
にHippo経路が活性化されることで 112 番目のセリンが

（ヒトでは 129 番目）がリン酸化されることで，Yapタンパ
ク質の分解が促進され，結果細胞分裂が停止する．しかし，
このセリンがアラニンに変異することで，Yapタンパク質
の分解が阻害され，結果細胞接触阻害が生じなくなるこ
とで，継続して細胞分裂が生じ形質転換が生じることが
知られている．一方，Aktも形質転換を考えるうえで重要
な遺伝子であることが知られている．Aktがリン酸化さ
れ活性化することで細胞分裂が促進されるが，その一方
で例えば，細胞接触により細胞分裂が停止する場合には，
Aktの脱リン酸化酵素であるPTENが機能することで，Akt
の活性が抑制される．ERasはES細胞特異的に発現する
Rasであり，ES細胞においてERasによりAktが恒常的に
活性化されることが，ES細胞の腫瘍化の一因と考えら
れている．さらにNIH3T3 細胞にERasを異所性に発現さ
せることで，形質転換が生じることも報告されている 9)．
しかし転写因子であるYapがいかなる遺伝子の発現を亢進
することで細胞分裂が促進されるのかはこれまで明らか
となっていなかった．近年YapがmiRNA-29aの発現を亢進
させ，このmiRNA-29aがPTENの翻訳阻害を起こすこと
で，結果Aktの活性化が維持され，結果細胞分裂が維持さ
れているという報告がなされた 8)．NIH3T3 でのUTF1 の
過剰発現により形質転換が生じることは上に記したが，こ
の分子メカニズムの解明にあたり，まずNIH3T3 細胞に
おいても先に述べたmiRNA-29aを介した，YapとAktとの
直接的な関連が見られるのかについて検討を加えること
とした．そこで安定型Yap，即ち 112 番セリンをアラニン
に変異させたYapを，NIH3T3 に強制発現させた．細胞が
confluentになった状態において，抗Yap抗体により免疫
染色で確認したところ，この変異Yapを導入したNIH3T3
細胞において，コントロールNIH3T3 に比べ，Yapタン
パク質の顕著な貯留が認められた．そこでこれら 2 種の
NIH3T3 細胞におけるmiRNA-29aの定量を行ったところ，
変異Yapを導入した細胞においてもその存在量の増加は
認められなかった．さらにPTENのタンパク量，リン酸
化AktのレベルについてWestern blotにより定量を行った

が，やはり変異Yapを導入した細胞においてもその存在
量の変化は認められなかった．以上のことより既に報告
されているYapとAktとのmiRNA-29aを介した関連は，
NIH3T3 細胞においては認められず，NIH3T3 の形質転換
を考えるうえで，YapとAktの活性化とは別の事象として
考える必要があると考えられた．

考　察

　形質転換の指標として，（1）細胞接触阻害の解除（2）
低栄養条件下での細胞増殖（3）足場非依存的増殖が
挙げられる 10)．今回の研究では，NIH3T3 細胞を材料と
して形質転換が生じるうえで，特に細胞接触阻害の解除
について着目し分子メカニズムの解明を試みた．その際
Hippo経路の下流に位置するYapと，Rasの下流に位置する
Aktについて，特に注目した．すでに報告にあるように
ある種の細胞において，YapとAktの間にはmiRNA-29aを
介した関連がある 8)．しかし今回の報告においてNIH3T3
においては，この関連は存在していないにも関わらず形質
転換が生じることから，細胞により形質転換が生じる
分子メカニズムには差異があることが示された．今後は
このことを手がかりとしてUTF1 による形質転換の分子
メカニズムの解明へと進んでいきたいと考えている．
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緒　言

　必須微量栄養素の一つである亜鉛は，生体内で 300 以上
の酵素の活性中心元素としてその活性を調節するととも
に，1000 種以上のタンパク質の安定性に寄与している
ことがゲノム解析により予想される．亜鉛は栄養摂取の
低下，ストレス，アルコールの摂取等により欠乏すること
が知られている．その欠乏は脱毛，味覚異常，創傷治癒
の遅延，免疫能の低下，インスリンの合成・分泌の低下
等，種々の症状・症候を引き起こすことが知られている．
倉澤ら 1)は住民の健診で，血清亜鉛濃度の測定を行い，
亜鉛欠乏者は健診受診者の 20％以上であると報告した．
このことは多くの日本人が亜鉛欠乏あるいは亜欠乏状態
にあり，高齢者の褥瘡，舌痛やうつ状態等，種々の症状
発現に亜鉛欠乏が関与している可能性があることを報告
している．日本の高齢化率の上昇，若年女性の痩身願望に
よる栄養不良，ストレスを抱え生活習慣病予備軍の中高年
者，これらの因子を持つ者は亜鉛欠乏症に注意する必要が
あることを示している．
　2009 年より糖尿病や高血圧症，脂質異常症等の生活
習慣病，いわゆる代謝症候群の発見を目的に特定健康
診査・特定保健指導が行われている．この健診で要支援
に該当した者は，生活習慣病予備軍として生活習慣改善
のための特定健康指導を受けることになっている．要
支援該当者は，保健指導のために地域の保健センター
に来訪し特定保健指導を受ける．我々は，要支援と判定
された住民の承諾書の得られた希望者の血清亜鉛濃度
と血清インスリン濃度を測定したところ，明らかな相関
を認めた 2)．このことは亜鉛摂取量が低下すると膵臓か
らのインスリン分泌量が低下することを示唆している．
膵臓β細胞から分泌されたインスリンは，肝臓での糖新生
を抑制しグリコーゲン合成を促進することで血糖値を
調節している．肝細胞内でのグリコーゲン量はインスリン
リセプターを介し，インスリンシグナル下流のGSK3β

（glycogen synthase kinase 3β）の活性低下→GS（glycogen 
synthase）のリン酸化を抑制することで，グリコーゲン
合成を亢進させ血糖値を低下させる．反対にGS酵素の

リン酸化により，その酵素活性が低下する結果，グルコー
スからのグリコーゲン合成量が低下することで，血糖値を
上昇させる．以上のことから，血糖値の調節にインスリン
分泌を介して，肝臓がグルコース代謝の一部を担っている
ことから，亜鉛欠乏状態ラットでの肝臓グリコーゲン代謝
を明らかにすることを目的に研究を行った．

材料と方法

　体重約 100 gのSprague Dawley 系ラット 18 匹を使用
した．1 週間馴化後，各群の体重が均一になるように
亜鉛欠乏群（ZnD: zinc deficiency n=6），ZnD群は餌摂取
量の低下が認められることから，ZnD群と同一カロリーで
飼育した対照群（Pf: pair fed n=6）の 3 群に分け個別ケージ
で飼育した．亜鉛添加餌を自由に摂取した場合，各パラ
メーターの参考のために亜鉛添加餌を自由摂取Free群も
行った．亜鉛欠乏餌（タンパク質 20％，炭水化物 65.7％，
脂 質 10 ％， ビ タ ミ ン 1.17 ％， ミ ネ ラ ル 3.13 ％（ 亜 鉛
5 µg/100 g以下））による飼育開始 4 週後には亜鉛欠乏症の
特徴の一つである脱毛が約 50％に認められることから，
飼育開始から 4 週間後，イソフルレン麻酔下に血清インス
リン濃度と亜鉛濃度を測定するために血液を，インスリン
遺伝子の発現量測定のために膵臓を，糖代謝の測定のた
めに肝臓を採取した．採取した血液，臓器は遠心分離した
血清と臓器は測定時まで－80 度のフリーザーで凍結保存
した．試料採取時のPBSによる臓器灌流，および下記に
示した試料からのTotal RNAの抽出，cDNAの合成および
PCR反応試薬の調整操作は 4℃下で行った．
　血清亜鉛濃度は原子吸光法で，血清インスリン濃度
は化学発光免疫測定法で測定した．また，膵臓でのイン
スリン遺伝子の発現量と，肝臓でのGSK3βおよびGSの
遺伝子発現をreal-time PCR（iCycler, Bio-Rad Laboratories 
In. Cal USA）で測定した．Total RNAの抽出方法は約50 mg
の 組 織 と 0.5  mlのISOGEN（ ニ ッ ポ ン・ ジ ー ン（ 株 ），
東京）でホモジナイズして定法にしたがってクロロホル
ムとイソプロピルアルコールで抽出，抽出したTotal RNA
を 70％エタノールで 3 回洗浄後，遠心濃縮器（MV-100，
トミーメディコ（株），東京）で乾燥，100 µlの超純水に

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書

亜鉛欠乏に伴う糖代謝と脂肪酸合成による
内臓脂肪蓄積の細胞内分子機構の解明

研究代表者　宮﨑　孝 （地域医学・医療センター）
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溶解した．1 µgのTotal RNAを使ってcDNAを合成（iQTM 
cDNA Synthesis kit, Bio-Rad Lab. CA, USA）し，合成
した 50 ngのcDNA，プライマーおよびPCR反応試薬

