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緒　言

　毎年ワクチン研究の論文が数多く発表されるが，
そこから臨床試験まで進むケースはごく一握りにすぎ
ない．マウス実験で効力が認められても，ヒトに応用
するためには有効性，安全性，経済性全てを兼ね備え，
かつ国と製薬メーカーの興味をひきつける必要が
ある．研究分担者・内田と我々の教室との連携で開発
を進めてきた抗原表面結合型リポソームワクチンは，
細胞傷害性 T 細胞（CTL）の誘導効率が極めて高く，
他のワクチンと比べてウイルス感染防御効果，がん治
療効果など様々な利点があることが明らかとなり 1, 2)，
次世代ワクチンとして注目されるようになった．臨床
応用を目指して開発が先行しているインフルエンザワ
クチンは，4 年前「万能インフルエンザワクチン」とし
てマスコミが大きく取り上げ，ロイター通信が海外に
も発信した．そして現在臨床試験に向け，国内外のワ
クチンメーカーと契約交渉を行う段階となっている．
同時に並行して開発を進めたC型肝炎ウイルス（HCV）
ワクチンも，感染予防効果のみならず，慢性感染者の
治療ワクチンとしての効果がモデルマウスを用いた実
験で確認され，患者の治療に向けた研究に進める段階
を迎えた．
　本研究では慢性 C 型肝炎治療ワクチンの完成に
向け，3つの課題を検討した．すなわち，1）非細胞
障害メカニズムによる抗ウイルス作用機序の解明，
2）抗原をペプチドからタンパクに替え，ユニバーサル
に使用可能なものにする，3）治療効果発現のために
遮断する免疫抑制経路として，PD-1/PD-L1 経路に
加え，Galectin -9/Tim-3経路を検討する，である．

材料と方法

HLA-A 2 トランスジェニックマウス
　マウスMHCクラスIとβ2-microglobulin（β2 -m）を
ノックアウトしたマウス（C57BL/6 background）に，
ヒトMHCクラスIの一つであるHLA - A*0201（HLA - A2）
とヒトβ2 -m 遺伝子を導入したトランスジェニックマウ
ス（HHDマウス）3)を使用した．HHDマウスはフランス・
パスツール研究所・Lemonnier博士より供与された．
免疫方法
　3つの免疫方法で実験した．①抗原ペプチド50 μgを
ヘルパー T 細胞エピトープペプチドHBVcore128 -140

（NH2-TPPAYRPPNAPIL -COOH）4) 100 μg と共にフ
ロイント不完全アジュバントと混合し，その懸濁液
を皮下に注射した．②ペプチドを表面結合したリポ
ソーム50 μl（ペプチドを＜ 35 μg 含む）をCpG 5 μgと
共に footpadに注射した．③ HCV 構造タンパクCore， 
E1，E2を発現する増殖欠損型組換えアデノウイルス

（Adex1SR3ST）による免疫と，免疫マウスのCTL 活性
およびIFN-γ産生反応の測定（Intracellular cytokine 
staining）については既に報告した5)．
組換えワクシニアウイルスによるチャレンジ実験
　HCV Cor e，Cor e -E1，E2，NS3，NS4を発現
する組換えワクシニアウイルスの作成は既に報告
した 5, 6)．免疫マウス♀にウイルスを2 × 106PFU i.p.で
チャレンジし，5 日後に卵巣を採取，そのホモジネー
トのウイルス量をBS-C -1 細胞を用いたプラーク形成
法により定量した．
IFN- γ ELISPOT assay
　抗原ペプチドに特異的に反応してIFN-γを産生する
細胞の定量は，IFN-γ ELISPOT set（BD Pharmingen, 
San Diego, CA）を用いて行った．
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結　果

非細胞障害メカニズムによる抗ウイルス作用機序の解明
　抗原表面結合型リポソームワクチンの抗ウイルス
効 果 を，lymphocytic choriomeningitis virus（LCMV）
エピトープペプチドを用いて検討した際，リポソーム
表面結合により抗原ペプチドが従来の報告とは異なる
免疫原性を示すことが観察された 2)．そこでHCVワク
チンの開発研究にあたり，14 種類の既知のHCV CTL 
epitope（A2-1 〜 14，表 1）について，①フロイント不完
全アジュバントを用いた免疫，②リポソームワクチン，
③組換えアデノウイルス感染による免疫，の3つ免疫
法におけるA）CTL 活性誘導，とB）IFN-γ産生誘導，
の2つの免疫誘導効果を比較した．結果を図 1に示すが，
①と②の結果はそれぞれグレーと黒の棒グラフで，A：
51Cr-release assay，B：ELISPOT（IFN-γ）について示
してある．③は既に報告済 5)の結果で，各エピトープ部
分を含むHCVタンパクを発現する組換えアデノウイ
ルスを感染させたマウスにおけるA），B）の反応を，
その強さの組み合わせによりI 〜 Vの5 種類（表 1の注
に説明）に分けて表示している．

　それらをまとめて見てみると，同じエピトープで
も①，②，③の免疫法で反応が大きく異なることが分
かる．例えばA2 -5は①と③の免疫法ではA，B 共に反
応が見られるのに対し，②（リポソーム免疫）ではAの
みが強く見られる．A2 -7も①と③の免疫法でA，B 共
に反応が見られるが，こちらは②（リポソーム免疫）
ではA，Bのいずれにおいても殆ど反応が認められな
かった．A2 -8は②と③が共通でA，B 共に反応が見ら
れるのに対し，①ではAのみが強く認められた．一方
A2 -11とA2 -12は③の免疫法でA，B 共に反応が見ら
れるが，①ではAのみが，そして②ではBのみが強く
認められている．
　以上の結果を図 1Cの結果と比べると興味深い．
図 1CではA2 - 1 〜 14の全てのペプチドについて②
の方法，すなわちリポソーム免疫を行ったマウス
に対し，それぞれのエピトープを発現する組換えワ
クシニアウイルスでチャレンジ実験を行った．図で
はそのうち，A2 - 5 〜 A2 - 7，A2 - 8，A2 - 11，A2 - 12
の5つの結果のみ示してある（他の9つのリポソーム
ワクチンは，いずれも有意な防御効果が認められな
かった）．リポソーム結合したA2 - 8，A2 - 11，A2 - 12

表 1. 
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の3 種できれいな完全防御が認められたが，いずれ
も共通して強い IFN-γ産生誘導が認められており，
CTL 活性誘導が非常に低いA2 - 11，A2 - 12でも防御し
ていることから，これらのリポソームワクチンの感
染防御効果は細胞傷害活性誘導ではなく，IFN-γ産
生誘導などのNon - cytolytic mechanismによるもので
はないかと推測された．
　この推測を確認するため，L -A2 -12 免疫マウス脾
細胞を in vitroでA2 -12ペプチドによる刺激を5 回繰
り返しcell lineを樹立した．この細胞株はペプチド

パルス標的細胞に対し，E/T ratio ＝ 30：1で10.1％の
傷害活性を有していたが，フローサイトメトリーで
CD8 陽性細胞が99.4％を占め，その91.5％が抗原ペプ
チドに反応してIFN-γを産生していた．そしてこの
細胞株をTranswell plateに入れ，フィルターで隔てら
れた標的細胞に抗原ペプチド部分を発現する組換え
ワクシニアウイルスを感染させると，ウイルス増殖を
2 log 以上低下させることが認められた．すなわち直接
の細胞障害作用なしに，標的細胞におけるウイルス増
殖を押さえることが証明された（図2）．

図 1. 14種のHCV CTL epitope ペプチドのそれぞれについて，2種類の免疫法（①ペプチドをフロイント不完全アジュバント
と混合して皮下注：灰色のバー；②ペプチドをリポソーム表面結合し，CpGと共に皮下注：黒色のバー）でHHDマウ
スを免疫し，反応を比較した．（A）51Cr-release assay. E/T ratio＝ 50, （B）ELISPOT （IFN-γ） assay. 3 番目の免疫法（③
HCVタンパク発現組換えアデノウイルス感染）におけるCTL 誘導とIFN-γ誘導の結果の組み合わせはI 〜 Vの5 種類
に分類して（A）と（B）の間に示してある（表 1 参照）．（C） ②のリポソーム免疫を行ったHHDマウスに，免疫したエピ
トープを含むHCVタンパクを発現する組換えワクシニアウイルスでチャレンジし，感染 5 日後の卵巣中のウイルス量
を測定した．A2 -5, 7, 8, 11, 12の5種類についてのみ示してある．点線は検出限界（200 PFU/ovary）を示している．
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HCV NS �タンパクの発現・精製
　ワクチン成分としてエピトープペプチドを用いる
ことは，その効力と特性を確実に発揮させるために
は大きな利点となるが，ヒトへの応用を考えると，特
定のHLAクラスIタイプにしか適用できず，他種類
のペプチドを選定してワクチンを作製し，それを混
合しなければ，ユニバーサルなものとはならない．
それに対し抗原としてタンパク分子全体あるいは
その一部を用いれば，そこに有効なエピトープが含
まれていれば，それらが抗原提示経路でプロセスさ
れてHLAクラスI 分子に提示される可能性がある．
実際抗原表面結合型リポソームワクチンは，Cross-
presentationというメカニズムにより，通常はクラス
II 抗原提示経路に向かうタンパク分子を，クラスI 経
路へ送ってCD8+T 細胞を誘導することが証明され
ている1, 7)．そこでHCVの非構造タンパクであるNS3

（aa. 1027 -1658）のうちのhelicase domain（aa 1193 -1658）
からaa. 1243 -1458の部分を完全長 HCV cDNAを鋳型と
してPCRで増幅し，発現プラスミドpBEn-SBP-SET1a
のクローニング部位に組み込んだ．大腸菌 BL21を形
質転換し，IPTGを加え発現誘導を行うと，誘導後
1 時間から抗体と反応する〜 30 Kバンドの出現が認
められた（図 3A, B）．この発現タンパクはStreptavidin 
binding peptideが 融 合 し て い る の で，Streptavidin-
beadsと結合させて精製することができる．予備試験
の結果，NS3タンパクは超音波処理により大腸菌から
可溶性タンパクとして抽出可能で，Streptavidin-beads
と結合後，biotinを含む低塩濃度のバッファーで溶
出されることが確認できた（図 3C）．現在これを大量

図 2. リポソーム結合 A2-12免疫マウス脾細胞由来A2-12特異
的 T 細胞株によるVV-NS4 増殖抑制効果．トランスウェ
ルプレートの各ウェルでHHD由来線維芽細胞株1×105

個にVV-NS4を200 PFU 感染させ，フィルターの上には
抗原ペプチドで刺激したT 細胞株 1 × 105 個を加え2 日
間培養し，線維芽細胞株のホモジネートのウイルス量
をBS-C-1細胞を用いたプラーク形成法で測定した．

図 3. HCV NAS3 aa.1243 -1458を組み込んだプラスミドで形
質転換した大腸菌抽出液のSDS-PSGE （A）とWestern 
blotting（B）．上の数字はIPTG 添加後の時間数．検出
抗体は抗 HCV NS3モノクローナル抗体，MAB8691を
使用した．（C）形質転換した大腸菌の遠心後の沈渣

（ppt）， 上 清（suo），Streptavidin beadsへ 結 合 後 低
塩濃度ビオチンバッファーで処理した溶出液（LS），
次に高塩濃度バッファーで処理した溶出液（HS）の
Western blotting．
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調整し，リポソームに結合してそのワクチン効果の判
定を行う準備を進めている．
Tim- � -hIgの発現・精製
　モデルマウスでの治療効果を示したC 型慢性肝炎
治療ワクチンは，リポソーム表面に抗原ペプチド
と共に，免疫抑制経路の1つであるPD-1とPD-L1の
相互作用をブロックする抗 PD-L1 抗体を結合する
ことで効果をあげることができた．C 型慢性肝炎
を始めとする慢性ウイルス感染症ではこの経路の
他にGalectin-9/ Tim-3 経路も関与していることが知
られている 8, 9)．この経路を遮断するための因子と
して，Tim-3をヒト IgGタンパクのFc 領域部分と融
合した形でリンパ球細胞株に発現させ，Protein-Gで
精製し，それをリポソームに結合させることにした．
マウスTim-3 cDNAをPCRで増幅し，発現プラスミ
ドpFUSE-hIgG1e3 -Fc1のクローニング部位に組み込
んだ．現在複数の組換えプラスミドをB 細胞株 NS -1
にトランスフェクションしてTim-3 -hIgの発現を試み
ている．

考　察

　CTL 誘導型ワクチンは，ウイルスによってコード
されるタンパク質であれば，ウイルス粒子の表面抗
原のみならず，内部タンパクでも非構造タンパクで
も抗原として認識してそこに免疫効果を及ぼし，感
染防御あるいは感染細胞の排除を行うことが可能で
ある．しかもその認識部位（エピトープ）は8 - 10 個の
アミノ酸から成るペプチドであることももうひとつ
の要因として，これが抗原変異の激しいインフルエン
ザウイルス，HIV，HCV，HBVなどにも有効に作用
することができる．しかしその作用機序の1つが感
染細胞を認識し攻撃するという細胞傷害活性である
ことから，ワクチンにより組織・臓器障害という副
作用が生じるのではないかという懸念がつきまとっ
ている．感染防御効果のもう1つの作用機序として抗
原特異的 T 細胞から産生される IFN-γやTNF-αなど
のサイトカインによるウイルス増殖抑制（非細胞障害
メカニズム：Non - cytolytic mechanism）も存在する
ことが，LCMV，HBV，HCVなどの感染についてデー
タが示されている 10, 11)．しかしそのような非細胞障害
メカニズムを主として誘導し，ウイルス感染を防御
するようなワクチンはこれまでに報告がない．本研
究では同じ抗原ペプチドでも，リポソーム表面結合
により，他の免疫法とは異なるユニークな免疫原性
が発揮されることを示したが，その1つとして，抗原
ペプチドによっては非細胞障害メカニズムを主とし
て誘導して抗ウイルス効果を発揮するものがあるこ
とが示唆された．現在この可能性を確認するため，抗
IFN-γ抗体を用いてワクチン効果をブロックする試
験を，in vitro，in vivoの両面から行なっている．この

方法が確立されれば，特に慢性感染症の治療に応用
する場合に大きな利点となることは間違いないと思
われる．
　本ワクチンを臨床応用に近づけるもう1つのステッ
プとして取り組んだHCVタンパクの発現・精製は，
リポソーム表面に結合させるという最終段階のステッ
プで，界面活性剤の存在が阻害要因となるので，目的
タンパクを界面活性剤の非存在下で抽出するか，精製
後に除去しかつ可溶性を確保する必要がある．抗原成
分として選んだHCV NS3タンパクは可溶性タンパク
として発現・精製することが非常に難しい．そこで本
研究では，これまでにも可溶性タンパクとして発現・
精製の報告がある部分（aa.1243 -1458）を選び，発現ベ
クターとしても可溶性発現に工夫が加えられている
pBEn-SBP-SET1aを選んだ．その結果，発現大腸菌を
超音波処理するのみで可溶性画分に目的タンパクが回
収されることが確認できた（図 3C）．今後精製を進め
タンパク結合リポソームワクチンの効果判定を行う
と共に，他のHCVタンパクの発現・精製を進めて行
きたい．
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緒　言

　アンチセンスRNAは非コードRNAの一種であり，
蛋白質をコードする遺伝子の相補鎖側から転写される
RNAである（図 1）．GenBankに登録されているデー
タの解析から，約 2 割のマウス遺伝子で相補鎖側から
RNAが転写していることがわかっている．このよう
なアンチセンスRNAの一部が機能分子として働くこ
とは以前から報告されており，Xist 遺伝子およびその
アンチセンスRNAであるTsixのバランスによるX 染色
体不活化機構が知られている 1)．がん化やES 細胞分化
などの様々な生命現象の中でも，アンチセンスRNA
がその相補鎖遺伝子（センス遺伝子）の発現を調節し
ていることが近年明らかになってきた 2)．そのため骨
量減少と脂肪細胞の蓄積が同時におこる老人性骨粗
鬆症 3, 4)など，間葉系幹細胞から脂肪細胞・骨芽細胞
への適切な分化が鍵となる多因子疾患でもアンチセン
スRNAによる発現制御が重要だと考えられる（図 2）．
しかし間葉系幹細胞から脂肪細胞・骨芽細胞への分化
時に発現するアンチセンスRNAの役割はこれまで解
明されていない．これはマイクロアレイのような既存
の方法では既知遺伝子の発現しか検出できず，間葉系
幹細胞分化特異的なアンチセンスRNAの発現がこれ
まで検出できなかったことに起因する．
　著者はこれまで文部科学省ゲノムネットワークプ
ロジェクトにおいて，間葉系幹細胞から脂肪細胞・骨
芽細胞に分化する際の遺伝子転写調節ネットワーク
について研究をおこなってきた5, 6)．なかでもmRNAの
5’ 側配列決定による発現解析法（CAGE 法：図 3）7, 8)を
もちいた発現プロファイル解析により，非常に多く
のアンチセンスRNAが脂肪細胞・骨芽細胞分化過程
で特異的に発現変化していることがこれまでわかっ
ている．実際に骨芽細胞分化に影響を与えるセンス遺
伝子とアンチセンスRNAのペアも同定している（data 
not shown, 論文準備中）．しかしさらに多くのアンチ

センスRNAが老人性骨粗鬆症のような多因子疾患に深
く関わっていることが容易に想像でき，それらは生活習
慣病発症のあらたな機序解明と創薬標的の開発に重要
な役割を担うと考えられる．そこで本研究では超並列
高速シーケンサー（次世代シーケンサー）によるCAGE
解析により，脂肪細胞分化および骨芽細胞分化で機能
するアンチセンスRNAの網羅的な探索をおこなった．

材料と方法

細胞と分化条件
　本研究では材料にはマウス骨髄由来間質系細胞で
あるST2 細胞を用いた．この細胞は培地交換により脂
肪細胞分化も骨芽細胞分化も効率良く誘導すること
ができる．本研究で用いたST2の脂肪細胞分化誘導は
0.5 mMイソブチルメチルキサンチン，0.25 mMデキサ
メタゾン，5 mg/ml インスリン，1 mMロシグリタゾン
含有培地によりおこなった．また骨芽細胞分化誘導は
100 ng/ml BMP4含有培地にておこなった．
シークエンシングデータ解析
　本研究では理化学研究所オミックス研究基盤との共
同研究により，DNA 増幅工程が不要で測定ダイナミッ
クレンジが広い超並列高速シーケンサー（ヘリコス社
Heliscope）とCAGE 法による遺伝子発現解析を組み合
わせた手法（Heliscope -CAGE）9, 10)によるST2 細胞分化
過程の時系列発現データを利用した．これは両分化方
向各 15 点および未分化対照細胞 2 点による計 94サン
プル分の低バイアスかつ高精細なRNA 転写プロファ
イルデータである（図 4：それぞれ反復実験 3 回分の
データ）．この時系列発現データを各サンプル・各領域
の発現量を100 bpごとの小領域に分割して集計・視覚
化し，その発現の増減を全時系列で統計的に比較 11, 12)

する手法（CAGE Loci Oriented Heatmap; CAGELOH, 
論文準備中）をあらたに開発し，全ゲノム領域から
分化過程特異的な発現変化を示すRNAを同定した．
分化過程特異的な発現変化をしめしたRNAの中から
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公共データベース（GenBank13)およびEnsembl14)）の
遺伝子領域情報をもちいてアンチセンスRNAを抽出
した．またアンチセンスRNAと対になるセンス遺伝
子に関してはGene Ontology15)やKEGG16)などの公共
データベースを利用してその機能情報を考察した．

結　果

　本研究では，脂肪細胞分化および骨芽細胞分化にて
発現変化のあったアンチセンスRNAを同定して機能
解析をおこない，アンチセンスRNAを介した2 方向性
の分化制御モデルの構築を最終的な目的としている．
そのため超並列高速シーケンサーをもちいたCAGE 解
析による時系列発現データから，脂肪細胞および骨芽
細胞分化時期に特異的に発現変化するアンチセンス
RNA群を多数同定した．
　間葉系幹細胞から脂肪細胞・骨芽細胞への分化過程
において，CAGE 解析により全ゲノム中 418, 187 領域
においてN ＝ 3の反復実験すべてでのRNAの発現が観
測された．その中の11,185 領域においてアンチセンス
RNAが分化過程で有意に発現変動していることがわ

