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＊大学病院　内分泌・糖尿病内科

緒　言

　 イ ン ス リ ン が 血 糖 値 を 低 下 さ せ る し く み
は， い ま だ に 完 全 に は 解 明 さ れ て い な い．
現在のところ，インスリンは肝臓・骨格筋・脂肪
組織の3 組織に作用して血糖値を下げると考えられ
ている．骨格筋と脂肪組織では，インスリン受容体の
活性化から始まり，IRS（インスリン受容体基質），PI3
キナーゼ，Aktの活性化を介して，最終的に糖輸送担
体であるGLUT4の細胞膜表面への出現を起こし，グ
ルコースの細胞内への取り込みをさせる．一方，肝臓
では，インスリンが作用すると，糖新生とグリコー
ゲン分解が抑制され，解糖とグリコーゲン合成が促進
されることにより，その総和としての肝臓からの糖産
生が抑制される．すなわち，肝臓と筋肉・脂肪とでは，
インスリンの作用機序は全く異なっている．近年，2
型糖尿病においては肝臓においてインスリンの作用
が低下している，つまり肝臓のインスリン抵抗性が
その病態生理の中核を成しているという考えがあり，
肝臓におけるインスリン作用のしくみ，および肝臓の
インスリン抵抗性の起きるしくみの解明が非常に重要
視されている．
　インスリンが肝臓の糖産生を抑制するしくみに
は，2 種類が知られており，直接作用と間接作用
とよばれている．直接作用とは，インスリンが肝
臓のインスリン受容体に結合してこれを活性化し，
IRS1，PI3キ ナ ー ゼ，Aktの 活 性 化 を 起 こ す．こ の
Aktが 転 写 因 子 Foxo1を 非 活 性 化 す る．Foxo1は 糖
新生の律速酵素であるPEPCKおよびG6Paseの転写
促進因子であるため，Foxo1が非活性化されるとこ
れらの酵素の転写が起こらなくなり，糖新生が起こ
らなくなる．また，Aktはグリコーゲン合成酵素の
阻害因子であるGSK3を非活性化することにより，
グリコーゲン合成を促進する．これらがインスリン
の肝臓における直接作用とよばれている．一方，イン

スリンは視床下部の摂食中枢である弓状核に作用し，
迷 走 神 経 を 介 し て 肝 臓 の 糖 新 生 を 抑 制 す る と い
う，神経を介した経路があることが，最近 Rossetti
の グ ル ー プ（Nature 2005;434:1026 -31），Bruningの
グループ（Science 2000;289:2122 -5）を中心として報
告されている．これをインスリンの間接作用と呼ぶ．
インスリンが視床下部弓状核に作用すると，インス
リン受容体，IRS，PI3キナーゼの活性化を介してATP
依存性カリウムチャネルを活性化し，肝臓への迷走神
経遠心路を興奮させる．この入力が肝臓に達すると，
肝臓のIL6/STAT3 経路が活性化し，糖新生の律速酵素
であるPEPCK，G6Paseの転写を抑制することにより，
糖新生を抑制するという経路である．つまり，インス
リンは肝臓に直接作用するしくみ，および視床下部を
介して間接的に肝臓に作用するしくみの2 通りで，肝
臓の糖産生を抑制しているのである．
　それでは，2 型糖尿病の病態生理の中核を成し
ていると言われている，肝臓のインスリン抵抗性
というのは，直接作用と間接作用，どちらが障害され
ているのであろうか．当研究代表者は，この点を明ら
かにすべく，2005 年 4 月より4 年間，米国アルバート
アインシュタイン医科大学のRossettiの研究室に留学
し，研究を行った．その結果，インスリン抵抗性モデ
ルである短期高脂肪食ラットにおいて，視床下部の
インスリン情報伝達の中でIRS1の部分に障害が生じ
ており，この原因として視床下部のS6キナーゼとい
う酵素が活性化されているからであることを示した．
つまり，視床下部 S6キナーゼの活性化によりインス
リンの視床下部における作用が障害をうけ，このこ
とにより肝臓のインスリン抵抗性が生じていること
が証明できた．この結果を，原著論文（J Clin Invest 
2008;118:2959 -68）に 報 告 し， ま た 総 説（Cell Cycle 
2009;8(18):2885）および（小野啓．視床下部 S6キナーゼ
と糖代謝・摂食調節．分子糖尿病学の進歩 2009. 2009.
p59 -65）を執筆している．
　短期間の高脂肪食負荷ラットにおける肝臓のイン
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スリン抵抗性が，視床下部のS6キナーゼの活性化に
よって起きていることが分かったところで，次なる疑
問として，より長期間の過食の場合，あるいは糖尿病
にすでになっている場合，肝臓のインスリン抵抗性
が起きるしくみが果たして同じであろうか，という疑
問が生じてくる． マウスの長期高脂肪食モデルの視
床下部において，IRS1の脱リン酸化酵素でありIRS1
を非活性化するPTP-1Bが増加しているという報告（J 
Biol Chem 2008;283:14230 -41），および，S6キナーゼ
と同様のしくみでIRS1を非活性化するIKKβの活性が
上昇しているという報告（Cell 2008;135:61 -73）が他の
グループから成されている．これらの報告は，その結
果として摂食調節が障害され，過食が起こる，という
表現型を示したものであり，PTP-1BまたはIKKβのた
めに肝臓のインスリン抵抗性が起こる，ということは
示されていない．しかしながら，これらの分子が視床
下部のインスリン抵抗性を引き起こし，インスリンの
間接作用を障害することによって肝臓のインスリン抵
抗性を引き起こしていることは十分考えられること
である．すなわち，過食の長短や，インスリン抵抗性
を起こす原因によって，肝臓のインスリン抵抗性のし
くみが異なっている可能性がある．例えば，レプチン
情報伝達異常のために肥満と重症の糖尿病を来たす
db/dbマウスにおいては，肝臓自体のインスリン情報
伝達がIRSのレベルから障害を受けているという複数
の報告があり，肝臓へのインスリンの直接作用が障害
されていることが肝臓のインスリン抵抗性の病態機序
であることが予想される．

材料と方法

【実験A】
　インスリン抵抗性／糖尿病モデルマウスおよびその

コントロールとして（a）C57BL6マウス（b）aに1 日の
高脂肪食を負荷したマウス（c）aに3 日の高脂肪食を負
荷したマウス（d）aに1 週間の高脂肪食を負荷したマウ
ス（e）aに11 週間の高脂肪食を負荷したマウス（f）db/
dbマウス（高度の糖尿病モデル）の6種類のマウスを用
意し，各種組織において，シグナル伝達分子やその上
流の因子が，モデルマウスでどのように変化している
かを，リアルタイムPCRおよびウエスタンブロットを
用いて調べた．

【実験B】
　Sprague-Dawleyラ ッ ト の 視 床 下 部 内 側 基 底 部

（MBH）に，優位阻害型 PTEN（Myr-C124S-PTEN）も
しくはコントロールのLacZを発現するアデノウイル
スベクターを注入し，注入後 2 週間における体重増
加と摂食量を，通常食または高脂肪食を与えて測定
した．また，同様の修飾を施したラットにインスリン
負荷試験を行い，糖代謝への影響を調べた．

結　果

【実験A】
　興味深いことに，代表的なAMPKのリン酸化酵素
であるLKB1の発現が，肝臓において，1 日の高脂肪
食とdb/dbマウスにおいて有意に低下（mRNAレベル
において41 ± 2％）していることが分かった（図 1）．さ
らに，db/dbマウスにインスリン治療を施して血糖を
改善すると，LKB1の発現レベルが回復することも分
かった（図 1）．そこで，ベクターを用いて肝臓にLKB1
を強制過剰発現したときに，糖代謝がどのようになる
かを調べたところ，db/dbマウスにおいてLKB1をレ
スキューすることにより，空腹時血糖（コントロール
218 ± 18 mg/dL 対 LKB158 ± 17，p ＜ 0.05）および糖

図 1. Hepatic LKB1 expression was lower in db/db mouse.
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負荷 15 分後血糖（442 ± 13 mg/dL 対 355 ± 24）が改善
することが示された（図2）．この時，Aktおよびその下
流のGSK3のリン酸化はLKB1の強制発現において上
昇していた（図 3）．以上のことから，肝臓のLKB1の減
少がインスリン抵抗性に関与しており，これを補うこ
とで糖尿病が改善しうることが示唆された．

【実験B】
　優位阻害型 PTENをMBHに発現させたラットは，
通常食を与えた場合には摂食量が減少していた（2.1 ±
0.8 g vs. 8.3 ± 3.2，p ＜ 0.05， 術 後 1 日 ; 図 4）．興 味
深いことに，10％ラードを通常食に添加した高脂肪食
を与えた場合には摂食量の減少は認められなかった

（図 5）．しかし，インスリン負荷試験においては，高

脂肪食投与下においても優位阻害型 PTEN 発現ラッ
トでインスリン感受性が高い傾向が認められた（イン
スリン投与 15 分後のPTEN 抑制ラットの血糖 69 ± 5 
mg/dL，コントロールは80±6，p＝0.07 ; 図6）．

考　察

　肝臓においてはLKB1のダウンレギュレーション
がインスリン抵抗性に関与している可能性が示唆さ
れた．また，視床下部においては，PTENとこれによっ
て代謝されるPIP3が摂食の調節と，糖代謝の調節とを
独立したしくみで制御している可能性が示唆された．
　今後，視床下部のシグナルと肝臓のシグナルとの関
連において，これらの分子がどのように関与している
のかを解明するべく，さらに実験を続けている．

図 2. Hyperglycemia in db/db mouse was ameliorated by adenovirus-induced hepatic LKB1 expression.

図 3. Insulin and AMPK signaling after insulin bolus injection.
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図 6. 高脂肪食負荷でもMBHのPTENを急性に抑制するとインスリン感受性が増大した．

図 5. 高脂肪食負荷下ではPTENによる摂食への影響は消失した.

図 4. MBHのPTENを急性に抑制すると摂食量が減少した.
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がん幹細胞において野生型p53の活動を制限するnucleosteminの役割

緒　言

　核小体に存在するnucleostemin（NS）は，がん細胞
を始めとする様々な増殖性細胞にて，p53の機能と拮
抗的に働くことが知られていた．我々の先行研究の結
果，本因子はマウスES 細胞の生存維持に深く関わる
ことが判明した．近年，がん幹細胞という概念が導入
されているが，遺伝子発現プロファイル比較の結果，
これらとES 細胞の遺伝子発現には根底の部分で強い
相似性がある．これは，ES 細胞における本因子 NSの
機能を追求すれば，がん幹細胞の生存維持を操れる可
能性を示唆している．我々は，NSのES 細胞における
役割を注意深く解析し，その中心的なメカニズムに，
幹細胞や多くのがん細胞で発現が見られる転写因子
Nanogの安定性を介している部分があることを発見
した．また，NSが存在する核小体ということから連
想して，我々はさらに「核小体ストレス」がNSの脱失
を模倣し，Nanogを不安定化することを見いだした．

材料と方法

　マ ウ スES 細 胞 を 分 子 生 物 学 的 に 改 変 し，
nucleosteminタ ン パ ク 質 の 発 現 がdoxycyclineを 加
えることで抑制される細胞を用いた 1)．解析に用いた
分 子 生 物 学 的・ 細 胞 生 物 学 的 手 法 は 定 法 に し た
がった．

結　果

　本研究における最大の発見は，この核小体因子
nucleostemin（以下 NS）が，マウスES 細胞において，
その未分化性・分化多能性のキーとなる因子である
Nanogの発現を調整している点である（図1）．
　これは，今までその存在が知られていなかった本因
子（Nanog）を直接制御する新しいメカニズムであり，
しかもその因子が核小体に主に存在する点が興味深い

と考えた．この側面をさらに検証するため，NS 低下
に伴い発現が減少するNanogを強制発現によって補う
ことを考えた．その結果，Nanogを強制発現させた細
胞では，NSを発現抑制しても，もはや細胞は分化せ
ず，未分化な状態を保つことが示せた（図2）．
　ActinomycinD（ActD）などの抗がん剤は，臨床的濃
度においては，核小体ストレスを引き起こす．これは，
リボソームを構成するリボソームタンパク質が核質に
遊離することで発生するとされている細胞ストレス応
答である．NSも，その脱失により，核小体ストレス
を引き起こすことが知られていた．そこで我々は，野
生型のマウスES 細胞（CMTI-1 株）に対して，ActDを
作用させ，その効果を観察した．その結果，ここでも
同様に，Nanogは転写量およびタンパク質量共に著明
に減少することが観察できた（図3）．

考　察

　 い く つ か の が ん 種 に は， 抗 が ん 剤 と し て
ActinomycinD（ActD）が用いられている．ActDは通常
RNAポリメラーゼⅡの阻害剤（μM）と考えられている
が，おそらくは臨床的な濃度（nM）では，RNAポリメ
ラーゼⅠの阻害に選択的に働き，前述の核小体ストレ
スを引き起こすことが知られている．現在のところ，
がん幹細胞とNanogの関連はまだ確定はしていないも
のの，glioblastoma multiformeなどの悪性型に現れる
がん幹細胞様の細胞はNSを強く発現していることが
報告されている．未分化性（＝治療抵抗性）の強い細胞
表現型を実現するために，生体内では通常未分化幹細
胞・生殖細胞系列で発現するNanogを再利用して，根
治の難しいがん幹細胞を含んだがん種が生存している
可能性が想定され，本研究の成果は，がん対策に直結
すると強く自負している．
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図 1. NSの発現抑制に伴うNanog発現減少．NSの発現抑制は，Oct3/4やUtf1の
発現には影響がないが（A），Nanogは，てきめんに発現抑制される（B, C）．