（iQTM SYBR Green Supermix, Bio-Rad Lab.）を使用して
PCR反応を行った．インスリン遺伝子発現量測定のプラ
イマーはF: 5’-TCATAGACCATCAGCAAGCAG-3’，R: 
5’-CTTGGGCTCCCAGAGGAC-3’を，GSK3βお よ び
GSの プ ラ イ マ ー はF: 5’-ATCAAGGCACATCCTT-3’，
R :  5 ’- A C G G C T A C A C A G T G C G - 3 ’ と F : 
5 ’- C G T C A G A A A A G C T G T G G A T G - 3 ’ ， R : 
5 ’- A G C C A T C T T C C A A A A T G C A C - 3 を
そ れ ぞ れ 使 用 し た． 内 部 標 準 と し てGAPDH’の
プ ラ イ マー F: 5’-AAACCCATCACCATCTTCCA-3’，R: 
5’-GTGGTTCACACCCATCACAA-3’を 使 用 しPCR反 応
を行った．PCR反応の温度条件は 94℃ 30sec, 60℃ 30sec, 
74℃ 60secで 40 サイクル行った．得られた結果はGAPDH
の遺伝子発現量との相対発現量で示した．

統　計

　統計処理は統計ソフトのKaleida Graphを使用して，
分散分析後，Scheffeの検定を行いp値が 0.05 以下を有意
差ありとした．

結　果

　亜鉛欠乏餌投与前および 4 週後の体重の変化をTable 1
に示した．亜鉛欠乏餌で飼育したZnD群の体重は亜鉛添加
餌投与のPf群と同一カロリーで飼育したにもかかわらず
有意に低下していた．亜鉛欠乏餌投与 4 週後には，Fig. 1A
に示したように，亜鉛欠乏ラットに特徴的な艶のない体毛
と脱毛が認められた．
　Fig. 2 に 示 し た よ う に 血 清 亜 鉛 濃 度 はZnD群

（34.5 ±4.3  µg/dl, n =6）でF群（104.0 ±5.0  µg/dl），Pf群
（102.8±3.6  µg/dl）と比較して有意に低下した．Fig. 3 に示
したように血清中グルコース濃度はZnD群でF群，Pf群に

比較して有意に上昇していた．
　亜鉛がインスリンの合成・分泌に働いていることから
血清中濃度を測定したところ，ZnD群（n=4）とPf群（n=4）
の血清亜鉛濃度はF群（n=4）に比較して有意差は認められ
ないがF群に比較してそれぞれ 35.4％，33.3%に低下した

（Fig. 4）．
　膵臓でのインスリンmRNA発現量はZnD群でF群，Pf群
と比較して有意に低下していた（Fig. 5）．
　肝臓での糖代謝を明らかにするために，インスリン
シグナルの下流にあるGSK3βのmRNA発現量を測定した
ところ，ZnD群でPf群と比較して有意に低下していた

（Fig. 6）．同時にGSK3βの下流にあるGSの遺伝子発現量は
ZnD群で有意に低下していた（Fig. 7）．

考　察

　 ヒ ト に お け る 亜 鉛 欠 乏 症 の 報 告 はPrasadが 報 告 3)

して 50 年以上経過した．亜鉛欠乏症の特徴は下痢や脱毛，
皮膚炎等様々な症状が出現することが知られている．
亜鉛欠乏症は遺伝子異常による先天的なものと，栄養障
害などによる後天的なものがあり，遺伝子異常の発生頻
度は約 1/50 万人であるのに対し，栄養障害によるものは，
世界に約 20 億人いると推定されている．日本では高木ら 4)

が高カロリー輸液による亜鉛欠乏症を報告している．亜鉛
が添加されていない高カロリー輸液を行うと，血清亜鉛
値は数週間で正常の 1/2 に低下する．手術，火傷や低栄養
では血清亜鉛値の低下速度は高まることから，臨床的に

Fig. 1. The ZnD rat (A) and Pf rat (B) at 4 weeks after zinc defi cient diet intake or zinc contained diet intake were 
indicated. The arrow was indicated typical alopecia area on of zinc-defi cient rat rump.

Table 1. Changes of rat body weight
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Fig. 4. Serum insulin levels.

Fig. 5. Expression of insulin mRNA in the rat pancreas.

Fig. 6. Expression of GSK3β mRNA in the rat liver.

Fig. 7. Expression of GS gene in the rat liver.

Fig. 2. Serum zinc levels are expressed.

Fig. 3. Serum glucose levels.
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低栄養，ストレス，非経口的な栄養管理を長期間行わなけ
ればならない場合，医師，看護師や医療関係者は十分注意
する必要がある．
　今回の結果から，亜鉛欠乏餌投与 4 週後にラットの
脱毛が認められ，この脱毛の原因は亜鉛欠乏状態の指標と
考えられること，血清亜鉛値が 34 µg/dlまで低下している
ことから，今回使用したラットは亜鉛欠乏状態にあると
推定される．また，ZnD群の体重増加の停止の原因には，
Pf群と同一カロリーで飼育したにも関わらず成長停止が
認められ，IGF等の成長因子低下と関連する報告 5)もある．
亜鉛欠乏ラットで認められた成長停止はヒトの亜鉛欠乏
症を初めて報告 3)したPrasadヒトの亜鉛欠乏症の症状と
も一致する．また，実験中のラットの観察から，活動性の
低下も認められ亜鉛が鬱などの精神症状の発症とも関連
する可能性が示唆された．このような種々の症状や症候は
生体内での亜鉛の多様な役割を反映しているものと考えら
れる．
　インスリンと亜鉛との関連はインスリン発見当初から
知られており，膵臓のβ細胞から分泌されるインスリン
顆粒は 6 分子のインスリンと 2 原子の亜鉛で構成されて
おり，亜鉛の欠乏はインスリン顆粒の生成に必須である．
また，顆粒内への亜鉛の輸送に関連する亜鉛輸送タンパク
の異常でもインスリン合成が低下するとの報告 6)もあり，
インスリン顆粒の生成に亜鉛が強く関連していることが
示唆されている．
　この実験結果で亜鉛欠乏ラットでの膵臓でのインスリン
遺伝子発現量の低下が明らかになったことから，亜鉛欠乏
状態ではインスリン顆粒の生成低下と，インスリン顆粒
に取り込まれるインスリンタンパクも低下していること
を示唆する結果となった．亜鉛は種々の酵素や転写因子
にも関与することから，インスリン遺伝子の上流に亜鉛
含有転写因子が存在している可能性も否定できないこと
から，また，亜鉛転写因子のSLC30A8/ZnT8 を介した肝
臓でのインスリン分解とも関連するのかもしれない．いず
れにしても亜鉛輸送タンパクや亜鉛含有転写因子の役割を
解明することで，生活習慣病の糖尿病などの予防に繋がる
可能性がある．
　血糖値はインスリン分泌量で調節されるが，血清中
インスリンの濃度はZnD群とPf群の間で差がほとんど
認められないことから（Fig. 5），Fig. 3 に示したZnD群の
血清中グルコース濃度の増加は，インスリンリセプター
下流のシグナルが関与している可能性があると推測で
きる．そのことから，肝臓におけるグリコーゲン代謝に
注目し，グリコーゲン代謝を介したグリコーゲン合成酵
素活性を調節しているGSK3βとGSの遺伝子発現量を測
定した．ZnD群でGSK3βの遺伝子発現量はPf群の約 20％
以下に低下していたことから，GSK3βの下流にあるGSの
リン酸化が抑制される結果，GS活性が亢進していること
が明らかとなった．従って，亜鉛欠乏状態ではグリコー
ゲン合成が刺激されているにもかかわらず血糖値が増加し

ている可能性が示唆している．このことは亜鉛の欠乏は肝
細胞内のグリコーゲンの過剰な蓄積を引き起こす可能性を
示している．亜鉛欠乏とグリコーゲン代謝についての報告
は少ないことから，正確なことは不明であるが，今後これ
らシグナル分子のタンパク質の検出を行う予定である．
　最後に，亜鉛の種々の働きの中で，膵臓インスリン
遺伝子発現と肝臓グリコーゲン代謝関連酵素の遺伝子発現
量について研究を行った．その結果，亜鉛の欠乏状態では
インスリン，GSK3βおよびGSの遺伝子発現量が低下する
ことで膵臓でのインスリン合成の低下や肝臓でのグリコー
ゲン合成の亢進が明らかになった．今回の研究で，生体に
おける亜鉛の多彩な作用の一部としての亜鉛と糖代謝に
ついてその一部が明らかになったが，今後は亜鉛転写因子
や亜鉛タンパクを介した内臓脂肪蓄積症候群である生活
習慣病の糖尿病，脳血管疾患や癌の成長・転移における
亜鉛の役割についての解明を進めてゆく予定である．
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緒　言