かった（FDR ＜ 0.05）．このうち分化特異的な発現亢進
または発現減少を示すアンチセンスRNAの発現領域
は脂肪細胞分化・骨芽細胞分化でそれぞれ2,066 領域

（センス鎖には1,445 遺伝子），680 領域（センス鎖には
531遺伝子）であった．
　これらのうち35 領域（29 遺伝子）のアンチセンス
RNAは脂肪細胞分化で発現亢進かつ骨芽細胞分化で
発現減少していた．逆に脂肪細胞分化で発現減少し，
骨芽細胞分化で発現亢進するアンチセンスRNAが
40 領域（33 遺伝子）で同定された．またこれらのアン
チセンスRNAとそのセンス鎖遺伝子についてGene 
Ontologyデ ー タ お よ びKEGGデ ー タ を も ち い た 解
析をおこなったところ，脂肪細胞分化で発現亢進か
つ骨芽細胞分化で発現減少したアンチセンスRNA
の セ ン ス 鎖 遺 伝 子 群 に はosteoclast differentiation 

（p -value＝0.007）やG-protein coupled receptor protein 
signaling pathway（p ＝ 0.01）に関わる遺伝子が顕著に
含まれていることがわかった．逆に脂肪細胞分化で発
現減少し骨芽細胞分化で発現亢進するアンチセンス
RNAの セ ン ス 鎖 遺 伝 子 群 に はphosphatidylinositol 

図 1. アンチセンスRNA．

図 2. アンチセンスRNAによる2方向性間葉系幹細胞分化制御．
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3 -kinase cascade（p＝0.00005）， sphingolipid metabolic 
process（p＝0.001）， membrane lipid metabolic process

（p ＝ 0.002）， ceramide metabolic process（p ＝ 0.004）
などの機能をもつ遺伝子が顕著に含まれていた．
これらのような2 方向性の細胞分化でそれぞれ排他的

な発現プロファイルをもつアンチセンスRNAはその
センス鎖遺伝子とともに2 方向分化の鍵因子として機
能している可能性があり，現在これらセンス鎖遺伝子
−アンチセンスRNAペアの機能解析を進めている（data 
not shown）．

図 3. CAGE解析によるアンチセンスRNA同定．

図 4. CAGE解析でもちいた時系列発現サンプルの概要．
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考　察

　本研究では超並列高速シーケンサーをもちいる
ことで，マウスST2 細胞から脂肪細胞および骨芽細胞
へと分化する過程で時期特異的に発現するアンチセン
スRNA 群を同定した．数千におよぶ領域で分化特異的
に有意な発現変化を示すことが判った．また2 方向性
の細胞分化でそれぞれ排他的な発現変化をしめすアン
チセンスRNAも約 60 領域で同定することができた．
これらの結果から間葉系幹細胞から脂肪細胞・骨芽細
胞への分化の過程におけるアンチセンスRNAの役割
の大きさが推測される．間葉系幹細胞の発現調節ネッ
トワーク解析に今回のような高精細な時系列データ
を利用した例は類がなく，同定されたセンス鎖遺伝
子 −アンチセンスRNAペアの機能解析から老人性骨粗
鬆症の新規かつ詳細な発症機序を描出できると考え
られる．今後はこれらのセンス鎖遺伝子 −アンチセン
スRNAペアが2 方向性の細胞分化におよぼす影響を解
析し，老人性骨粗鬆症および周辺疾患の作用機序モデ
ル構築することで，新たな診断マーカーや創薬標的の
開発を目指す予定である．また本研究におけるCAGE
データと解析結果，各種データベース情報の閲覧・
解析・公開の統合プラットフォームとしてCAGE Loci 
Oriented Heatmap（CAGELOH）の公開も現在準備中
である．
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シミュレーションによる関節リウマチ末梢血のサイトカイン抑制機構の理解

諸　言

　関節リウマチ（RA）は免疫システムが過剰に反応し，
自己を攻撃してしまう病気である．その病態には，
ヘルパー T 細胞（Th 細胞）が重要な役割を果たして
おり，Th細胞が放出するサイトカインと呼ばれるタン
パク質によって免疫が調節されている．Th 細胞には
細胞性免疫に関与するTh1 細胞と，液性免疫に関与
するTh2 細胞があり，このバランスの破綻が病気の原
因だと言われて来た 1)．しかし，近年，RAがTh1 型疾
患ではないことを示唆するデータが報告され，更に，
Th17細胞と呼ばれる新しいサブセットがRAの病態形
成に重要な役割を果たすことが示された2)．
　我々はRA 患者の生物学的製剤（サイトカインを抗
体によって直接抑える新しい薬）による治療前の末梢
血をサンプルとし，Th1/Th2/Th17 細胞サブセットが
産生する代表的なサイトカインIFN-γ，IL -4，IL -17
を定量した．これらのサイトカインは刺激がない状態
では測定できず，RAに特異的な抗原も発見されてい
ないことから，類似研究でも数多く用いられている抗
原非特異的な刺激（PMA ＋ Ionomycin）を用いた．そ
の結果，意外なことにRA 患者の末梢血ではIL -17は
むしろ抑制されており，他のTh 性のサイトカイン産
生も強く抑制されていた 3, 4)．さらに治療に効果がな
かった患者群のサイトカイン産生は，効果があった
患者群に比べて有意に抑制されていた（Miyoshi, et al. 
unpublished data）．
　一方で，投与前に抑制されていたサイトカイン
産 生 は， 生 物 学 的 製 剤 の 投 与 後 に い ず れ も 有 意
に 上 昇 し， 健 常 人 と 同 じ レ ベ ル ま で 回 復 す る．
よって末梢血においてサイトカイン産生が抑制さ
れ る こ と が，RAの 病 態 や 治 療 効 果 と 深 く 関 連 が
あると示唆される．しかし，慢性的な炎症によって
本来 Th 細胞が活性化しているRA 患者において，サ
イトカイン産生が増加するのではなく，むしろ減少

している結果は，既存の概念では説明が困難である．
従って，この結果を説明するには，例えば，“RA 患
者において，抗原特異的なTh 細胞による免疫応答が
強まっており，一方で抗原非特異的なTh 細胞による
免疫応答は抑制されているため，結果として非特異
的な刺激によるサイトカイン産生が減少している ”
といった新しい理論が必要である．
　RAにおいてTh 細胞が炎症性サイトカインを産生
するようになるには，Th 細胞が抗原提示される必要
がある．この反応が起こる場所はリンパ節が中心で
あり，末梢血で見られている現象は，この結果に過
ぎない．そのため，この仮説を検証するには末梢血
だけではなく，炎症局所（関節やリンパ節）の解析が必
須である．しかしヒトは倫理的な面から末梢血以外の
経時的なサンプリング測定が困難であり，この仮説
をヒトで検証することは難しい．よって本研究では，
RAのモデル動物マウスであるコラーゲン誘導性関節
炎モデルを用いることにした．一方で，今回の仮説を
理論的に説明するためには，炎症局所と末梢という
2つの場，Th 細胞とTh 細胞を抑制する制御性 T 細胞

（Treg）という2つの細胞集団，抗原特異的と抗原非特
異的な細胞集団という2つの分類，これらの細胞集団
の移動，最低限以上の点を考慮したモデルを考える必
要があり，仮説を説明するための最も合理的な方法と
してシミュレーションを用いたモデル構築に取り組む
ことにした．

材料と方法

　再現性の高いシミュレーションモデルを作成する際
には，反応速度式のパラメーターや，細胞数などの初
期値パラメーターが必要である．しかし，前述のよう
にヒトでは倫理的な問題点から末梢血以外の経時的な
サンプルの取得は困難である．よって今回は，RAの
モデル動物であるコラーゲン誘導性関節炎のマウスを
用いて，関節炎を発症させてシミュレーションモデル
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構築に必要なパラメーターを測定することにした．
モデルの構築
　モデル化する対象は，末梢（末梢血 or 脾臓）と炎症
局所（鼠径リンパ節）の2 部位とする．そして，それぞ
れの部位において抗原特異的・非特異的 Th 細胞の2
種類とTregの2 種類の細胞集団，計 4 種類の細胞集団
を定義する（図1参照）．モデル化するサイトカインは，
Th 細胞とTregから算出･消費される代表的なサイト
カインであるIL -2，Th 細胞から産生されるIL -17（予
備としてIFN-γ，IL -4）とする．
反応速度式の作成
　詳細はパラメーターの測定の部分に後述するが，今
回は測定した実験データを元に反応速度式のパラメー
ターを逆算して決定する必要がある．よって必要最低
限のパラメーター数にし，8つの連立一次微分方程式
で記述した．ただしモデルの再現性を見て，測定結果
が再現できなければ，IL -2やIL -17といったサイトカ
イン産生の部分に関しては，汎用的な転写発現式 5)に
置き換える予定である．
パラメーターの測定
　2 回コラーゲン免疫し，関節炎を発症させた後のマ
ウスとコントロールマウスから必要なパラメーター
の取得を行った．末梢血は採取が難しく，細胞数が少
ないため，今回は脾臓（末梢）と鼠径リンパ節（炎症
局所）を採取し，フローサイトメトリー法を用いて，
Tregと活性化されたT 細胞であるEffector memory T
細胞（CD44high CD62Llow CD4 T 細胞）の細胞比と絶対
数を測定した．またIL -2，IL -17（予備としてIFN-γ，
IL -4）の産生に関しては，in vitroにおいて，それぞ
れサンプルを調整した後，RAの末梢血におけるサイ
トカイン産生を測定した際と同様の抗原非特異的な
刺激（PMA ＋ Ionomycin）を行い，産生量をELISA 法

を用いて測定した．抗原特異的な細胞と，それ以
外 の 抗 原 非 特 異 的 な 細 胞 の 比 に 関 し て は，RAに
おいて現在，区別する方法がない．よって上記で測
定したそれぞれの細胞の全体数とそれぞれのサイ
トカイン産生量から，結果に最も合うように細胞
比をパラメーター推定法を用いて予測した．モデル
の構築，パラメーター推定，シミュレーションに
関 し て は， 細 胞 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン ソ フ ト ウ ェ ア 
E - Cell 3 6)を用いて行った．

結　果

　シミュレーションモデルの作成に必要なパラメー
ターを得るために，コラーゲン誘導性関節炎モデル
のマウスを用いて，TregとEffector memory T 細胞の
比率，及び in vitroにおけるIL -17のサイトカイン産生
量の測定を行った（図2）．
　末梢（脾臓，Sp）における培養上清中のサイトカ
イン産生量の結果は，ヒトの末梢血と同様の結果
で あ り，IL -17 産 生 量 は 関 節 炎 を 発 症 し た マ ウ ス

（day28）でコントロールマウス（control）に比べて
有意に低かった．一方で炎症局所（鼠径リンパ節，
LNs）においては，予想に反して IL -17 産生量に有意
差はなかった．Tregに関しては，末梢と炎症局所の
両方でday28で有意に割合が多く，Effector memory 
T 細胞に関しては炎症局所でのみ有意に割合が多
かった．
　シミュレーションモデルに関しては，まだ途中段階
であるが，末梢と炎症局所のIL -17のサイトカイン産
生は再現できている（図 3）．今後は，2 部位間の細胞
移動などの部分に関して，T細胞の移動に関する論文 7)

を参考にしてパラメータチューニングを行なっていく
予定である．

図 1.	 シミュレーションのモデル図．
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図 2.	 シミュレーションのために必要なパラメーターの測定．LNsは鼠径リンパ節，Spは脾臓，controlはコラーゲンで免疫
をしていないコントロールマウス，day7はコラーゲンを1 回だけ免疫したマウス，day28はコラーゲンを2 回免疫し，
関節炎を起こしたマウス．細胞培養時間は24h．** p ＜0.01，* p ＜ 0.05 （Mann-WhitneyのU- test）．

図 3.	 IL -17のシミュレーションの結果．実験結果（8h，16h，24h）は丸でプロットしてある．
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考　察

　シミュレーションモデルは構築するまでは手間がか
かるが，一度構築すれば，in silico 実験によって，モ
デル化した細胞やサイトカイン濃度などの能動的な変
化を網羅的に取得できること，そして倫理的な問題点
が存在しないことから，薬剤の効果や影響を考察する
のに大きな効力を発揮する手法である．
　今回作成しているシミュレーションモデルは，
末梢と炎症局所という2つの部位におけるTregと
Effector memory T 細胞の相互作用を考慮したシン
プルな関節炎のモデルに過ぎないが，RAが全身性の
炎症疾患であることを踏まえると，複数部位の相互
作用を考慮することは病態を理解する上で非常に重
要である．このような取り組みがまだ原因が不明で
あるRAの病因や治療効果の予測に繋がっていくと
期待される．
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3テスラ磁気共鳴装置を用いたテンソル画像による糖尿病性腎症の早期診断の研究

緒　言

　糖尿病性腎症は，蛋白尿の出現と腎機能の低下
を引き起こす糖尿病の合併症であり，その診断は，
病歴，蛋白尿，腎機能検査などで行われる．その
病態把握には生検が行われることもあるが，侵襲
を伴うため，Magnetic resonance imaging（MRI）
を 利 用 し た 早 期 発 見 や 進 行 度 評 価， 予 後 予 測 等
が期待される 1)．MRI を利用した慢性腎臓病の評
価 方 法 と し て，BOLD（Blood oxygenation level 
dependent）画 像 お よ び 拡 散 強 調 画 像 を 利 用 し た
Apparent dif fusion coef ficient map （ADC map）画
像の量的評価の方法がある．申請者らは以前から糖
尿病性腎症患者を含めた慢性腎臓病に対する MRI
の発表報告を行ってきた 2, 3)．ADC 値は MPG パル
スを 3 方向にかけた拡散強調画像の方向性のない
平均した拡散のみかけの係数であるが，拡散テン
ソ ル 画 像（Dif fusion tensor imaging: DTI）は 6 方
向以上の MPG パルスを印加することにより拡散の
異方性を示すことができるものである 4)．腎臓は尿
細管，集合管，血管などが腎盂から皮質に向かう構
造をそなえており，異方性をもった臓器であるに
もかかわらず，DTI への応用はまだほとんど行わ
れていない 1, 5, 6)．本研究の結果は，生検や糸球体濾
過量（estimate glomerular filtration rate: eGFR）の
測定に置き換わる量的評価の可能性にとどまらず，
糖尿病性腎症の早期発見やトラクトグラフィー画
像を利用した視覚的評価による臨床応用にも寄与
することが可能であると考えている．
　現在は，正常健常者および慢性腎臓病の患者に
おいて評価検討を行っている．当初の計画ではシー
ケンスの確立および正常健常者の評価検討までを

初年度の進行予定としており，ほぼ予定通りである．
今後は慢性腎臓病患者（糖尿病性腎症患者含め）症例
を増やして検討していく予定である．

対象および方法

　臨床的にその原因にかかわらず慢性腎臓病と診
断された9 症例（男性 7 名，女性 2 名；平均 57.8 歳

（24 - 81））および正常ボランティア6 名を対象とした．
MR 装置は，シーメンス社製のSkyra 3テスラで18
チャンネルbody coilおよびspine coilを使用して撮像
した．DTIのパラメータは，TR/TE＝ 2100/72 msec，
b value ＝ 0.800 sec/mm2，sense factor ＝ 2，6 軸で 呼
吸同期を用い，撮像時間は平均 3 分 30 秒である．以上
の撮像より上腹部冠状断の fractional anisotropy map

（FA map）お よ びADC mapを 作 成 し， 左 右 の 腎 臓
に3カ所ずつ皮質・髄質に関心領域を設けて測定を
行った．腎機能が悪くなると通常のT1 強調画像で皮
質および髄質の区別が困難となるため，今回 Dixon 法
の水成分画像を参照画像としそれと同じ部位に関
心領域を設けて測定を行った（Fig. 1）．以上の測定
より，腎臓の髄質および皮質のFA 値およびADC 値の
平均値と標準偏差を求め，Mann-Whitney testを用い
て危険率 5％で患者群と正常群での有意差の有無を
評価した．

結　果

　皮質 FA 値は慢性腎臓病患者：0.17 ± 0.02，正常
健常者：0.19 ± 0.02，髄質 FA 値は慢性腎臓病患者：
0.22 ± 0.04，正常健常者：0.29 ± 0.03であった．皮質
ADC値は慢性腎臓病患者：1.91±0.11×10-5 mm2/sec，
正常健常者：1.83 ± 0.08 × 1010-5 mm2/sec，髄質 ADC
値は慢性腎臓病患者：1.91 ± 0.12 × 1010-5 mm2/sec，
正 常 健 常 者：1.83 ± 0.81 × 10-5 mm2/secで あ っ た．
髄質FA値がP＝0.0048と最も小さなp値を呈していた．

平成 24 年度　学内グラント終了時報告書
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考　察

　拡散強調画像は，水分子のブラウン運動の拡散の
抑制されている場所を高信号とし描出する画像とし
て広く臨床に応用されている 1)．水分子の拡散は3 次
元的にランダムで特定の方向性を持たないが，拡散を
妨げるような構造があると方向性をもった拡散が生
じることになる．DTIはこの異方性拡散を画像化する
方法で，しかも定量的にFA 値を用いて評価する事が
可能である 4)．拡散の異方性を反映する指標である
FA 値は，等方性拡散（拡散制限の無い完全にランダ
ムな拡散）からどれだけ強い方向性をもつかという指
標であり，等方性拡散の場合は0，異方性が極めて大
きい場合は1に近づく値となる．腎臓は，尿細管や血
管の走行に規則性がある構造が知られており，異方
性拡散が生じている可能性が高いと考えられており，
慢性腎臓病および糖尿病性腎症への応用のための研究
が期待されているが，正常健常者において腎髄質が腎
皮質に比較してFA 値が高値を呈しているのは，まだ
少人数での検討であるがその腎髄質の異方性拡散の結
果であると考えられる．
　慢性腎臓病のMRIの評価においては腎髄質および
腎皮質を比較しその有用性を検討することが一般的で
ある 5, 6)．しかし，慢性腎臓病が進行していくと通常の
画像では腎髄質と腎皮質を分離するのが困難になり，
以前の我々の報告では腎皮質を対象とすることで評
価検討を行っていた 2)．今回は，腎の髄質と皮質が
Dixon 法の水成分画像にて明瞭化することに着目し，
腎髄質と腎皮質の分離を行いその画像に関心領域を
設け，同じ部位をADC map，FA mapで測定するとい
う方法で，正確な測定を行えるように考慮している

（Fig. 1）．
　本研究は現在，糖尿病性腎症の研究の前段階として
慢性腎臓病患者を対象として評価検討を行っている．
FA 値の腎髄質は慢性腎臓病と正常健常者に対して良
好な有意差を認めていた．この結果から，腎髄質のFA
値は，解剖学的に尿細管の良好な方向性の変化を反映
している可能性があり，腎障害および糖尿病性腎症に
対して鋭敏なランドマークとなる可能性がある．今後
さらに継続して研究を行い評価を行っていく予定で
ある．
　本研究では，糖尿病性腎症の研究の前段階として慢
性腎臓病患者を対象として評価検討を行った．現段階
で対象患者数が少数での評価であるが，FA 値の腎髄
質は腎機能に対して良好な有意差を認めていた．この
結果から，腎髄質のFA 値は解剖学的に尿細管の良好
な方向性の変化を反映している可能性があり，腎障害
および腎疾患に対して鋭敏なランドマークとなる可能
性がある．今後さらに継続して研究を行い評価を行っ
ていく予定である．

（a）

Fig 1. 34 歳男性，慢性腎臓病 eGFR ＝ 22.5 ml/min/1.73 m2．
（a）Dixon 法水成分画像．（b）ADC map 画像．（c）FA 
map画像．

（b）

（c）
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緒　言

　食道領域の拡大内視鏡観察は1）約 100 倍程度での
微細血管形態の検討と2）400 -1000 倍での細胞の観察
に大きく分けられる．100 倍での観察では，正常重
層扁平上皮で観察される終末毛細血管である上皮乳
頭内ループ状毛細血管（Intra -papillary capillary loop