図 2. NS 低下時のNanogの強制発現．Nanogの強制発現でES 細胞の性質（A）と
数（B）は回復する．

図 3. 核小体ストレス時のマウスES 細胞におけるNanogの減少．ActDを，臨床
レベルの低容量作用させるだけで，幹細胞らしさが失われた．
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緒　言

　サルコイドーシス（以下サ症）は地域特異的に患者
が発生することで知られており，症状は人種および
民族的背景によって大きく異なる疾患である．日本
におけるサ症は，罹患率は女性が多く，また地域と
して北海道に多いことが知られている（びまん性肺
疾患に関する調査研究班　サルコイドーシス疾患の
手引き -2006）．また欧米と異なり日本人には肺サ症患
者が多く，いまだ原因は不明であるため，根治療法
は存在していない．また，日本のサ症について，欧米
各国と比べ発症率および有病率も低いとされている

（森本ら　2004 年サルコイドーシス疫学調査）ことか
ら，日本人サ症の疾患因子は，海外症例とは異なるこ
とが強く示唆されている．
　日本人サ症患者の遺伝的疾患素因は，海外症例の原
因遺伝子との関連性は低いと考えられ，日本人サ症患
者特異的かつ効率に集積した単一もしくはごく少数の
遺伝子による疾患モデルが想定される．この原因遺伝
子が特定されれば，発症の原因となる危険因子の有無
を想定できる．
　そこで本研究は，疾患となる遺伝因子が，強い連鎖
不平衡の影響を受け，かつそれらは同祖由来であると
考えられる，特定地域に多発している日本人サ症患者
を対象とし，同祖由来遺伝子からサ症の責任遺伝子を
同定することを目的とし，ゲノムワイドでの単塩基多
型（SNP） およびコピー数多型（CNV）データを集積し，
解析を行った．
　当初の計画予定とは異なり，患者群のみのデータ解
析だけでなく，特定地域由来のコントロール群との比
較検討を行う事になり，追加でデータを収集したた
め，解析がまだ未完了である．よって，現在の解析経
過を報告する．

材料と方法

　解析に使用したDNAは，共同研究先である旭川医

科大学呼吸器内科 大崎能伸教授および黒田光医師の
元，旭川医科大学倫理委員会に提出されたプロトコー
ルを基にインフォームドコンセントを得られた患者か
らの検体を収集したものを使用した．
　SNP 解析およびCNV 解析は，Genome-Wide Human 
SNP Array 6.0 （Affymetrix 社 , USA） を用いた．解析依
頼施設として AROS Biotechnology A/S 社 （Denmark） 
に依頼した．
　試験期間中 （平成 21 〜 22 年度） に，患者群 150 例
およびコントロール群 100 例の GeneChip 解析を
施行した．

結　果

　実験当初に得られた患者群のみ80 例のGenechip 解
析データを用い，Genotyping console（Affymetrix 社）
にてデータ解析を行った所，サ症患者群にコピー数減
少領域（3q26）が存在する事が明らかとなった．また，
同領域以外にも別の染色体上に幾つかのコピー数増加
領域の存在や（4q28, 9p23 等），幾つかの共通 LOH 領
域が存在する事が分かった．さらに，これらの結果か
ら3 〜 4の患者グループが存在する可能性が示唆され，
患者群に特異的なコピー数多型が存在する可能性が示
唆された（data not shown）．
　引き続き，追加で得られた患者群およびコント
ロ ー ル 群 の GeneChip 解 析 デ ー タ の 収 集 を 行 い，
HH-analysis（ホモ接合ハプロタイプ法解析プログラム; 
Miyazawa, et al. Am J Hum Genet 2007;80:1090 -102.）に
て現在解析を施行中である．患者群 80 例のみで行った
予備解析の結果から，一部の患者群に共通のホモ接合
領域が存在する可能性があるデータを得ている （data 
not shown）．
　現在は，追加で収集および解析を行った同地域由来
コントロール群の GeneChip データも集積したため，
これらコントロール群と疾患群との直接比較すること
で，より精度の高い解析結果を得る事を想定し，解析
を継続中である．

平成 21−22 年度　学内グラント終了時報告書
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考　察

　本研究では，サ症患者由来のDNAより全ゲノム
SNP 情報の収集を目的として，得られた Genechip 情
報を基に，Genome Wide な解析を行った．同患者群
は，特定地域由来のグループであり，同時に同地域
由来のコントロール群の全ゲノムSNP 情報の収集も
行っている．
　同一疾患および同地域由来から得られた検体を解
析した結果，コピー数多型の情報から，患者群内で数
グループが存在する可能性が考えられた．この結果か
ら，疾患関連遺伝子が単一でない可能性も考えられる
が，現在詳細を検討中である．
　海外症例において，サ症との関連遺伝子として報
告されている，ドイツ人サ症症例の原因遺伝子とし
て 特 定 さ れ たChromosome 10 上 のANXA11 遺 伝 子

（Hofmann, et al. Nat Genet 2008;40:1103 -6）およびア
フリカ−アメリカ人サ症症例のChromosome 5 上の
BTNL2 遺 伝 子（Rybicki BA, et al. Am.J.Hum.Genet 
2005;77:491 -9）のそれぞれの遺伝子領域と日本人由来
サ症患者との関連性についても現在検討中である．
　引き続き現在も継続して検体およびデータ集積と解
析を継続して行っている．

研究成果リスト

1) Huqun, Fukuyama S, Morino H, Miyazawa H, 
Tanaka T, Suzuki T, et al.   A quantitatively-
modeled homozygosity mapping algorithm, 
qHomozygosityMapping, utilizing whole genome 
single nucleotide polymorphism genotyping data. 
BMC Bioinformatics 2010 Oct 15;11(Suppl 7):S5.
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要　旨

　プロレニン受容体（(pro)renin receptor: (P)RR）は，
2002 年に発見されたレニンアンジオテンシンシステ
ム（RAS）の1 因子である．(P)RRは，レニンの非活
性前駆体プロレニンに結合し，非蛋白融解的にプロ
レニンをレニン活性化させる作用を有すると考えら
れている．プロレニン血中濃度は，レニンに比して
約 10 倍高く，(P)RRによるプロレニンのレニン活性
化は，組織（局所）RASのレニン供給源として重要な
機能の1つであると考えられる．他方，(P)RRとプロ
レニンの結合は，細胞内情報伝達も誘導する．これは
RAS 非依存的作用である．我々は，(P)RRが受容体で
はなく，細胞内小器官で切断を受け，細胞外に分泌
されることを発見した．分泌された(P)RRは，プロレ
ニンに結合し，レニン活性化する．しかし分泌された
場合，細胞内情報伝達は誘導されない．

　RASの最終活性産物であるアンジオテンシンII（Ang 
II）は，腎臓傍糸球体細胞からのみ分泌されるレニン
により，angiotensinogenからAng Iに変換され，更に
アンジオテンシン変換酵素（ACE）により，Ang IIに
変換され，特異的受容体（タイプ1（AT1 受容体））に結
合し , 昇圧作用，細胞の増殖，肥大，分化等の生理活
性を生じる．このシステムの過剰活性化が病態を形
成する為，RAS 抑制薬は，多くの大規模臨床試験に
おいて，極めて高い有効性を示し，RASが心血管系
の機能調節，疾患形成に重要な因子である事を証明
している．ところが，RASの律速酵素であるレニンに
関しては不明な点が残されていた．血漿レニン活性が
低いにもかかわらずRAS 抑制薬が著効を示す患者さん
は決して珍しくはない．すなわち，血漿レニン活性は
必ずしも病態と相関せず，このことはシステムの説明
とは明らかに矛盾する（Figure 1）．そのため組織（局
所）RASという概念が生じるが，レニンは腎臓傍糸球
体細胞からのみ産生されるので長い間各組織でのレ
ニンの供給メカニズムは不明のままであった．

　レニンは，アスパラギン酸プロテアーゼに属する
酵素で，アンジオテンシノ－ゲンからAng Iへの変換
をつかさどるレニンアンジオテンシンシステムの律
速酵素である．プロレニンはN- 末に43アミノ酸から
なるプロセグメントを有するレニンの前駆体で，プロ
セグメントがレニン活性中心を覆っているためプロ
レニンは非活性前駆体である（Figure 2）1)．レニンは
腎傍糸球体細胞からのみ分泌されるが，プロレニンは
腎臓以外にも副腎，網膜，胎盤，子宮，睾丸，顎下腺
でも産生され，血中濃度はレニンのそれに比して約 10
倍高い 2)．しかしプロレニンは血中ではレニンに変換
されることはなく，非活性体のままであると考えられ
ていたが，2002 年に発見された(P)RRによりレニン活
性を有することがわかった3)．
　Human (P)RRは350 個のアミノ酸からなる分子量約
39 kDaの膜蛋白質でプロレニンのプロセグメントの
ハンドル領域に結合する（Figure 3A）3)．するとプロレ
ニンの立体構造が変化し，プロドメインの覆いがはず
れ，酵素活性中心が露出しアンギオテンシノーゲンが
入り込むことが可能となり酵素活性を生じる．これが
プロレニンの(P)RRによる非蛋白融解的レニン活性化
である（Figure 3A）4)．すなわち，プロレニンは(P)RR
との結合によりレニン酵素活性を獲得し，Ang II 産生
を誘導する．このメカニズムは，組織レニンアンジオ
テンシンシステムにおけるレニン活性の供給源として
重要な機能の1つであると考えられている．
　プロレニンと(P)RR の結合はプロレニンの酵素
活性を誘導すると同時に，(P)RRの細胞内情報伝達
を誘導する（Figure 3A）．プロレニンが(P)RR に結
合すると，アゴニスティックに作用し，(P)RRの細
胞質領域を介して細胞内シグナルが誘導されると考
えられている．MAPキナーゼの1つであるERK1/2
の リ ン 酸 化 が 促 進 さ れ，TGF-β1，PAI -1の 活 性 上
昇により炎症が惹起され，線維化亢進などの病態が
促進される 5)．さらにプロレニン－ (P)RRを介した
サイクロオキシゲナーゼ2（COX-2）のアップレギュ
レーションも報告されている 6)．ところが，我々は

平成 21−22 年度　学内グラント終了時報告書
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(P)RRが膜蛋白ではなく，細胞外へ分泌されるこ
と を 発 見 し た 7 -8)．human(P)RR 遺 伝 子 のC- 末 に 緑
色 蛍 光 タ ン パ ク 質（Enhanced Green Fluorescent 
Protein, EGFP）タ グ を 付 帯 しCHO 細 胞 に 恒 常 的
に 遺 伝 子 導 入 し たCHO 細 胞 -human(P)RRを 作 成
したところ，細胞培養液中に切断されたN- 末 (P)RR
が，(P)RRの細胞外領域を認識する抗（プロ）レニン
受容体抗体を用いたウエスタンブロット解析で検
出 さ れ た．内 因 性 に(P)RRを 発 現 す る 血 管 平 滑 筋
細胞の培養液を用いても同様の結果が得られた．
Brefeldin A （BFA）と い うERか ら ゴ ル ジ 体 へ の 細
胞内輸送阻害薬を用いて(P)RRの細胞内局在を調
べた結果，ERでは全長を有した(P)RRが局在し，ゴ
ルジ体で(P)RRは切断されることが判明した 7)．更
に我々はゴルジ体における(P)RR 切断酵素として
ADAM（a disintegrin and metalloprotease） 19を 同 定
した 8)．(P)RRはシグナルペプチドを有し，分泌過程

（exocytic pathway）に入る．その途中過程のゴルジ体
で酵素により切断され膜貫通領域を失い，細胞膜に
到達したN- 末 (P)RRは細胞膜に受容体として留まる
ことはなく，細胞外へ分泌される．現在，この分泌
型と受容体型 (P)RRの区別する報告は存在しない．
更に我々は，分泌型 (P)RRが細胞外でプロレニンに
結合し非蛋白融解的レニン活性を誘導することを報
告した（Figure 3B）8)．分泌型 (P)RRは細胞質領域を
失っているため，プロレニンとの結合は細胞内情報伝
達のトリガーとはならない．

終りに

　我々は，(P)RRの新しい機能の1つとして分泌型
(P)RRの存在を証明した．(P)RRはレニン・アンジオ
テンシンにおいて近年最も研究の進んだ領域の1つで
あるが，研究報告のあった生理機能すべてがコンセン
サスを得ているわけではない．興味は尽きない．
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新生犬心室機能特性とCa  Sensitizerの有効性に関する研究

緒　言

　新生児，乳児期は，小児期のうちでも心不全に陥る
頻度が圧倒的に高い．しかも，一度心不全に陥ると従
来の強心剤への反応は悪く，その予後は，すこぶる
不良である．これらは新生児，乳児期の心血管機能特
性によると考えられるが，今日まで，生体内における
新生児，乳児の心機能特性はほとんど明らかにされ
ていない．これらの解明は，新生児，乳児の心不全の
病態を解明し，その予後改善に大きく役立つと考えら
れる．
　さらに，近年新しい強心剤として，心筋のカルシ
ウムに対する感受性を増強して収縮力を増強する薬，
カルシウムセンシタイザーが開発され，心不全の治
療への応用が期待されている．カルシウムセンシタイ
ザーは，今日広く用いられている強心剤であるβ刺
激薬（カテコラミン）やPDF3 阻害薬に比し，細胞内カ
ルシウム濃度を上げずにその強心作用を発揮するた
め，不整脈の発生や，酸素消費量の増加という従来
の強心剤が持つ重大な副作用を回避できる可能性が
ある．さらに重要なことに，心機能が低下する種々
の病態，たとえば，心不全や敗血症性ショックにおい
ては，β-レセプターとその後の経路の異常により，
上記薬剤の効果が減じるが，カルシウムセンシタイ
ザーは，β-レセプターの経路とは無関係に強心作用
を発揮するため，有効な新しい強心剤として期待さ
れている．今日まで，新生児，乳児を含め，小児心筋
に対するカルシウムセンシタイザーの効果に関して
は，全く知られておらず，その有効性が証明されれば，
新生児，乳児期心不全の新しい治療法としての道を
開き，その予後を劇的に改善する可能性がある．
　これまで動物の単離心筋モデルにおいて，新生児
の心筋は前負荷（心筋長）増加やβ-レセプター刺激に
対する収縮力増強の反応が，成人動物に比し減弱し
ていることが報告されており，これが新生時期の心