　近年人口の高齢化にともない肺切除術を要する疾患，
原発性肺癌・転移性肺腫瘍・炎症性肺疾患・嚢胞性肺疾患
などの頻度はいずれも増加傾向にある．また，同一患者が
複数回に及ぶ肺切除術を必要とする頻度も増えつつある．
このような状況において，肺切除術前後の肺機能変化の
正確な評価は重要である．しかし，肺切除術前後における
肺の形態的および機能的変化を画像上観察した報告は
未だ少ない．肺における有効なガス交換には換気と血流が
一致している必要がある．現在肺換気血流分布の評価は
肺シンチグラフィーで行われているが，アイソトープを
用いるため煩雑な検査であり，実臨床でこの検査を手術
前後に行うことのハードルは高い．また空間分解能はCT
に比し低く，肺内の領域別評価は容易ではない．
　一方我々はキセノン吸入 2 重エネルギー CTを用いると
CT撮像で肺換気が描出でき，かつCTと完全に重なった
高解像度の画像を得られる可能性があることを示した 1)．
また造影剤急速静注 2 重エネルギー CTを用いれば肺ヨー
ド濃度画像すなわち肺血流機能画像が得られることは
すでに報告されている 2, 3)．従って，これらの検査を連続
して行うことにより，通常のCTと同様の空間分解能を
有する肺の領域別換気血流の評価を正確に行うことがで
きる可能性がある．
　本研究の目的は肺切除術前後でキセノン吸入 2 重エネ
ルギー CTと造影剤急速静注 2 重エネルギー CTを行い肺
領域別の換気血流を画像を作成し評価すること，そしてそ
の結果を肺換気血流シンチグラフィーと比較評価すること
である．さらに，これらの結果をスパイロメトリーによる
肺機能，動脈血酸素飽和度，血液ガス，DLCOといった

生理学的検査と比較検討することである．
　今回は術前のキセノン吸入 2 重エネルギー CTと造影剤
急速静注 2 重エネルギー CTについて得られた肺領域別の
換気血流画像と同じく術前の肺換気血流シンチグラフィー
画像の比較検討について報告する．

材料と方法

対象
　年齢 20 歳以上．当センターにおいて肺区域切除術以上
を行う症例．造影剤使用可能な症例．撮影時呼吸停止可能
な症例．文書による同意が得られた症例．
非放射性キセノン吸入単純 2 重エネルギーCTおよび造影
剤急速静注 2重エネルギーCT撮像
　先ずキセノン吸入単純 2 重エネルギー CTを撮影した

（VDCT）．CT装置はSiemens社Somatom Definition Flash
を用いた．被験者の顔面に酸素吸入用フェースマスク
を口，鼻が完全にマスクに入る様にしてストラップで
固定した．マスクからの漏れのないことを確認した．
キセノンガスコントロールシステム（Anzai AV-726）にて
35%Xe-65%O2 混合気を調整し，最大呼気を被験者に
行わせ，最大呼気位に達する少し前に，キセノンガス
コ ン ト ロ ー ル シ ス テ ム か ら 35%Xe-65%O2 混 合 気 を
流しはじめた．最大呼気位に達したら吸気を指示し，
35%Xe-65%O2 混合気を吸入させ最大吸気位で呼吸停止
させ，2 重エネルギー（140, 80kVp）のヘリカルCT撮影
を行った．引き続き造影剤急速静注による 2 重エネルギー

（140, 80kVp）の造影ヘリカルCT撮影を行った（PDCT）．
肺換気・血流シンチグラフィー撮像
　シンチグラフィーは島津社PRISM AXIS two-detector 
SPECT system を用いて行った．撮影は息止めSPECTルー
チンの通りに行った．換気シンチは仰臥位でテクネガスの
肺活量呼吸の吸入で行った（VSc）．血流シンチグラフィー

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書

キセノン吸入および造影剤投与後の 2重エネルギー CT
（Xenon- and contrast-enhanced dual energy CT（Xe-Ce-De-CT））を
用いた肺切除術前後における肺形態ならびに肺換気血流比率の評価

研究代表者　青木　耕平 （総合医療センター　呼吸器外科）
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は 99 mTc-MAAを静注して行った（QSc）．
画像評価方法
　2 重エネルギー CT画像はスライス間隔 10 mmのaxial
画像で視覚的に評価を行った．画像評価方法は以前の
報告 2, 3)に準じて肺区域ごとに減衰箇所の有無を視覚的
に評価した．シンチグラフィーはSPECTデータならびに
12 方向からのplanar像をもとに視覚的に減衰箇所の有無を
評価した．それぞれのモダリティーで換気あるいは血流の
減衰がみられる肺区域を集計した．肺野条件のCTも同様
に肺区域ごとに病変の有無を評価した．造影CTからは縦
隔構造や肺血管の異常の有無を評価した．

結　果

　2013 年 5 月から 2014 年 8 月までに試験が行われた
31 例の術前画像を検討した．原病は全例原発性肺癌で
あった．
結節（腫瘤）
　胸部CT肺野条件，10 mmスライス厚で検出された結節

（腫瘤）性病変は 37 個であった．肺癌と診断されたもの
30 個，未確診結節が 7 個であった．これらのうち，換気
シンチグラフィー（VSc）では 15 個（41%），血流シンチ
グラフィー（QSc）では 22 個（59%）が減衰として検出さ
れた．不一致例はすべてVScで検出されず，QScで検出，
であった．一方換気 2 重エネルギー CT（VDCT）では 35
個（95%），血流 2 重エネルギー CT（PDCT）では 35（95%）
個が減衰として検出された．VDCTとPDCTの所見は完全
に一致していた．VDCTおよびPDCTで検出されなかった
病変は 2 個あり，径 8 mmの充実性結節（肺癌）と径 7 mm
のスリガラス状陰影（未確診）であった．これらの病変は
VSc，QScでも検出されなかった．図 1 に右中葉の肺癌症
例を示す．右中葉結節はすべての検査で減衰として描出さ
れた．
気腫性および嚢胞性変化
　胸部CTでは 31 か所の気腫性および嚢胞性変化が検出
された．これらのうち，VScでは 7 か所（23%），QScで

は 7 か所（23%）が減衰として検出された．局在は不明瞭
だが全体的に不均一な所見まで含めるとVScでは 21 か所

（68%），QScでは 22 か所（71%）が減衰として検出された．
不一致例はすべてVScで検出されず，QScで検出，で
あった．一方VDCTでは 1 か所（3%），PDCTでは 28 箇所

（90%）が減衰として検出された．図 2 に左上葉の肺嚢胞の
症例を示す．PDCTでは減衰として描出されているが，他
の検査では明らかではない．図 3 に右上葉の気腫性変化の
症例を示す．PDCTでは減衰として描出されているが，他
の検査では明らかではない．
間質性変化
　胸部CTでは 4 か所の間質性変化が検出された．これら
はVScお よ びQScで は 検 出 さ れ な か っ た．一 方VDCT
およびPDCTでは 3 箇所（75%）が減衰として検出された．
VDCTおよびPDCT所見は一致していた．図 4 に左下葉
の間質性変化の症例を示す．VDCT，PDCTともに減衰
として描出されている．VScとVQcは全体的に不均一で
あるが，減衰の局在が明らかとはいえない．
無気肺
　胸部CTでは 7 か所の無気肺が検出された．これらの
うち，VScでは 4 か所（57%），QScでは 4 か所（57%）が
減衰として検出された．VScとQScの所見は一致していた．
一方VDCTでは 7 か所（100%），PDCTでは 7 か所（100%）
が 減 衰 と し て 検 出 さ れ た．VDCTとPDCTの 所 見 は
一致していた．図 5 に肺癌に伴う左上葉の無気肺の症例を
示す．全検査で減衰として描出されている．
肺動脈の閉塞
　CT上腫瘍の浸潤により肺動脈の閉塞が疑われた症例が
1 例あった．QScおよびPDCTは減衰としてみられ，VSc
とVDCTでは異常は見られなかった．図6に本症例を示す．
左下葉S8 とS9 への肺動脈血流が腫瘍により障害され
ている．PDCTとQScでは欠損として描出されている．
偽陽性について
　CT画像上は異常が見られなかったか所にいずれかの
モダリティーで減衰が見られることはなかった．

図 1. 右中葉の肺癌症例．右中葉結節はすべての検査で減衰とし
て描出されている．

図 2. 左上葉の肺嚢胞．PDCTでは減衰として描出されているが，
他の検査では明らかではない．
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考　察