（IPCL））が，癌の深達度により特徴的に変化すること
が報告された．すなわち，M1，M2 癌のIPCLは健常
部に比較して拡張と延長が観察され，M3 癌（粘膜筋
板浸潤）以深では，腫瘍表層に錯綜する新生血管が観
察されるようになる（図 1）．拡大内視鏡観察による血
管形態の変化は現在食道癌深達度診断の重要なツール
となっているがこの変化は食道癌の発癌初期の血管
新生そのものを観察するものである．我々はこの点に
注目し，組織像と血管新生因子との相関を文献的に考
察し報告してきた．
　また，我々はオリンパスメディカルシステムズ
と の 共 同 研 究 に よ り 細 胞 形 態 の 観 察 が 可 能 な
Endocytoscopy system（ 以 下 ECS）を 開 発 し た．
現 在 ま で に， プ ロ ー ブ タ イ プ（XEC300F：450 倍，
XEC120U：1125 倍），2 眼式一体型（Y0001：450 倍），
連続拡大（Y0002：380 倍）と3 種類のプロトタイプ
がオリンパス社により開発されている．プローブ
タイプ，2 眼式一体型では主に食道癌症例で検討を
行った．食道癌部で正常部と比較して著明な核密度の
上昇と核異型（核の大小不同，色素での染色性の不同，
N/C 比の上昇）が観察された（図 2）．病理医は，1125 倍
のECS 観察で84％の症例で生検省略可能と診断した．
現在の連続拡大 ECSは，スコープの細径化がはかられ
スクリーニング内視鏡として使用可能となった．

方　法

　血管新生の研究には2005 年 1 月から2012 年 8 月の間
に埼玉医科大学総合医療センター消化管・一般外科，
消化器・肝臓内科を受診し食道を切除された症例

（手術，内視鏡治療），内視鏡検査中に生検病理診断を

行った症例を対象とした．正常食道9例，食道炎10例，
Low grade intraepithelial neoplasia（LGIN）7 病変，M1
食道癌 12 病変，M2 7 病変，M3 7 病変，SM1 5 病変，
SM2 3 病変，SM3 12 病変をCD105 抗体を用い免疫
染 色 を 行 いMicrovessel densityを 測 定 し た．CD105
抗体はabcam 社 ab66947を40 倍に希釈し，ニチレイ
を 用 いAC121 度 15 分，EDTA buffer pH8.0 抗 体 反 応
時間 15 分で行った．病理医 1 名，外科医 1 名が同一視
屋を鏡見し，それぞれ微細血管数を計測した．低倍率
でCD105 陽性血管の密な部分を特定し200 倍，400 倍
で血管数を計測した．非腫瘍（正常，食道炎），境界病
変（LGIN），M1，M2 癌，M3 以深癌の4 群にわけて検
討した．
　生体内細胞観察にはオリンパス社試作のECSで
あるGIF-Y0002（380 倍）を使用した．これに内視鏡本
体内蔵のデジタルズーム機能を用い約 600 倍で観察
を行った．対象は2012 年 5 月より2012 年 10 月まで埼
玉医科大学総合医療センター消化管・一般外科にて
内視鏡検査を受けた22 例（食道癌 9 例，食道炎 12 例 

（GERD：7例，放射線性食道炎：5例），正常1例）を対
象とした．細胞の観察には生体内染色生体染色が必要
であり，2％トルイジンブルーを使用し5 ml 程を散布
し観察した．1 名の内視鏡医がECS 観察を行い，ECS
画像をType 0：ヨードで染色される．核密度の多寡は
問わない．Type1：ヨードで不染もしくは淡染，ECS
では正常細胞（N/C 比低く核異型なし），Type2：ヨー
ドで不染もしくは淡染，ECSで核密度は高いが核異型
がない．Type3：ヨード不染であり，ECSで核密度が
高く核異型ありに分類した．内視鏡医はECS 画像をタ
イプ分類し，1 名の病理医に通常内視鏡像をブライン
ドとしECS 画像のみで “ 良悪性 ”が判定可能かコンサ
ルトした．

結　果

CD 1 0 5 免疫染色
　正常食道粘膜ではCD105 陽性血管はほぼ認めず，
食道炎，LGIN，M1M2 食道癌では粘膜固有層，上皮
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乳頭内にCD105 陽性血管をみとめた．粘膜筋板以深
に浸潤した癌では癌胞巣を取り囲むように間質内に
CD105 陽性血管を多数認めた．表 1に200 倍，400 倍に
ての各群でのMicrovessel densityを示す．CD105 陽
性血管のMicrovessel densityは非腫瘍において200 倍
にて中央値 1.0，400 倍においても1.0であった．境界
病変では7.0, 3.0，M1, M2 癌では19.0, 7.0，M3 以深癌

では20.0, 10.0であり悪性度，深達度が進行するに伴い
有意に増加していた．
生体内細胞観察
　正常食道粘膜では表層から2 -3 層までの舟形の扁
平上皮細胞が敷石状に整然と配列し，淡染する細胞
質と濃染する核が描出される．描出される核は色素
による染色性，形状は均一でありN/C 比は低かった．

図 1-1. 100 倍拡大内視鏡による食道の観察．a：正常食道粘膜．樹枝血管網とIPCLが観察される．b：M2 食道癌．正常
のIPCLと比較し拡張した IPCL 様血管の増生を認める．c：SM 食道癌．IPCL 様血管は消失し新生血管で置換され
ている．

図 1-2. MICROFIL注入後の食道癌の血管像．上：M2癌（断面像）．下：M3癌（断面像）太い矢印が新生血管．
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食道癌症例では全例で正常食道粘膜と比べ核密度の
上昇が確認された．核の形状，色素での染色性は不同
であり核異型が観察された（図 3）．食道癌では内視鏡
医 は，Type3：88.9 ％（8/9），Type2 -3：11.1 ％（1/9）
と判定し，感度 100％であった．良性病変の検討で
はType1もしくは2と診断したものが12/13（特異度
92.3％）であった．病理医の判定では，食道癌では9/9

（感度 100％）で悪性と判定し，良性病変の9/13（特異
度69.2％）をECS画像より良性と診断した．
　放射線性食道炎の1 例は内視鏡医，病理医ともに悪
性を示唆した．また病理医はほかに放射線性食道炎
2例，GradeDのGERD1例を悪性と診断した．

考　察

　食道の100 倍での拡大内視鏡観察はその微細血管網

に着目し，組織学的悪性度や癌の深達度と血管形態が
良く相関することが示されてきた．しかし，現在の拡
大内視鏡観察は深達度診断にのみ使用されており，腫
瘍の発育進展や発癌早期の血管新生の観点から議論
されることはなかった．今回我々はCD105 抗体を用い
免疫染色することで腫瘍血管の血管密度を計測した．
Endoglin/CD105は上皮細胞増殖の最も信用できる
マーカーであり腫瘍血管で強発現することが知られ
ている．
　これまで，正常食道で観察される IPCLに注目し
M1，M2 癌で観察される表層の微細血管は既存の
IPCLが拡張し延長したものであると考えられてきた．
しかし，詳細に拡大内視鏡観察を行うと食道癌部では
IPCLの密度が増えている．上皮乳頭は正常食道の既
存の構造であるからIPCLの密度が増えるのであれば，

図 2. 生体内での正常食道，食道癌のECS像．a〜d：正常食道粘膜，e〜h:食道癌．a, e：XEC120U（1125倍），b, f：XEC300F
（450倍），c, g：Y0001（450倍），d, h：Y0002（380倍）．

表 1. CD105抗体を用いたMicrovessel density（MV）



22 熊 谷 　洋 一

図 3. CD105 抗体での免疫染色像（x200）．a：正常食道粘膜．CD105 陽性血管は認めない．b：M2 食道癌．上皮乳頭内に
CD105陽性血管が侵入している．c：SM食道癌．癌間質に腫瘍胞巣を取り巻くようにCD105陽性血管が分布している． 

それは正常食道のIPCLが変化したものの他に新たな
血管が誘導されていると考えなくてはならない．
Kubotaらは，CD105抗体で正常食道，細胞異型のない
ヨード不染帯（≒食道炎），low grade intraepithelial 
neoplasia（LGIN），high grade intraepithelial neoplasia

（HGIN）を染色し，特に上皮乳頭内に存在する微細血
管についてmicrovessel density（MVD）を計測した．そ
れによると，CD105 陽性血管（腫瘍血管）は食道炎か
ら出現しており，LGIN, HGINと異型度が増すにつれ
CD105 陽性血管のMVDは上昇するとしている．今回
の我々の検討でも同様に食道癌の拡大内視鏡で観察さ
れる上皮乳頭内に存在する多くの微細血管は既存の
IPCLの変化したものだけではなくCD105 陽性の新た
に誘導された血管が存在することが判明した．この各
深達度におけるCD105 陽性血管のプロファイルは未
だ報告はない．我々は文献的考察より「食道癌の多段
階血管新生」という概念を提唱してきた．すなわち，
血管新生のスイッチは前癌病変もしくは炎症の段階
でONになっており，粘膜癌までは程度の差はあれお
おむね同様の炎症性の血管新生因子で血管が誘導され
ている．粘膜下層に癌が浸潤して初めてVEGFを中心
とする血管新生因子が誘導され，新生血管（いわゆる
腫瘍血管）が出現する．よってこの段階にも第 2のス
イッチがあると思われる．
　今回の検討はCD105抗体のみの検討であるが，腫瘍
の悪性度深達度がますにつれてCD105 陽性血管（腫瘍
血管）は有意に増加することが判明した．今後さらに

第Ⅷ因子陽性血管との関係，また各種血管新生因子
発現との関係を免疫染色にて検討していくことで前
癌病変，発癌早期の血管新生のプロファイルを作成し
我々の提唱する概念の裏付け作業を行う予定である．
　ECSによる生体内細胞観察の目的は生検組織診断の
省略である．我々は研究協力者の田久保らと生体内で
のECS画像を検討し，第1世代ECSである1125倍での
食道癌症例の観察で84％の症例でECS 画像のみで生
検組織診断を省略できるとの結論に達した．このECS
観察は表層 1 〜 2 層の細胞の情報しか得られないため
に従来の病理組織学とは全く異なる新しい組織学を構
築する必要がある．
　連続拡大 ECSでは380 倍と従来モデルより低倍率で
はあるが細径化され，簡便に超拡大が行えるように
なりスクリーニングに使用可能で非癌病変の観察にも
使用できる．今回の検討では内視鏡医による癌，非癌
の判別能はSensitivity: 100％ , Specificity: 92.3％と良
好であったが，通常内視鏡観察所見をblindにした病
理医の判定ではsensitivity: 100％ , specificity: 69.2％
であり食道炎，LGINの約 1/3を悪性と判定していた

（表 2, 3）．非癌病変であっても著明な核密度の上昇を
示す症例が存在し，核異型の診断が必須となる．現在
の380 倍 ECSではデジタルズーム機能を用い600 倍
まで拡大しても画質の問題から核密度の情報は良好
に得られるが核異型の情報が少ないためと判断さ
れる．核異型を診断できる倍率の設定と機器の改良
が今後の課題である．
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抗原表面結合リポソームを用いた抗腫瘍ワクチン開発の基礎研究

緒　言

　近年，腫瘍抗原に対して細胞傷害性 Tリンパ球
（CTL）反応を誘導し，活性化したCTLが腫瘍細胞を排
除することを期待した免疫療法の開発研究が盛んに
行われている．現在，腫瘍抗原ペプチドによるCTL 誘
導型ワクチンが開発の中心となっているが，現時点
では，そのCTL誘導効率は十分ではない．
　我々の教室では，リポソーム表面に抗原を化学結合
させた抗原表面結合リポソームワクチンが，感染症
において強力にCTLを誘導することを見いだした 1)．
この研究において，リポソーム表面結合により抗原ペ
プチドの免疫原性が変化し，ペプチド免疫では免疫原
性が非常に低い抗原ペプチドでもリポソーム表面に
結合することで十分なCTL 反応を誘導できることが
わかった．さらに，C 型肝炎ウイルスの抗原ペプチド
を表面に結合したリポソームをHLA-A2トランスジェ
ニックマウス（HHDマウス）に免疫し，その免疫学的
な反応を詳細に解析することで，リポソーム表面に結
合すると高い細胞性免疫誘導能が得られる全く新しい
抗原ペプチドを同定し，この抗原を用いた抗原表面結
合リポソームワクチンとリンパ球抑制経路遮断法との
併用でウイルス持続感染マウスモデルの治療に成功
した．この新規抗原は，ウイルス感染では免疫系にほ
とんど認識されておらず，抗原表面結合リポソームの
投与によってのみ強い免疫反応が誘導される特徴を
持っていることもわかった．
　抗原表面結合リポソームワクチンの腫瘍性疾患に対
する応用については，本研究連携研究者の内田らが報
告しており2)，卵白アルブミン抗原を遺伝子導入した腫
瘍細胞を用いたマウス移植腫瘍モデルの治療実験の検
討により，その有効性が示されているが，腫瘍抗原を
用いた実用化に向けての検討はまだなされていない．
　腫瘍抗原の多くは自己抗原由来でありMHCと高い
アフィニティをもち宿主免疫系に認識されやすいエピ

トープは，腫瘍の生育過程で免疫寛容が誘導され，
その結果十分な抗腫瘍効果を発揮するCTL 誘導が難
しいことが予想される．この免疫寛容を打破する方策
として，本研究では，上で示した慢性ウイルス感染症
での研究成果を応用した．すなわち，上で述べたHCV
新規抗原のような，生体内では免疫系に認識されてい
ないため免疫寛容に陥っておらず，リポソーム表面に
結合することによって初めて免疫原性を発揮する腫瘍
抗原ペプチドを探索／同定し，この抗原ペプチドを利
用した抗原表面結合リポソームワクチンを用いて抗腫
瘍CTL反応の誘導を試みた．

材料と方法

1 .HLA-A 2 トランスジェニックマウス
　 マ ウ スMHCク ラ スIとβ2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン

（β2 -m）をノックアウトしたマウスに，ヒトMHC
クラスIの一つであるHLA-A*0201（HLA-A2）とヒト
β2 -m 遺伝子を導入したトランスジェニックマウス

（HHDマウス）3)を使用した．HHDマウスはフランス・
パスツール研究所・Lemonnier博士より供与された．
2 .コンピュータによるCTLエピトープの予測
　今回の研究では腫瘍の無限の増殖に大きく拘る，
あるタンパク質を標的腫瘍抗原として免疫実験を
行った．今後の特許申請の可能性をふまえて抗原タン
パク名を伏せ，Xとする．
　ヒトXとマウスXのアミノ酸配列を，コンピュータ
プログラム「BIMAS」を用いてHLA-A2 結合ペプチド
モチーフを解析し，9 個のアミノ酸からなるCTLを
予測し，ヒトXとマウスXで共通のアミノ酸配列を持
つエピトープから，BIMAS scoreの高い10 種類を選定
した．これらのエピトープに相当するペプチドはオペ
ロン社により人工合成された．
3 .プールペプチド表面結合リポソームワクチンによる
CTL 誘導エピトープの絞り込み
　 合 成 し た10 種 類 の ペ プ チ ド を5 種 類 ず つ2つ の
グループにプールし，それぞれのプールペプチド
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グループをリポソーム表面に結合させて2 種類の抗原
表面結合リポソームを作成した．これをCpGと混和し
てHHDマウス皮下に免疫した．初回免疫の7 日後に同
様の方法で追加免疫を行い，その5 日後にX 抗原特異
的抗腫瘍CTLが誘導できるかどうかを検討した．
　追加免疫 5 日後に脾細胞を分離し，FITC 標識抗
CD107a 抗体存在下で各々のペプチドで抗原刺激した．
その後，細胞表面をPerCP 標識抗 CD8 抗体で染色し，
細胞を固定，細胞膜の透過処理を行った後，細胞内
部をPE 標識抗 IFN-γ抗体で染色し，それぞれのエピ
トープに特異的に反応するCD107a+IFN-γ+CD8+リン
パ球の割合をフローサイトメトリーにより測定した．
4 . 抗原結合リポソームによるCTLの誘導
　3.でCD107a+IFN-γ+CD8+リンパ球を誘導したエピ
トープペプチドを単独結合した抗原表面結合リポソー
ムを作製した．このリポソームでマウスを免疫し，追
加免疫 5 日後に脾細胞を分離し，以下の方法でX 抗原
に反応するCTLが誘導されているかどうかを以下の
a，bの方法で検討した．
a）X 抗原陽性腫瘍細胞を標的としたCTLのIFN- γ産生
の測定
　3.でCD107a+IFN-γ+CD8+リンパ球を誘導した抗原
表面結合リポソームでマウスを免疫し，追加免疫 5 日
後に脾細胞を分離した．別のナイーブなマウスの脾
細胞に各々のペプチドをパルスし放射線照射をした
細胞を抗原提示（APC）細胞とした．免疫マウスの脾
細胞とAPC 細胞を混和し7 日間培養した後，X 抗原
陽性 HLA-A2 陽性腫瘍細胞であるRMAHHD 細胞にペ
プチドをパルスしたもの，ペプチドをパルスしてい
ないRMAHHD 細胞，X 抗原陽性 HLA-A2 陰性腫瘍細
胞であるRMA 細胞の三種類の標的細胞と免疫脾細
胞をそれぞれ5 時間培養し，3.と同様の方法でIFN-
γ+CD8+リンパ球の割合を測定した．ペプチドパル
スRMAHHD 細胞またはRMAHHD 細胞に反応して
IFN-γを産生する細胞の割合からRMA 細胞に反応し
てIFN-γを産生する細胞の割合を減じたものを抗原特
異的な反応とした．
b）X 抗原陽性腫瘍細胞を標的としたCTLの細胞傷害活
性の測定
　3.でCD107a+IFN-γ+CD8+リンパ球を誘導した抗原
表面結合リポソームでマウスを免疫し，追加免疫 5 日
後に脾細胞を分離した．免疫マウスの脾細胞とAPC
細胞を混和し7 日間培養した後，RMAHHD 細胞にペ
プチドをパルスしたもの，ペプチドをパルスしてい
ないRMAHHD 細胞，RMA 細胞の三種類の標的細胞
をDiOCで染色し，免疫脾細胞と混和してPropidium 
Iodide（PI）存在下で4 時間培養し，細胞死を引き起こさ
れた標的細胞（DiOC+PI+ 細胞）の割合をフローサイトメ
トリーで測定した．ペプチドパルスRMAHHD 細胞また
はRMAHHD 細胞の死細胞の割合からRMA 細胞の死細

胞の割合を減じたものを抗原特異的な反応とした．

（倫理面への配慮）
　マウスは，埼玉医科大学実験動物管理運営規定に基
づき飼育され，苦痛の軽減，安楽死等に配慮した指針
に従って実験を行った．

 結　果

1 . 抗 原 表 面 結 合 リ ポ ソ ー ム に よ るIFN- γ +CD 8 +

リンパ球の誘導
　今回検討した10 種類のエピトープのうち，#7，
#11，#13の3 種類のエピトープで明らかなCD107aの
脱顆粒とIFN-γの産生を認めた（Fig. 1）．この3 種類
のエピトープは，過去のペプチドワクチンやウイルス
ベクターを用いたX 抗原ワクチンの検討では報告され
ていない新規エピトープであった．一方，ペプチドや
ウイルスベクターを用いたワクチン研究で既に報告
されたエピトープである#1，#3，#19に対しては，抗
原表面結合リポソームによる免疫では明らかなCD8
リンパ球の反応誘導は認めなかった（Fig. 1）．
2 . 抗原表面結合リポソームによるX 抗原陽性腫瘍細胞
に対するCTLの活性化
　次に，CD8リンパ球の活性化を強く誘導した#7，
#11，#13の3 種類のエピトープと既報のエピトープの
#1を各々単独結合したリポソームでマウスを免疫後，
脾細胞を分離し，X 抗原陽性腫瘍細胞に対するCD8
リンパ球の反応を検討した．その結果，各々のペプチ
ドをパルスした細胞に対しては，4つのエピトープ全
てでIFN-γ産生 CD8リンパ球が認められた．一方ペプ
チドパルスを行わなかった標的細胞に対する反応，す
なわち内因性 X 抗原に対する反応は，#7と#13のみに
認められた（Fig. 2）．
3 . 抗原表面結合リポソームによるX 抗原陽性腫瘍細胞
に対するCTL killing 活性の誘導
　次に，#1，#7，#11，#13のエピトープを各々単独
結合したリポソームでマウスを免疫後，脾細胞を分離
し，X 抗原陽性腫瘍細胞に対する細胞傷害活性を検討
した．その結果，各々のペプチドをパルスした細胞に
対しては，#1，#7で比較的強い細胞傷害活性が認め
られた（Fig. 3）．一方ペプチドパルスを行わなかった
標的細胞に対する細胞傷害活性，すなわち内因性 X 抗
原に反応したTumor killingの検討では，#7のみ強い
細胞傷害活性を認めた（Fig. 3）． 

考　察

　X 抗原を構成するタンパク質からリポソーム表面結
合に適した新しいエピトープ#7を同定した．このエピ
トープペプチドを結合した抗原表面結合リポソームは
X 抗原陽性腫瘍細胞に対するCD8リンパ球のIFN-γ産
生を誘導し，X 抗原陽性腫瘍細胞に対して強いKilling
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Fig 1. CD107a and intracellular IFN-γ staining of CD8+ lymphocytes specific for peptide derived from antigen X in mice 
immunized with surface-linked liposomal peptides. The numbers shown indicate the percentages of CD107a+ IFN-γ+ 
cells within CD8+ lymphocytes.