不全における難治性の，大きな要因の一つと考えら
れている．しかしながら，生体内における心血管系
全体としての心能特性についてはほとんど知られて
おらず，ことに，不全心における心血管パフォーマン
スに関しては，全く不明のままである．従って，この
問題の解明は，新生児期心不全の病態の把握と，
その治療に大きく貢献するものと考えられる．本研究
は，総合的心血管機能特性評価法として高く評価され
ている心室圧容積関係を用いて，心室自体の，予備機
能を含めた収縮性，拡張能，およびその血管系との統
合，エネルギー関係，さらには，筋小抱体のカルシウ
ムハンドリングにわたり，詳細に検討することを1つ
の目的とし，その臨床的意義は大きい．さらに，敗血
症や先天性心疾患に伴う心不全が多く，臨床上カテコ
ラミン不応で，治療に抵抗性を示すことの多い新生
児乳児期の心不全において，より有効な新薬の開発
は，敗血症の予後や，先天性心疾患の術前術後の管理
を劇的に改善する可能性がある．従って，今回我々の
用いるカルシウムセンシタイザーの有効性が，小児の
心臓に於て示されれば，その臨床的意義は，多大なも
のである．これまで，カルシウムセンシタイザーの小
児期心臓（新生児乳児期を含め）への有効性は明らか
にされておらず，この時期の心筋の特殊性を考慮して
も，極めて重要なテーマである．
　現在開発されているカルシウムセンシタイザー
は，大なり小なりPDE3 阻害薬としての性質を兼ね備
えているが，今回我々の用いるカルシウムセンシタ
イザー EMD57033は，PDE3 阻害作用が最も少なく

（Lee et al. 1997, Cardiovasc Res），従って，それに関
連した副作用（不整脈，心筋酸素消費量増大）のリス
クも低く，その有要性は，In vitro，In vivo，両方の動
物実験において示されてきている．筆者も，意識下，
成人犬を用いた，正常および心不全に於ける動物実験
で，本薬剤が，1）ドブタミン不応の心不全においても
有効であること，2）収縮力増強に伴う酸素消費量が
ドブタミンに比し80％近く低いこと，3）心室拡張能
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も改善すること，を見い出した．今回ドイツMERK 社
により，本研究のprotocolが受理され，幸いにも本薬
の提供を受ける承認を得ることができ，小児心不全に
おける新しい治療法確立のため，是非とも世界に先駆
け遂行したい実験であると考える．
　本研究の目的は，①新生児，乳児期における，生体
内正常心および不全心の心血管挙動特性を，収縮性，
拡張能，心室血管統合関係，心室 Energy，心拍応答，
β- 刺激応答，さらには，心筋小抱体 Ca 取込み能の
検討から明らかにする事，さらに，② Ca Sensitizer　
EMD57033を用いて，この薬に対する反応を他の強心
剤と比較し，新生児，乳児におけるその有用性を明ら
かにする事である．

方　法

（対象，麻酔）
　生後 7 日以内の新生子犬，および4カ月未満の乳児
期相当の子犬を用い，全身麻酔下に実験を行う．麻酔
は，心機能への影響を最小限にするため，ケタラー
ル，フェンタニールで導入し，挿管人工呼吸管理で，
フェンタニールを用いて維持する．

（心血管機能評価）
　心血管機能は，下大静脈バルーン閉塞に伴う，前負
荷減少時に，コンダクタンスカテーテルと高精度圧力
センサー付ガイドワイヤーで構築した心室圧容積関係
を用いて評価する．この方法は，従来用いられている
駆出率や，最大圧変化率が負荷の影響を受けるのに対
し，前負荷，後負荷，心室収縮性，拡張能，および心
室エネルギーを個別にかつ統合的に評価でき，心血管
パフォーマンスを総合的に判断できる優れた方法で
ある．心血管機能は，これらの定常状態に加え，ペー
シングによる心拍数増加時，およびβ刺激に対する
心血管挙動の反応を調べ，心予備力を評価する．さら
に，心筋収縮に重要な役割を演ずる，心筋小抱体のCa
取込み能を，一時 Pacing 停止後の収縮能の変化から
算定する（Recirculation Fraction: RF）．心室圧容積は，
コンピューターを用いてオンラインでモニターし，独
自の解析ソフトを用いてデーター処理を行う．

（不全心の作成）
　不全心は，新生時期に多く見られる心不全の形態を
想定し，以下の3 通りの方法で作成する．1）Propranol

（0.05 -0.1 mg/kg）静注による急性心不全のモデル．
2）24 － 48 時間，高心拍（250 － 300 ／分）ペ－シング
による亜急性心不全のモデル．3）エンドトキシン静
注による，敗血症性ショックにおける心不全モデル．

（プロトコール）
　1）コントロールとして，定常状態，β- adrenergic 
刺激時，ペ－シングによる心拍増加時の心血管機能，
およびRFを測定する．β- adrenergic 刺激は，ドブタ
ミンの負荷（5, 10, 15γ/kg/ 分），心拍応答は，Pacing 

Wireによる右心房 Pacingにより，自己心拍より30ず
つ増加させ，心血管機能応答を測定する．RFは，各
段階のPacing rateにおいて，Pacing 停止後の最大圧変
化率の心拍ごとの直線回帰の傾きより求める．次に，
PDE3 阻害薬（ミルリノン：0.25, 0.5, 0.75γ/kg/ 分）
お よ びEMD57033を 投 与 し， そ の 反 応 を 調 べ る．
EMD57033は，1.2 propandiol に溶解後0.2, 0.5, 0.75, 1.0 
mg/kg/分で投与し，dose - response を決定する．
　2）Propranol 投与後，又は，エンドトキシン静注に
よる敗血症性 Shockにおいて，1）のProtocolをくり返
す．3）さらに，24－48時間高心拍（250－300 ／分）ペー
シングによる亜急性心不全のモデルにおいても1）と
同様の計測を行う．

結　果

　これまでLPS 誘導における敗血症性ショックのモ
デルにおいてEMD57033 の効果を検討できた．図 1に
示すように，LPS 静注により心収縮性の指標である
収縮末期圧容積関係の傾き（Ees，矢印）は低下し，収
縮性の低下をきたした．同時に起こる後負荷の減少
により，この変化は負荷に依存の駆出率では検出で
きなかった．LPS 後，Pacingやドブタミンに対する
応答は有意に低下していた（図 2, 3）．この状態で，
EMD57033を投与すると著明な収縮能の上昇が得ら
れた（図 4）．従って，予備能の低下した心臓にもCa  
Sensitizerは有効に機能することが示された．

考　案

　敗血症ではドブタミンに対する心機能改善は減弱し
ていたが，EMD57033はLPS 投与前と同様の反応性を
示した．EMD57033が新生児心不全の治療に大きな進
歩をもたらす可能性につき更なる見当の価値あると思
われる．今後，他の心不全モデルにおけるCa  センシ
タイザーの有用性の検討に期待が持たれる．

図 1.
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図 2.

図 3.

図 4.
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2型糖尿病における脳内酸化ストレスの動態とその制御による認知機能障害への効果

緒　言

　糖尿病とその合併症は認知機能障害の危険因子と
して注目されている 1, 2)．糖尿病患者は同年齢健常者と
比較して，高次認知機能の低下が指摘され，認知症を
引き起こしやすい3)．1型 2型とも糖尿病は認知機能障
害を引き起こすが，2型ではその障害が特に学習・記
憶に影響する 2, 4)．動物病態モデルを用いた研究では糖
尿病由来の学習障害が，高血糖やその結果引き起こさ
れる酸化ストレスによる動脈硬化や代謝異常と関連
することが示唆されている 5, 6)．糖尿病による組織損傷
には酸化ストレスが大きな役割を果たし 5)，脳組織の
酸化ストレスによる損傷は認知機能障害をもたらす7)．
しかし，2型糖尿病が学習障害をもたらすメカニズム
は未だ明らかではない．
　我々はこれまで2型糖尿病モデルラットOtsuka 
Long Evans Tokushima Fatty（OLETF）を用いて，視覚
弁別課題・迷路課題における学習障害と，それに伴う
脳内抗酸化酵素の増加を示し，脳内酸化ストレスの学
習障害への寄与を示してきた 8, 9)．同時に，認知機能障
害の抑制効果が報告されているペルオキシソーム増殖
剤応答性受容体（PPAR）γアゴニスト 10)の一つである
ピオグリタゾンの学習障害への効果を検討したが，糖
尿病症状が顕著化する25 -30週齢においては，投薬に
よる血糖値のコントロールや抗酸化酵素の抑制は可
能であるが，学習課題成績の改善は見られなかった 9)．
このことは高血糖の持続による血管障害だけがこの学
習障害の要因ではないことをしめしており，高血糖を
もたらすメカニズムそのものが機能不全を引き起こす
とすれば，認知機能障害の要因は糖尿病発症の初期に
見いだせると考えられる．
　そこで本研究では，OLETFの発症期である20 -25週

齢よりも前の時期に着目し，10, 15, 20週齢の学習能力
と脳内抗酸化酵素の変化を検討した．認知症をはじめ
とした認知機能障害の鍵となる脳部位である海馬に焦
点をあて，海馬依存型学習課題の一つである放射型迷
路課題を用いて，2型糖尿病初期の学習障害の週齢に
よる変化を示した．

材料と方法

　本研究は埼玉医科大学動物実験委員会によって承認
され（21M09 -201, 22M15 -373），埼玉医科大学動物実
験指針に基づいて実施された．
被 験 体：OLETFおよびその対照動物 Long Evans 
Tokushima （LETO）ラット（オス）各 36個体を被験体
とした．被験体は大塚製薬徳島研究所より4週齢にて
提供され，埼玉医科大学中央研究施設実験動物部門
にて飼育された．OLETFおよびLETOは4週齢時の
体重を元に各群の体重の平均値に差がないようにそ
れぞれ10, 15, 20週齢群の3群に分けられた．飼育室は
23± 1℃に維持され，照明は12 :12 hの明暗サイクル
に固定し，行動実験・脳・血液サンプルの採取はすべ
て明期に行われた．被験体は各週齢より個別ケージで
飼育され，体重を測定した後に学習実験のためこの時
の測定体重の85％になるように餌量を制限した．餌制
限の１日目は空腹時血糖を測定するために12時間以
上の断食とし，翌朝 10時より簡易測定器によって尾
静脈血の血糖値を測定した．飲水の摂取制限は行わな
かった．
迷路課題：被験体は餌制限開始日から5日間放射状迷
路と実験用餌ペレット（45 mg, Bio Serve）への馴化訓
練を行った．迷路学習課題としては海馬依存型であ
りEpisodic型記憶のテストになると考えられている
Win-Shift型課題を用いた 11, 12)．実験は訓練とテスト
の2フェーズからなり，訓練では8つのアームのうち4
アームのみが選択可能になっており，4つのアーム全
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ての餌を採ることでフェーズが終了する．残りの4つ
のアームはギロチン式ドアが降ろしてあり，被験体は
アームに入ることができない．テストフェーズでは全
てのアームに入ることができるが，そのうち訓練時に
あった場所以外の4つのアームのみに餌がある．つま
り訓練時に餌があった場所には餌は無く，そのアー
ムに入ることはエラーと判定される．また一度入った
アームに再び進入した場合もエラーとなる．テスト
フェーズにおける総エラー数，完了までの総アーム進
入数，総走行距離と速度が測定された．
抗酸化酵素の測定：行動実験終了後，被験体はペント
バルビタール（150 mg/kg）麻酔後，血液サンプルを採
取し，リン酸緩衝食塩水（0.1 M pH 7.4）で灌流後，脳
サンプルを摘出した．脳組織は皮質，海馬，線条体か
ら採取され，細胞質からタンパクを抽出した（NE-PER 
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents, Pierce）．
各 20 μgのタンパクを12％アクリルアミドゲルにて泳
動し，ブロッティングした．Glutathione peroxidase 
（GPx）, Cu2+-Zn2+ superoxide dismutase （CuZn-SOD） 
manganese SOD（Mn-SOD）の3つの抗酸化酵素に対
する抗体を用い，HRP標識抗体および化学発光法に
よって検出・測定した．ハウスキーピングタンパク
としてGAPDHの測定も行い，各酵素のGAPDHに対
する相対的光学濃度を用いて比較を行った．

結　果

体重と血糖値の変化
　10週齢の時点からOLETFはLETOに比較して有意
に体重が重く，20週齢の時点では平均でLETO 439 g
に対しOLETF 585 gと大きく差が開いていた（P＜
0.001, Figure 1A）．空腹時血糖については10, 15週齢で
は有意な差は見られず，20週齢でのみOLETFの血糖
値がLETOに対して有意に高かった（P＝ 0.023, Figure 
1B）．このようにOLETFでは2型糖尿病の一つの特徴
である肥満は早くから発現しているが，血糖値がはっ
きりと高くなるのは20週齢からであると言える．
学習課題
　課題完了までの総エラー数を指標にとると，10週齢
においてはLETO, OLETFの間に差はみられなかった．
しかし，15週齢，20週齢においてはOLETFのエラー
数は有意に多く，顕著な学習障害がみられた．
抗酸化酵素の変化
　簡易的な解析のみではあるが，10週齢のOLETFの
海馬でGPxの増加が見られた（P＝0.026）．他の週齢お
よび脳部位の変化については現在解析をすすめている
ところである．

考　察

　2型糖尿病ラットOLETFにおいて，迷路学習課題
の学習障害が15週齢以降に顕著化することが明らか

になった．10週齢においてはLETOとの差が見られな
かったことから，10 -15週齢の間に何らかの学習障害
につながる脳機能不全が生じていると考えられる．今
回用いたWin-Shift型迷路課題は海馬依存型の学習で
あるということが知られており，特に海馬の不全が予
想されるが，結論は学習実験の他のパラメータの詳細
な検討と今回の実験と並行して採取した海馬歯状回の
神経細胞新生の検討のための脳サンプルの解析（現在
解析中）によって明らかになるであろう．また簡易的
な解析ではあるが10週齢の海馬で見られた抗酸化酵
素の上昇は海馬における早期の変性を予期させるが，

Figure 1. 週齢による体重と血糖値の変化．A）LETO（□）
およびOLETF（■）の週齢による体重の増加を示す．10週
齢よりOLETFの体重はLETOより重く，それは実験期間を
通して変わらなかった．＊P＜0.001（LETOとの比較）B）
LETO（□）およびOLETF（■）の週齢による空腹時血糖の
変化を示す．全般にOLETFはLETOと比較して高い血糖値
を示すが，20週齢で初めて有意な差異を示した．＊P＜0.05
（LETOとの比較）．
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それが糖尿病症状とそれに関連した学習障害と本当に
関連しているのかという点で，個体ごとの学習結果や
生理指標との関連性を注意深く検討する必要がある．
血糖値と体重の比較から，15週齢ではOLETFの体重
増加は明らかではあるが，明確な血糖値の上昇は見ら
れていない．このことからこの学習障害は，血糖値の
上昇そのものによる脳の変性に由来するものではない
と言える．今後まだ解析の終わっていない抗酸化酵素
の変化や脂質酸化のマーカー，およびインスリンを
はじめとした血液サンプルの解析が，10 -15週齢に起
こる脳変性の手がかりになると考えている．
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r esponse  lear n ing .  Neur ob io l  Lear n  Mem 
1996;65:65 -72.