　シンチグラフィーと 2 重エネルギー CTの所見比較は肺
血流，特に肺血栓塞栓症症例の検出において報告が複数
見られるが 4 -6)，定量的な比較方法は我々の検索した範囲
では見当たらず，いずれも画像所見を定性的に見比べて評
価していた．また 2 重エネルギー CTによる換気と血流の
比較も少数散見されるが 3)，いずれも読影による定性的な
比較である．なお換気血流 2 重エネルギー CTと換気血流
シンチグラフィーを比較検討した報告は検索した範囲では
見つからなかった．
　2重エネルギー CTの解像度は明らかにシンチグラフィー
よりは高く，CTにおいて検出される病変の検出率もシン
チグラフィーより高かった．このため換気および血流評価
における有用性はシンチグラフィーより高い可能性が想定
された．しかし，キセノンは気腫性ならびに嚢胞性病変に
はシンチグラフィーより高率に取り込まれるため減衰に
はならない可能性が示唆された．この意味ではVDCTより

PDCTの方が有効な肺容量を反映する可能性も考えられた．
　血管造影とPDCTを比較した従来の報告（Thieme SF AJR 
2009）では偽陽性率 6%と報告がある．原因としては造影時
間が短いため偶然血流が途絶えていた可能性があると説明
されているが，今回の検討では偽陽性は見られなかった．
　今回換気および血流の 2 重エネルギー CT画像は同時に
全身検索にも用いることが可能であった．しかし，撮影は
2 回になるため被曝量は増加する．今後の検討課題として
は 胸 部CT，VSc，QSc，VDCTお よ びPDCT画 像 か ら
最も効率的な肺容量の算出方法を検討することが挙げら
れる．どのような減衰cutt off値を用いるかなど，有効換気
肺胞領域の抽出を最適化方法の検索が課題である．それが
可能となれば肺機能検査値との相関，術前と術後における
当該データの比較を行いたいと考えている．
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緒　言

　食餌の西洋化，魚食より肉食へのシフトに伴いメタボ
リックシンドロームを含む肥満が公衆衛生上の問題点と
してクローズアップされてきている．肥満は脳・心血管
障害の重大なリスクファクターであり，他の成人病発症と
もリンクしている．
　我々がクローニングし，その天然リガンドを同定した新規
オーファン受容体GPR1201)はG-protein coupled receptor

（GPCR）に含まれる．このGPR120 受容体（現在FFAR4 と
名称が決定されている）はω3 長鎖不飽和遊離脂肪酸（αリ
ノレイン酸・DHA・EPAなど）をリガンドとする受容体
であり，細胞内シグナル伝達機構を活性化し，更にグル
カゴン様ペプチド-1（GLP-1）を分泌することを明らかと
した 1)．GLP-1 は現在知られている最も強力なインクレ
チン（消化管由来のインスリン分泌促進作用を持つ因子）
の一つであり，またFFAR4 は腸管に局在する遊離不飽和
脂肪酸受容体であることから，このFFAR4-GLP-1 分泌
連関は摂食行動，脂質代謝，食欲中枢制御，インスリン
分泌等の生体代謝・内分泌において重要な生理的役割を
担う事が認められている．近年，共同研究者の平澤らは，
2011 年にNatureにFFAR4 受容体の変異が食餌性の肥満
の原因になりうることをヒトとノックアウトマウスで
証明し，FFAR4 受容体作用薬は肥満治療薬開発の重要な
ターゲットの一つであると考えられている 2)．
　一方，FFAR4 はこれまで知られていた三量体G蛋白
を介する細胞内情報伝達と異なるβ-アレスチンを介する
細胞内情報伝達機構を活性化し，抗炎症作用を示しこれ
が新しいインスリン抵抗性改善に関わるという報告が
なされている 3-6)．特にFFAR4 は，そのヒトにおけるスプラ
イシングバリアントの一部が三量体G蛋白を介する細胞内
情報伝達と共役しないことが報告されている 6)．このこと
は，FFAR4 の生理機能・病態におけるβ-アレスチンを
介する細胞内情報伝達機構の重要性を示唆しているものと
考えられる．しかしながらFFAR4-β-アレスチンのシグナル
系を検討する有効な手段は現在まで報告されていない．本
研究者らは，FFAR4 を含む不飽和脂肪酸受容体の新規刺激
薬や薬理特性について報告してきた 1, 7, 8)．また，刺激薬の

候補と考えられる一部が特異な特性を持つことを見出して
きている．これはこのこれまで知られていた三量体G蛋白
を介する細胞内情報伝達と異なる細胞内情報伝達機構を
活性化し，薬物においては偏った比率で情報伝達機構活性
化を起こす一連の薬物を示す「バイアスドリガンド」という
概念と一致していることが想定された．
　本年度は，新規抗糖尿病薬として期待されている
FFAR4 関連薬開発の基盤となる，受容体刺激薬－受容体
共役の分子メカニズムについて検討を行ない，新しい創
薬候補ならびにFFAR4 の生理機能の解明に有用な薬物を
見出したので報告する．

材料と方法

1) DNAコンストラクト
　HEK293/Flip-In培 養 細 胞 内 で マ ウ スFFAR4 及 び

FFAR4/venusを発現するコンストラクトを作成した．
それぞれのコンストラクトにはTet-on発現システムを用い
任意に発現可能なように設計を行なった．
2) 培養細胞と遺伝子導入
　HEK293/Flip-In細胞を用いた．この細胞は，Tet（ドキ
シサイクリン）によりプロモーターが発現できるように
設計されており，また導入サイトにはシングルコピー
で導入できるように設計されている．それぞれマウス
FFAR4 及びFFAR4/venus遺伝子発現ベクターとOG41 ベ
クターの共導入を行ない．ハイグロマイシン存在下で選択
を行ない，それぞれの安定発現細胞を確立した．
3) ERKリン酸化の検討
　HEK293-FFAR4 を 35 mmシャーレで培養を行ない，
ドキシサイクリン投与 48 時間目にαリノレン酸（FFAR4
の 生 体 内 刺 激 薬 ）お よ び バ イ ア ス ド リ ガ ン ド 候 補

（Compound-A）を投与し，ウエスタンブロット法を用い
β-アレスチンの下流にあるERKのリン酸化の時間経過を
観察した．
4) 細胞内カルシウム濃度の測定
　HEK293-FFAR4 をガラスボトム 35 mmシャーレで培養
を行ない，ドキシサイクリン投与 48 時間目にFura2-AMの
ローディングを行ない．顕微蛍光測定装置でαリノレン酸

（FFAR4 の生体内刺激薬）およびCompound-Aの投与に
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よる細胞内カルシウム濃度の変化を記録した．
5) 受容体細胞内移行の可視化検討
　HEK293-FFAR4/Venusをガラスボトム 35 mmシャーレ
にて培養を行ない，ドキシサイクリン投与 48 時間目に
顕微蛍光測定装置でαリノレン酸およびCompound-Aの
投与によるFFAR4 の細胞内移行の評価を行なった．

結　果

ERKリン酸化
　ERKのリン酸化はβ-アレスチンシグナルの下流に存在
するため，αリノレン酸およびCompound-Aの投与による
β-アレスチンの活性化の指標と考えられるためERKリン
酸化の時間経過を測定した．ドキシサイクリン非投与群

（FFAR4 発現非誘導群）において両薬剤共に有意なERK
リン酸化は観察されなかった．一方ドキシサイクリン投与
によるFFAR4 発現を誘導群に於いては，αリノレン酸
およびCompound-Aの投与により直ちｓにERKのリン酸化
が認められた．その最大反応はベースの 5 倍程度と試薬の
違いによる差は認められなかった．αリノレン酸投与群に
おいては，活性化は一時的であった．投与後 20 分において
ほぼ，刺激前の値に戻っていた．一方，Compound-A投与
群においてはERKのリン酸化は 20 分目まで継続し，60 分
値においてもベースの 4 倍であった．これらの反応は，ド
キシサイクリン投与によるFFAR4 発現を誘導することに生
じており，FFAR4に依存したリン酸化であると考えられた．
受容体細胞内移行の可視化検討
　このERKのリン酸化が受容体・細胞機能に生理的に
共役しているか確認するためにカルシウムシグナル非依
存的・βアレスチン依存的な受容体の細胞内移行を検討
した．受容体の可視化を行なうためHEK293-FFAR4/Venus
細胞を実験に用いた．ドキシサイクリン非投与群において
細胞表面に有意な蛍光を認めず，ドキシサイクリン負荷
により細胞表面に蛍光を認めFFAR4/Venus由来の蛍光
であると考えられた．この蛍光は，αリノレン酸および
Compound-Aの投与により細胞表面から細胞質への移行を
認め，観察した投与後 30 分に於いて両群間に有意な差は
認められなかった（図 1）． 図 1.	

図 2.	