Fig 2. Recognition of antigen X positive tumor cells by CTLs raised against surface-linked liposomal peptides. CTL#1, CTL#7 

CTL#11 and CTL#13 were tested against RMAHHD loaded with a cognate peptide (open bars) or RMAHHD (filled bars).

活性を示した．今回検討したX 抗原は様々なヒト腫瘍
の8 割以上で発現が認められていることから，#7エピ
トープを結合した抗原表面結合リポソームは汎腫瘍ワ
クチンになりうる可能性がある．
　今後はX 抗原陽性腫瘍細胞をマウスに移植した担癌

モデルを用いて，#7 結合リポソームの抗腫瘍効果を
検討するとともに，担癌状態での#7エピトープに対
する免疫寛容誘導についても検討し，免疫寛容が誘導
されるのであれば免疫チェックポイントの遮断の併用
なども視野に入れて研究を進める予定である．
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関節リウマチにおけるTNF・IL -6により誘導される破骨細胞様細胞の機能解析

緒　言

　関節リウマチ（RA）は関節滑膜を主座とする炎症性
滑膜炎であるが，それに続発された進行性の高度の
骨・軟骨破壊が日常生活動作や生活の質を著しく損
ない，生命予後の短縮に繋がることが臨床上，または
社会上大きな問題となっている．
　RAの 病 態 は 未 だ 不 明 で あ る が， 腫 瘍 壊 死 因 子

（TNF）やインターロイキン - 6（IL -6）などの炎症性サ
イトカインが慢性炎症性滑膜炎に重要な役割を演じ
ていると考えられている．
　TNF 阻害療法は，活動性の高いRA 患者の約 60 ～
70％において，臨床症状を改善することが示され
ている．さらに，骨破壊（骨びらん）の進行が抑制さ
れただけではなく，骨破壊が修復された例も報告され
ており，炎症性滑膜炎の制御だけではなく，骨破壊に
も関与していると考えられる．しかしながら，TNF 阻
害療法による骨破壊抑制・修復作用のメカニズムは十
分に解明されていない．実際にはTNFが破骨細胞の分
化・活性化を誘導しており，その過程をTNF阻害療法
が遮断するために骨破壊が抑制されるという仮説が存
在するが，in vitroにおいて単球／マクロファージへの
TNF単独刺激では破骨細胞を分化・活性化できない．
　そこで我々は，TNFと他の液性因子との共刺激が
単球／マクロファージから破骨細胞へ分化・活性化を
誘導していると仮定のもと，マウス破骨細胞前駆細胞
をTNFα・IL -6で共刺激したところ，TNFα，IL -6
それぞれ単独刺激と比し，破骨細胞の特徴である酒石
酸耐性酸フォスファターゼ（TRAP）染色陽性の多核巨
細胞が確認された．また，象牙質上で培養すると破骨
細胞のように骨吸収能を有していた．さらにマウス頭
部皮下へのTNFα，IL -6の注射投与においても，頭蓋
骨にTRAP 染色陽性細胞の増加と骨吸収の促進が確認
された．このことからTNFαとIL -6 刺激で誘導された
新規破骨細胞様細胞は炎症性骨破壊に関与し，TNF

阻害療法がその分化誘導を制御することで関節破壊の
一部を抑制している可能性が示唆された．

材料と方法

 in vitro における破骨細胞様細胞の誘導
　7 ～ 9 週齢のC57BL/6J 雌マウスの大腿骨から骨髄
単球を取り出し，マクロファージコロニー刺激因子

（M-CSF）により破骨細胞前駆細胞へ誘導し，TNFα，
IL -6 単独刺激，または共刺激で培養し，培養 4 日
目にTRAP 染色を行った．従来の破骨細胞分化誘導
因子（RANKL）で誘導される破骨細胞とは分化メカ
ニズムが異なることを確認するために，RANKLの
decoy receptorであるosteoprotegerin（OPG）をRANKL
刺激群，TNFα・IL -6共刺激群に同時添加した．そして，
顕微鏡下でTRAP 陽性多核巨細胞数をカウントした．
骨吸収能評価のために象牙質上で2 週間培養し，骨吸
収窩を電子顕微鏡で観察した．
 in vivo における破骨細胞様細胞の誘導
　in vitroの結果に基づき，in vivoの破骨細胞分化を
評価するために，マウス頭部にTNFα・IL -6を連日
皮下注射投与した．6 日後に頭蓋冠を取り出し，脱灰
薄切し，TRAP 染色を行いTRAP 染色陽性細胞（破骨細
胞様細胞）と骨吸収の程度を評価した．
TNFα・IL- 6 で誘導される破骨細胞様細胞の分化誘導
メカニズムの解析
　破骨細胞の分化に重要な転写因子 NFATc1について
はELISA（DNA結合活性測定キット），ウエスタンブ
ロット法で解析した．
統計
　Mann-WhitneyのU-testにてp 値＜ 0.05を有意差あり
と判断した．

結　果

　マウス破骨細胞前駆細胞をTNFαとIL -6で共刺激
するとTNFα，IL -6それぞれ単独刺激と比し，巨大な
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TRAP 染色陽性多核細胞が確認された（Fig. 1）．OPG
をRANKL 刺激群，TNFα・IL -6 共刺激群に同時添加
すると，RANKL 刺激群では破骨細胞はほとんど誘導
されないが，TNFα・IL -6 共刺激群では破骨細胞様
細胞が確認されたことからRANKL 非依存的な誘導で
あることが示された（Fig. 2）．また，象牙質上で培養
すると，TNFα・IL -6共刺激群はそれぞれの単独刺激
群と比し，骨吸収窩が多数認められ，誘導された破骨
細胞様細胞は骨吸収能を有していることが確認された

（Fig. 3）．以上のことからTNFα・IL -6で誘導された
多核巨細胞はTRAP 染色陽性，骨吸収能を有していた
ことから破骨細胞の特徴を呈していた．
　この破骨細胞様細胞の分化誘導メカニズムを明らか

にするために，ELISAとウエスタンブロット法で
NFATc1の活性と発現を確認したところ，TNFα・
IL -6 共刺激 72 時間後において，それぞれの単独刺激
に比し，NFATc1の活性と発現が有意に増加していた

（Fig. 4）．このことからTNFα・IL -6 共刺激はNFATc1
の活性化と発現を誘導することにより破骨細胞様細胞
へ分化させることが示唆された．
　in vivoにおける検討では，マウス頭部への5 日間
のTNFα・IL -6の皮下注射投与により，頭蓋骨にお
けるTRAP 染色陽性細胞の増加と骨吸収の促進が確
認された（Fig. 5）．このことから生体内においても，
TNFα・IL -6 共刺激により破骨細胞様細胞が誘導
され，骨吸収に関与している可能性が示唆された．

Fig. 1. The combination of TNFα and IL -6 induced TRAP positive osteoclast-like cells.

Fig. 2. TNFα and IL -6 induced osteoclast-like cells in a RANKL- independent manner.

Fig. 3. Resorption pits on dentin slices were formed by the osteoclast-like cells.
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考　察

　我々はマウス骨髄単球を従来のRANKL 刺激では
なく，炎症性サイトカイン（TNFα・IL -6）刺激により
TRAP陽性の多核巨細胞を誘導することに成功した．
　現在，RAの治療はTreat to Target（T2T）という概念
が提唱され，早期に疾患活動性を抑えて，関節破壊の
進行を抑制することが重要であると推奨されている．
しかしながら，関節破壊に重要である破骨細胞をター
ゲットとした治療法は確立していない．実際，RAに
対する抗 RANKL 抗体の臨床試験において，抗 RANKL
抗体治療群でも半年間で関節裂隙の狭小化が進行して
しまうことから，通常の破骨細胞を標的とした治療は
何らかの理由によりRAには不向きなのかもしれない．
それにもかかわらず，RA 関節において破骨細胞の機
能亢進がみられることは間違いないことで，通常の破
骨細胞に対する治療には反応しない破骨細胞機能とい

うこのギャップを説明する何らかの機序があると以前
から我々は考えていた．
　今回，我々が見出した，従来の破骨細胞ではなく，
独創的なアイデアで見出された炎症性サイトカイン
により誘導される破骨細胞様細胞は，「inflammatory 
osteoclast」として，RA 治療の標的細胞となる可能性
を秘めており，炎症を抑えるだけでなく，骨破壊を抑
制する治療へと進展していくことが予想される．
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Fig. 4. Stimulation with TNFα and IL -6 significantly up - regulates the activities and expression level of NFATc1.

Fig. 5. TRAP positive cells and bone erosions on the calvariae in mice was significantly increased by the combination of 
TNFαand IL -6.
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術中迅速変異型 IDH1遺伝子検出のグリオーマ手術への応用

緒　言

　IDH1（染色体 2q34 上）はイソクエン酸脱水素酵素
（IDH: Isocitrate Dehydrogenase）に属して，NADPを
補酵素としてイソクエン酸をα −ケトグルタール酸に
変換するという細胞のエネルギー代謝，クエン酸回路
に関わる機能を持っている．2009 年に，WHO grade2
及びgrade3の星細胞腫，乏突起膠腫，さらに続発性
膠芽腫（secondary glioblastoma）を含めたグリオーマ
の50 -70％以上に IDH1の点突然変異がみられること
が明らかになった 1 -3)．そして，点突然変異の起こる
アミノ酸はグリオーマではIDH1 遺伝子のR132 変異

（アミノ酸残基 132 番目のアルギニンが他のアミノ酸
に置換）にほぼ限られていることが判明した 1)．この
IDH1 遺伝子の点突然変異は正常細胞やグリオーマ
以外の固形癌では観察されないことが報告されて
おり 1)，また，この変異はグリア細胞が低悪性度グリ
オーマから高悪性度グリオーマへと進展する過程の
比較的初期の段階で出現することもわかっている 1, 4)．
従って，このIDH1 遺伝子変異が検出されればグリ
オーマであることは間違いなく，グリオーマの遺伝子
診断への応用が可能になると考え，これをグリオーマ
手術時の迅速診断に応用させるべく本研究を行った．

材料と方法

　 画 像 診 断 で グ リ オ ー マ が 疑 わ れ た 患 者 を
対 象 と し た．手 術 時 に 採 取 し た 腫 瘍 組 織 を，
UltraClean Tissue & Cell DNA Isolation Kit（MO BIO 
Laboratories 社）を用いてDNAを採取した．必要な腫
瘍組織は径約 2ミリ（10 -15 mg 相当）であった．DNA
抽出から精製に要する時間は約 15 分を要した．精製
DNAをLightCycler480システム（ロシュ・ダイアグノ
スティクス）を用いて高解像能融解曲線分析法にて
IDH1遺伝子のR132点突然変異の有無を解析した．

　高解像能融解曲線分析法は以下の様に行った．まず，
目 的 のIDH1 遺 伝 子 R132を 夾 ん でPCRで 増 幅し た．
PCRのプライマーはPardanani5)らの報告に基づいて
デザインした（表 1）．DNAインターカレート色素を
含む LightCycler HRM マスターミックス（ロシュ社）を
使用し，総反応液量 20 μlとしてPCR 反応を進めた．
PCRサイクルの条件は以下の通りである．

DNA変成：95℃，3分．
PCR サ イ ク ル：94 ℃，30 秒（DNA 変 成 ） ／ 57 ℃，
30 秒（アニーリング）／ 72℃，40 秒（DNA 伸長）の条
件で30回のサイクル後に72℃，40秒（最終伸長）．

　この後に融解曲線へのステップとして95℃ 1 分，
50℃ 1 分，72℃ 5 秒の後，95℃へ向かって1℃につき
30回連続して蛍光を取得した．以上，全経過約50〜60
分で解析結果が得られた．IDH1 遺伝子に変異がある
と，変異の無い野生型と比べて2 本鎖 DNAにミスマッ
チが生じてDNA 融解温度が上昇した．この融解温度
の違いをLightCycler480システムで解析しIDH1 遺伝
子変異が検出された（図 1）．以上設定した迅速診断用
プロトコールで得られた結果と，通常の解析（アニー
リング時間とDNA 伸長時間が上記の2 倍）で得られた
結果と比較した．

結　果

　6 例のグリオーマ症例（びまん性星細胞腫 2 例，乏突
起膠腫 2 例，退形成性星細胞腫 1 例，膠芽腫 1 例）で，
IDH1 変異について通常の解析と迅速診断用の解析の
両者を行ったところ，全ての症例で通常法と迅速法い
ずれでも同じ結果が得られた（表2，図2）．

考　察

　IDH1 変異の同定には，我々の用いた方法以外に直
接 DNAシークエンス法，免疫染色法がある．前者では

平成 24 年度　学内グラント終了時報告書

術中迅速変異型 IDH1 遺伝子検出のグリオーマ手術への応用

研究代表者　安達　淳一 （国際医療センター　脳神経外科／脳脊髄腫瘍科）

研究分担者　西川　亮＊

＊国際医療センター　脳神経外科／脳脊髄腫瘍科



埼玉医科大学雑誌　第 40 巻　第 1 号　平成 25 年 8 月 33術中迅速変異型 IDH1遺伝子検出のグリオーマ手術への応用

解析に数時間を要するため迅速診断には使えない．
後者では，現在の市販の抗体がR132H 変異タンパク質
のみの検出のため，R132 変異の全てを網羅できない．
我々の方法では，組織採取から約 50 -60 分で全ての

IDH1R132 変異陽性グリオーマを判定できた．また，
本法はIDH1 変異陽性低悪性度グリオーマとグリオー
シスなどの非腫瘍性組織との鑑別において，術中病理
診断の補助として有用と考えられた．

図 1. 

表 2. 

表 1. 
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図 2. 
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体幹筋機能が膝前十字靭帯損傷メカニズムに及ぼす影響

緒　言

　スポーツ傷害の中で膝前十字靭帯（ACL）損傷は
重篤な外傷であり，受傷後は長期離脱を余儀なく
されるため，その予防法が注目されている．受傷
機転は，ジャンプの着地や切り返し動作での接地局
面が多い．発症要因には膝外反角度の増大（knee-in 
＆ toe - out），過回内足，股関節外転筋力の低下，性
ホルモン動態などが影響していることが明らかにさ
れている1)が，近年では体幹安定性の重要性が報告さ
れている．Zazulak, et al.2) は，277 名の大学アスリー
トを対象に前向き調査を行った結果，ACL 損傷など
膝関節外傷を受傷した者は受傷しなかった者よりも
体幹安定性が低かったことを報告している．また，
ACL 損傷の受傷機転に多いジャンプ着地動作では，
足部の接地前に腹横筋が活動し体幹安定性を高める
feedforward 作 用 が 働 く こ と が 報 告 さ れ て い る 3)．
これらの先行研究から，スポーツ現場ではACL 損傷
予防に対して体幹安定性を高めるためのトレーニン
グが盛んに行われている．特に，体幹安定性の制御
には体幹深部筋（腹横筋や多裂筋など）を含めた体
幹筋の共同収縮が重要であることが明らかにされ
ていることから 4)，体幹筋群の共同収縮を促進させる
エクササイズが推奨されている．以上から，体幹筋機
能が高い者はACL 損傷の主な受傷肢位でなるknee-in 
＆ toe - outを回避できると予測されるが，着地時の
下肢バイオメカニクスと体幹筋機能との関連を検討
した研究はない．そこで本研究では，片脚着地時の
下肢キネマティクスと体幹筋活動との関連を調査し，
ACL 予防に対する体幹筋機能の関係性を検討するこ
ととした．

対象と方法

被験者
　対象は5 年以上の競技経験を有する大学生女子
バスケットボール選手 5 名（年齢：24 ± 5.1 歳，身長：
161.7 ± 3.5 cm，体重：53.8 ± 1.5 kg，mean ± SD）と

した．下肢に手術歴のある者は除外した．被験者には
実験内容を説明し，同意を得た後実験を開始した．
実験試技
　40 cm 台から，前方 30 cmの位置に右下肢片脚着地
した際の筋電図および動画データを収集した．筋電図
および動画データは同期スイッチ（原田電子工業社製）
を用いて同期させた．試技は台から飛び上がらないよ
うに着地させ，着地後は片脚立位姿勢を保持するよう
指示した．上肢の影響を除去するため，腕の前で上肢
を組ませて試技を行った．試技条件は，自然と着地さ
せる「通常着地」とDraw- in（腹部引き込み動作）を行
わせながら着地する「Draw- in 着地」の2 種類とした．
Draw- inは，下腹部の筋収縮を意識させながら腹部を
引き込み，腹横筋の選択的収縮を図った手法であり，
体幹安定性トレーニングの基本手技として臨床現場で
盛んに用いられている 5)．被験者には息を吐きながら
下腹部を引き込ませるよう指示し，試技開始直前から
着地終了までDraw- inを継続させた．試技を行う前に，
Draw- in 時の筋電図をモニタリングしながら十分な練
習を行い，正しい筋活動様式を覚えさせた後，試技を
行った．
筋電図
　筋電図測定には表面筋電位測定装置（EMG-025，
原田電子工業社）を用いた．皮膚処理として，皮膚研
磨剤（スキンピュア，日本光電社製）およびアルコール
を用いて皮膚抵抗が2 kΩ 以下になるまで角質除去を
行った．被検筋は右側の腹直筋，外腹斜筋，内腹斜筋
／腹横筋，脊柱起立筋とし，各筋の筋線維方向と平行
に表面電極（ブルーセンサー N-00 -S，メッツ社製）を
貼付した．筋電位導出部位は，腹直筋は臍から約 3 cm
外側，外腹斜筋は臍から15 cm 外側，内腹斜筋／腹横
筋は上前腸骨棘から2 横指内側，脊柱起立筋は第 3 腰
椎棘突起から3 cm外側とした．
画像データ
　試技位置の正面および左側に2 台のハイスピード
カ メ ラ（EXILIM EX-FH20，CASIO 社 製 ）を 設 置 し，
frame rateを210 Hzで撮影した．2 台のカメラはLED
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ランプ（LED 型シンクロナイザPH-105 型，ディエイチ
ケイ社製）を画像で撮影することにより同期させた．
反射マーカーを両側の上前腸骨棘，膝蓋骨中央，足関
節中心，第1趾足尖に貼付し，試技を行った．
　左側カメラの画像を画像解析ソフト Image - Jに
取 り 込 み， 試 技 のphase 分 け を 行 っ た．左 足 部 が
台から離れてから右足部が床面に接地するまでを
floating phase，右足部接地後300 msecまでを100 msec
毎に区分したstance phase1-3の4 相にphase 分けした