12) Sakamoto T, Okaichi H. Use of win-stay and win-shift 
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研究成果リスト
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1) 医学部　耳鼻咽喉科
2) 医学部　呼吸器内科
3) 医学部　皮膚科
4) 医学部　眼科
5) 医学部　免疫学
6) アレルギーセンター

緒　言

　アレルギー疾患では一人の患者に極めて高頻度に，
アレルギー病態を基盤とした複数の疾患が同時に発
症する特徴がある．その中でも特に，鼻アレルギー
と気管支喘息が合併する割合は極めて高い．気管支
喘息の側から見るとその50 -80％にアレルギー性鼻
炎が合併することが報告されている（Leynaert B, et 
al. J Allergy Clin Immunol 2000;106:S201-5）．ア レ ル
ギー性鼻炎と気管支喘息は，共に気道を病変の主座
とするアレルギー疾患であることもあり，その両者
が発症あるいは臨床的活動性等において相互に影響
を及ぼし合うことも臨床的な問題となる．例えば，ア
レルギー性鼻炎患者は，健常者と比較し，約 3 倍喘
息に移行しやすいことが報告されている（Settipane 
RJ, et al. Allergy Proc 1994;15:21 -5）．このことは，ア
レルギー性鼻炎が気管支喘息発症の独立した危険因
子であることを示唆している．アレルギー性鼻炎患
者では，臨床的な喘息発症の有無とは無関係に，喘
息で見られる病態生理学的異常である気道過敏性亢
進が見られることも指摘されている（Ramsdale EH, 
et al. J Allergy Clin Immunol 1985;75:573 -7）．さ ら に
アレルギー性鼻炎患者では，臨床的な喘息を発症し
ていなくても，喘息における重要なエフェクター細
胞である好酸球の気管支への集積が見られること
も 報 告 さ れ て い る（Djukanović R, et al. Eur Respir J 
1992;5:538 -44）．さらに興味深いことには，鼻へのア
レルゲン曝露が，直接アレルゲンが到達していないと
思われる下気道に対しても効果を示し，気管支平滑筋

収縮，好酸球浸潤，気道過敏性亢進を誘導することも
報告されている（Corren J, et al. J Allergy Clin Immunol 
1992;89:611 -8）．さらに，鼻炎の治療を行うことで，
喘息症状や気道過敏性が改善されることが再現性
を も っ て 報 告 さ れ（Welsh PW, et al. Mayo Clin Proc 
1987;62:125 -34. Henriksen JM, et al. Am Rev Respir Dis 
1984;130:1014 -8. Foresi A, et al. J Allergy Clin Immunol 
1996;98:274 -82. Corren J, et al. J Allergy Clin Immunol 
1992;90:250 -6），その臨床的アウトカムとして，気管
支喘息の急性増悪頻度を減少させうることも報告され
ている（Crystal-Peters J, et al. J Allergy Clin Immunol 
2002;109:57 -62）．これらはいずれも上気道におけるア
レルギー病態が下気道のアレルギー疾患に影響する
ことを示す過去の研究成果である．我々は日本人の喘
息患者を対象としたアンケート結果で和文雑誌では
あるが，まず埼玉県の喘息患者の過半数でスギ花粉症
の合併がみられ，これらの症例ではスギ飛散時期に呼
吸機能悪化や臨床的増悪がみられること（福士雅彦，
他．アレルギーの臨床 2003;23:64 -5），かかる花粉飛
散に伴う喘息増悪は西日本でもほぼ同頻度で関東と
同様に認められること（徳安宏和，他．日本胸部臨床 
2007;66:245 -50）を報告してきた．
　本研究の大きな目的は“One airway one disease”の
臨床的実態，病態メカニズムのさらなる解明，効率
的な早期発見（たとえば鼻炎症例における喘息発症の
予知），そして包括的治療の確立を推進する情報を集
積することである．この2 年間での学内グラントのサ
ポートによって主として2 件の臨床研究を企図して遂
行したのでここにその成果を報告する．

材料と方法

1．鼻炎症状と喘息症状の連関についてのアンケート
調査
　埼玉医科大学病院アレルギー・喘息センター，また

平成 21−22 年度　学内グラント終了時報告書

アレルギー疾患患者における上・下気道連関の研究

研究代表者　永田　真（医学部　呼吸器内科，アレルギーセンター）

研究分担者　加瀬　康弘 1), 6)，善浪　弘善 1), 6)，中込　一之 2), 6)，

　　　　　　中村　晃一郎 3), 6)，森　圭介 4), 6)，松下　祥 5), 6)
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は耳鼻咽喉科外来に通院中の鼻炎症状と喘息症状を
合併した患者 126人を対象とした．鼻炎症状と喘息症
状の連関についてアンケート調査を行った．性別は，
男性49名，女性75名，記載なし2名であり，平均年齢
は48.1歳であった．基礎疾患の内訳は，アレルギー性
鼻炎 82名，花粉症 74名，慢性副鼻腔炎 28名，気管支
喘息 113名，咳喘息 16名であった．アンケート調査に
より，①鼻症状と喘息症状の連関の頻度②どのよう
な患者で，鼻症状の変化によって，喘息症状が影響さ
れるか，について検討した．統計学的解析として，異
なる2群における検討にはx2乗検定を用いた．

2．スギ花粉症症例における下気道のアレルギー性炎
症の検討
　通年症状がなく，純粋に2～ 4月のスギ花粉飛散時
期のみに鼻炎症状を呈する，スギ花粉症症例 7例を
対象とした．全例が非喘息症例であり，非喫煙者で
あった．慢性閉塞性肺疾患（COPD），気管支拡張症，
びまん性汎細気管支炎などの慢性の気道性呼吸器疾
患，心不全，脳血管障害など重症の基礎疾患を有する
症例，妊娠している症例，鼻副鼻腔手術既往症例，
う歯，歯科治療中の症例は除外した．
　スギ花粉飛散前と飛散時期に，症状を評価し，呼気
NOならびに呼吸機能検査を施行した．鼻症状の重症
度評価は，鼻アレルギー診療ガイドラインに準拠し
ておこなった．呼吸機能検査は，オートスパイロ307
（MINATO社製）を使用して行った．呼気NO濃度は，
携帯用NO測定機器NIOX  MINO （Aerocrine社）で測
定した．

結　果

1 .鼻炎症状と喘息症状の連関についてのアンケート
調査
　今回検討し得た鼻症状と喘息症状を合併した患者
126名のうち，38名（30％）で，鼻症状の悪化に伴って
喘息症状が悪化することを自覚していた．さらに28名
（22％）で，鼻治療により喘息症状が改善することを自
覚していた．
　一方，28名（22％）で，喘息症状の悪化に伴って鼻
症状が悪化すると自覚し，24名（19％）で，喘息治療
により鼻症状が改善することを自覚していた．
　どのような患者で，鼻症状の変化によって，喘息症
状が影響されるか，についての解析を，アンケートの
回答が得られた99名を対象としておこなった．鼻症状
の変化が喘息症状に与える影響は，良好な喘息コント
ロールが得られていない患者で有意に強かった．すな
わち，通年的に喘息症状がある群では，通年的には症
状がない群と比較して，鼻炎症状の悪化により，喘息
症状が悪化するとより自覚していることがわかった
（通年喘息症状あり53％（31/58）; 喘息症状なし17％

（7/41）; p＝0.0002）．さらに，通年的に喘息症状のある
群では，鼻症状の治療により喘息症状がより改善する
と自覚していた（喘息症状あり36％（21/58）; 喘息症状
なし17％（7/41）;  p＝0.03）．
　鼻炎症状の悪化に伴う喘息症状の悪化を自覚する頻
度及び鼻炎治療に伴う喘息症状の改善を自覚する頻度
は，喘息の重症度別で有意差はなかったが，最重症持
続型（ステップ4でコントロール不良）に相当する5名
の喘息患者においては，全員が鼻炎症状が悪化すると
喘息症状が悪化すると回答していた．すなわち，重症
度が高くなると両者の連関を認識しやすくなる可能性
が示唆された．また，副鼻腔炎のある患者で両者の連
関はより強い傾向にあった．

2．スギ花粉症症例における下気道のアレルギー性炎
症の検討
　スギ花粉症症例において，スギ花粉飛散前期にあら
かじめ呼気NOが40ppb以上（喘息と診断しえるレベル
の異常高値）であった症例が1症例存在した．これを除
外した6症例について主にスギ花粉の季節性のアレル
ゲン曝露に伴う変化の追跡を行った．
　これらの6症例において，各症状，鼻内所見は，鼻
腔容積変化を除くすべてにおいて，スギ花粉飛散期
に症状は悪化し，鼻内所見でも有意な変化を示した
（p＜0.05）．
　呼気NO濃度については，飛散期，非飛散期で有意
差を認め，飛散期で上昇していた（p＜ 0.05）．各症状，
鼻内所見とNOとの相関性では，花粉症症例，非花粉
症症例ともに有意な相関性は認められなかった．　
　呼吸機能検査では，スギ花粉飛散時期の前後におい
て，VC，％VC，FEV1％，及びピークフロー（PEF）
は有意な変動は認められなかった．なおこれらの6症
例においては，スギ花粉飛散時期においても，明らか
な気管支喘息症状を呈した症例はみられなかった．

考　察

　アレルギー性鼻炎の増悪に伴って喘息症状が悪化
する機序としては，①アレルゲンが直接下気道に到達
し喘息症状を誘発する，②鼻閉塞によってアレルゲン
が下気道に侵入しやすくなる，③鼻局所でロイコトリ
エンなどの化学伝達物質が産生・放出され，一部が下
気道に下降する，④アレルゲン曝露に伴い鼻粘膜で
のIL -5などのTh2サイトカインの産生が亢進し，骨髄
に作用し好酸球を増加または活性化させ，気道への好
酸球浸潤が増加する，などが想定されている．実際に
は，これらが複合的に病態形成に関与していると考え
られるが，それぞれの関与の程度は不明である．今回，
鼻疾患と喘息を合併する患者においては，約 30％で両
者の連関を自覚していた．鼻に対する治療は，通年的
に喘息症状がある患者で特に，喘息コントロールに重
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要と考えられた．自覚症状から見た場合，普段から喘
息コントロールを良くすることが，鼻炎症状と喘息症
状を合併している患者の管理において特に重要と考え
られた．
　アレルギー性鼻炎患者では，気管支喘息を発症し
ていなくても，気道過敏性亢進や好酸球の気管支への
集積などの喘息と同様の病態の存在がこれまでにも
観察されている．今回検討したスギ花粉症症例におい
ては，喘息性気道炎症のバイオマーカーである呼気
NOが，飛散期と非飛散期とで有意差が認められ，飛
散時期における明らかな上昇が認められた．このこと
から，スギ花粉症症例では，喘息に代表される下気道
のアレルギー症状を臨床的に明らかに呈していない症
例においても，潜在的には下気道にアレルギー性炎症
が発現することが示された．これらの症例では喘息症
状自体の発現，あるいは呼吸機能検査での気流制限，
閉塞性換気障害の発現などはみられておらず，純粋な
スギ花粉症患者においてのみみると，かかる下気道で
の炎症病態は臨床的な喘息を発症する前段階的なもの
である可能性が推察された．症例数が少ないため，ス
ギ花粉症による呼吸機能への影響の頻度，大きさまで

は言及できないが，呼気NOは，呼吸機能とは相間性
を認めず，しかしながらスギ花粉飛散により有意な上
昇が認められたことから，呼吸機能検査よりも早期に
下気道の病態の変化を察知している可能性があるとも
考えられた．