細胞内カルシウム濃度の変化
　FFAR4 はGqと共役しておりPLCの活性化を介して
IP3 の産生，細胞内カルシウムの上昇を引き起こすこと
が知られている．ドキシサイクリン非投与群において
は，αリノレン酸およびCompound-Aの投与において有意
なカルシウム濃度の上昇を認めなかった．内因性のGqと
共役しているATP受容体のATPの刺激においては細胞内
カルシウムの上昇を引き起こした．ドキシサイクリン負荷
によりαリノレン酸の投与は細胞内カルシウムの上昇を
認めた．一方我々が見出したCompound-Aの投与において
はどの濃度においても有意なカルシウム濃度の上昇は観察
されなかった（図 2）．

結　語

　我々が見出したCompound-AはFFAR4 に対して三量体
Gタンパク質αサブユニットを介するカルシウムシグナル
を生じないが，βアレスチンを介するERK活性化を起こす
ことを見出した．これはGPCRで報告されているバイアス
ドリガンドの特性と一致すると考えられた．FFAR4 を介
するERKのシグナル系はTNFを介するインスリン抵抗性
の改善を選択に発揮し，新しい糖尿病の治療戦略に有用で
ある可能性が示された（図 3）．
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緒　言

　めまいは自宅など病院外で生じることが大半であり，
耳鼻咽喉科外来受診時にはめまい発作が治っているこ
とが多い．このような場合，所見が乏しいために正確
な診断が下せず，適切な治療が行われていないことが
ある．この課題を克服すべく，1980 年代から 90 年代に
かけて携帯型ENGに関する論文がいくつか報告された．
しかしいずれの装置も，センサー（電極）の装着を患者自
身が行えないことに加え，発作時に備え長時間装着した
まま記録を行う必要があること，記録中は顔面に複数の
センサーを装着したまま生活しなければならないこと，
ENGでは眼振における回旋成分の計測ができないことな
ど問題点が多かった．ほぼ同じ頃から，VNGによる眼球
運動記録法が開発された．VNGはENGと異なり，眼球
の動きをCCD/CMOSなどの撮像素子を通して，ビデオ
画像としてディスプレイ上に投影させて，ハードディス
クに記録して解析を行う方法である．VNGは映像をその
まま患者に見せたり，回旋成分の解析により眼球運動の
3 次元解析が可能となるなど，大きなインパクトをもたら
した．但し，当時のVNGは最先端の技術であり，装置が
大きく，また構成機器が高価であったことなどの理由か
ら，装置はすべて据え置き型であり，患者ひとりで操作
可能な携帯型VNGは存在しない．我々は，患者自身が自
宅にいながらめまい発作時の眼振を記録する携帯型眼振
記録装置（portable Video Nystagmography，以下pVNG）
の研究を継続しており，平成 24 年度の本学内グラント
において，pVNGの試作 1 号機（pVNG-1）についての
研究報告をした．pVNG-1 は操作性に優れ，実際に患者
がめまい発作時の記録を行うことが可能であったが，
実用化のためには開発コストがかかりすぎる点，発作時
の記録をそのまま送受信することができないため，その
場での対応ができない点などが課題となっていた．今回
我々は，pVNG-1 の課題であった開発コストや情報通信
の機能を持たせた試作 2 号機（pVNG-2）の研究を行った
ので報告する．

材料と方法

携帯型VNG2号機（pVNG-2）の試作
　pVNGの開発コストの大部分は電源，モニタ，記録装置，
情報通信機能にあり，コストがかかることが想定された．
そこで一般市民の普及率が極めて高く，かつこれらの機能
を併せ持ったスマートホンを利用して，外部カメラの環境
設定を行った（図 1）．
 
専用カメラおよびゴーグルの試作
　pVNG-2 の専用カメラとして，ロジクール社のUSB
カメラを利用した．眼振は注視できる明所下より暗所下で
飛躍的に眼振の検出頻度が増加することから，USBカメラ
に赤外線LEDを 4 個設置した．またゴーグルはヘッドマ
ウントディスプレイ用に開発された民生用の専用ゴーグル
を利用した．

結　果

　眼球運動を解析するためには 24 ～ 30fps（frame per 
second）が必要とされている．まず画質を 640×480pixel
に設定して動作確認を行った所，リアルタイムでは
5 ～ 10fps程度しかスマートホン側に画像情報が転送され
ないことが判明した．そこで画質を 320×240pixelに設定変
更したところ，30fpsのリアルタイム転送が可能となった．
また赤外線LEDにより暗所撮影を試みたが，抵抗値の関係
でLEDの照度が足りないことが判明した．この点について
は赤外線LEDに付けている抵抗を変えることで対応する
予定である．

考　察

　眼振検査は得られた眼球運動によりめまいの病巣を推定
することが可能となることから，問診と並んでめまいの
診療において欠かすことができない．眼振検査には色々
な種類があるが，特に頭位眼振検査および頭位変換眼振
検査は，めまいの原因で最も多い前庭性由来のめまい
発作時に出現する異常な眼球運動を検出しやすいことか
ら重要である．めまい発作時もしくは発作直後には異常所

平成 26 年度　学内グラント終了時報告書

遠隔医療を可能とする次世代 VOGの開発と
新たなめまい診断技術に関する研究

研究代表者　井上　智恵 （医学部　耳鼻咽喉科）
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見が高頻度で認められるが，検査を受けるまでの間には
めまいが治癒もしくは軽快し，眼振が認められなくなる
症例が多い．めまいの専門機関において，めまいを主訴
に受診された患者の中で自発性眼振が認められる頻度は，
注視眼振検査で 19％，フレンツェル眼鏡を使用した眼振
検査で 20％，赤外線カメラを用いた眼振検査でも 48％で
あり，例え赤外線カメラを使用しても，半数以上の患者
で眼振が認められなかったとの報告がある．以上の背景
から，めまい発作時の眼振を記録することができる携帯
式眼振記録計の必要性が認識されるようになった．日本を
中心に携帯型ENGの論文がいくつか報告されたが，渡辺
ら，西川らはそれぞれ携帯型心電計やホルター心電計を使
用もしくは応用した携帯型ENGを報告している．これら
はいずれも睡眠時など長時間の記録に向いているが，顔面
に 5 つの電極を装着する必要があった．発作時に 5 つの
電極を患者自身が速やかに装着することは不可能であり，
また装着したまま生活することも困難であることから，
普及することはなかった．我々は日常診療における携帯
型眼振記録計の必要性から，携帯型VNGの研究を進めて
きた．pVNG-1 は，長径 14 cm重量 380 gと軽量・小型で，
起動から記録開始まで最短 6 秒で，解像度，サンプリン

グレートとも，現在汎用されている据え置き型VNGとほ
ぼ同等の性能を有しており，携帯型のVNGとして良好な
性能を有していると考えられた．しかしpVNG-1 は，記録
装置の本体に中国製のデジタルビデオレコーダーを使用
している．中国製のこれらの機器は一度に大量生産したあ
とは追加生産しないことがほとんどであり，実用化に向
けて利用するには不向きである．仮にこれらの機器を国内
の企業に試作してもらうとなると数千万単位の費用が掛
かる．また，pVNGを遠隔医療で利用することを想定した
場合，記録した情報を医療機関に送信するためには一度
PCを経由する必要があり，めまい患者がそこまで行うこ
とは難しい．そこで記録装置から直接医療機関等で情報
を送信できるシステムの構築が望ましいと考え，スマー
トホンを利用することを思い立った．図 2 に示す通り，
スマートホンはPCと異なりUSBカメラを接続すればその
まま利用できるわけではなく，スマートホンがカメラを認
識するか，通信速度は充分か等，数々の課題を克服する必
要がある．本研究では，ようやくその足掛かりが得られた
程度に過ぎない．今まで，携帯型眼振記録装置についての
研究があまり進んでおらず，渉猟し得る限りで患者自身が
操作・記録できる携帯型VOG/VNGは報告されていない．

図 1. pVNG-2 の概略図．
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携帯型VNGの適応はメニエール病や前庭神経炎，BPPVだ
けでなく，小児良性発作性めまいや偏頭痛関連めまい，さ
らには恐怖性めまいなど病院外での眼振記録が望ましい反
復性めまいすべてである．携帯型VNGを適用することに
より，自宅など病院外で生じためまいについて，実際眼振
が認められるか，また認められた場合の眼振の強さ，方向，
頻度等を確認することによって，より正確な診断，治療が

可能となることから，今後さらなる発展が期待される領
域である．今後，機器を改良し症例数を蓄積することで，
より良い携帯型VNGシステムを構築していきたいと考え
ている．

研究成果リスト（論文，学会発表，特許出願）

なし
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図 2. pVNG-2 のシステム構成図と各部の働き．
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緒　言