（Fig. 1）．
筋電データ解析
　 得 ら れ た 筋 電 位 を 解 析 ソ フ トBIMUTUS-Video

（KISSEI COMTEC 社 製 ）に 取 り 込 み， 筋 電 デ ー タ
を解析した．20 -500 Hzでバンドパスフィルターを
かけ，全波整流を行った後，各 phaseにおけるRoot 
Mean Square（RMS）を算出した．さらに各筋のRMS
を最大随意収縮（MVC）時のRMSで除した筋活動量

（％ MVC）を求めた．各筋のMVC 筋電位は，ダニエル
の徒手筋力測定法 MMT5の手法に基づき実施した等
尺性最大随意収縮の中で，0.2 秒間の振幅位が最大と
なる区画を特定し，その区間のRMSを算出した．
動作解析
　前方のカメラから得られた画像を画像解析ソフト
Image - Jに取り込み，離地から試技終了までの前額面
股関節角度および膝関節角度を算出した．股関節は両
側上前腸骨棘を結んだ線と右上前腸骨棘と右膝蓋骨

中心を結んだ線のなす角とし，股関節外転方向の回転
を正とした（Fig. 2A）．膝関節は右上前腸骨棘，右膝
蓋骨，右足関節中心の3 点のなす角とし，膝関節内反
方向の回転を正とした（Fig. 2B）．離地時の股関節・膝
関節角度を基準に，離地後の股関節内転角度および膝
関節外反角度の変化量を算出した（Fig. 3）．
統計処理
　各 phaseにおける筋活動量および股関節・膝関節
の角度変化量を試技条件間（通常着地 vs. Draw-in 着
地）で対応のある t 検定により比較した．また，各筋
の筋活動量と股関節・膝関節角度変化量との関係を
Pearsonの積率相関係数により検討した．統計処理に
はJMP10 for Windows（SAS Institute Japan）を 用 い，
有意水準は5％とした．

結　果

　 外 腹 斜 筋 の 筋 活 動 量 はfloating phase（ 通 常 試
技：72.6 ± 45.9％MVC，draw - in 試技：144.0 ±
83.3％ MVC，mean ± SD，以下同順）およびstance 
phase 2（40.0±31.3％ MVC，105.4±65.0％ MVC）で，
draw - in 試技の方が通常試技よりも有意に大きかった

（p＜0.05）．内腹斜筋の活動量はstance phase 1（45.4±
38.0％ MVC，82.6 ± 46.2％ MVC）およびstance phase 
2（29.2 ± 14.9％ MVC，81.8 ± 54.4％ MVC）でdraw-in
試 技 の 方 が 通 常 試 技 よ り も 大 き い 傾 向 を 示 し た

（p＜0.1）（Fig. 4）．

Fig. 1. Phase division of experimental task.
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　キネマティクスデータでは，股関節内転・膝関節外
反角度変化量ともに試技間で有意な差を認めなかった

（Fig.5）．
　 筋 活 動 量 と 角 度 変 化 量 と の 関 係 で は，stance 
phase 3における外腹斜筋の活動量が股関節内転角度
変化量（r ＝ 0.68, p ＜ 0.05），膝関節外反角度変化量

（r ＝ 0.71, p ＜ 0.05）との間に有意な正の相関関係を
認めた（Fig. 6）．他の項目に有意な相関関係は認めな
かった．

考　察

　本研究では，draw-in 着地が筋活動量および股関
節・膝関節キネマティクスデータに及ぼす影響を検討
した．draw-in 試技では外腹斜筋および内腹斜筋の活
動量が通常試技よりも有意に大きかったが，股関節・
膝関節の角度変化量では有意差を認めなかった．腹筋
群の共同収縮は脊椎の安定性を高めることが示唆され
ている 4)が，本結果では下肢の運動様式を変化させる

Fig. 2. The calculation of hip (A) and knee (B) angle on the frontal plane.

Fig. 3. The calculation for angular displacement of hip adduction and knee valgus on the frontal plane.
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に は 至 ら な か っ た．先 行 研 究 に お い て，draw - in 
exerciseや体幹安定化トレーニングを介入することに
より，バランス能力や体幹筋反応時間を改善させるこ
とが示されている 6, 7)．本実験では意識的にdraw - inを
行わせながらの試技を検討したが，今後は一定期間体
幹安定化トレーニングを介入した下肢キネマティクス
への効果を検証する必要があると考える．
　筋活動量と角度変化量との関係では，stance phase 3
における外腹斜筋の活動量が大きいほど，股関節内転・
膝関節外反の角度変化量が大きかった．片脚立位など
の姿勢制御には，支持下肢の内転筋および非支持側の
外腹斜筋の作用が重要であることが報告されている5)．

本研究において，外腹斜筋は支持側のみの測定であり，
非支持側の外腹斜筋活動は測定していないが，下肢の
角度変化量が少ない者は非支持側の外腹斜筋の活動
が高まり，支持側の外腹斜筋活動は低くなったため，
外腹斜筋の活動量と股関節内転・膝関節外反の角度変
化量に正の相関を認めた可能性がある．今後は，左右
の体幹筋活動を測定する中で，下肢の運動様式と筋活
動量の関係を検討する必要がある．
　本研究から，体幹筋活動様式の変化がACL損傷の主
な受傷肢位であるknee - in ＆ toe -outに及ぼす影響を
明らかにすることはできなかった．今後は実験手法を
再考し，本研究を継続していく予定である．

Fig. 4. C o m p a r i s o n  o f  E M G  a m p l i t u d e s  b e t w e e n 
experimental tasks. EO: external oblique, IO: internal 
oblique. float: floating phase, stance1: stance phase 1, 
stance2: stance phase 2.

Fig. 5. Comparison of kinematics data between experimental 
tasks.

Fig. 6. Correlation between EMG amplitudes and angular displacement. EO: external oblique.
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緒　言

　下咽頭癌は頭頸部癌の約10％を占め，本邦における
下咽頭癌の年間罹患率は100 万人比約 8 人と推測さ
れる．診断時には進行癌が約 80％を占め，5 年生存率
は30％前後と頭頸部癌の中で最も予後不良な疾患の
一つである．進行下咽頭癌切除不能症例や臓器温存希
望症例に対しては非外科的治療として放射線治療・化
学療法が適応となっている．局所制御率や臓器温存の
改善を目的として，放射線治療や手術前に行う導入
化学療法が以前から用いられている．その標準的レジ
メンは白金製剤であるcisplatin（CDDP）とピリミジン
系代謝拮抗薬 5 -fluorouracil（5 -FU）の併用療法（PF
療法）であったが，近年，PF 療法にタキサン系抗癌剤
docetaxel（TXT）を加えたTPF 3 剤併用療法が注目さ
れている．局所進行頭頸部扁平上皮癌を対象に放射線
療法前の導入化学療法としてTPF 療法とPF 療法を比
較検討した第 3 相試験（TAX323 試験：Vermorken JB, 
Remenar E, van Herpen C, et al. Cisplatin, fluorouracil, 
and docetaxel in unresectable head and neck cancer. N 
Engl J Med 2007;357:1695 -704.）ならびに，局所進行頭
頸部扁平上皮癌を対象に白金製剤であるcarboplatin 併
用化学放射線療法前の導入化学療法としてのTPF 療
法とPF療法を比較検討した第3相試験（TAX324試験：
Posner MR, Hershock DM, Blajman CR, et al. Cisplatin 
and fluorouracil alone or with docetaxel in head and 
neck cancer. N Engl J Med 2007;357:1705 -15.）の結果
が報告され，いずれもTPF 療法はPF 療法と比較して
全生存期間が有意に長いことが示された．これらの試
験結果を鑑み，本院でも2008 年 9 月よりTPF 療法を開
始し，2010年7月までに17例の下咽頭扁平上皮癌症例

に導入化学療法を行ない，原発巣で82％，頸部リンパ
節で59％の奏効率が得られている．しかしながら，こ
のレジメンではCTCAE Grade3 -4の重篤な有害事象，
特に白血球減少 13 例，好中球減少 13 例，好中球減少
性発熱 11 例が認められており，治療効果ならびに副
作用を予見するシステムの確立が急務となっている．
　腫瘍組織を用いた効果予測マーカー遺伝子が，同じ
薬剤であっても臓器によって必ずしも同一でないこと
を考慮すると，頭頸部癌のうち下咽頭癌に限定したこ
うした研究はほとんどなされていない．そこで本研究
では咽頭癌由来細胞株を用いて，TPF 療法の治療効果
予測候補因子の探索を試みた．

材料・方法

1 )  薬剤
　CDDPはシグマ アルドリッチ社より，TXT はトロン
トリサーチケミカル社，5 -FUは和光純薬より購入した．
2 )  細胞株
　FaDu, Detroit 562はATCCから，BICR 6はECACC
より入手した． H P C - 9 2 1 Y,  M P C -8 8 1 T,  M P C -
8 8 2 Y は横浜市立大学 矢野間俊介博士より，U M B -
SCC -745はUniversity Hospital Giessen and Marburg, 
Dept. of Otolar yngology, Head & Neck Surger y 
Robert Mandic 博 士 よ り 供 与 い た だ い た．ま た，
UT-SCC-4, UT-SCC-26A, UT-SCC-26B, UT-SCC-62, 
UT-SCC-66, UT-SCC-70, UT-SCC-89, UT-SCC-94 は
University of Turku and Turku University Hospital, 
Dept. of Otorhinolaryngology - Head and Neck Surgery 
Reidar Grénman 教授より入手した．各細胞は，推奨さ
れた培地に10％ FBSを加え，37℃，5％二酸化炭素濃
度下で培養した．
3 )  細胞毒性試験
　咽頭癌由来細胞株 15 株を用いてMTT アッセイを
行い，TXT, CDDP, 5 -FU 各種薬剤に対するIC50（50％

平成 24 年度　学内グラント終了時報告書

下咽頭癌三剤併用導入化学療法の効果予測因子の探索と

多因子に基づくテイラード療法

研究代表者　中平　光彦 （国際医療センター　耳鼻咽喉科（頭頸部腫瘍科））

研究分担者　西山　正彦 1)，江口　英孝 1)，和田　智 2)，菅澤　正 3)

1) ゲノム医学研究センター　トランスレーショナルリサーチ部門
2) 国際医療センター　乳腺腫瘍科
3)国際医療センター　耳鼻咽喉科（頭頸部腫瘍科）



42 中 平 　光 彦 ，他

阻害濃度）を決定した．MTT アッセイは従来法の3 -（4, 
5 -ジ -メチルチアゾール - 2 - イリド）-2, 5 -ジフェニルテ
トラゾリウムブロマイド（MTT）色素減少分析法で評
価した．96ウェルプレートに1ウェルあたり4×103 ～
1.2 × 104 個で播種した．各濃度の薬剤を加え，72 時間
インキュベーションした．各ウェルにPBS 100 μlを
加え上清吸引したのち，0.4％ MTT 10 μl，0.1 mol/l
コハク酸ナトリウム 10 μlを加えた．1 ～ 3 時間イン
キュベーションした後，ジメチルスルホシド（DMSO）
150 μlを加えホルマザン色素を溶解した．得られた着
色溶液の570 nmと650 nmの波長の吸光度を分光光
度計で測定し定量化を行った．データはコントロー
ル群に対する薬剤暴露群における生存細胞の割合で
数値化し，細胞毒性はIC50で評価した．
4 ） 網羅的遺伝子発現解析
　 各 細 胞 株 か らNucleoSpin RNA 抽 出 キ ッ ト 

（Macherey-Nagel）を用いてtotal RNAを抽出・精製し，
Quick Amp Labeling Kit (Agilent) でcRNA 合成による
ラベリングを行い，SurePrint G3 Human GE マイク
ロアレイキット 8 × 60 K（Agilent）によりmRNAおよ
びnon -coding RNAの網羅的遺伝子発現解析を行った．
Agilent 社の推奨する方法により，解析環境言語 Rを
用いて標準化を行った．
5 ) 定量的遺伝子発現解析
　相関解析から選ばれた遺伝子について，Real - time 
RT -PCR法により遺伝子発現量の測定を行った．Total 
RNAをReverTra Ace® qPCR RT Kit （東洋紡）を用いて
逆転写し，ロシュ社のUniversal Probe Libraryアッセ
イデザインセンターにて設計したプライマーならび
にプローブを用いて，LightCycler480（ロシュ）にて測
定を行った．ACTBおよびGAPDH 遺伝子については，
イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 のEndogenous Control（VIC® ⁄ 
MGB Probe, Primer Limited）により測定した．各遺伝
子の発現量は，ACTB, GAPDHならびにHPRT1遺伝子
の相乗平均値を用いて標準化を行った．
6 ) 統計学的解析
　各細胞株におけるマイクロアレイで得られた遺伝子
発現レベルとIC50 値との相関解析を行い，各種抗癌剤
の感受性／耐性関連候補遺伝子を抽出した．
　 上 記 に よ り 選 出 さ れ た 候 補 遺 伝 子 をReal - time 
RT-PCR 法により各細胞株での遺伝子発現量を定量
的に測定し，IC50 値との相関について線形回帰分析に
より確認を行った．

結　果

　各細胞における3 剤のIC50 値を決定した（Table 1）．
マイクロアレイで得られた遺伝子発現レベルと抗癌剤
感受性の相関解析により，16種の薬剤感受性／耐性関
連候補遺伝子を抽出した（Table 2）．Real-time RT-PCR
による定量的遺伝子発現レベルと IC50 値の相関解析

Table 1. 各種細胞株における，5 -FU，TXT，CDDPのIC50 値

により，これらのうち10 遺伝子（5FU: AGR2, RCAN3, 
SEPW1, PBX3, CDC25B. TXT: AGR2, PED4D, RAB15; 
CDDP: PED4D, PTGS1, NINJ2, KLK11，重複含む）が
有意にIC50 値と相関することが確認された（Table 3）．

考　察

　今回同定された感受性／耐性関連候補遺伝子には，
喉頭癌の予後との関連が報告されているKLK11や，卵
巣癌の予後との関連が認められているAGR2などの遺
伝子が含まれており，これらの候補遺伝子が下咽頭
癌 TPF 療法のバイオマーカーとなる可能性を示唆し
ている．今後は，これらの遺伝子が単なるバイオマー
カーでなく，感受性／耐性規定因子となり得るかに
ついて，siRNAを用いたノックダウンや安定発現形質
転換株を用いた実験より検討を進める．
　一方，現在進行中である下咽頭癌に対するTPF 療法
の第 2 相臨床試験にて，種々の臨床情報の集積を行う
とともに，術前内視鏡切除組織ならびに末梢血リンパ
球 DNAを収集している．検体数が解析に耐える症例数
まで到達した際には，今回の研究で示唆された遺伝子
についてその発現量を定量化し，腫瘍縮小効果や再発
あるいは全生存期間の効果予測モデルが構築できるか
について検討する．咽頭癌由来細胞株ならびに組織検
体を用い，miRNAも含む網羅的遺伝子発現，パスウェ
イ解析，定量的遺伝子発現，遺伝子多型，遺伝子再構
成を含む体細胞変異解析により，下咽頭癌導入 TPF 化
学療法の治療効果や副作用を予測する新規バイオマー
カーを探索し，既存の知見により得られている因子と
の比較検討を行ない，さらにこれらの因子を有機的に
結びつけた多因子による効果予測式の策定を行う．
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Table 2. 各種薬剤に対するIC50 値とマイクロアレイによる発現レベルが相関した候補遺伝子リスト

Table 3. Real-time RT-PCRによる遺伝子発現レベルと各種薬剤 IC50 値の相関
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はじめに

　本研究成果については他誌に掲載済みであるため，
著作権の問題から図表は省略させていただくことをお
断りさせていただきます．

緒　言

　極低出生体重児の救命率は年々上昇し，新生児医
療の対象はより未熟かつ病的な児に広がりつつある．
しかしこのような重症児への対象の広がりとともに，
脳室内出血などの中枢神経系合併症の発症により重篤
な神経学的後遺症を残す児が増加し，小児期における
脳性麻痺，発達遅延の主要な部分を占めるようになっ
ている事も事実である．
　早産，極低出生体重児においては，脳室内出血を中
心とした中枢神経系合併症発症と生後早期の循環不全
との関連性が指摘されている．それゆえ新生児集中治
療室においてはその発症を防ぐべく厳重な循環管理が
行われ，出生体重 1000 g 未満の超低出生体重児では，
16 -98％が循環サポートを受けると報告されている．
これまでの主要な循環管理目標は昇圧及び血圧の維持
であることは新生児領域に限らないが，近年，血圧の
みを指標とした循環管理は必ずしも予後改善に寄与し
ないことが明らかになってきている．
　循環不全とは全身的な血流分布不全と定義される．
従って，臓器への血流および酸素供給を維持し，臓器
間の血流分布を正常化する事が究極的な循環管理目標
となるが，この目標は血圧をある一定以上に保つだけ
では必ずしも達成されない．例えば血圧が保たれてい
ても後負荷（体血管抵抗）が異常に増加している場合
には，“ 循環血流量＝血圧／血管抵抗 ”の式から導か
れるように，臓器血流は十分に保たれない．これが昇
圧のみを目的とした治療が予後改善につながらない原
因であると考えられる．
　 近 年， 新 生 児 領 域 に お い て も， 臓 器 血 流 が

保たれていると判断された場合は，低血圧を許容する
“permissive hypotension”が提唱され，血圧管理のみ
によらない新たな循環管理法確立に発展しうる概念
として注目されている．今後このような概念を発展
させていくためには，客観的な臓器血流指標が必須
であり，現在，ベッドサイドで評価可能な様々な臓
器血流測定機器が開発され，新生児循環に関する研
究のフォーカスは臓器血流評価に向けられつつある

（Cayabyab J. Perinatol 2009）が，臨床的に確立された
ものはない．
　我々は，従来の循環指標に“ 血流量 ”を加えた新たな
循環管理システムの構築を目指し，とくに末梢循環に
着目した研究をすすめている．末梢臓器循環は循環不
全発症早期に変動するため，循環動態の異常を早期に
発見し治療介入を行う点で重要である．しかし，従来
の末梢循環指標である尿量，皮膚色，毛細血管最充填
期間などは非連続的，主観的，半定量的パラメータで
あり，その臨床的意義は限定的であった．我々はレー
ザードップラー血流量計を用いて末梢循環の客観的な
評価法確立のための研究を進めている．
　 今 回 は そ の 成 果 の 一 つ と し て， 病 的 新 生 児 を
対象に，新たに開発されたレーザードップラー血流
量測定装置を用いて末梢循環パラメータの一つで
ある皮膚血流量を連続測定し，その変化と脳室内出血

（IVH, intraventricular hemorrhage）との関連について
検討したので報告する．

材料と方法

　 本 研 究 は 当 院 の 倫 理 委 員 会 の 承 認 を 受 け て 行
われた．
　2008 年から2012 年 12 月までに埼玉医大総合医療
センター新生児集中治療室に入院された極低出生体
重児のうち，両親に同意が得られ，生後 6 時間以内に
レーザードップラー血流量計を装着し，皮膚血流量
測定を開始しえた83 名を対象とした．両親の同意が
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得られなかった症例，循環動態に影響を与えうる先天
性心疾患の合併例，染色体異常例，重度新生児仮死に
より出生時に胸骨圧迫やアドレナリン投与を受けた症
例は研究から除外した．
皮膚血流量測定
　レーザードップラー血流量計（LDF-2000，ネクシス，
福岡）のプローブを前額部，足背にテープ固定し，各
部位における前額部皮膚血流量（FBF），足背皮膚血流
量（LBF）を測定した．レーザードップラー計により，
プローブ装着部の半球上の範囲における毛細血管，
細動脈，細静脈の血流が測定される．データはコン
ピューター上に記録，表示され，測定終了後，10 秒単
位でデータを抽出した．生後 6 -48 時間までの6 時間間
隔の時点において，前後 30 分計 1 時間のデータを平均
しその時点の測定値とした．
血圧測定
　血圧は，観血的測定では1 時間ごと，非観血的測定
では3 時間ごとに看護スタッフにより記録された．上
記時点における血圧データを抽出し，統計学的解析を
行った．
頭部超音波検査
　IVH 発症の有無を頭部エコー検査により確認した．
頭部エコー検査は生後 0，12，24，48 時間および生後
7 日に行った．また，この間，全身状態の変化や検査
値の変化によりIVHが疑われた場合には，主治医の判
断により追加の超音波検査が行われた．パパイル分類
II度以上のものをIVH例とした．
データ解析及び統計
　対象を脳室内出血群（IVH 群）と非出血群（非 IVH
群）に分類した．各群における皮膚血流量及び血圧の
変化を二因子分散分析法により統計学的に検討した．
また，各時点における群間の違いについては t-test
により検定した後，ボンフェローニ補正を行い統計
学的相違について検討した．IVHの危険因子を検討
するため，在胎週数，出生体重，Apgar Score（1 分値，
5 分値），出生前ステロイド投与の有無，皮膚血流量，
平均血圧について単変量ロジスティック回帰分析
を行い，さらに有意確率＜ 0.15の項目および皮膚
血流量，平均血圧について多変量ロジスティック回帰
分析を行った．
　また，ROC 曲線から，平均血圧，足背，前額血流量
の感度，特異度，陰性，陽性的中率を求めた．