研究成果リスト
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＊医学部　解剖学

交流磁界が細胞内Caイオン濃度の調整機能に及ぼす影響の解析

緒　言

　生活環境に存在する交流磁界（たとえば，高圧送電
線から発生される交流磁界など）から我々が受ける
影響については，現在までに数多くの研究が行われ，
交流磁界が人体に及ぼすさまざまな影響が報告され
ている．それらの中でも，近年，特に重要な社会問題
として提起されているのが，低周波交流磁界の長期
暴露による人体への影響である．たとえば，交流磁界
への長期暴露によるアルツハイマー病や乳癌の発症率
の増加，メラトニン分泌の減少などの影響が指摘され
ている1 -4)．しかしながら，それらの研究は，疫学的な調
査を中心としたものであり，交流磁界が生物の細胞に
及ぼす生理的な作用や，それらが病気の発症に及ぼす
メカニズムなどについては依然として不明な点が多い．
　我々は以前に行った研究で，環境からの影響を受け
やすい発生初期の胚細胞に対する交流磁界の影響を解
析した．その結果，WHOが安全とする基準値に近い
強さの交流磁界（50 Hz，5 -30 mT）でも，両生類の胚
の発生速度の増加や，胚細胞内のCaイオン濃度の上
昇などが引き起こされることを明らかにした 5)．そこ
で，今回の研究では，低周波交流磁界の作用により引
き起こされる細胞内 Caイオン濃度の変化と，それが
胚細胞の運動性に及ぼす影響を解析した．
　今回の研究で問題としている交流磁界が細胞内の
Caイオン濃度に及ぼす影響については，動物の発生
への影響のみならず，アルツハイマー病や乳癌などの
発症，メラトニンの分泌機能などにも密接に関わっ
ている事象であるがゆえに，ここで明らかにされた事
実は，交流磁界が人体に及ぼすさまざまな影響の解明
とその予防策に貢献することが期待される．

材料と方法

　実験材料には両生類のイモリ（Cynops pyrrhogaster）
の胚を用いた．両生類の胚は，実験材料として扱いや

すく，発生学に関する膨大な研究データの蓄積がある
ことなどから，この種の実験によく用いられる材料の
1つである．採卵用のイモリは，秋に新潟県から採取
し，冷蔵庫（10℃前後）の中で冬眠させておいた．実験
に先立ち，冷蔵庫から取り出したイモリにヒトのゴナ
ドトロピン（ゴナトロピン，あすか製薬）を腹腔内に注
射することにより受精卵を産卵させ，それを目的の発
生ステージ（原腸胚，Stage 12）になるまで水道水中で
発生させた．
　両生類の原腸胚の時期には，原腸の陥入と中胚葉
の形成を中心とした活発な形態形成運動が行われる．
それを成り立たせているのが，3つの胚領域（予定外
胚葉，予定中胚葉，原口形成域）に引き起こされる活
発な細胞運動である（図 1A）．胚細胞の運動性は自動
能（Motility）と移動性（Migration）を中心に成り立っ
ている．そこで，今回は，図 1に示した3つの胚領域か
ら胚細胞を取り出して，交流磁界がそれらの胚細胞の
運動性と細胞内 Caイオン濃度に及ぼす影響の関連性
について調べた．
　胚細胞の培養にはSteinberg’s solution（両生類の胚
の培養に一般に用いられている生理食塩水）を使用
した．胚細胞の解離は，Ca2+，Mg2+-freeのSteinberg’s 
solution（1 mM GEDTAを含む）を用いた．解離した胚
細胞は，図 1Bに示した培養装置により，交流磁界の
影響を解析した．この際に，作用させた50 Hzの磁界
強度は胚細胞が置かれたチャンバーの中央部で20 -30 
mTであった．
　胚細胞の自動能を解析する際には，細胞の凝集を防
ぐためにCa2+，Mg2+-freeのSteinberg’s solution（1 mM 
GEDTAを含む）を用いるとともに，細胞がガラス面へ
粘着するのを防ぐためには，培養チャンバーの底面の
カバーグラスをウシ血清アルブミンでコートした．一
方，胚細胞の移動性の解析には，細胞が移動運動しや
すいように，培養チャンバーの底面のカバーグラスを
フィブロネクチン（Itoham Foods Inc.）でコートした．
解離した胚細胞は，磁界を作用させない状態と，磁界
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を作用させた状態とを比較することにより磁界の影響
を解析した．
　培養中の胚細胞の様子はタイムラプスビデオ撮影
装置で20 秒間隔にて記録し，その連続画像をもとに，
磁界が胚細胞の自動能と移動性に及ぼす影響を解析
した．胚細胞の移動性の解析にはフリーの画像解析ソ
フトのImage Jを用いて細胞の軌跡解析を行った．細
胞内のCaイオン濃度の変化はCaイオン濃度測定用の
蛍光試薬であるFura-2-AM（同仁化学）を用いて1 分
間隔で測定した．その際の測定方法は前回の研究 5)に
従った．蛍光の変化はImageJを用いた画像処理により
数値化した．

結　果

胚細胞の自動能への影響
　予定外胚葉から解離した胚細胞は，硝子様の丸い突
起（Hyaline bleb）を形成して，その突起を移動させる
周転運動（Circus movement）を活発に行っていた（図
2A）．磁界を作用させた後でも，それらの細胞の形態
変化には顕著な変化は見られなかった．予定中胚葉か
ら解離した細胞も，活発な硝子様の突起形成を行なっ
ていたが，突起の周転運動は予定外胚葉細胞と比べる
と活発ではなかった．磁界を作用させても，ほとんど
の細胞はそのまま突起形成を続けていたが，一部の
細胞（約 15％）に突起形成の停止が見られた．原口形
成域から解離した細胞は，予定外胚葉や予定中胚葉
の細胞とは異なり，多くの細胞が硝子様の突起を形
成していなかった．一部の細胞が長く伸びた虫様の形

（Vermiform）をして伸縮運動をくり返していた．磁界
を作用させても，それらの細胞の形態には顕著な変化

は見られなかった．
　以上の3 部分について，磁界を作用させた後に観察
された胚細胞の形態変化の割合を比較したのが図 2A
の棒グラフである．予定外胚葉細胞と予定中胚葉細胞
については，磁界をかけた後に突起形成を停止した細
胞の割合，そして，原口形成域については，磁界をか
けた後に虫様の細胞から丸い細胞に変化した細胞の割
合を比較した．その結果，予定中胚葉細胞にだけ，交
流磁界の作用による胚細胞の形態変化の有意な差が確
認された．
胚細胞の移動性への影響
　ここでは，自動能への影響が顕著に見られた予定
中胚葉細胞について解析した．交流磁界を作用させた
場合と，作用させない場合（Control）の胚細胞の移動
性の変化について，細胞の軌跡解析を行って両者を
比較した．交流磁界を作用させると，一部の細胞は
細長く変化（極性を形成）して移動性が活発になった

（図 2B -a, b）．磁界を作用させた前と後の一定時間に
おける細胞の軌跡の比を比較すると，磁界を作用させ
ないControlでは，そのMean ± 2SDの範囲内に細胞の
約 97％が分布していたが，磁界を作用させた場合で
は，約 31％の細胞がこの範囲を超えた移動性の増加を
示した（図2B -c, d）．
胚細胞内のCaイオン濃度への影響
　胚から解離した予定中胚葉細胞にFura-2-AMを取り
込ませた後，2 波長（340 nmと380 nm）測定法による
リアルタイム画像解析法を行った．写真は撮影した
蛍光画像の例を示す．今回の結果では，調べた40 細
胞のうちの約 42％の細胞が磁界に反応して細胞内 Ca
イオン濃度を上昇させた（図 3B -a）．細胞内 Caイオン

図 1. 今回の実験に用いた両生類の原腸胚と交流の作用を調べた装置の概略図．A：原腸胚形成の際に活発な細胞運動を行う
3つの部分（予定外胚葉，原口形成域，予定中胚葉）の細胞が調べられた．B：胚から解離された細胞に交流磁界を作用させ
ながら培養する装置の模式図．細胞の形態や蛍光の変化は一定間隔で連続的に撮影された画像をもとに解析された．
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図 2. 磁界の作用による細胞の形態変化．A：磁界の作用による細胞の形態変化．磁界処理前の予定外胚葉細胞（a），原口形
成領域の細胞（b，矢印はVermiform 細胞を示す），予定中胚葉細胞（c），そして，磁界処理後の予定中胚葉細胞（d，矢印は磁
界の作用により硝子様突起形成を停止した細胞）を示す．右の棒グラフは磁界処理により細胞の形態が変化した割合の比較
を示す．それぞれの実験グループとも，4 胚以上（平均 6 胚）について調べた．予定外胚葉，予定中胚葉の細胞については，磁
界をかけた後に突起形成を停止した細胞の割合，そして，原口形成域については，磁界をかけた後に虫様の細胞から丸い細
胞に変化した細胞の割合を比較した．B：磁界処理前と磁界処理後の予定中胚葉細胞の形態変化を示す．磁界処理により，
長く伸びた細胞（矢印）の出現が観察される．写真の下の散布図cとdは，それぞれ，磁界処理なし（Control，4胚，全61細胞）
と磁界処理（Magnetic field，6 胚，全 70 細胞）した細胞の移動性の変化を示す．縦軸に示した細胞の移動性は，磁界を作用さ
せる前と後の一定時間における細胞の軌跡の比（磁界を作用させた後の距離／磁界を作用させる前の移動距離）を示す．横軸
は細胞の数を示す．灰色で示した部分はControlのMean±2SDの範囲を示す．
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は磁界の作用により上昇し，磁界の作用が停止される
とその濃度は減少した．しかし，磁界を停止した後で
も，磁界を作用させる前よりも高い値の細胞内 Caイ
オン濃度が維持されていた．また，磁界を作用させて

も細胞内 Caイオン濃度の変化が見られない細胞が約
30％存在した（図 3B -b）．残りの約 28％の細胞には，
磁界の作用によりわずかな細胞内 Caイオン濃度の増
加が観察された．

図 3. 磁界の影響により引き起こされた細胞内 Caイオン濃度の変化．A：調べた細胞の蛍光画像の例を示す．B：Fura-2-AM
を取り込ませた細胞に340 nmと380 nmの紫外線を交互に照射して，Fura-2の蛍光の変化を冷却 CCDカメラで撮影した．1
分毎に撮影された連続写真をもとに，ImageJを用いて340/380 nmの比の変化が計算された．交流磁界の作用で細胞内 Caイ
オン濃度が顕著に増加した細胞の例（図3B -a）と，交流磁界を作用させても変化が見られなかった細胞の例（図3B -b）を示す．
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考　察

　低周波交流磁界が胚細胞に及ぼす作用を解析した
今回の研究から，中胚葉の一部の細胞が磁界に対する
顕著な反応が見られた．それらの細胞では，磁界の作
用により細胞の自動能が変化し，細胞の移動性が増加
した．そして，その原因が磁界の作用による胚細胞内
のCaイオンの上昇による可能性が指摘された．
　今回の研究で明らかにされたように，磁界に反応
して形態や運動性を変化させたのは一部の細胞だけ
である．なぜ，一部の胚細胞だけが磁界に反応するの
か，依然として不明な点が多い．このように，同じ種
類の細胞でも磁界の作用が大きく異なることは，今ま
での研究ではあまり問題にされてこなかった．おそら
く，この点が研究結果の違いや，研究結果の解釈に混
乱を招いている大きな原因の1つになっていると考え
られる．
　異なる種類の細胞（たとえば，筋細胞，神経細胞，
分泌細胞など）では細胞内のCaイオン濃度調節系の構
造や機能が異なるので，おそらく，その違いが磁界の
影響の違いを反映している可能性が考えられる．それ
ゆえ，今後の研究ではこの点を考慮して，交流磁界が
細胞内 Caイオン濃度調節機構に及ぼす影響の分子メ
カニズムを解析することが重要であると思われる．
　細胞内 Caイオン濃度の変化は，遺伝子発現や細胞
のさまざまな生理機能などに密接に関連するがゆえ
に，磁界の作用により引き起こされる細胞内 Caイ
オン濃度の変化は，磁界が人体に及ぼす影響を考える
上で最も重要な点の1つと考えられる．たとえば，最
近問題になっている，交流磁界とアルツハイマー病
や乳癌の発生率を増加，そして，メラトニン分泌の
減少などには，磁界による細胞内のCaイオン濃度
への影響が少なからず関与していることが指摘され

ている 4)．それゆえ，今回の研究で提起された問題点
のさらなる解明は，アルツハイマー病や乳癌などをは
じめとして，交流磁界が人体に及ぼしうる影響の解明
とその予防策に大きく貢献すると考えられる．
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緒　言

　上皮 Na channel（epithelial Na channel: ENaC）は上
皮細胞膜に局在し，電解質，体液調節に関わるイオン
チャネルである．例えば腎臓の尿細管，肺の上皮 Na
輸送（Na 再吸収機構）が有名である．ENaCは感覚器

（味細胞，蝸牛管のReissner 膜等）にも発現している．
また，およそNaの再吸収とは無縁とおもわれる哺乳
類皮膚（表皮細胞）にも発現している 1)．表皮における
ENaCの機能は定まっていない2, 3)．
　ENaCはα-，β-，γ-subunitの3 種のsubunitからな
り2α＋β＋γの4 量体で機能すると言われている 1)．
Amilorideと い う 薬 品 が あ り こ の 薬 品 はENaCの
blockerである．通常，上皮全体を横切る電流（上皮
電流），あるいは細胞膜を横切る電流（膜電流）が
amilorideでblockされたとき，活性を持つENaCが存
在しその機能がblockされたとみなされる．Amiloride-
blockable currentの存在は活性を持つENaCが細胞膜
に局在する証である1)．
　人為的にsubunitの組み合わせを変えたENaCを
作成し，その活性を調べた研究では，活性発現には
α-subunit （α-ENaC）の存在が必須であると言われ
ている．すなわち，αβもしくはαγの組み合わせ
はchannelとして機能するが（amilorde-blockable Na 
currentが流れるが），βγの組み合わせでは機能し
ない4)．Amilorideはα-subunitをblockする5)．
　両生類皮膚は後期胚発生（変態）期にその形態と機
能が大幅に変化する．例えばウシガエルでは，幼生
皮膚の形態は頂側にアピカル細胞を有し，魚類型で
あるが，成体皮膚は頂側が角化層をなし，哺乳類型
である 6, 7)．幼生皮膚にはENaC 活性は無いが（幼生皮
膚の上皮電流がamilorideでblockされない），成体皮