　多発性骨髄腫は治癒の難しい難治性造血器腫瘍で
ある．高齢者に発症するために，強力な化学療法や自家
末梢血幹細胞移植を伴った大量メルファラン療法は，
一部の若年患者を除いて適応にはならないことが多い．
しかしながら，近年，多発性骨髄腫の発症メカニズムが
分子レベルで解明されるようになり，分子基盤に基づく
ボルテゾミブ，サリドマイド，レナリドミドなどの新たな
治療薬が開発され臨床に応用されるようになった．本邦に
おいても多発性骨髄腫に対する治療薬として保険承認され
日常臨床で使用され，治療成績の向上に寄与している．
サリドマイドは催奇形性を有することから妊娠可能年齢
の患者には適応が厳しく制限されることに加え，末梢
神経障害や血栓症などの有害事象の頻度が高い．サリドマ
イド誘導体であるレナリドミドはこれらの有害事象の頻度
が低く，ボルテゾミブなど，他の新規治療薬と比較しても
有害事象が少なく，経口剤であることから外来通院による
投薬が行いやすいことから，多発性骨髄腫の多数を占める
高齢患者に対する応用が期待されている．しかしながら，
レナリドミドを含む新規治療薬の多発性骨髄腫に対する
治療効果を予測するバイオマーカーに関しては，全くと
言っていいほど明らかとはなっていない．
　セレブロンはサリドマイドの結合因子として同定された
分子で，催奇形性を惹起する原因分子として同定された．
セレブロンが多発性骨髄腫細胞に対するサリドマイドの
結合因子である可能性も示され，増殖に関与するとの報告
も認められるようになり注目されているが，サリドマイド
誘導体であるレナリドミドの多発性骨髄腫に対する分子
作用機構は依然，明らかでない点が多く，治療効果を予測
するようなバイオマーカーは全く明らかとはなっていない
ことから，レナリドミドの有効な投与量，投与方法，他の
薬剤との併用療法などが未だ明確となっていない．サリ
ドマイド誘導体であるレナリドミドの骨髄腫への作用に
関してもセレブロンが関与すると考え，臨床的な治療効果
を予測するマーカー分子としての機能があるのではない
かと考え，臨床検体，特に患者末梢血を用いて解析するこ

とを目標とし，簡便にレナリドミドの治療効果を予測する
実用化を目指した本研究を着想するに至った．

材料と方法

　種々のヒト骨髄腫細胞株（U266, RPMI8226, MS -1 など）
を用いて，濃度，時間依存性にレナリドミドを添加し，
細胞死を誘導した際のセレブロンのmRNAおよび蛋白発現
をRT-PCR法，Western Blot法を用いて検討した．骨髄細胞
は骨髄単核球を分離し，FACSにてCD138 陽性分画につい
てRT-PCR法にて発現を検討した．

結　果

　細胞株における検討では，セレブロンの発現量依存性に
レナリドミドの治療効果が相関することが示唆する結果を
得た．

考　察

　今回，細胞株実験において，セレブロンの発現とレナ
リドミドの治療効果が相関することが示されたことから，
治療効果のバイオマーカーとなる可能性が考えられる．
今後，倫理委員会に申請のうえ，患者検体における検討を
進めていく予定である．これまで学内グラントで得られた
研究成果については，学会発表，雑誌への投稿に向けて
現在準備を進めている段階である．
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はじめに

　メトトレキサート（methotrexate: MTX）を使用した患者
に リ ン パ 増 殖 性 疾 患（MTX related lymphoproliferative 
disorders; MTX-LPDが好発することが知られているが，
自己免疫性疾患からの報告が主である．そのほとんどが
関節リウマチ患者（rheumatoid arthritis: RA）による症例で
ある．WHO分類ではMTX-LPDは一つの亜群としては認
定されておらず， ＜免疫不全に伴うLPD＞の 4 つの亜群
の 1 つであるother iatrogenic immunodeficiency-associated 
LPDs （OIIA-LPDs）の中に収納されている．埼玉医科大学
総合医療センターにおける 23 症例の解析を論文として
報告したが 1），今回の研究ではさらに症例を増やして検討
を行った．

対　象

　MTXを投与され，LPDを発症したRA患者で解析可能な
36 症例の臨床，病理像の解析を行った．全症例RA疾患で
あった．

結果・考案

　36 症例においても，以前我々が報告したようにOIIA-
LPDsは 3 つ の パ タ ー ン， す な わ ち，MTX投 与 中 に
発症しMTX中止で消退した群（MTX-Regressive-LPDs: 
Regressive群），MTX投与中に発症しMTX中止でLPDが
消退せず化学療法を必要とした群（MTX-Persistent-LPDs: 
Persistent群），MTX投与歴があり他の抗リウマチ薬剤
投 与 中 にLPDが 発 症 し た（MTX-Other-LPDs: Other群 ）
の 3 群に分けることが可能であった．今回の検討では，
OIIA-LPDsとEpstein-Barr virus（EBV）の 関 連，EBVと
LPD消腿との関連，LDP発症後の抗RA剤に伴う再燃との
因果関係，全体の予後，予後不良因子の検討を行っている．
その中で，明らかとなったことを 2 つの学会にて報告を
行 っ た．The 5th JSH International Symposiumで 行 っ た
報告は，一端MTX中止後LPDが消失したが部分寛解に留
まった 3 症例の検討である．いずれもEBV陽性のHodgkin 
lymphoma（HL），もしくはHL-like lesionであり，通常で
あれば抗がん剤を用いるところを増悪するまで経過を見た

ものである．1 症例は部分寛解のまま 1 年が過ぎたとこ
ろで，途中増悪したが消退し，患者希望により 1 年半で
治療を開始した．他の 2 症例は部分寛解のまま無治療で経
過を見ることが可能であった．このことはMTXにより一
端抗LPD免疫が抑制されるが，MTX中止により免疫が回
復すること，一方で完全にLPDを消腿できないことから，
stable diseaseを維持する免疫能が存在することが明らかと
なった．
　今回の研究を踏まえ，血清サイトカイン，末梢血
リンパ球のフローサイトメトリー，遺伝子などLPD発症時
および中止後の変化を見ることにより，本病態の解明に向
かって多施設におけるOIIA-LPDsの研究を計画中である．
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緒　言

　近年のシーケンシング技術は驚くべき進化を遂げ，
DNA塩基配列の解析では従来のキャピラリーシーケン
サーの 100 倍以上のスループットをもつシーケンサーがい
くつも出現している．これらシーケンサーは次世代シー
ケンサーと呼ばれ，現在このシーケンサーを用いて多数の
生物のde novoゲノム配列が決定されている．また，転写
産物の配列解析（RNA-seq）も盛んに行われており，解析
可能な試料数の多さを利用して遺伝子発現解析にも広く
利用されている．
　これまでのマイクロアレイでは，遺伝子配列情報が判明
している場合には発現の計測が可能であったが，未知
の遺伝子発現については計測が原理的に不可能であり，
造血器腫瘍に多く認められる遺伝子転座に伴う融合遺伝子
における解析も非常に困難であった．RNA-seqは，既知
の遺伝子の発現解析をこれまで以上にhigh-throughputに
容易にすると共に，マイクロアレイでは不可能とされ
ていた新規の生物種，新規の遺伝子発現の計測，及び融合
遺伝子の解析が可能となり，結果としてトランスクリプ
トームの全体像を理解することが可能となる．このような
技術的背景より，RNA-seqは徐々に腫瘍学の分野に適用
されるようになり（Maher CA, et al. Nature 2009;458:97），
既にヒトがん由来細胞株において新たな変異遺伝子や
融合遺伝子が発見され，同時に発現量の計測が行われ
ている．RNA-seqは腫瘍学の分野において，今後種々の
がんに応用されていくことが考えられる．多発性骨髄腫
における次世代シークエンサーを用いた解析の報告とし
て は，Chapman MA, et al. （Nature 2011;471(7339):467）
によるものが代表的であるが，その報告は限定的であり，
それ以外のグループからの報告は未だに認められてい
ない．したがって，今回の申請者らの検討は非常に新しく
独創的で意欲的な研究になると考えられる．