結　果

　対象 83 例のうち，9 症例がIVHを発症した．1 例は
生後 24 時間以内に，4 例は24 -48 時間以内に，4 例は
生後48間から生後7日までの間に発症した．
IVH 群，非 IVH 群間における血圧，皮膚血流量の違い
　LBFは生後 18および24 時間においてIVH 群で有
意に低下していた（18h: p＝ 0.0004; 24h: p＝ 0.0005; 

Bonferroni crrection p-value criteria＜0.05/8＝0.006）．
一方，FBFはいずれの時点でも両群間に有意な差は認
められなかった．
　血圧は18，24，30 時間でIVH 群において有意に低
下 し て い た（18h: p＜ 0.001; 24h: p＝ 0.004; 30h: p＜
0.001; Bonferroni correction p - value criteria＜ 0.05/8
＝0.006）．
血圧，皮膚血流量の経時変化
　LBFはIVH群では生後18時間までは減少し，その後
48時間まで増加傾向となり，非 IVH群と同レベルまで
増加した．一方，非 IVH群では12時間から30時間まで
増加し，以降一定となった．
　FBFはIVH 群においては有意な経時変化を示さな
かった．一方，非 IVH 群では生後 12 時間から30 時間
にかけて増加した．
脳室内出血のリスク因子
　 単 変 量 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回 帰 分 析 で は， 低 在 胎
週数，出生前ステロイド投与の非投与，ドパミン最大
投与量，低平均血圧，低LBFがリスク因子となった．
　生後 18 時間における多変量ロジスティック回帰で
はLBFのみがIVHのリスク因子（p＝0.04）となった．
　ROC 曲線から生後 18 時間におけるLBFのカットオフ
値を13.6 mL/100 g/ 分とした場合，脳室内出血発症に対
する感度88％，特異度93％，陰性的中率99％であった．

考　察

　生後 6 時間から日齢 7までにIVHを発症した極低出
生体重児では，生後 24 時間までの足背皮膚血流量が
有意に低下していることが明らかとなった．24 時間
以降，脳室内出血症例の足背血流量は徐々に増加し，
48 時間には非出血例と同レベルとなったが，脳室内
出血例 9 例のうち8 例では出血はこの血流増加の時期
の発症であった．これは，新生児脳室内出血発症にお
ける虚血再灌流障害の概念に矛盾しない結果であると
考えられる．
　足背血流量と脳室内出血との直接的な関連は不明で
ある．我々のこれまでの研究成果では，新生児領域に
おいて脳血流量とある程度相関すると考えられている
上大静脈血流量と足背血流量との間に正の相関を認
めており，足背血流量の変化はある程度脳血流量の
変化を反映する可能性もある．しかしながら，さらに
脳室内出血の発症メカニズムを解明するには今後脳
血流量，体循環血流量（心拍出量），末梢（皮膚）血流
量を同時に測定しその関連性を検討する必要がある
だろう．
　単変量ロジスティック回帰分析では様々な因子が脳
室内出血の危険因子となったが，多変量ロジスティッ
ク回帰分析にてこれらの因子を補正すると足背血流
量のみが脳室内出血の危険因子となった．これは，
これまで血圧を循環管理目標としてきた従来の循環管
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理から，皮膚血流量を指標に加えた新たな循環管理法
を検討する根拠となりうる．
　また，ROC 曲線からえられた足背血流量の感度，
特異度から足背血流量は脳室内出血のよい予測因子と
なることが明らかとなった．さらに，足背血流量のみ
ならず，前額部血流量，平均血圧の陰性的中率は高く，
これらのパラメータから脳室内出血のハイリスク児を
絞り込むことが可能であると思われる．

結　論

　本研究では，極低出生体重児において，足背血流
量の低下とそれに引き続く血流増加により脳室内出
血の発症を予測しうることを明らかにした．これらの

成果は，脳室内出血発症に関する虚血再灌流理論に合
致するものと思われる．今後，皮膚血流のみならず，
近赤外線分光法を用いた脳循環評価，心エコー法等を
用いた体循環評価を組み合わせて，より大規模な研究
を行う必要があると考えられる．

研究成果リスト

1) Ishiguro A, Suzuki K, Sekine T, Sudo Y, Kawasaki H, 
Itoh K, Kanai M, Kato I, Sobajima S, and Tamura M. 
Skin blood flow as a predictor of intraventricular 
hemorrhage in ver y low bir th weight infants. 
Pediatric Research (in press).

© 2013 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/



48 埼玉医科大学雑誌　第 40 巻　第 1 号　平成 25 年 8 月

学内グラント  報告書

単量型マウスTLR4による細胞内情報伝達の分子機序と意義の解明

諸　言

　Toll-like receptor（TLR）は，自然免疫受容体の主要
な分子群の一つであり，生体防御の第一線で病原体
由来の分子パターン（pathogen-associated molecular 
patterns, PAMPs）の認識に携わっている 1)．TLRは
宿主体外に由来するPAMPsのみならず，宿主体内に
起源を持つ内在リガンドも認識して活性化される．
近年は，自然炎症（homeostatic inflammationまたは
physiological inflammation）の概念が提唱され，TLR
を含めた自然免疫受容体が生体恒常性の維持において
も重要な役割を果たしていると考えられている．
　TLRの研究は，多岐にわたって精力的に進められて
きたが，受容体活性化の分子レベルでの解明は未だ
途上にある．TLR 細胞外ドメイン・リガンド共結晶
のX 線構造解析結果が，細胞膜に直交する点対称軸を
もつ受容体の2 量体構造を指し示しているのに対し，
TLRの主要な細胞内情報伝達経路であるMyD88 経路
における細胞膜直下の細胞内情報伝達コンプレックス
Myddosomeの結晶X線構造解析結果では，14個のデス
ドメインタンパク質が形成するらせん構造が報告され
ている 2 -4)．細胞外ドメインの点対称構造と細胞内情報
伝達コンプレックスのらせん構造を機能的に連結さ
せる機構は分子的に知られていない．また，PAMPsと
内在リガンドが化学構造上の類似点に乏しいにもかか
わらず同一のTLRを活性化できる，分子レベルでの説
明も十分なものとはいえない状況にある．
　このような状況を背景に，われわれは細胞生物学的な
手法によりTLR4，TLR5それぞれの一次構造と機能の相
関を解析し，受容体活性化機構を解明しようとしている．

材料と方法

　HEK293 細 胞 TLR 発 現 系 の 刺 激 に 対 す る 応 答
解析は，TLR 研究において広く用いられている実験系
である5)．われわれは，マウスTLR4，TLR5の発現プラ
スミドとその点変異体を調製し，それぞれをHEK293
細胞に一過性発現させたときのリガンドに対する応答

を解析した．
　マウスTLR4，TLR5の発現プラスミドは，pcDNA3.1 
hygro （Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を骨格として
用い，それぞれのcDNAを挿入して構築した．変異体
は校正機能の高いKOD-plus DNA 合成酵素（Toyobo, 
Osaka, Japan）を使用し，inverse PCR 法にて，定法に
従い作製した 6)．DNA 塩基配列を発現カセット部分
全長にわたって確認の上，プラスミドを大腸菌内で
増幅，陰イオン交換カラム（Nucleobond Exta midi EF, 
Takara, Otsu, Japan）を用いて精製し，得られたエンド
トキシンフリーの溶液をトランスフェクショングレー
ドのベクターとして調製した．マウスMD2，CD14の
発 現 カ セ ッ ト は，pDUO2-mMD2/CD14（Invivogen, 
San Diego, CA, USA）を使用した．これらの発現プラス
ミドの使用に関しては，埼玉医科大学第二種使用等拡
散防止措置承認（1055号）を得ている．
　H E K 2 9 3細胞は1 0％F C S 添加 D M E M（S i g m a , 
St. Lewis, MO, USA）中で培養し，トランスフェク
ション前日に，1ウェルあたり9 x 105 個を2 mlの用量
で6 穴プレートに播種した．トランスフェクションは，
総 量 1 µgの プ ラ ス ミ ド を2 µl の Lipofectamine 
2000（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）と混合して，
Opti-MEM I（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）中 に て
実施した．トランスフェクション後，4 -6 時間後に培
地を10％ FCS添加DMEMに交換し，引き続いて一晩，
培養した．翌日，5％ FCS 添加 DMEMで懸濁した細胞
を密度 4 x 105/ml に調製して，96 穴プレートに1ウェ
ルあたり100 µlずつ播種した．5 -7 時間後に100 µl の
5％ FCS添加DMEM で調製した2倍濃度のリガンド溶
液を添加し，さらに24 時間培養した．175 µlの培地を
回収，1000 x gで10 分間遠心して150 µlの上清を得た．
この培養上清に含まれるHEK293 細胞由来のヒトIL -8
濃 度 をBD OptEIA Set Human IL -8（BD biosciences, 
San Diego, CA, USA）にて定量した．
　リガンドは，LPS -EB Ultrapure（cat. #tlrl-pelps, 
Invivogen, San Diego, CA, USA），フラジェリン  
FLA -ST Ultrapure（cat. #tlrl-pstfla, Invivogen, San Diego, 
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CA, USA）を生理食塩水（Otsuka, Tokushima, Japan）に
溶解し，5％ FCS添加DMEMで希釈して使用した．

結　果

　TLRは1 回膜貫通型受容体の構造を持ち，N 末端側
を細胞外に配置してリガンドを認識し，C 末端側に
ある細胞内 TIRドメインを介して情報を細胞内に伝達
する 1)．膜貫通部位は疎水性アミノ酸を多く含む20 残
基程度の領域で，2 次構造としてαへリックス構造を
取っていると考えられている．細胞外ドメインと細胞
内ドメインの相対的位置関係に影響を与える目的で，
膜貫通部位のC 末端側に疎水性アミノ酸残基を追加
した変異体を構築し，リガンドに対する反応性を野
生型受容体と比較した．マウスTLR4の細胞膜貫通部
位変異体は，LPSに対する反応性が野生型と全く同様
であった（Fig. 1A）．マウスTLR5の細胞膜貫通部位変
異体は，フラジェリンに対する反応性を失っていた

（Fig. 1B）．膜貫通部位 N 末端側にアラニンを追加した
場合でも，マウスTLR4 変異体のLPSに対する反応性
に変化が認められなかった（Fig. 1C）．このように，
マウスTLR4のLPSに対する反応性は膜貫通疎水性部
位の長さに依存しないことが明らかになった．それに
対して，TLR5は膜貫通部位の長さに関して，自由度
をもたないことが示された．TLR4とTLR5は構造上の
相同性が認められることから，活性化機構にも類似性
を仮定していたが，細胞膜貫通部位変異体のリガンド
反応性は全く異なっており，活性化機構に大きな違い

がある可能性が考えられた．
　細胞内 TIRドメインのアラインメントを，マウス
TLR分子種間・各TLRでの動物種間で作製したところ，
ほぼすべての分子種，動物種で保存されたアミノ酸残
基が見いだされる一方で，種間での保存性とTLR 分子
間で保存性に相違が認められるアミノ酸残基も見いだ
された．前者には，マウスTLR4の細胞内情報伝達に
重要なP712 残基が含まれ，ヒスチジン点変異 P712H
を保有するC3H/HeJマウスがLPSに非感受性である
ことはよく知られている7, 8)．後者の例として，マウス
TLR4のN682, E796 残基が挙げられ，マウスTLR5で
は相同位置のアミノ酸残基はそれぞれD718，P834と
なっている．こうしたアミノ酸残基の中にTLR 活性化
に関与するものが含まれる可能性が考えられるため，
アミノ酸を交換した点変異体を構築し，リガンドに
対する反応性を解析した．その結果，マウスTLR4の
N682D，E796P 変異体では，野生型とほぼ同様のLPS
反応性を示したのに対して，マウスTLR5のD718N, 
P834Eは，100 ng/mlフラジェリンに対しても反応を
示さなかった（Fig. 2A, B）．また，マウスTLR4のR729
残基は，マウスTLR5ではR767 残基に対応し，TLR4
とTLR5の比較においては動物種を越えて保存され
ている．他のTLR 分子種との比較においては，TLR2
ではいくつか動物種でアルギニンへの塩基性アミノ
酸間での置換が認められ，TLR1，TLR6では疎水性
のチロシン残基となっている．マウスTLR4 R729Y
点変異体は，LPSに対する応答性を失っていたが，

Fig. 1. 膜貫通部位延長変異体のリガンドに対する反応．A：マウスTLR4，膜貫通部位 C 末端側の延長変異体．0（WT）：野
生型（延長なし），＋ 1: 1 残基（V）挿入，＋ 3: 3 残基（VLV）挿入，＋ 5: 5 残基（VIFLV）挿入．トランスフェクションベ
クター重量比，TLR4カセット：MD2/CD14カセット：空ベクター ＝ 1:1:8（総プラスミド量 1 µg/well）．白抜き：無
刺激，斜線：12.5 ng/ml LPS 刺激．B：マウスTLR5，膜貫通部位 C 末端側の延長変異体．0（WT）：野生型（延長な
し），＋1: 1残基（V）挿入，＋3: 3残基（VLV）挿入，＋5: 5残基（VIFLV）挿入．トランスフェクションベクター重量比，
TLR5カセット：空ベクター ＝1:9 （総プラスミド量1 µg/well）．白抜き：無刺激，斜線：100 ng/ml フラジェリン刺激．
C：マウスTLR4，膜貫通部位 N 末端側の延長変異体．0（WT）: 野生型（延長なし），＋ 1: 1 残基（A）挿入，＋ 2: 2 残基

（AA）挿入，＋3: 3残基（AAA）挿入，＋4: 4残基（AAAA）挿入．トランスフェクションベクター重量比，TLR4カセット: 
MD2/CD14カセット:空ベクター＝1:4:15（総プラスミド量1 µg/well）．白抜き：無刺激，斜線：12.5 ng/ml LPS刺激．
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LPS 非依存的に認められる恒常的な活性化能は保たれ
ていた（Fig. 2C）．TLR5に関して，現在，実験の準備
を進めている．

考　察

　本プロジェクトは，一次構造や機能が類似する
マウスTLR4とTLR5は，同様の活性化機構を利用し
ているとの仮説をもって開始した．マウスTLR5をモ
デル受容体として解析し，細胞膜に分布するTLR 一般
の活性化機序を分子レベルで解明するのが当初計画
であった．TLR4は，細胞外ドメインの補助タンパ
ク質因子としてMD2やCD14を利用していることが
知られ，解析を進めるためにはこうした分子の共発
現系を構築する必要がある．また，TLR4は形質膜に
発現するだけでなく，エンドソーム膜にも分布する
ことができ，細胞内での場所によって，細胞内情報伝
達経路を使い分けていることも知られている．これに
対して，マウスTLR5は形質膜に分布する受容体で，
補助タンパク質因子を要求しない．このため，実験
系の単純化を考え，マウスTLR5を研究対象に採用
した．HEK293 細胞はマウスTLR5を単独で遺伝子導
入することによって，リガンドであるフラジェリンに
反応するようになる．これまでの実験結果は，予想に
反し，マウスTLR4とTLR5の違いを顕著とするもので
あった．現在では，マウスTLR4とTLR5の異なる分子
機序による活性化を念頭において実験を進めている．
　一般に，リガンドと会合したTLRは受容体の2 量
体を形成し，細胞内情報伝達を開始すると考えられ
ている．TLR 細胞外ドメインは600アミノ酸残基以上

から構成され，ロイシンリッチリピート（LRR）の繰
り返しによって，単量体で馬蹄形の立体構造を取っ
ている 2)．これまで知られているTLR 細胞外ドメイン
の結晶構造解析の結果から，1 分子のリガンドが2
分子のTLR 細胞外ドメインと相互作用し，2つのTLR
細胞外ドメインが点対称の配置をとるリガンド受容
体複合体モデルが提唱されている．このモデルでは，
TLR 細胞外ドメインのC末端，すなわち，細胞膜貫通
部位との接合部の位置は2つのサブユニット間で相対
的に固定されている．その結果，1回膜貫通部位によっ
て連結された2 分子の細胞内情報伝達 TIRドメイン

（200アミノ酸残基程度）の相対的位置も細胞外ドメ
インの複合体形成によって固定されると考えるのが妥
当で，その位置が細胞内情報伝達複合体の形成にとっ
て重要であると想像されている．現時点では，TLRと
細胞内情報伝達複合体すべてを含む構造体としての
立体構造は実験的には報告されていない．このため，
2つのTIRドメインが1つの細胞内情報伝達複合体に含
まれるのか，各々が1つの複合体を形成させるのかも
含め，実証的な議論は困難である．マウスTLR4の膜
貫通部位の長さを改変した変異体が野生型と同様の
LPS 反応性を示したことは，1）2 分子の細胞内 TIRド
メインの相対的位置は細胞内情報伝達機構の活性化に
重要ではない，あるいは， 2）マウスTLR4 細胞内の高
次構造に自由度があり膜貫通部位長さの変異による位
置変化を相殺できる，可能性を示している．2）は，仮
定されている高次構造の自由度が，野生型受容体での
活性制御を困難にさせると考えられる．1）の方が高
適合度と考えているが，この場合，1つのTIRドメイン

Fig. 2. 細胞内情報伝達 TIRドメイン変異体のリガンドに対する反応．A：マウスTLR4．トランスフェクションベクター重
量比，TLR4カセット：MD2/CD14カセット：空ベクター ＝1:4:15 （総プラスミド量1 µg/well）．白抜き：無刺激，斜
線：12.5 ng/ml LPS 刺激．B：マウスTLR5．トランスフェクションベクター重量比，TLR5カセット：空ベクター ＝ 
1:9 （総プラスミド量 1 µg/well）．野生型マウスTLR5（■）以外はフラジェリンに対する反応を認めなかった．D718N