膚には発現している（成体皮膚の上皮電流はamiloride
でblockさ れ る ）．活 性 を 持 つENaC（ENaC 活 性 ＝
amiloride -blockable反応）は変態期に発現する8 -10)．
　成体両生類皮膚は体の外側から内側に向けて皮膚を
横切るNa 輸送を行っている．このため哺乳類腎尿細
管におけるNa 再吸収機構研究のためのモデル上皮と
して使われてきた11)．両生類皮膚は，1）Na再吸収器官
の観点からENaCの発現，局在，活性調節を，2）哺乳
類型皮膚の観点から皮膚の形成とENaCとの関連，の
両者を明らかにするための格好の素材となろう．
　我々はウシガエル幼生皮膚をEDTA 処理すること
で，表皮が表皮幹細胞である基底細胞のみからなる皮
膚を作成でき，この試料をcorticoid 存在下で培養する
と形態的にも機能的にも成体皮膚を分化誘導できるこ
とを見いだした．すなわち，表皮の形態は胚芽細胞，
有棘細胞，顆粒細胞，角化細胞からなる成体型となり，
上皮電流はamilorideでblockされた．Corticoidの中で
はaldosteroneが最も強力であった 12)．一方，EDTA 処
理した幼生皮膚をcorticoid ＋ prolactin（PRL）（もし
くは growth hormone: GH）で培養すると幼生皮膚を
分化誘導できることを見いだした．すなわち表皮の形
態は基底膜側から，基底細胞 （basal cells），スケイン
細胞（skein cells），アピカル細胞（apical cells）からなる
幼生型をなし，上皮電流はamilorideでblockされな
かった 13, 14)．この事実は，例えば，corticoid 存在下の
培養ではENaCの合成が行われる，しかし，corticoid
に加えてPRLが存在するとENaCは合成されない，も
しくはENaCは合成されるものの細胞膜への局在に障
害が生じる，の可能性を示す．いずれにせよ，培養条
件を変えることで形態およびENaC 活性の異なる皮膚
を分化誘導できるこの実験系は，本課題を研究するた
めの最適の実験系の一つと考えた．
　この考えに基づきわれわれは，幼生皮膚，成体皮膚，
EDTA 処理した幼生皮膚をcorticoid 存在下で培養した
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ものとcorticoid ＋ PRL 存在下で培養したもの，都合 4
種の皮膚を用い，RT-PCRでENaC mRNAの発現を調
べた．さらにα-ENaCに対する抗体（anti α-ENaC）を
作成して幼生皮膚と成体皮膚を対象にα-ENaC 蛋白の
発現と局在をwestern blottingと免疫染色で調べた．そ
の結果，1）ENaCの3 種（α-，β-，γ-subunit）すべて
のmRNAは成体皮膚ではもちろんのこと，幼生皮膚，
両培養条件下の皮膚に発現していた（つまり人為的に
成体皮膚／幼生皮膚の分化誘導をおこなったとき，ど
ちらにも発現した）．2）anti α-ENaCは幼生／成体皮
膚の82 kDaのバンドに反応するとともに，幼生皮膚の
アピカル細胞全周，成体皮膚の顆粒細胞の頂側細胞膜
に反応した15)．
　上皮 Na 輸送においてNaは頂側細胞膜のENaCを
通 っ て 細 胞 内 に 入 り， 側 底 側 のNa/K pump（Na/
K-ATPase）に よ り 側 底 側 に 汲 み 出 さ れ る．そ こ で
ENaCは上皮の頂側の細胞の，しかも頂側細胞膜に局
在している必要がある．成体皮膚においてそこは顆粒
細胞の頂側細胞膜である．また幼生皮膚においてそこ
はアピカル細胞の頂側細胞膜である．ENaCの機能発
現の見られない（amilorideという薬品で抑制される上
皮電流が見られない）幼生皮膚でENaC mRNAが発現
していて，α-ENaC 蛋白が，たとえ全周とはいえ頂側
細胞の細胞膜に反応していた実験事実に対し，次の疑
念が浮かび上がった．1）RT-PCRのためのサンプリン
グにおいては，幼生皮膚の表皮側をスライドグラス
で掻きとることで表皮を集めた．この作業においては
真皮の一部も掻きとられてしまう可能性が高い．そこ
でENaC mRNAの発現が表皮を構成する，アピカル細
胞，スケイン細胞，基底細胞のどの細胞に由来するの
かが明確でないとともに，真皮の細胞に由来した可能
性も残ってしまう．さらに，ENaC mRNAがアピカル
細胞以外の細胞に由来するとすれば，なんでそんな細
胞に発現する必要があるのか？という新たな別の疑問
も生じる．そこで是非とも，幼生皮膚におけるENaC 
mRNAの局在を研究し，アピカル細胞に局在している
の か ど う か を 調 べ る 必 要 が あ る．2）anti α-ENaC
はJensik et al.16)がクローニングしたウシガエルの
α-ENaCのアミノ酸配列の一部を用いて作成した 15)．
抗体は抗原のアミノ酸配列を識別するというよりも，
抗原分子に類似の立体構造を識別する可能性が高い．
ウシガエルのアミノ酸配列の一部を利用して作成した
anti α-ENaCが反応した蛋白は，立体構造が類似の，
α-ENaCとは別の蛋白である可能性もある．もしく
は，抗体は真にα-ENaCと反応しているにしても，幼
生皮膚の細胞膜に局在するα-ENaCには，何かの理
由で，amiloride-blockableな反応が見られない様態を
示している可能性がある．こう考えるなら，作成した
anti α-ENaCが反応しているのが（western blotting に
せよ免疫染色にせよ），真にENaC 蛋白なのかどうか

を確定しておく必要がある．
　この第一の疑念を解くために，本学内グラント研究
では，in situ hybridizationの実験手法を用い，表皮に
おけるENaC mRNAの局在を調べた．

材料と方法

材料
　ウシガエル（かつてRana catesbeianaと命名され
て い た が， 現 在 はLithobates catesbeianusと 呼 ば れ
ている）幼生，成体は動物商から購入した．幼生は
MS222 存在下の冷却水で麻酔し，その後ピスし，腹部
皮膚を切り出した．成体はウレタンを脊髄腔内に注入
して麻酔し，その後ピスし，腹部皮膚を切り出した．
RNAの抽出
　成体皮膚の表皮側をスライドグラスで掻き取り
表皮を集めた．全 RNA（total RNA）もしくはpoly(A)+ 
RNAs（mRNAs）を，掻き取った表皮から分離した．全
RNAはChomczynski and Sacchi17)に よ り 分 離 し た．
Poly(A)+ RNAsの 分 離 に はFastTrack Kit（Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA）を用いた．
RNA probeの作成
　 ウ シ ガ エ ル 成 体 表 皮 Poly(A)+ RNAsか らRT-PCR
法 とTA Cloning 法 を 用 い て ウ シ ガ エ ル のα-，β-，
γ-ENaC16)と ウ シ ガ エ ル の 成 体 ケ ラ チ ン（RAK; 
type I keratin: Suzuki et al.18)）を 部 分 ク ロ ー ニ ン グ
し，RNA probe 作成時のテンプレートとして用いた．
Digoxigenin （DIG）標 識 RNA probeの 作 成 に はDIG 
RNA Labeling Kit SP6/T7（Roche Diagnostics）を用い，
RNA probe は，quick-spin column（G -50 Sepadex 
Columns Radiolabeled RNA Purification; Roche 
Diagnostics）で精製した．
Northern blot
　 各 DIG 標 識 RNA probeの 特 異 性 を 確 認 す る た
め にnorthern blotを 行 っ た．ウ シ ガ エ ル 成 体 表 皮
Poly(A)+ RNAs（0.1 -0.2 μg/lane）を 0.22 mol/L の
formaldehydeを含む1％ agarose gelでMOPS buffer 中
で泳動分離した．泳動後，RNAをNytran SuPerCharge 
membrane（GE Healthcare UK Ltd, Little Chalfont, 
Buckinghamshire, England）に 転 写 し た．転 写 膜 を
DIG 標識 RNA probeとhybridizeした．転写膜は洗浄
後， 非 特 異 的 シ グ ナ ル をBlocking Reagent（Roche 
Diagnostics）でブロックし，アルカリフォスファター
ゼ標識抗 DIG 抗体（Roche Diagnostics）と反応させた．
その後，NBT/BCIP （Roche Diagnostics）を用いた発
色反応を行い，probeとRNAとのhybridizationシグナ
ルを検出した．
 In situ hybridization
　切り出した幼生，成体皮膚は4％ paraformaldehyde
で固定した．10 -20％ sucroseで置換した後，O.C.T. 
compoundに包埋，凍結切片を作成し，スライドグラ
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スに貼付けた．凍結切片は，Protease K 処理後，4％ 
paraformaldehydeで再固定した．その後常法に従い，
TEA（triethanolamine）処理等の前処理を行い，DIG 標
識 RNA probeとhybridizeした．Hybridizeした切片は
洗浄後，RNase 処理で余剰のRNA probeを分解し，さ
らに洗浄した後 Blocking Reagent（Roche Diagnostics）
で非特異的シグナルをブロックし，アルカリフォス
ファターゼ標識抗 DIG 抗体（Roche Diagnostics）と反
応させた．抗体反応後，洗浄し，NBT/BCIP（Roche 
Diagnostics）を用いた発色反応を行い，光学顕微鏡で
probeとmRNAとのhybridizationシグナルの局在を観
察した．

結　果

Northern blotting
　α-，β-，γ-ENaCのmRNAは そ れ ぞ れ2281 bp，

2745 bp，2497 bpで あ る 16）． ま た RAK（Rana adult 
keratin）のmRNAは1700 bpである18)． 
　 作 成 し たRNA probeの 特 異 性 を 調 べ る た め，
northern blot 解 析 を 行 っ た（ 図 1）．α-，β-ENaCと
RAKのDIG標識RNA probeを用いたnorthern blot解析
の結果，それぞれ目的の大きさの1 本バンドが検出さ
れた．この結果は，本研究で用いたα-，β-ENaCおよ
びRAKに対するprobeが，各遺伝子に特異的なprobe
であることを示している．我々は，α-，β-ENaCお
よびRAKに対するprobeが信頼できると考え，in situ 
hybridization実験に用いた．
　一方，γ-ENaCのDIGラベルRNA probeではシグ
ナルは検出できなかった．我々は，γ-ENaCに対する
probeを数種作成したが，いずれもシグナルは検出で
きなかった（data not shown）．
 In situ hybridization
　In situ hybridization 法 で 成 体 ウ シ ガ エ ル 皮 膚 の
ENaC mRNAの局在を調べた（図 2）．α-ENaCのDIG
標識 RNA probeをhybridizeした結果，シグナルは，
成体表皮の顆粒細胞だけでなく，有棘細胞，さらに
一部ではあるが胚芽細胞からも検出された（図 2A）．
β-ENaCのprobeを用いた結果では，hybridizationシ
グナルは，顆粒細胞と顆粒細胞に近い有棘細胞の一部
から検出されたが，胚芽細胞では検出されなかった

（図 2C）．RAKのprobeを用いた結果は，Suzuki et al.18)

の結果同様，成体皮膚の胚芽細胞に強いシグナルが
検出され，細胞全体に染色が見られた（図 2E）．一方，
α-，β-ENaCの結果では，シグナルは核付近に集中し
ていた（図 2A，C）．角化細胞と真皮には非特異的シグ
ナルのみが見られた．
　我々は，γ-ENaCについても数種のRNA probeを
用いて in situ hybridizationを試みたが，northern blot
解析の結果同様，特異的なシグナルは検出できな
かった（data not shown）．

　さらに我々は，同様の方法でウシガエル幼生皮膚
におけるENaC mRNAの局在を調べた．しかしなが
ら，幼生皮膚ではどの遺伝子のprobeを用いても非特
異的シグナルが強くでたため，antisense probeの結果
とsense probeの結果との比較から特異的なシグナル
を検出することができなかった．従って，ウシガエ
ル幼生皮膚におけるENaC mRNAの局在はα-，β-，
γ-ENaCのいずれについても判定できなかった．

考察

　本研究では in situ hybridizationを用いて成体と幼
生ウシガエル皮膚におけるENaC mRNAの局在を調
べた．
　成体表皮において，α-ENaC mRNAは顆粒細胞，有
棘細胞，胚芽細胞に発現していた．β-ENaC mRNA
は顆粒細胞と有棘細胞に発現していた．γ-ENaCに
ついてはシグナルが検出されず，局在を判別できな
かった．今回我々は，γ-ENaCのRNA probeを数種作
成したが，そのいずれもnorthen blot 解析及び in situ 
hybridizationで成体皮膚のγ-ENaC mRNAの存在を捉
えることができなかった．γ-ENaCに対するprobe 作
成のために選んだ配列部位や，長さに問題があった
か， あ る い は， 成 体 皮 膚 に 発 現 し て い るγ-ENaC 