　多発性骨髄腫は，ボルテゾミブ，レナリドミドなどの
新規治療薬，造血幹細胞移植の進歩にも関わらず，現状
では未だ治癒の期待出来ない難治性の造血器腫瘍である．
発症年齢は，65 -70 歳がピークと高齢者に多く，高齢
化社会を迎え，今後ますます患者数が増加することが
予測され，高齢者にも適応可能な，生体への侵襲が少なく，
抗がん剤治療，移植治療に変わる全く新しい概念の治療法
の開発が切望されている．
　申請者らは，これまで多発性骨髄腫に対する新規分子
標的薬の開発を行ってきた．東京大学分子生物学研究所
有機化学研究部門 橋本祐一博士の協力のもとで，サリ
ドマイドの薬理作用から多くの薬物標的を仮想して構
造展開することにより，当該の薬物標的に対する特異
的な医薬リード化合物を多数創製できる可能性を検証
し，新規微小管重合阻害薬 2-（2,6-Diisopropylphenyl）-5-
hydroxy-1H-isoindole-1, 3-dione（5HPP-33）が骨髄腫の新
規治療薬となりうることを明らかにした（Iguchi, et al. Int 
J Mol Med 2008;21:163, Noguchi, et al. Bioorg Med Chem 
Lett 2005;15:321）．
　更に，我々は東南アジアに自生するショウガ科植物
Languas galanga に 由 来 す る 成 分 1’-acetoxychavicol 
acetate（ACA）が，骨髄腫に対し in vitroおよび in vivoで
NF-κBの核内移動を抑制することでアポトーシスを誘導
す る こ と（Ito K, et al. Cancer Res 2005;65:4417）， 及び
TRAIL（TNF-related apoptosis-inducing ligand）の活性化を
介してアポトーシスを誘導すること（Ito K, et al. Biochem 
Biophys Res Commun 2005;338:1702）を見出した．現在，
橋本祐一博士らの協力のもとでACAをリード化合物と
する構造展開による多発性骨髄腫の新規分子標的薬の開発
を行い，多発性骨髄腫の増殖・分化の分子学的メカニズム
の解明にも努めている．
　今回，次世代シーケンサーを用いた数々のプロジェ
クトに参加してきた（Ninomiya M, et al. J Clin Microbiol 
2012;508:57, Okae H, et al. Hum Mol Genet 2012;21:548, 
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Renfree MB, et al. Genome Biol 2011;12:R81），独立行政
法人理化学研究所基幹研究所長田抗生物質研究室の客員
研究員である西田有一郎博士らの協力が得られることと
なり，本研究を着想するに至った．

材料と方法

1.	骨髄腫細胞株を用いたcDNAライブラリーの作製
　 多 発 性 骨 髄 腫 細 胞 株（U266, RPMI8226）等 に 対 し，
申請者らがこれまで開発を行ってきた新規治療薬ACA, 
TM-233 などを投与し，投与群・非投与群それぞれで
mRNAの抽出を行った上で，cDNAライブラリーの作製を
行う．

2.	骨髄腫細胞株由来のcDNAライブラリーを用いた
RNA-Seq

　作製されたcDNAライブラリーを，理化学研究所にて
次世代シーケンサー GAIIx（Illumina社），あるいはさらに
高性能な次世代シーケンサー MiSeq（Illumina社）を用い
てRNA-Seqを行い，遺伝子発現解析を行う．解析の過程
では，①非投与群（control）において，骨髄腫で既知の
遺伝子の発現を確認すると共に，未知の遺伝子発現（これ
まで未知であった新規の遺伝子群の発現，骨髄腫との関連
が薄いとされてきた遺伝子群の発現）を見出し，新規分子
標的の候補となりうる遺伝子か否かを分析する．②投与
群・非投与群の比較により，発現の変化のあった遺伝子群
を見出す．

3. RNA-Seqの結果の精査
　RNA-Seqの結果を踏まえて以下を行う．
①非投与群（control）において見出された遺伝子群の
中 で， 未 知 の 遺 伝 子 群 の 発 現 の 可 否 をRT-PCR法 や
Western blot法などにて検証を行う．
②次に，骨髄腫に対し臨床的に用いられている治療薬

（デキサメタゾン，メルファラン，ドキソルビシンなどの
古典的な治療薬，及びボルテゾミブ，レナリドミドなど
新規治療薬）投与前後において，①で見出された遺伝子
の 発 現 をRT-PCR法，real-time PCR法， 更 に はWestern 
blot法を用いて検証を行う．更に，検証の結果，有効と
考えられた場合には，その上流・下流のシグナル分子に
対しても同様に検討する．
③投与群・非投与群での比較により見出された遺伝子群に
対しても，①と同様な検証を行う．

4.	骨髄腫患者検体を用いたcDNAライブラリーの作製
　骨髄腫細胞を用いて実験系が確立出来れば，多発性骨髄
腫患者検体（初発時，再発時など．可能であれば 1 患者に
ついて複数検体を）数検体に対して，1.と同様に新規治療
薬投与群・非投与群それぞれでRNAの抽出，続いてcDNA
ライブラリー作成を行う．

5.	骨髄腫患者検体由来のcDNAライブラリーを用いた
RNA-Seq

　作成されたcDNAライブラリーを，2.と同様に，次世代
シーケンサーを用いてRNA-Seqを行って，遺伝子発現解
析を行う．
　初発時，再発時など複数回，検体が採取出来た患者の
場合には，それぞれにおける遺伝子発現の違いについても
解析することで，治療抵抗性，薬剤感受性等を含めた解析
が可能となると考えられる．

6.	骨髄腫患者検体のRNA-Seqの結果の精査
　患者検体のRNA-Seqの結果を踏まえて，以下を行う．
①非投与群（control）において見出された遺伝子群の中で，
未知の遺伝子群の発現の可否をRT-PCR法やWestern blot
法などにて検証を行う．
②次に，投与群・非投与群での比較により見出された
遺伝子群に対しても，①と同様な検証を行う．
③同一患者において，初発・再発時の複数回の検体が採取
出来た場合には，その 2 群間において生じた遺伝子発現
の変化について，RT-PCR法，real-time PCR法，Western 
blot法などによる検証を行い，耐性メカニズム等の検証に
役立てる．

結　果

　骨髄腫細胞株U266 およびRPMI8226 を用いてcDNA
ライブラリーを作成し，その上でRNA-Seqを試みた．
しかし検体不良が原因と思われるノイズが膨大に出て
しまい，検証に値するデータが得られなかった．原因を
精査し，改めてcDNAライブラリーの作製を行っている
段階である．近日中に改めてデータの検証を行う予定で
ある．
　骨髄腫検体については既に 3 症例程の細胞が集積出来
ており，骨髄腫細胞を用いた系でうまくRNA-Seqの結果
が得られるようであれば，1 症例ずつcDNAライブラリー
作製の上でRNA-Seqを行うようにしていきたい．
　尚，申請者らが研究を進めて来た多発性骨髄腫の新規
治療薬の候補であるACAおよびその誘導体であるTM-233
については，骨髄腫細胞に対して，NF-κB経路等を介した
細胞死を誘導することを報告した．

考　察

　本研究はこれまで申請者らが集積してきたACAの
白血病や骨髄腫に対する分子作用機構に関する研究成果
をもとに，さらにACAをリード化合物として種々の化合
物を構造展開することで，従来の作用基盤に加えて新たな
生物活性を有する新規化合物による新規骨髄腫治療薬を
開発する独創的な研究である．更に，次世代シーケンサー
を用いたRNA-Seqにより，多発性骨髄腫の増殖・分化に
関する分子学的メカニズムをhigh-throughputに明らかに
することで，これまで未知であった多発性骨髄腫の発症や
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進展に関する分子学的メカニズムを解明すること，耐性症
例を用いて耐性メカニズムを解明することが目的である．
　本研究により，多発性骨髄腫の増殖や進展に関わる
真の分子が同定できれば，生体への侵襲の少ない多発性
骨髄腫に対する新たな治療薬が開発される可能性があり，
その臨床的意義は極めて大きい．前述の通り，多発性骨髄
腫では，特に高齢化社会の到来に伴い，治癒を期待できる

有効な治療法が存在しない患者の数が急増している．
したがって，本研究に基づく成果が臨床応用されれば，
多発性骨髄腫の治療成績の著明な向上，さらにはこれまで
期待できなかった骨髄腫の治癒にも大きく寄与するもの
と考えられ，臨床的にも非常に意義が大きな研究と考えら
れる．今後の展開が非常に重要である．

© 2015 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/



83埼玉医科大学雑誌　第 42巻　第 1号　平成 27年 8月

学内グラント  報告書

緒　言

　 多 発 性 骨 髄 腫 患 者 は， 血 栓 症 の 合 併 が 多 い が そ
の メ カ ニ ズ ム に は， 未 だ に 明 ら か で は な い．近 年
サリドマイドおよびその誘導体であるレナリドミドが
臨床応用され，優れた治療成績が示されているが，これら
の薬剤は血栓症が高頻度に合併することが問題である．
一方，プロテアソーム阻害剤ボルテゾミブに関しては，
臨床的に血栓症合併はきわめて稀である．近年，多発性
骨髄腫と微小環境に関する検討が進み，新薬の開発が進め
られているが，この微小環境の主な構成成分である血管内
皮細胞は血栓形成にも重要な役割をはたすことが知られ
ている．本研究は，これら新規治療薬の有害事象出現プロ
ファイルの差異により，骨髄腫治療における血管内皮細胞
を介する血栓形成予防の可能性とその分子機構について
検討することを目的とする．
　筆 者 ら は こ れ ま で に， 骨 髄 腫 患 者 に お け る，
血液凝固異常のメカニズムに関連して，日常臨床の中で
患者の血液凝固線溶マーカーを測定してきた．しかし，
通常測定可能なこれらのマーカーによって，患者の血栓
形成などの病態を推し量ることができないことが明らか
になっている．そのため，多発性骨髄腫患者の骨髄微小
環境変化についてはまず，in vitroの系において，血栓
形成に関与するマーカーとなりうる因子が存在するの
かを明らかにし，さらにその後それらが末梢血検査など
簡便な方法により測定可能な因子となり得るかを検討
することを着想した．骨髄腫患者に対しては，NF-κB阻
害剤，免疫調節剤などの新たな薬剤の開発により今後，
治癒の可能性が望まれ，抗腫瘍効果の検討は進んでいる．
しかしながら一方，多発性骨髄腫の治療時に問題となる
血栓症発症については，様々に検討されているが，いまだ
にその発症メカニズムが明らかではない．血栓止血に関連
した因子として，PSGL-1は骨髄腫細胞での発現がみられ，
P-セレクチンを介し，血管内皮細胞との相互作用により
骨髄微小環境の変化を生じ，骨髄腫細胞のホーミングや
増殖との関連が注目されている．しかし，血管内皮細胞の
本来有する強力な抗血栓作用に鑑みると，血栓症の制御，