（●），P834E（▲）変異体のプロットは，空ベクター導入細胞（□）のデータ点と重なっている．C：マウスTLR4．ト
ランスフェクションベクター重量比，TLR4カセット：MD2/CD14カセット：空ベクター ＝ 1:10:89（総プラスミド量
1 µg/well）．白抜き：無刺激，斜線：10 ng/ml LPS刺激．
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が1つの細胞内情報伝達複合体に含まれるモデルが示
唆される．今後の実験による検証が必要である．対照
的に，マウスTLR5では，膜貫通部位の長さに対する
変異がリガンドに対する応答性を失わせるため，こ
れまでのところ，従来の活性化機序モデルと整合性を
もって解釈可能である．
　細胞内情報伝達 TIRドメイン中のアミノ酸残基の点
変異によっても，マウスTLR4とTLR5の違いが浮き彫
りとなった．それぞれが一次構造上相同の位置にある
マウスTLR4のN682, E796 残基，マウスTLR5のD718, 
P834 残基の交換変異体は，マウスTLR4ではリガン
ド応答性が野生型と違いを認めなかったのに対して，
TLR5ではリガンドに反応しなくなっていた．MyD88，
Malなど，他のTIRドメインをもつ細胞内タンパク質
と会合体を形成することが，細胞内情報伝達の第一
段階であると考えられている．TLR4とTLR5は，細胞
内 TIRドメインの異なる部位を使って，他のTIRドメ
インタンパク質と会合し，情報伝達をおこなっている
可能性がある．マウスTLR4とTLR5で細胞内情報伝達
複合体の形成過程が異なっていることを示唆するもの
と考えられる．
　マウスTLR4はリガンド非依存的に細胞内情報伝達
系を活性化することが知られている．この構成的な
情報伝達機能は，細胞外ドメインを削り込んだ変異
体で増強されることも知られている 9, 10)．こうした構
成的な情報伝達機能は，TLR4のTIRドメイン固有の
作用であり，単量体での細胞内情報伝達機能を示唆
している．マウスTLR4のR729 残基の点変異体が，構
成的情報伝達機能を保持したままLPS 感受性を失っ
ていることは，LPS 刺激時と構成的，2つの情報伝達
機能が，異なった機序でおこなわれている可能性も考
えさせる．現在，マウスTLR5の対応する変異体の構
築や，マウスTLR4の構成的情報伝達機能のみを欠失
した変異体をスクリーニングするための変異体の構築
など，さらなる変異体の調製を進めている．
　マウスTLR4とTLR5の類似性を利用して解析を進
める当初の計画は，マウスTLR4とTLR5の相違点を
際だたせる方向へ変化した．TLR4は，グラム陰性菌
の細胞壁成分である内毒素 LPSをリガンドとするの
みならず，宿主由来の数多くの内在リガンドによっ
ても活性化されることが知られている．タンパク質，
リポ多糖，ムコ多糖，リン脂質，脂肪酸など，多様
な化学型と分子量をもつ物質を認識し，細胞内情
報伝達系を活性化する機序は分子レベルで未解明
である 1, 11)．本プロジェクトで構築した多様なマウス
TLR4 変異体は，リガンドごとの活性化機構の違いを
見いだすためにも利用可能である．こうした実験結果
の蓄積により，TLR活性化機構分子モデルが構築でき，

TLRの生理的役割，病態における機能の解明に有用な
情報を提供できると考えている．
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連続切片を用いた立体モデルの作製技術とそのデータベース化

緒　言

　生命科学の教育や研究において，人体，胚，器官，
組織，細胞，分子などの構造を立体的に示してわか
りやすく説明する技術が以前から求められてきた．
最近になり，コンピューターの性能の向上や立体構
築用のソフトの開発により，人体から分子に至る
まで，正確な立体モデルを容易に作製することが
可能になった．しかしながら，現状では，それらの
技術を用いた教材の作成や，研究における利用は遅
れている．その原因の1つが，それらの技術を個人
レベルで扱うには，経済的な面と技術的な面に障害
があるからである．たとえ，どんなに便利な技術で
あっても，それらが教育や研究に広く用いられるよ
うにならなければ，その価値は低いと言わざるを得
ない．そこで，本研究では，経済的な面と技術的な面
の障害を取り除いて，誰もが容易に胚，器官，組織な
どの3Dモデルを作製できる方法を開発し，解剖学を
はじめとした医学教育の教材作成や研究などに利用で
きるようにすることを目的とした．

材料と方法

　ここでは，胚，器官，組織などの立体モデルを作
製するために医用のボリュームレンダリングソフト
を利用した．医用のボリュームレンダリングソフト
はMRIやX 線 CTの連続画像から人体の構造を立体構
築するために用いられているソフトである．つまり，
MRIやX 線 CTの連続画像をプレパラートの連続写真
に置き換えて，胚，器官，組織などの立体構造を作
製する方法を試みた．その際に用いたソフトは全て
フリーで公開されているものを用いた．たとえば，画
像処理ソフトの ImageJ1)，ボリュームレンダリング
ソフトのOsirix2)（Mac 用）や，MRIcroGL3)（Windows
用）などである．今回の作業に用いたのはImageJ，

ボリュームレンダリングソフトのRealia（サイバネッ
ト社のフリー版，現在は未公開）とOsirix（32ビット版
はフリーで64ビット版は一定額の寄付が必要）である．
　標本はエポン包埋したものを0.3 ～ 1 μmの厚さで連
続切片にし，トルイジンブルーで染色した後，1200 万
画素の一眼レフデジタルカメラで撮影した．顕微鏡撮
影された連続切片の写真は，ImageJを用いて正確に
整列させた後，ボリュームレンダリングソフトに取り
込んで立体モデルを作製した．

結　果

　我々の方法で作製した胚や組織の立体モデルは，走
査型電子顕微鏡による観察像に匹敵するほどの高精細
な像であった（図 1, 2）．たとえば，ミクロン単位の構
造である細胞の突起まで詳細に観察することが可能
であった．作製された立体モデルの解像度は，用いた
切片の厚さと，撮影された写真の解像度に依存する．
そこで，我々は光学顕微鏡で観察可能な0.3 μmの
厚さのエポン切片を作製し，対物 100 倍の油浸レンズ

（UPlanSApo，Olympus）で撮影した腎臓の糸球体の
3Dモデルを作製した．その結果，毛細血管にまとわ
りついた足細胞の終足（直径が約 0.2 μmの細胞突起）
まで確認することができた（ここでは写真は示され
ていない．）．つまり，光学顕微鏡の物理学的な分解能
の限界までの立体モデルの作製が可能であることが
わかった．
　さらに，今回の方法で作製された立体モデルで特
筆すべき点は，今までの光顕や走査型電子顕微鏡な
どでは不可能なさまざまな観察方法や標本の操作が
可能になったことである．たとえば，任意の断面の構
造の観察（図 3）や，コンピューター上で微小解剖し，
邪魔な構造を削除することにより目的の構造を表出

（図 4, 5）することが簡単にできるようになった．また，
色づけも自由にできるので，擬似カラー化した構造に
より目的の構造を強調して示すことも可能である．

平成 24 年度　学内グラント終了時報告書

連続切片を用いた立体モデルの作製技術とそのデータベース化

研究代表者　猪股　玲子 （医学部　基礎医学部門　解剖学）

研究分担者　駒崎　伸二＊，高野　和敬＊

＊医学部　基礎医学部門　解剖学



埼玉医科大学雑誌　第 40 巻　第 1 号　平成 25 年 8 月 53連続切片を用いた立体モデルの作製技術とそのデータベース化

考　察

　今回の方法で作製された立体構造には連続切片から
得られる全ての情報が含まれているので，工夫しだい
では，多様な方法による観察が可能である．たとえば，
胚の内部構造を透かして見たり，特定の構造物を強調
して示したりすることができる．それと同時に，コン
ピューターの内部で胚や組織の微小解剖をバーチャル
で行うことも可能である．それにより，今までの走査
型電子顕微鏡ではできなかった，内部構造の詳細な観
察や，見たい内部構造を取り出してみることもできる
ようになった．このような利点をうまく活用すれば，
さまざまな医学教材の作成や研究における応用の発展
性が広がると考えられる．

図 2. ニワトリの神経胚の断面．

図 3. 図 2に示したニワトリの胚の点線で示した部分の断
面．断面を背側から見たもので，体節を構成する細胞
の詳細な構造が分かる．

図 5. 図 4で示した糸球体の拡大図．突起を伸ばした足細胞
（矢印）が毛細血管の周囲ににまとわり付いているの
が分かる．

図 4. マウスの腎臓の糸球体．糸球体の周囲の尿細管とボウ
マン嚢をバーチャル微小解剖で取り除いたもの．

図 1. 両生類（アカハライモリ，Cynops pyrrhogaster）の原
腸胚の断面．原腸が陥入している時期を示す．予定中
胚葉細胞の活発な移動が見られる．



54 猪 股 　玲 子 ，他

　また，いったんデジタル化された連続切片のデータ
は保存と管理が容易になるとともに，複製によりい
くらでも同じものを増やすことが可能になる．その
結果，標本のデータを世界的な共有財産として教育
や研究に幅広く活用することも可能である．しかも，
世界中の教育者や研究者により作製された多くの種
類の3Dモデルを1 ヶ所に集めてデータベース化し，
それらをインターネットで公開すれば，世界中の教
育者や研究者が膨大なデータを自由に利用すること
ができるようになり，それらの教材の利用価値が無
限に広がることが期待される．
© 2013 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/
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緒　言

　情動はコミュニケーションの基礎であり，情動障害
は人が『よく生きる』のに必要なコミュニケーション
に重大な問題をもたらす．情動を司る脳部位は，主
として大脳皮質下のより旧い領域であると考えられ
ている．皮質下の領域は重要であるにも関わらず，回
路実体も機能的構造についても解明は著しく立ち遅れ
ている．
　脳の神経回路の状態に応じて変化し，回路内あるい
は回路間の神経細胞同士の有効な連絡を組織するメ
カニズムとしてリズム活動が挙げられる．脳において
リズム活動は，マクロレベルでは脳波活動，ミクロレ
ベルでは個々の神経細胞においても観察される．リズ
ム活動の生理的な機能として，シナプスにおける可塑
的な変化の促進が挙げられる．本研究課題は，扁桃体
の情動神経リズム回路の実体的解明を光遺伝学という
新たな操作技術を用いることを長期的ゴールに目指
したものであるが，本研究期間においては，そのため
の基礎づくりとして，扁桃体のリズム生成機構に着目
し解析を行った．研究代表者らはこれまでに，情動の
中心である扁桃体においてロバストなリズム（0.5 ～
1 Hz）を見出し，これがドーパミンにより制御される
ことを示している（Oshiro, et al. Neuropharmacology 
2011)．
　扁桃体は側頭葉の内側に位置し，アーモンド（扁
桃）のような形状をした脳部位である（図 1）．扁桃体
は恐怖や不安に関する記憶の傷害であるパニック障
害やPTSD，負の情動記憶の影響が考えられるうつ病
といった精神疾患の発生メカニズムに関与している可
能性が考えられている．負の情動と扁桃体との関連に
ついて多くの研究が行われているが，正の情動にも関
わっていることも明らかとなっている．
　扁桃体が情動的記憶や学習に対して影響を及ぼす
よく知られた例としては，恐怖条件付け学習がある．
動物に対し，単独で恐怖反応をひき起すショック

（無条件刺激）を，音のような直接的に情動に影響を

与えない中立な刺激（条件刺激）と組み合わせて与え
続けると，中立的な刺激であった条件刺激単独に対
しても恐怖反応（血圧の上昇・頻脈など）を示すよう
になる．恐怖条件付けの成立に伴い扁桃体神経細胞シ
ナプスで長期増強（Long Term Potentiation: LTP）が形
成される．恐怖条件付け学習は動物だけでなくヒトに
おいても成立することが示されている．
　別の有名な例としてKlüver-Bucy 症候群が挙げら
れる．扁桃体を含む側頭葉に両側性に障害を与えら
れたサルは，精神盲情動反応の低下・性行動の亢進
といった情動状態の変調を示すことが知られている．
　以上のように扁桃体は情動的学習・記憶に深く関与
しているということ，脳のリズム活動はシナプスの可
塑的な変化の促進に関わっていることから，扁桃体に
おけるリズム活動の生理学的な機能として情動による
記憶の固定や促進が強く示唆されている．
　扁桃体をさらに詳しく解剖学的に見ると多くの核
が存在する．本研究で着目した基底外側核（BLA）の
細胞種は大脳皮質に似た二種類に大別され，大多数

（～ 80％）を占めるグルタミン酸作動性の錐体神経
細胞と，残りの（～ 20％）GABA 作動性の介在神経細
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図 1.
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胞に分類される．錐体神経細胞の軸索はBLA 内外の神
経細胞に対して投射が見られる一方，GABA 作動性の
介在神経細胞は局所神経回路の制御において重要な役
割を果たしている．
　ラット扁桃体基底外側核の錐体神経細胞よりホー
ルセルパッチ記録を行うと，自発的，周期的（0.5 ～
1 Hz 程度）振幅の大きい抑制性シナプス後電位／電流

（inhibitory postsynaptic potentials/currents; IPSP/Cs）
が観察される（抑制性ネットワークリズム）．
　このような扁桃体リズムは上述のように生理学的
に重要な機能が想定され，かつ疾患との関連も考えら
れる重要性にも関わらず，その生成機構や神経伝達
物質による調節機構については（一部が解明されつつ
あるものの），依然として多くの点が不明である．
　扁桃体におけるリズム生成メカニズムを明らか
にするためには，シナプスレベルでの解析が容易な
in vitro 脳スライス標本を用いたパッチクランプ記録
法を用いることが将来の光操作における基礎的な知見
の蓄積にとっても有効であると考えられる．
　そこで本研究は，扁桃体を含む脳スライス標本に
おいてリズム神経活動が報告されている基底外側核

（BLA）錐体神経細胞よりホールセルパッチクランプ
法を用いて記録を行い，神経修飾物質によるリズム調
節作用，またリズム生成に関与すると思われるイオン
チャンネルの作用をシナプスレベルで明らかにするこ
とを目的とした．さらに，リズムの制御において重要
な役割を果たすと考えられる介在神経細胞の種類を
明らかにするため，介在神経細胞を蛍光タンパク質を
用いて可視化した遺伝子改変動物を用い，介在神経細
胞からの直接記録を試みた．

材料と方法

　すべ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努めた．
　実 験 動 物 に は10 ～ 19 日 齢 の 両 性 VGAT-Venus
ラット（群馬大学大学院・医学系研究科・遺伝発達行
動学教室の柳川右千夫教授より供与）を用いた．この
VGAT-Venusラットは，介在神経細胞に黄色蛍光タン
パク質の一種であるVenusを発現させ可視化し，介在
神経細胞より選択的に記録を行うことを容易にした遺
伝子改変ラットである．
　ラットの麻酔はイソフルランを気化させた麻酔
ガスにより行った．反射の消失を確認したのちに断
頭を行い，脳を損傷しないようできる限り素早く脳
を摘出した．脳は直ちに95％ O2 / 5％ CO2 混合ガス
で飽和した氷冷 Na-Choline Chloride 置換液中で冷却
したのち，ろ紙上に移し中脳よりも前の部分を冠状
断で除いた．続いてスライサーのチャンバー上に脳を
固定し，チャンバー内を95％ O2 / 5％ CO2 混合ガスに

て飽和した氷冷 Na-Choline Chloride 置換液で満たし，
扁桃体を含む冠状断脳スライス（厚さ400 μm）標本
を作成した．スライスはさらに左右に切断し，人工
脳 脊 髄 液（aCSF: artificial cerebrospinal fluid; 組 成：
120 mM NaCl, 3 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 混合ガスで満たされた
チャンバー内にて室温で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のチャンバー
へ移し，IR -CCDカメラを通じて細胞体を確認しな
がらホールセルパッチ記録を行った．記録中は95％
O2 / 5％ CO2 混合ガスで飽和した人工脳脊髄液を34
～ 35℃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，電極抵抗は
3 ～ 5 MΩ程度とした．電極内液の組成は以下の通り：
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）.
　 神 経 細 胞 か ら の 記 録 は 基 底 外 側 核（BLA）よ り
行った．パッチクランプアンプ（Axon Instruments: 
Axopatch 200B）を用いて膜電位および膜電流を測
定 し， デ ー タ はADコ ン バ ー タ（Axon Instruments: 
Digidata 1322A）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，大きな細胞体，錐体様の形状，
電気生理学的性質によって行った．実際にBL 錐体神
経細胞で観察された脱分極パルス刺激により生じる特
徴的な発火パターン（時間経過と共に発火頻度が低下
するパターン）は，先行研究によって示されている特
徴とよく一致した．本研究に用いた灌流液・電極内液
の条件において，電位を－ 45 mVに固定することで，
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: excitatory post-synaptic 
current）は内向き電流として，GABAA 受容体を介した
抑制性シナプス後電流（IPSC: inhibitory post-synaptic 
current）は外向き電流として測定されるようにした．
　GABA 作動性介在神経細胞は，軸索終末から神経
伝達物質としてGABA（ガンマ−アミノ酪酸）を放出し
出力先の細胞に対して抑制性の伝達を行う．扁桃体に
おいてVenusによる蛍光を持つ細胞がGABA 作動性介
在神経細胞であることは以前に確認されている．介在
神経細胞の同定は，Venusによる蛍光および錐体神
経細胞の場合と同様に，脱分極パルス刺激（240 pA, 
700 ms）によって生じる発火パターン（Burst/Stutter/
Regular/Fast firing）を用いて行った．

結　果

　扁桃体基底外側核錐体神経細胞からホールセルパッ
チクランプ法を用いて記録を行うと，複数のIPSCが
同期して入力し，積み重なった“Composite IPSC”が
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見られた（図 2，図 3 左）．この巨大複合 IPSCは自発的
かつ周期的に生じており，記録時間中を通して（約
1 ～ 2 時間）0.5 ～ 1 Hz 程度の頻度で安定して記録
された．
　記録を行った錐体神経細胞に対するカルバコー
ル（CA）の直接作用を観察したところ，固定電位

（－45 mV）においてCA（10 μM）を灌流することによっ
て，巨大複合 IPSCが非同期状態に分解することが見
出された（図 3 右）．さらにこの後 CAの入っていない
灌流液で10 分間程度 CAを洗い流すことによってほぼ
完全に巨大複合 IPSCが回復することが判明した．
　次に，T 型 Ca2+チャネルの阻害剤であるmibefradil

（20 μM）（図 4）とNNC55 -396（50 μM）を用いて，錐
体神経細胞のIPSCリズムにおける影響を見た．2つ
の阻害剤はリズムの振幅には大きな影響を与えない
一方，振動数を減少させた．
　最後に，GABA 作動性介在神経細胞の種類を直接
ホールセルパッチクランプを行って同定した．脱分極
パルス（240 pA, 700 ms）を加えた時の応答（図5）によっ
て分類を行うと，12 細胞中 Regular-firing 細胞 7 個，

図 2.

図 3.

図 4.

図 5.