図 1. Northern blot analysis of mRNA expressions of ENaC 
subunits and adult Rana keratin (RAK). Lanes contain 0.1- 0.2 
μg of mRNA from bullfrog epidermis. The membrane was 
hybridized to DIG- labeled α-ENaC (lane 2),β-ENaC (lane 3), 
and RAK (lane 4) probes. Marker, RNA ladder.
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mRNAの量が，採用した実験手法で捉えるには少なす
ぎた可能性がある．
　ENaCは表皮の頂側細胞の頂側細胞膜に局在してい
てはじめて上皮 Na 輸送に関与できる．それとともに，
頂側細胞の頂側細胞膜に局在していれば他の細胞に
発現している必要は無い．成体表皮においての最外層
の角化細胞は最終分化をとげ死に至っている細胞で
ある．顆粒細胞こそが生きて生体機能に役割をはたす
頂側の最外層の細胞である．そこでENaC 蛋白は顆粒
細胞に発現しその頂側に局在していれば十分である．
Takada et al.15)の免疫染色によれば，anti α-ENaCは顆
粒細胞の頂側細胞膜に反応がみられた．それゆえ成体
皮膚においてはENaC mRNAも顆粒細胞のみに局在し
ていると予想していた．しかし，in situ hybridization

法を用いた本研究で，α-，β-ENaCのmRNAは顆粒細
胞にはもちろんのこと，有棘細胞にも発現しているこ
とが明らかになった．さらに，α-ENaC mRNAは胚芽
細胞にも発現していることが明らかになった．本研究
は，成体皮膚においては，ENaC mRNAはENaC 蛋白
の発現に先行し，細胞分化の早い時期から発現するこ
とを示した．また，この結果から，上皮 Na 輸送機能に
無関係と思われる有棘細胞／胚芽細胞に発現している
ENaC mRNAの役割は何か，という新しい疑問が提示
された．
　本研究の目的の一つは幼生皮膚におけるENaC 
mRNAの局在の解明であった．RT-PCRによる研究で
は幼生皮膚においてα-，β-，γ-ENaCのmRNAのい
ずれも発現していた 15)．しかし，in situ hybridization

図 2. Localizations of α- and β-ENaC, and RAK (Rana adult keratin) mRNAs in the normal adult bullfrog skin were examined 
by in situ hybridization. Photomicrographs of vertical sections of such skin hybridized with specific RNA probe for α- or β- 
subunit of ENaC, or RAK. a and b, α-ENaC; c and d, β-ENaC; e and f, RAK. A, C, and E, antisense probe; B, D, and F, sense 
probe. Hybridization signal for α-ENaC was detected in both the Str. granulosum and the Str. spinosum. In addition, a few 
cells in the Str. germinativum expressed α-ENaC (arrows in a). Hybridization signal for β-ENaC was detected in both the Str. 
granulosum and the upper Str. spinosum. Hybridization signal for RAK was detected in the Str. germinativum. Non-specific 
staining was observed in the Str. corneum and the dermis （図 2A -F）. SC, cornified cells; GC, granular cells; SP, spinosal cells; 
SG, germinative cells. Bar: 20 μm. 
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では幼生皮膚においてα-，β-，γ-ENaCのmRNAのい
ずれの発現も捉えられなかった．RT-PCRではmRNA
の存在を増幅して捉える．そこでmRNAの発現量が少
なくても捉えることができた可能性がある．幼生皮膚
において発現しているα-，β-，γ-ENaC mRNAは in 
situ hybridizationでとらえるには少なすぎたのかもし
れない．今後，少ない発現量のmRNAでもmRNAの存
在をとらえることのできる新たな in situ hybridization
の方法を開発する必要がある．
　antiα-ENaCは幼生表皮の頂側細胞であるアピカル
細胞の細胞膜に反応した 15)．それにも関わらず幼生で
はENaC 機能（amiloride -blockable response）が見られ
ない8 -10, 19)．α-ENaC 蛋白がアピカル細胞の全周に局在
することに問題があるのかもしれない．あるいは，幼
生皮膚のα-ENaC 蛋白は修飾され（あるいは修飾を受
けず），本来の機能が見られないのかも知れない．さ
らにanti α-ENaCが真にα-ENaC 蛋白と反応している
のではなく，幼生皮膚に存在する全く別の蛋白に反応
し，それをα-ENaCのsignalと誤解した可能性も残る．
anti α-ENaCの反応する蛋白の実体を2 次元泳動と
Tof/MS 解析で研究する必要がある．これらの解明が
ENaC蛋白の局在調節の今後の検討課題となった．

今後の展開

　我々はすでに上記方面の研究を開始した．研究に
あたっては2 次元泳動後，anti α-ENaCに反応した
spotをgelから切り出し解析することになる．Gelの
spot 位置の信頼性を高めるため，泳動用のcontrolと
してENaC-HA（HA-tagの付いたENaC）を合成し，そ
の泳動パターンと比較することにした．University 
of Southern IllinoisのDr. Jensikか ら， 彼 が 作 成 し た
α-ENaC-HA constractの 供 与 を 受 け た．Construct
を 大 腸 菌 で 大 量 合 成 し，HEK 細 胞 に transfectし て
α-ENaC-HAを 合 成 さ せ た．α-ENaC-HAが 合 成 さ
れ た か ど う か はSDS-PAGE 後 western blottingし，
anti α-ENaCとanti HAとで反応させて碓認した．現
在α-ENaC-HAの2 次元泳動にかかっているところで
ある．
　 さ ら に，constructをEDTA 処 理 し た 幼 生 皮 膚 に
transfectすれば，constructは表皮幹細胞である基底
細胞に transfectされることになる．それをcorticoid/
cortidoid ＋ PRLで培養すれば，成体皮膚／幼生皮膚を
分化誘導した場合のENaC-HAの発現と局在の挙動の
相違をより的確に捉えることができるはずである．こ
の研究も開始した．
　これら研究はDr. Jensikとの共同研究として進行中
である．それとともにこの研究が次の学内グラント採
択につながることを願っている．
　 な おENaC mRNAの in situ hybridizationの 結 果 は
Acta Histochemicaに印刷中である20)．
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はじめに

　埼玉医科大学は障害者・高齢者福祉施設を擁した全
国でも数少ない医科大学である．特に重症心身障害児
施設光の家療育センターは，重度の知的障害に重度の
身体障害を併せ持つ医療的ケアのニーズが高い障害
児者が利用し，医師を含んだ専門職種間の連携が実践
されている．こういった特徴を活かし，埼玉医科大学
では，医学を学習することへの関心を高め，医学生と
して備えておくべき基本的な臨床技能を修得すること
を目標に臨床入門実習を行っている．その一環である
光の家療育センターでの実習では，1 年生，2 年生に
対して，障害児者とコミュニケーションをとること，
患者のケアについて職種間で考え方を共有することを
目標に実施している．
　1 年生で行われる光の家実習では，学生 1 人が光の
家の交流スペースに集まる利用者 1 名を担当し，カラ
オケなどをしながらコミュニケーションをとる実習を
半日実施している．利用者のコミュニケーションの手
段は，言語・文字盤・身体的サインなど様々である．
　また2 年生では，平成 21 年度は，新型インフルエン
ザ対策のため臨地実習に替えて光の家スタッフによっ
て光の家利用者の症例のビデオを提示，症例を踏ま
えたKJ 法，SGDによる少人数演習，および全体での
発表･討論を実施した．平成 22 年度には，各学生の担
当する利用者に関する事前配布資料に基づき職員と意
見交換，情報収集を行ったあと，コミュニケーション
や直接介助を約3時間実施した．
　これまでも障害児者と医学生，看護学生等との交流
を含む早期体験実習の効果が報告されており，障害を
持つ人とのことばや身振りによるコミュニケーション

の重要性の認識や，実習によって重症心身障害児への
印象がnegativeな印象からpositiveな印象へ変化する
ことが確認されている1, 2)．
　そこで私たちは，将来医師として，患者中心の医療，
チーム医療を実践するために身につけておくべき，人
をケアすることや，医師や職種の役割，ノーマライ
ゼーションやコミュニケーションについての意識や理
解が，医学部入学早期における障害児者施設での実習
により，どのように変化するか，自記式調査票を用い
て調査し，障害児施設での実習の効果を検討した．

対象と方法

　対象は実習に参加した，平成 20 年度 1 年生 107 名
（男子学生 61 名，女子学生 46 名），平成 21 年度 1 年生
111 名（男子学生 70 名，女子学生 41 名），2 年生 110 名

（男子学生 64 名，女子学生 46 名），平成 22 年度 1 年生
124 名（男子学生 81 名，女子学生 43 名），2 年生 114 名

（男子学生 72 名，女子学生 42 名）である．調査項目は，
障害者や福祉に関する経験や知識，障害者と接するこ
と，障害のある方の暮らし，光の家について，コミュ
ニケーション等に関する内容で，1年生実習前後，2年
生実習後に自記式質問票への回答を依頼した（表1, 2）．
　 調 査 票 の 回 収 率 は， 平 成 20 年 度 1 年 生 実 習 前
95.3％， 実 習 後 92.5％， 平 成 21 年 度 1 年 生 実 習
前 98.2％， 実 習 後 94.5％，2 年 生 実 習 後 100％，
平成 22 年度 1 年生実習前 97.5％，実習後 94.3％，2 年
生実習後89.4％であった．
　今回は，実習前後ともに調査票の回収ができた1 年
生延べ312人，2年生延べ212人についてまとめ，性別・
年度別に集計を行い，1 年生実習前後の変化と2 年生
実習終了後の状況を比較した．

結　果

　1 年生実習前の調査では，本学入学前の障害児者，
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福祉に対する経験や意欲についての調査を行った．同
年代の障害児と一緒に遊んだり，勉強をしたことが
ある学生は48.4％，障害をもつ人の介助をしたこと
がある学生は21.8％，障害児者や老人の福祉施設で
ボランティアや実習をしたことがある学生は40.3％で
あった．これらは，3 年度ともにいずれも女子学生で
高かった（図1）．

　障害のある方が施設で暮らすことについては，と
ても良い・やむを得ない事情があればよいが合わせ
て95％以上を占めていた．そのうち，とても良いを選
択した学生が1 年生実習後では男子学生で50.5％から
51.8％，女子学生で39.8％から54.5％と増加した．しか
し，できることであれば家族と暮らすことが良いと考
える学生が大半であった．

表 1. 1年生調査項目

表 2. 2年生調査項目

図 1. 本学入学前の障害児者，福祉に対する経験や意欲．
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　障害者が地域で生活するための課題としては，1 年
生実習前は健常者の意識が81.1％と最も高く，社会
の整備 64.4％，障害者のための社会の制度 64.1％と
なったが，1 年生実習後，2 年生実習後では，ともに
健常者の意識に加え施設の援助が増加した．
　初対面の人とコミュニケーションをとるときに気
をつける点では，実習後で相手の話をよく聞く，相手
の表情・しぐさなどをよくみる，笑顔で接するよう気
をつける，自分の視線に気をつける，相づちや頷きを
する等の言語以外のコミュニケーションの重要性を感
じた学生が増加していた（図2）．
　障害のある方とのコミュニケーションをとるため

の工夫や配慮では，表情の変化に気づくが87.8％と最
も多かったが，仕草や動作の変化に気づく，自分から
声をかけるなど，進んで話しかける，発声の特徴に気
づく，普段相手を理解している人から情報を得るが
増加し，中でも相手に触れてみるが12.8％から52.2％
と著増した（図3）．
　光の家の医師の役割としては平成 21 年度 2 年生実習
後では患者様とのコミュニケーションが84.5％と最も
高く，家族の支援を選択する学生が63.6％であった．
直接利用者との触れ合いのあった平成 22 年度では，
治療が80.4％と最も高く，病気の悪化の予防が76.5％，
治療方針の決定72.5％であった．

図 2. 初対面の人とコミュニケーションをとるときに気をつけている点．

図 3. 障害のある方とコミュニケーションをとるための工夫や配慮．
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　また光の家のような施設でボランティアや実習をし
てみたいと思った学生は，1 年生実習前後で54.7％か
ら64.4％と増加が認められた．将来，障害児の医療に
関わりたいと思う学生は平成 21 年度 2 年生実習後では
50.0％（男子学生42.1％，女子学生60.8％），平成22年度
では44.0％（男子学生34.4％，女子学生58.9％）であった．

考　察

　実習前の障害児者との交流の体験は，女子学生で
比率が高く，同じ医学生であっても，女子学生の方
が障害児者・福祉に対する経験値が高いことが明ら
かになった．また，2 年間の実習後に将来障害児医療
に関わりたいと思った学生も，2 年生の実習形態が異
なった2 年度ともに，男子学生より女子学生で高く，
障害に対する認識に男女で差があると考えられた．こ
れは，女性が持つ母性が関連しているのかもしれない
が，今後更に検討を加えたい．
　また，今後も実習やボランティアをしてみたい学生
が増加したことは，実際に実習やボランティア活動を
行うかは別として，そのような意識を持った医学生
が1 人でも多く医師になっていくことが障害児者の医
療や地域医療を進めていく上では大切なことである
といえる．
　障害者が地域で生活するために改善すべき課題とし
て健常者の意識が高かった理由としては，学生の記述
にもあるが健常者はどこか障害者の方を敬遠している
ところがまだあるといったことや，自らの考えに立ち
返って障害者に対する偏見等を持たないようにしたい
と思ったことなどが考えられる．実習後に施設の援助
が増加した理由としては，光の家利用者の障害の重さ
と障害者に対する施設の専門家のケアの重要性を認識
した結果ではないかと考えられた．
　コミュニケーションツールとして実習後に非言語的
コミュニケーションの重要性を感じた学生が多く，特
に障害児者とのコミュニケーションでは，「気づき」，

「積極性」，「情報収集」の重要性があげられ，特にボ
ディタッチまで含めたコミュニケーションに気づいた
学生が多かった．これは，医師になるために相手の立
場に立って考えるためのコミュニケーションの多様性
を体験できる良い機会になったものと考えられた．
　以上のことから医学部入学早期における障害児者施
設での実習により，障害者に対する意識の変容がみら
れ，非言語的コミュニケーションの重要性や，福祉施
設における医師の治療以外の役割に気づくなど，早期
体験実習としての効果が明らかになった．
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緒　言