あるいはその発症にも関与している可能性も存在する．
しかし血栓症との関連も想定されるものの，詳細が不明
である．
　本研究は，臨床的な観察事項に基づき，サリドマイド，
レナリドミドの使用時には血栓症の発症が多いが，ボ
ルテゾミブ使用時には認められないという有害事象プ
ロファイルの差異により，ボルテゾミブによる血管内皮
細胞に対するNF-κB阻害が血栓発症を予防するという
仮説を立てた点に学術的特色を有する．同時に，これまで
に明らかにされていないNF-κB阻害剤の血栓形成に及ぼ
す影響を明らかにする点に学術的特色を有し，申請者の
豊富な臨床的経験をもとに研究を構築するという独創的
な研究である．一方，本研究によりNF-κB阻害剤による
血栓形成抑制機構が明らかになれば，多発性骨髄腫治療
においてしばしば問題となる血栓形成の予防が可能と
なり臨床的にも意義の大きな研究と考えられる．

研究の内容

新規治療薬添加による多発性骨髄腫の細胞株におけるTF，
血管内皮細胞におけるP-セレクチン発現量の検討
培養細胞：多発性骨髄腫由来培養株細胞株（U-266），正常
ヒトさい帯血静脈血管内皮細胞（C-0031: GIBCO社）を
20％ FBS添加RPMI培地（GIBCO社）を用いて培養した．
培地にBortezomibおよびLenalidomideを添加し，U-266 に
おけるTF，C-0031 におけるP-セレクチン発現量の変化を
それぞれ検討した．
　Western blot法により細胞中のP-セレクチン蛋白発現量
を測定した．
　RT-PCRにより培養細胞よりmRNAを抽出し，RT-PCR
を用いたP-セレクチンおよびTFのmRNAの定量測定を
行った．

結　果

　U-266におけるTFに関して，Bortezomib，Lenalidomide
添加による有意な変化は認められなかった．またRT-PCR
法によるmRNA定量に関してもBortezomib，Lenalidomide
添加前後の差は認められなかった．またC-0031 における
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P-セレクチン発現量もBortezomib，Lenalidomide添加後に
有意な変化が観察されなかった．

考　察

　今回，我々は，新規治療薬添加による骨髄腫細胞株
U-266 におけるTFの発現の変化，および，血管内皮細胞
C-0031 におけるP-セレクチンの変化を検討した．我々
の開発した in vitro条件下で，これらの増加は明らかで
はなく，NF-κ阻害薬による血栓予防のメカズニズムに
は，他の因子が関与する可能性が示唆された．複雑な血液
凝固線溶系の中で，血栓止血制御機構の中心と考えられ
ているTF，P-セレクチンのみではなく，von Willebrando
因 子，Thrombomodulin，Plasminogen activator inhibitor-1
などに他の因子関しても検討することで，骨髄腫の治療
における，血栓性合併症とその予防効果について新たな
知見が得られることが期待される．また，今後より in vivo
に近い条件として腫瘍細胞，血管内皮細胞の共培養など
あらたな実験系の検討も必要と考えている．これまでに

学内グラントで得られた研究成果については，学会発表，
雑誌の投稿にむけて準備している段階である．
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緒　言

　Lnkは主に造血器細胞に発現するアダプター分子で
あり，それ自体酵素活性を持たないもののレセプターチ
ロシンキナーゼと結合しサイトカインシグナルを抑制
的に制御している．Lnkのノックアウトマウスでは野生
型のマウスに比べて造血幹細胞が著しく増加し骨髄増殖
性腫瘍（MPN）様の病態を呈することが分かっている

（Velazquez L, et al. J Exp Med 2002;195:1599）．また，近年，
骨髄増殖性腫瘍において高頻度で認められるJAK2V617F
変異を持たないMPN例でLnkの変異が認められたとい
う報告がなされている（Oh ST, et al. Blood 2010;116:988. 
Lasho TL, et al. N Engl J Med 2010;363:1189）こ と か ら
Lnkが造血幹細胞や造血器腫瘍の増殖を抑え，それら
の産生と維持に非常に重要な役割を果たしていること
が示唆される．慢性骨髄性白血病（CML）では染色体の
転座によってBcr/Abl融合遺伝子が作られ，その融合遺
伝子産物の強力なチロシンキナーゼ活性によってJAK/
Stat経路，PI3K/Akt経路，MAPK経路などの細胞の増殖
や不死化に促進的に働くさまざまな細胞内伝達経路が
恒常的に活性化され，このことがCMLの病態と強く関連
している．近年，Bcr/Ablチロシンキナーゼに対する特異
的な阻害剤であるイマチニブの登場によってその予後は
飛躍的に改善したが分子遺伝学的完全寛解後にイマチニ
ブを中止すると高率に再発することが報告されている．
また，CML加療中にイマチニブに耐性を持つ遺伝子変異
を生じ治療抵抗性になる例も報告されている．このような
遺伝子変異のうちT315I変異をもったCML細胞はイマチ
ニブのみならずBcr/Abl以外のチロシンキナーゼを抑制
する薬剤に対しても耐性をもつことが分かっている．
これらのことからCMLの治療にはチロシンキナーゼ
阻害剤の他に新たな治療法の開発が急務となっている．
造血器腫瘍細胞株と臨床検体を使用した研究からLnkが

正常造血細胞のみならず，CMLを初めとしたさまざま
な造血器腫瘍細胞において，正常造血幹細胞より，造血
器腫瘍細胞においてより多く発現していることが報告さ
れている（Gery S, et al. Exp Hematol 2009;37:e2）．また，
申請者らは予後不良の急性骨髄性白血病細胞にて発現
が認められる変異Flt3 にもLnkは会合しその増殖を抑制
す る こ と を 見 出 し た（Lin DC, Tabayashi T, et al. Blood 
2012;120:3310）．更に，Lnkはレセプター型チロシンキナー
ゼのみならずJAK2 など非レセプターチロシンキナーゼに
対しても抑制的に働くことが分かっている（Bersenev A, et 
al. J Clin Invest 2008;118:2832）．このようにLnkは種々の
造血器腫瘍において重要な役割を果たしていることが報告
されており，造血器腫瘍の病態を明らかにし治療を開発
するためにLnkの抗白血病効果の機序を解明することは
重要と考えられる．

材料と方法

1)	 造血器腫瘍細胞株のK562 細胞と，ヒトBcr/Abl 遺伝
子を強制発現させたマウスの造血細胞株であるBa/F3
細胞に遺伝子導入によってLnkを強制発現させ，trypan 
blue dye exclusion assayとコロニーアッセイ法を用い
Lnkによる増殖抑制の効果を調べた．

2)	 Lnkを強制発現させたK562 細胞より蛋白を抽出し
レセプター蛋白やチロシンキナーゼについてLnkと
の会合の有無をImmunoprecipitation法を用いて検討
した．

結　果

1)	 Lnkの造血器細胞に対する細胞増殖抑制作用と機序
についてCML細胞株を用いて検討を行った．Lnkを
強制発現させたK562 細胞と，LnkとBcr/Abl遺伝子
を共発現させたBa/F3 細胞ににおいてLnkはいずれの
細胞増殖を抑制した．また，FACSによるアポトーシス
アッセイを行ったところLnkによっていずれの細胞に
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おいてもアポトーシスの誘導が認められた．
2)	 Lnkを強制発現させたK562 細胞においてBcr/Abl 細胞

内からのシグナル伝達経路のリン酸化の状態を調べた
ところLnkはStat5 のリン酸化を強力に抑制したが
Bcr/Abl，MAPK経路，PI3K経路のリン酸化には影響
を及ぼさなかった．更にCML細胞においてはLnkは直
接Stat5 と会合し，下流のシグナルを抑制した．

考　察

　Lnkを強発現しているヒトCML細胞株と，Lnkを強制
発現させたマウスCML細胞を用いた実験にてLnkはStat5
を直接的に脱リン酸化しCML細胞のアポトーシスを誘導
することによってその増殖を抑制することが示された．
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