Burst-firing，Stutter-firing，Fast-firingが各 1 個，いず
れにも当てはまらない細胞が2個であった（表1）．

考　察

　我々の研究を含む知見から，扁桃体の抑制性リズ
ムの発生機構の候補としては，まずGABA 作動性の介
在神経細胞に対してグルタミン酸作動性の興奮性入
力がされ，介在神経細胞において周期的な活動電位
が生じることで抑制性の神経伝達物質であるGABAの
周期的な放出が生じ，それが錐体神経細胞へと伝達

表 1.
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されることによって周期的なIPSC 活動が生じている
というものが考えられている．
　本研究においても複数のIPSCが同期して入力し，
積み重なった“Composite IPSC”が見られた．この巨
大複合 IPSCは生成には複数のIPSC 入力が同期して
生じると考えられる．アセチルコリン性の刺激物質
であるカルバコールの直接作用によって，巨大複合
IPSCが非同期状態に分解され，巨大複合 IPSCは比
較的小さい振幅の個々の IPSCから成ることが改めて
確かめられた．この過程は可逆であり，洗い流しに
よってほぼ完全に巨大複合 IPSCが回復することから，
行動下でも何らかの要因でアセチルコリンなどの扁桃
体内での増加が起きて同期状態が非同期状態に遷移
することで，情動学習に影響が及ぶ『窓』のような状
態が現出するという機構の存在が推測される．
　T 型 Ca2+チ ャ ネ ル の 阻 害 剤 で あ るmibefradilと
NNC55 -396は両者共にリズムの振幅には大きな影響
を与えない一方，振動数を減少させるという結果を与
えたが，振幅と振動数が独立に影響を受ける状況とい
うのは今まで知られておらず，新しい結果と言える．
今後他の濃度やチャネル阻害剤を試すなどで解明が進

むことが期待される．
　GABA作動性介在神経細胞の種類はRegular-firing細
胞が12 個中 7 個と比較的多数を占めたので，今後神経
化学的な同定を併用することでリズム発生機構に迫る
ことができる可能性がある．また，持続的にバースト
発火するBurst-firing 細胞が数は少ないものの見いだ
されたことで，少数の抑制性入力がリズムを生成する
可能性も残っている．これらの追究には光遺伝学が適
しているので，今後必要な整備が行われればより深い
結果が得られるであろう．
　以上のことから，本研究によって扁桃体抑制性リ
ズムの解明に一歩近づくことができたと考えられる．
さらに研究が進むことでリズム機構の詳細と行動との
因果関係が明らかになることを期待したい．
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諸　言

　生体のリン脂質膜由来生理活性脂質であるプロス
タグランジン（PG）は神経細胞死や神経保護の重要
な因子として注目されている．本研究は興奮毒性と
多発性硬化症（MS）における PG 生理活性の解明と
それを基軸とした治療戦略の提唱を目的とした．
興奮毒性におけるPG 生理活性
　脳虚血・てんかん・アルツハイマー病など種々
の神経変性疾患に興奮毒性による神経細胞死が関
与している．我々はこれまでに，グルタミン酸アゴ
ニストで興奮毒性を引き起こすカイニン酸（KA）を
用い，ラット海馬における脂質メディエーター産
生をLC - ESI - MS/MSを用いた網羅的解析により詳
細にプロファイルした．脂質メディエーターの中
で特にPGF2α，PGE2，PGD2 の産生量が多く，すべ
てがKA 投与後 1 時間以内に産生の極大を示した 1)．
さらに非ステロイド性抗炎症薬（NSAID）を用いた
PG 産生阻害試験により，KA 投与後 1 時間以内に産
生されるPGが30 日以上も続く持続性神経細胞死に
関与し，NSAIDのPG 産生抑制により神経細胞死が
抑制されることを見出した 2)．しかしNSAIDは律速
酵素シクロオキシゲナーゼを阻害し，多種類の PG
産生を同時に抑制するため，各種 PGの種類別な生
理活性はいまだ不明なままである．そこで本研究は
主要なPGであるPGF2α，PGE2，PGD2が持続性神経
細胞死に与える影響を解析した．
多発性硬化症におけるPG 生理活性
　MS は神経軸索を取り巻くミエリンが破壊される
脱髄を特徴とした疾患であり，運動麻痺，視力障害，
感覚障害などの神経症状が再発と寛解を繰り返す
指定難病である．PGF2αは分娩誘発，平滑筋収縮な
どの生理活性を持つが中枢神経系における役割は
未だ不明な点が多い．我々は PGF2α産生酵素の脳内
発現解析により，髄鞘における局在，ミエリン形成
細胞であるオリゴデンドロサイトにおける特異的
発現を明らかとした 3)．本研究は MS における PGF2α

生理活性の解明を目的として，FP（PGF2α受容体）
の作動薬・拮抗薬を MS モデルマウスに投与し病態
を解析した．

材料と方法

興奮毒性モデルラット
　NS-398はPG 産生の律速酵素 Cyclooxygenase -2の
阻害剤であり，ラット海馬におけるKA 誘導 PG 産生
を阻害する 1)．3 週齢雄性ラットにNS-398（10 mg/kg，
20%DMSOに 溶 解 ）を 腹 腔 内 投 与 し，30 分 後 にKA

（10 mg/kg，生理食塩水に溶解）を腹腔内投与した．
さらに30 分後にPGF2α，PGE2，PGD2を脳室内投与

（500 ng/5 μlを両側に投与，溶媒は0.1％ EtOHの生理
食塩水）を行った．コントロールラットにはそれぞれ
溶媒を腹腔内，脳室内に同様に投与した（Table 1）．
30 日まで飼育後，4％パラホルムアルデヒド（PFA）で
還流固定後，パラフィン切片（6 μm）を作製し，HE 染
色により海馬神経細胞死を観察した．
多発性硬化症モデルマウス
　8 週齢雄 C57BL/6マウスを0.2％クプリゾン（CPZ）
を含んだ餌で飼育し，オリゴデンドロサイト特異的
細胞死によるMSモデルマウスを作製した．PGF2α受
容体作動薬（travoprost 脳室内投与， latanoprost 経口
投与），拮抗薬（AL-8810 脳室内投与）をCPZ 投与開始
から3 週間後に単回投与し，最も顕著な脱髄が起こる
5 週間まで飼育した．マウスを4％PFAで潅流固定，
クライオスタットにより組織染色用切片を作製した．
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ミエリン量はBlack Gold 染色を用い染色の濃度により
脱髄レベルを測定した4)．

結　果

PGF 2 α，PGD 2 が持続性神経細胞死に重要
　KA 投与によりラット海馬においてCA1，CA3に
おいて神経細胞死が引き起こされる （Fig. 1）．3 週齢
ラットにおいて特に神経細胞死が顕著なCA1に着目
した．
　KA 投 与 の1，3，10，30 日 後 の 海 馬 をHE 染 色 に
より観察した（Fig. 2）．1 日後は空胞変性を主体と
した神経変性が見られ，その後の時間では核凝縮を
起こした神経細胞死が見られた．KA 単回投与後 30 日
以上もCA1で神経細胞死が観察された（持続的神経
細胞死）．
　KA，NS398，各種 PG 投薬 30 日後の海馬 CA1をHE
染 色 に よ り 観 察 し た（Fig.3 A: V+V+V, B: V+KA+V, 
C: NS+KA+V, D: NS+KA+PGE2, E: NS+KA+PGF2α, 
F: NS+KA+PGD2）．溶媒のみを投与した場合は神経
細胞死が起こらず，正常な CA1 錐体細胞層が見ら
れる（Fig. 3A）．KA 単回投与により30 日後において
も神経細胞死が見られた（Fig. 3B 黒矢印）．NS398
によりPG 産生を抑制した場合は神経細胞死の抑制
が見られた（Fig.3C）．PGE2 脳室内投与は神経細胞
死 へ の 影 響 は 見 ら れ な か っ た（Fig. 3D）．PGF2α，
PGD2 脳室内投与は KA 単独投与と同レベルの神経細
胞死が見られた（Fig. 3E, F）．

FP 拮抗薬が脱髄を抑制
　FP 拮抗薬 AL8810の脳室内投与によりCPZ 誘導脱髄
を抑制した（Fig. 4, 5）．
　FP 作動薬である travoprost，latanoprostは脱髄レベ
ルに影響しなかった（Fig.6）．

Fig. 1. ラット海馬のHA染色（V+V+V）．

Fig. 2. KA投与後のCA1における神経細胞死．

Fig. 3. 投薬30日後の海馬CA1（HE染色）．

Fig. 4. FP拮抗薬投与後の脳梁のミエリン染色．

Fig. 5. FP拮抗薬投与後のミエリンレベル．
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 考　察

　KA 投与後 30 日後のラット海馬における持続的神
経細胞死において，PGF2α，PGD2が重要であるこ
とが示された．興奮毒性時に産生されるPGがミク
ログリアを長期間活性化させ持続的神経細胞死を引
き起こし，NSAIDによりミクログリア活性化，持続
的神経細胞死は抑制される 2)．ミクログリアは神経
毒性・神経保護の両面に働くことが知られているが，
PGF2α，PGD2により活性化されたミクログリアが神
経毒性的に働くと考えられる．PGF2α，PGD2 生理活
性抑制が興奮毒性誘発神経細胞死の治療に有効である
ことが示された．
　PGF2α受容体の拮抗薬 AL8810 投与によりCPZ 誘
導 MSモデルマウスの脱髄を抑制した．詳細なメカニ
ズムは不明であるが，オリゴデンドロサイトに発現
しているPGF2α合成酵素 3)により過剰に産生された
PGF2αがオリゴデンドロサイト細胞死に働いていると

考えられる．PGF2α生理活性抑制がMS 治療に有効で
ある可能性が示された．
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発達期体性感覚野スパイクタイミング可塑性におけるBDNFの役割

緒　言

　神経の活動（入力）依存的変化（可塑性）は，神経回
路形成，学習，記憶の基本メカニズムに重要な役割を
果たすと考えられている．出生直後の神経回路には，
過剰な投射が存在するが，これらは発達過程におい
て活動依存的に，必要な投射の強化と不要な投射の除
去により成熟した神経回路が形成される．発達期の可
塑的な時期を臨界期と呼ぶが，臨界期の可塑性は，臨
界期以後の脳機能に多大な影響を与える．たとえば，
遺伝性の脆弱性 X 染色体連鎖症候群，また自閉症，
ADHD（注意欠陥多動性障害）などの発達障害は，
投射の刈り込みの異常に起因する可能性が推定され
ている．本研究では，発達期の神経投射の刈り込みの
メカニズムを調べた．

材料と方法

　投射刈り込みの仕組みを調べるために，定量的な
解析が可能なマウスの大脳皮質体性感覚野を用いて，
皮質 2/3 層細胞（L2/3）への，4 層細胞（L4）と視床か
らの投射を調べた．齧歯類体性感覚野では，生後第
2 週（生後 7 日～）から3 週にかけて，L4 細胞はL2/3
細胞へと投射を伸長するが，この時，皮質に特徴的
なカラムを無視して，隣接カラムへの投射も見ら
れる（過剰投射）．ところが，生後 3 週目（生後 14 日）
以降，神経活動依存的に，隣接カラムへの投射は刈り
込まれ，成熟したカラム状投射の形成が導かれる事
が知られている．私たちは，どのようなメカニズムに
よって，過剰なL4 細胞の投射がカラム状投射に編成
されるのか，電気生理学的および解剖学的手法を駆使
して調べた．
　実験は，生後 7 日から25 日目のC57BL/6マウスより
作製した視床（後内側腹側核）―第 1 次体性感覚野皮質
間連絡線維を保持した急性切片標本（thalamocortical 
slice）を用いて行った 1)．刺激電極を入力線維（視床
または皮質 4 層）に置き，皮質第 2/3 層の興奮性細胞

（錐体細胞）からパッチクランプ法を用いて，刺激

により誘発されるシナプス電位を電流固定下で記録
した．まず細胞内通電による発火特性を調べ，興奮性
細胞であることを確認した．実験後，記録細胞を形態
学的に解析する目的で，電極内にはニューロビオチン
を封入した．

結果および考察

スパイクタイミング依存性可塑性
　体性感覚野の可塑性発現には，皮質第 4 層から皮質
第 2/3 層への投射（L4 → L2/3）が重要な役割を果たす
と考えられているが，この投射は，生後 2 週目におい
て過剰な投射が形成され，臨界期（生後12日目～ 14日
以降）には，活動依存的な「投射の刈り込み」がおこる．
一方で，長期増強（LTP）や長期抑圧（LTD）等の可塑
的変化が軸索投射の編成をもたらすことは広く知られ
ているが，このL4 → L2/3 投射の刈り込みには，可塑
性の方向と程度がシナプス前細胞（L4 細胞）とシナプ
ス後細胞（L2/3 細胞）の正確な発火タイミングに依存
する，スパイクタイミング依存性可塑性（STDP: spike 
timing -dependent plasticity）のうち，ポスト -プレタイ
ミング刺激による長期抑圧 LTDが重要であると考え
られている 2)．以前，我々は，生後 2 週目のL4 → L2/3
において，従来のSTDPとは異なり，発火順序に無関
係にLTPだけが誘導されるSTDP-LTPであり，このよ
うな可塑性の下では過剰な軸索形成が起こる可能性を
示した3)．
スパイクタイミング依存性長期抑圧 STDP-LTDには
CB1Rが必要である
　大麻の有効成分であるカンナビノイドCBは，近年，
脳内に広範に分布する逆行性の神経伝達物質として注
目を受けた 4)．一方，4 層から2/3 層間（L4 → L2/3）に
おけるSTDP-LTDは，CB 依存性であることが知られ
ていた 5)．上述のように，生後 2 週目の動物ではL4 →
L2/3 間投射には従来とは異なるSTDPが発現し，LTD
が見られないことを明らかにしたが，STDP-LTDの欠
落は，L4 → L2/3 投射におけるカンナビノイド受容体
CB1が発現していないことによるものであることを
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電気生理実験，および組織免疫実験により示した．
これらの結果は，P14 以降にL4 神経終末が「CB 感受
性を獲得することによってLTDを発現し，これによ
りカラムを超えた投射の刈り込みがおこる」ことを
示した．
視床からL 2 / 3 への投射線維のスパイクタイミング
依存性長期抑圧 STDP-LTD
　視床からの投射線維は皮質第 4 層に投射されるが，
生後初期では皮質 2/3 層まで広がっており，その後
の刈り込みによりL4に次第に限局されてくること
を見出した．また，この時期（P9 -12）にはL4 → L2/3
におけるSTDPとは逆向きのSTDPが視床 −2/3 層間
シナプスに誘導されることを見出した．これはタイ
ミング依存的にLTDだけが誘導され，さらにプレ，
ポストの時間差が近いほどLTDの程度が強いもので
あった．またこのSTDP-LTDもCB 依存性であった．
従って，前述の視床→ L2/3への過剰投射も，CB 依
存性にLTDを介して刈り込まれる可能性が推定され，
STDP-LTDが，L4 → L2/3 投射の形成に重要な役割を
果たすと考えられる．

　以上より神経回路形成には複数の可塑性が関与して
おり，可塑性の障害は回路形成に混乱をもたらす可能
性が高い．従って，そのメカニズムを明らかにし，制
御することが可能となれば，学習，記憶を制御する薬
物の開発等も視野に入ることが期待され，さらにはリ
ハビリテーション時の効果的投薬の開発などにも発展
すれば，社会的貢献が期待できる．
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TRPM1チャネルを介した網膜内シナプス伝達は体温で最適化されているのか？

緒　言

　ほ乳類の網膜では，桿体視細胞からの光情報は桿体
入力型双極細胞へ伝達され，その後AIIアマクリン細胞
を介して，網膜出力細胞である神経節細胞に送られ脳
へ伝達される．桿体視細胞が光を受容しグルタミン酸
を放出するまでの細胞内カスケードは詳しく調べられ
ているが，桿体入力型双極細胞に関しては不明な点が
多い．桿体入力型双極細胞の樹状突起には代謝型グル
タミン酸受容体であるmGluR6が発現しており，光刺
激によってG 蛋白系のカスケードを介して下流の非選
択性陽イオンチャネルが開くことはわかっていたが，
主要なセカンドメッセンジャーや非選択性陽イオン
チャネルそのものが何であるかは不明であった．
　しかし近年，TRPチャネルの1つであるTRPM1が
桿体入力型双極細胞の樹状突起に発現していること，
および，TRPM1を欠損させたマウスでは暗所視にお
ける網膜電図のb 波（桿体入力型双極細胞由来）が消失
してしまうことから，TRPM1チャネルが桿体入力型
双極細胞の非選択性陽イオンチャネルであることが報
告された 1, 2)．一部のTRPファミリーには温度感受性が
あり，チャネル単体で温度感受性があるものとリガン
ドと共に温度感受性を示すものが知られているが，
TRPM1はチャネル単体では温度感受性を示さないこ
とがわかっている3)．
　我々は予備実験で桿体入力型双極細胞のシナプス後
細胞であるAIIアマクリン細胞からEPSCを記録し，温
度との関係を調べた．その結果，室温付近ではEPSC
はあまり観察されなかったが，体温付近ではEPSCの
振幅と頻度が有意に増大した．ほ乳類から網膜電図
を記録する際，体温付近でないとb 波が観察できない
ことは古くから知られており，これは我々の予備
実験の結果と合致する．すなわち，少なくともほ乳類
の桿体入力型双極細胞では，体温がシナプス伝達に
おける重要な因子の1つであることが考えられる．

　TRPM1だけをembryoに過剰発現させても温度依存
的な開口確率の増大が見られないこと4)，および，我々
の行った2つの予備実験「桿体入力型双極細胞の温度
依存性内向き電流の非定常状態におけるノイズ解析
では34℃をピークにした凸型のグラフが描けた」こと
と「細胞内蛋白をwash outする記録法（ホールセル・
パッチクランプ法）では桿体入力型双極細胞の温度依
存性の脱分極が消失した」ことから，温度上昇による
代謝の亢進だけでAIIアマクリン細胞のEPSCの振幅
と頻度の劇的な増大が起こるとは考えにくく，何ら
かのTRPM1の細胞内リガンドが存在している可能性
が高い．実際に，TRPファミリーの中にはカンナビノ
イドやアラキドン酸代謝物などの細胞内外の内在性
リガンドによって温度感受性が相乗的に増大すること
が知られている5)．
　以上の先行研究と予備実験の結果から，我々は「桿
体入力型双極細胞に発現しているTRPM1チャネルが
細胞内リガンドを必要とする温度依存性チャネルで
あり，それに起因して桿体入力型双極細胞が温度依
存的にグルタミン酸を放出することができる」という
仮説を立て，検証した．

材料と方法

　マウス（野生型とTRPM1 欠損マウス）をエーテル
麻酔した後，眼球を摘出し，網膜を取り出して厚さ
200 µmのスライス標本を作製した．灌流液の温度を変
えて，網膜スライス中のAIIアマクリン細胞および杆
体入力型双極細胞からホールセル・パッチクランプ
法（voltage -clampおよびcurrent - clamp mode）を用い
て記録し解析をおこなった．杆体入力型双極細胞か
らはAmphotericin Bを使用した穿孔パッチクランプ
法でも記録をした．実験は全てroom lightの下でおこ
なった．実験に用いたブロッカー類は以下の濃度で
投与した：20 -40 L -AP4; 20 -50 CNQX; 100 bicuculline; 
1 strychnine; 200 meclofenamic acid (in µM)．
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結　果

　灌流液の温度を18℃から36℃付近へ上げると，
杆 体 入 力 型 双 極 細 胞 の 膜 電 位 は 約 22 mV/10 ℃ の
割合で脱分極した（17 ～ 18℃で− 98 ～− 42 mV →
29 ～ 36 ℃で− 62 ～− 24 mV）6)．このとき，AIIアマ
クリン細胞（holding potential ＝− 63 mV）ではEPSC
の頻度と振幅が劇的に増大し，流入してくる電荷量が
3 倍以上になった（98 → 305 pC）6)．このEPSCはCNQX
で消失することと逆転電位が約 0 mVであることから，
グルタミン酸入力であることが推測できる 6)．ON 型
の双極細胞に特異的に発現しているmGluR6のagonist
であるL -AP4を投与したところ，AIIアマクリン細胞
のEPSCが温度にかかわらずほぼ完全に消失したが，
bicucullineやstrychnine，meclofenamic acidの存在下
ではほとんど抑制されなかった 6)．これらのことから，
実験条件下で見られたAIIアマクリン細胞の温度依
存性 EPSCは杆体入力型双極細胞由来であると考え
られる．
　L -AP4の存在下で灌流液の温度を20℃から35℃
に上げながら，杆体入力型双極細胞から膜電位の変化を
記録した時，ホールセル・パッチクランプ法ではコン
トロールとほとんど変わらなかったが，穿孔パッチク
ランプ法では温度を35℃に上げても10 mVほどしか脱
分極しなかった 6)．この結果は，杆体入力型双極細胞
内にはTRPM1チャネルを閉じさせるためのリガンド
が存在している可能性を示唆している．また，TRPM1
欠損マウスのAIIアマクリン細胞からEPSCを記録し
ても，温度によって頻度や振幅は変わらなかった6)．
　以上の結果から，1）AIIアマクリン細胞の温度依存
性 EPSCは杆体入力型双極細胞由来であること，2）杆
体入力型双極細胞内のmGluR6 -TRPM1チャネルのカ
スケードが温度依存性であり，室温よりも体温付近の
ほうが神経伝達物質放出量のダイナミックレンジが
広いこと，3） TRPM1チャネルの開口確率が細胞内リ
ガンドと温度によって制御されている可能性が高いこ
とがわかった．

考　察

　ほ乳類は恒温動物なのでヒトやマウスではTRPM1
チャネルの開口確率が大きく変化しているとは考え
にくく，杆体入力型双極細胞 −AIIアマクリン細胞間
のシナプス伝達は体温によって常に最適な状態で働く

ようになっていると思われる．TRPファミリーの中に
は細胞内リガンドを必要とする温度依存性チャネルが
複数存在すること，および本研究結果から，TRPM1
チャネルもその1つである可能性が極めて高いこと
が考えられるが，今回は細胞内リガンドの特定まで
には至らなかった．TRPM1チャネルについては温度
依存性を含め不明な点が多いため，今後は候補となる
細胞内リガンド（Gタンパクなど）の特定，および，
そのリガンドが温度依存性に及ぼす効果を検証し，杆
体入力型双極細胞における温度依存性グルタミン酸放
出のメカニズムを解明して，その生理的意義を明らか
にしたい．

　論文投稿前のため，データの掲載を控えさせて頂き
ました．
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