　慢性腎臓病（chronic kidney disease: CKD）は進行し
て末期腎不全・透析に至る他に，心血管病変の強力な
リスク因子であることが明らかとなった．CKDの早
期発見，進行予防は，透析患者数の抑制に留まらず，
心血管病変やその他，全身の動脈硬化病変の発症予防
の観点から急務とされている．我々は以前から慢性腎
臓病の最終共通路である尿細管間質病変に注目して
研究を継続してきた 1 -3)．尿細管間質病変の形成・進行
には種々のサイトカイン，炎症細胞浸潤，腎構成細胞
の形質変化，細胞外基質の蓄積などが関与するが，そ
の原因及び結果として虚血・低酸素の関与が想定さ
れている 4, 5)．さらに，尿細管間質病変の程度は残腎機
能を規定するだけではなく，腎機能予後とも相関が認
められる．つまり，尿細管間質病変や虚血・低酸素状
態を評価する事が出来れば，直接的なCKDの病態評
価が可能となり，加えて腎機能予後を予測可能になる
と考えられている．我々は，これまでの基礎研究の成
果を臨床応用するため，in situかつ非侵襲的に尿細管
間質病変や腎虚血を評価する手段の開発を最終目標
とし，MRI（magnetic resonance imaging）が使用可能
か否か検討している．多くの健常コントロール，CKD
患者を対象にした検討結果から，Diffusion-weighted

（DW）MRIお よ びBlood oxygenation level-dependent
（BOLD）MRIが腎臓の病理・生理学的変化を評価し
うる functional MRIとして応用可能であることが明ら
かとなった．

材料と方法

　健常コントロール10 名（男性 5 名，女性 5 名），当院
の腎臓内科および内分泌・糖尿病内科に通院中で，顕
性蛋白尿か腎機能低下が3 ヶ月以上継続しCKDと診
断された84 名（男性 54 名，女性 30 名）を対象とした．

糖尿病腎症は，糖尿病が診断されており，かつ顕性蛋
白尿を認める事とした．CKDの原疾患は病歴，血液
検査および必要に応じて腎生検を施行して決定した．
推定糸球体濾過量（estimated-glomerular filtration rate: 
eGFR）は血清クレアチニン値から日本腎臓学会の推
奨するMDRD 式を用いて計算した．急性腎障害，閉塞
性腎症，腎血管性高血圧症，ネフローゼ症候群の症例
は本研究では対象から除外した．MRIは1.5 -T imager

（Sonata; Siemens, Erlangen, Germany）と six-channel 
body coilを用いて撮像した．通常の形態評価のため
にcoronal proton density-weighted half-Fourier single-
shot fast spin echo（PDWI）, coronal T2-weighted half-
Fourier single-shot fast spin-echo sequence（HASTE）, 
coronal T1-weighted fast low-angle shot gradient-echo 
sequences（T1WI）を用い，加えてDWI MRIとBOLD 
MRIを撮像した 6, 7)．画像構成はMRIのコンソールで
行い，計測は画像解析ソフトOsiriXを用いた．測定

（関心）領域（region of interest: ROI）は腎皮質とした
（ROI: 2.65 -12.61 cm2; mean 5.56 cm2）．皮質髄質境界の
判別にはPDWIを，嚢胞やその他の腎実質病変の有無
はHASTEとT1WIで確認した．数値の表記はmean ±
SDとし，2 群間の比較にはunpaired t-testを，多群間
の比較にはOne way analysis of variance（ANOVA）with 
post-hoc Tukey’s Honestly Significantly Dif ferent

（HSD）testを用いた．eGFR，BOLD MRIにおける
T2 ＊値，DWI MRIにおけるADC（apparent dif fusion 
coefficients）値は連続変数であり正規分布するものと
してPearson’s product moment correlation coefficient
を用いて相関を検討した．p ＜ 0.05を統計学的に有
意と見なした．すべての統計はJMP ver. 8（statistics 
software; JMP Japan, 東京）で処理した．

結　果

　対象症例を table 1にまとめた．糖尿病腎症は40 症
例，非糖尿病腎症は44 症例であり性別，原疾患の内訳
は示した通りである．両群の比較では糖尿病腎症群が
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有意に高齢で有り，蛋白尿が多かった．DWI MRIの
ADC 値に関してeGFRとの相関を検討したところ，糖
尿病腎症，非糖尿病腎症の両群でほぼ同様の値と傾向
を示し，eGFRの低下に伴ってADC 値も低下する傾
向があり，有意な相関をみとめた（Figure 1a）．CKD 
stage 別に比較すると，糖尿病腎症，非糖尿病腎症の
両群でCKD stage 1，2の平均は健常コントロールと
有意差を認めなかったが，CKD stageが進行する毎に
ADC 値の平均は減少し，CKD stage 4，5では両群で
健常コントロールの平均と比較して有意な減少を認
めた（Figure 1b, 1c）．次にBOLD MRIのT2＊値とeGFR
の相関を検討した（Figure 2a）．非糖尿病腎症群では，
ADC 値と同様にeGFRの低下に伴ってT2＊値も減少
する傾向があり，有意な相関を認めた．しかし，糖尿
病腎症群においてはeGFRが低下した症例でもT2＊値
が減少していない症例がある一方で，eGFRが保たれ
ているのにT2＊値が減少している症例も有り，eGFR
とT2＊値の間に有意な相関を認めなかった（Figure 
2a）．CKD stage 別の検討で，非糖尿病腎症群におい
てCKD stage 1，2ではT2＊値の平均は健常コントロー

ル群と有意差が無かったが，CKDの進行に伴ってT2＊

値は減少し，CKD stage 4，5ではstage 3，stage 1，2
の両群と比較しても有意な減少を認めた（Figure 2b）．
糖尿病腎症群では，どのCKD stageにおいてもT2＊値
の平均の減少は認められず，健常コントロールと比較
しても有意差が無かった（Figure 2c）．

考　察

　本研究で我々は，eGFRの低下に伴ってDWI MRIの
ADC 値，BOLD MRIのT2＊値が減少し，MRIの測定
値が腎機能に有意に相関することを示した．また，糖
尿病腎症と非糖尿病腎症ではeGFRの低下に伴うADC
値，T2＊値の変化に差違があり，両腎症の病態の相違
を反映している可能性があった．測定原理から考察
すると，ADC 値は腎線維化を，T2＊値は腎虚血を捉
えている可能性があり，ヒト生体内の腎臓を in situ，
非侵襲的に評価しうる，謂わば腎の functional MRI
として両撮像法が有用である可能性が示された．
　糸球体病変の重症度と同様に，尿細管間質病変の重
症度が残腎機能と高い相関を示すことが報告されてか

Table 1. Comparison of clinical and laboratory data in the non-DM and DM groups

Anti-neutrophil cytoplasmic antibody (ANCA) associated renal limited vasculitis 
is described as “Vasculitis”. There were no significant differences between the 
non-DM and DM groups, except for the extent of proteinuria and age.
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Figure 1. Relationship of ADC values with kidney function in CKD patients. Closed circles and solid lines depict individual 
subjects belonging to the non-DM group while regression line, open circles and the broken line depict those in the DM group 
in the correlation graph (a). Bar graphs show the averages and SD of ADC values represented by the CKD stage in the non-DM 
(b) and DM (c) groups. The data from healthy volunteers was acquired using the same MRI techniques. n.s.: no significant; 
＊: p＜0.05; ＊＊: p＜0.01.

Figure 2. Relationship of T2＊ values with kidney function in CKD patients. Closed circles and solid lines depict individual 
subjects belonging to the non-DM group and regression line, open circles and the broken line depict those in the DM group in 
the correlation graph (a). Bar graphs show the averages and SD of T2＊ values represented by the CKD stage in the non-DM 
(b) and DM (c) groups. The data from healthy volunteers was acquired using the same MRI techniques. n.s.: no significant; 
＊: p＜0.05; ＊＊: p＜0.01.
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ら40 年余りが経過した 8)．さらに，多くの糸球体疾患
において，診断時の尿細管間質病変が，引き続く腎機
能予後を予見することが種々の臨床研究から明らかと
なっている．尿細管間質病変の進行機序には多くの仮
説が存在するが，障害された糸球体から濾過される血
清蛋白成分やサイトカイン類が，尿細管上皮を刺激・
活性化し炎症細胞浸潤を生じる事が，初期の病変形成
に重要であると考えられている 1, 3, 9)．しかし，多くの
糸球体が障害され原尿が減少しても，腎障害の進行速
度は遅延するどころか加速する印象さえある．CKD
の初期から末期腎不全にいたるまで，CKDの進行に
関与しているとされる有力な因子が虚血である 4)．腎
実質の虚血は尿細管間質病変を進行させ，病変の進
行は新たな虚血を生み悪循環が形成される．生体内に
あるがまま非侵襲的に虚血と線維化の程度が評価で
きれば，採血では得られない腎機能評価が可能になる
ばかりか，治療介入による腎機能予後の変化を予測
可能となり，新たな腎臓病治療薬の効率的な開発にも
有効であると考えた．
　In vivoで非侵襲的に臓器の虚血を評価する手段は
無いに等しい．理論的には酸化，還元ヘモグロビンの
物理特性の差を利用すれば，両者の比の変化をモニ
ターすることは可能である．脳神経科学の分野では，
古くから脳の機能をMRIで画像化する手法の開発が盛
んであり，形態を見る手法と区別して functional MRI
と呼ばれている．Functional MRIの原理の一つに酸化・
還元ヘモグロビンのT1，T2 特性の差を利用して，両
者の比の変化を評価する方法があり，BOLD MRIと呼
ばれている．腎臓においてもBOLD MRIを撮像しなが
ら水負荷を行ったり，利尿薬を投与することで，主に
髄質の酸素需要量の変化がBOLD 信号の変化として記
録されたとする研究結果が複数報告されている 10, 11)．
著者らはCKDにおける腎虚血を，同様の方法で評価
出来ないか検討した．はじめに健常コントロールおよ
びCKD 患者の，糸球体濾過量（eGFR）とBOLD MRIの
T2＊値の相関を見たが，両者には有意な相関が認めら
れなかった．しかしながらCKD患者群の原疾患を糖尿
病腎症とそれ以外に分けたところ，非糖尿病腎症群で
eGFRの低下に伴うT2＊値の短縮，つまりは虚血状態
の進行が明らかとなった．現在，広く臨床で利用され
ている1.5 Tの機器でもCKD stage 1，2とstage 4，5で
は明らかなBOLD 信号の差違を認め，腎実質における
酸化・還元ヘモグロビン比の違いを反映していると考
えられた．
　臓器の線維化を in vivoで数値化しようとする試み
は，腎臓に限らず多くの臓器，腫瘍の分野で取り組ま
れている．腎臓に並ぶ代表的な「線維化する臓器」は
肝臓である．肝臓は体表面にあり肋間走査で腹壁直下
にアプローチできることから，超音波を用いた臓器硬
度計が開発されている．Real-time Tissue Elastography

（日立メディコ，日本）は，腹部走査用のリニアプロー
ブに専用の圧迫板を装着し，肝臓を走査しながらプ
ローブを体表に押しつけ，受動的に変形する肝臓の変
形率を数値化することで肝線維化を評価する事が可能
である．Fibroscan（Echosens, France）も同様に，超
音波を用いて肝線維化を評価する．超音波を用いたこ
れらの装置は，基本的に標的臓器をプローブ直下に捉
えることが必要であり，例えば直腸からのアプロー
チで前立腺を評価したり，体表から乳腺腫瘤を評価
することは可能であるが，残念ながら腎臓の評価に
は不向きである．著者らは，DW MRIを用いて肝硬変
の進行度を評価したとする研究報告 12)を参考に，腎機
能とDW MRIで得られる「見かけの（水分子の）拡散係
数」＝ ADC 値の相関を検討した．BOLD MRIと異な
り原疾患を問わず，eGFRの減少はADC 値の低下と有
意に相関していた．腎生検は腎機能が正常の症例しか
対象にならないため，生検組織における線維化程度と
ADC 値を比較検討することは困難である．しかし，尿
細管間質病変の程度は残腎機能に相関すると考えられ
ており，ADC値は尿細管間質病変，すなわち腎線維化
程度に相関している可能性がある．
　我々の検討結果によれば，糖尿病腎症群においては
T2＊値とeGFRが相関しなかった．糖尿病腎症と，そ
れ以外の腎症における虚血の程度を定量的に比較した
研究はこれまでに例が無く，本研究が初めて明らかに
した注目すべき結果だと考えている．糖尿病群におい
てもT2＊値が明らかに短縮している症例もあること
や，平均 HbA1c 値を見ても，高血糖や糖尿病の存在
そのものがMRIの検査値に影響しているとは考えに
くい．実際，各症例のHbA1cとT2＊値，ADC 値は統計
学的に有意な相関は認められなかった．一般的に，過
去の動物実験や腎生検標本の免疫組織学的検討の結果
から，間質線維化に伴う尿細管周囲毛細血管密度の減
少が，腎機能や虚血に関与・相関するとされている．
しかし，ラット糖尿病モデルでは，尿細管周囲毛細血
管密度の減少が明らかでは無い時期から尿細管の虚血
が証明されている．つまり，糖尿病腎症では構造的な
変化（＝線維化や毛細血管の減少）を伴わない機序で
虚血が生じている可能性が想定されていたが，本研究
は臨床的にその仮説を裏付ける結果となった．

結　論

　腎機能障害のあるCKDは，原則的に腎生検が不可
能な為，採血・採尿以外には有効な評価手段に乏しい
のが現状である．超音波検査，核医学検査に加えて，
DW MRI，BOLD MRIは，CKDの進行に関与する腎
の虚血や線維化を非侵襲的に評価しうる手段であり，
しかも，CKD stage 1から末期腎不全に至るまで，全
経過に応用可能な検査法である．
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