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緒　言：

　わが国の毎年 3万人にのぼる新規透析導入患者の原
疾患の32.4％を慢性糸球体腎炎が占めており，糖尿病
性腎症につぐ透析導入の主要な原疾患となっている．
慢性糸球体腎炎は慢性糸球体腎炎症候群と呼ぶべき
多数の疾患の総称であり，その中心となる主要疾患
がIgA腎症である．IgA腎症の発症には人種差が認め
られ，わが国を含めた環太平洋に位置するアジアオセ
アニア諸国，および南部ヨーロッパ諸国に集中してお
り，アフリカ系アメリカ人に有意に少ないことから，
遺伝的因子の関連が示唆される．一方，大多数の症例
が家族内集積を示さない散発例であることからは，遺
伝的因子以外の様々な要因が関連した多因子疾患と推
定される．このような場合，ランダムな対象サンプル
から遺伝的因子を明らかにするためには，連鎖不平衡
解析や大規模な相関解析を行う必要があり，単一施設
での検討は困難である．そこで今回，我々は現在追跡
中および今後組み入れる慢性糸球体腎炎多発家系の罹
患者サンプルを用い，homozygosityハプロタイプ(HH)
法を用いたノンパラメトリック連鎖解析を行う．まず
埼玉医科大学呼吸器内科の萩原弘一教授が作成し，同
大学ゲノム医学研究センタートランスレーショナル研
究部門で運用しているHH解析プログラムを用いて，
罹患者間に共有されるゲノム領域を絞り込む．この
際，家族内で共有される広範なゲノム領域が検出され
てくるものと想定され，その縮小のために非罹患者と
罹患者間で共有される領域を同定し，その疾患ゲノム
を含まないと考えられる領域を罹患者間で共有される
ゲノム領域よりサブトラクションする．その結果得ら
れる，罹患者間でのみ共有されているゲノム領域内に
責任遺伝子が含まれている可能性が高く，その領域内
の候補遺伝子群の塩基配列や発現情報，機能情報等か

ら慢性糸球体腎炎関連遺伝子同定を試みる．

方　法：

1: 埼玉医科大学病院およびその関連施設に通院中で，
血縁関係者に既知の遺伝性腎疾患が否定された慢性
糸球体腎炎患者が4例以上認められる家系の内，少な
くとも1例が慢性腎不全（維持透析例を含む）を呈し
ている家系を対象家系とする．罹患者，非罹患者に埼
玉医科大学倫理委員会で承認された説明文書（申請番
号 498）を用いて本研究への参加，DNA検体の提供を
依頼し，文書による同意を得る．
2: 全血 10 mlよりゲノムDNAを精製し，埼玉医科大学
ゲノム医学研究センタートランスレーショナル研究部
門にてヒトSNP解析用のマイクロアレイ(Affymetrix
社：GeneChip Human Mapping 500K Array Set)による
精密SNPタイピングを行う．
3: SNPタイピングデータを用いてhomozygosity ハプ
ロタイプ法により，同一家系内の罹患者間で共有され
ているゲノム領域の絞り込みを行う．さらに非罹患家
族と罹患者間で共有されているゲノム領域を，候補領
域よりsubtractionする．
4: PosMed databaseを用いて，責任遺伝子を含む可能
性の高いゲノム領域に含まれる，慢性糸球体腎炎の
発症／進展に関わるキーワードと関連して報告され
ている候補遺伝子を特定する．
5: 患者DNAを用いてリストされた候補遺伝子のエク
ソンシークエンスを行い，変異が検出された遺伝子を
最終候補遺伝子とする．

結　果：

第1家系（FCGN_1）
　第 1家系の家系図をFig.1に示す．DNAサンプルを
集めている段階で，罹患者 (Pt-2，Pt-4)の腎生検より
Alport症候群であることが判明し，サンプリングを中
止し，以後の検討は行わなかった．
第2家系 (FCGN_2)
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　第 2家系の家系図をFig. 2に示す．罹患者 4例
(Pt-1〜 4)と非罹患者 2例 (Ct-1，2)よりDNAサンプル
を取得し，マイクロアレイを用いたSNPタイピング
を施行した．まず最初に罹患者のデータでHH法を施
行し，罹患者間で共有されるゲノム領域を同定した
ところ，かなり広範なゲノム領域が該当した．（Fig. 3）
その後，罹患者と非罹患者間で共有されるゲノム領域
を差し引いて，罹患者間のみで共有されるゲノム領域
を同定したところ，最終的にはかなり絞り込むことが
できた．(Fig. 4)
　第 8，11，12および17番染色体上の比較的大型
の共有領域 (＞ 15 Mb)に関して，PosMed database 
(http://omicspace.riken.jp/PosMed/)で物理的位
置情報と慢性糸球体腎炎に関連したキーワード
（glomer ulonephritis, nephropathy, proteinuria, 
hematuria）を用いて，候補遺伝子を探索した．参考
文献も参照し，第一段階でエクソンシーケンスを行
うべき候補遺伝子が，以下のようにリストされた．
（Table 1）
第3家系 (FCGN_3)
　第 3家系の家系図をFig. 5に示す．第 2家系と並行し
てSNPタイピングとHH解析を終了しており（データ
は省略），現在，候補遺伝子のエクソンシーケンスを
進めている．

考　察：

　現在までにエクソンシーケンスを終了した候補遺伝
子からの変異の検出はなく，責任遺伝子としての検証
は行っていない．今後，変異が検出された場合，その
最終候補遺伝子の機能評価を，in vitroの系を用いて
検討する．具体的には，特にアミノ酸置換型の変異の
場合，full-length cDNAに変異を導入してアデノウイ
ルスベクターに組み込み，in vitroで発現させたミュー
タントペプチドと野生型ペプチドの機能を比較検討
する予定である．
　今回の検討で同定が期待される家族性慢性腎炎症
候群の責任遺伝子は，その家族内の慢性糸球体腎炎の
みならず，その他の非家族性慢性糸球体腎炎の発症／
進展にも部分的に関与している可能性があり，また直
接の因果関係が証明されなくても慢性糸球体腎炎の
発症／進展メカニズムの解明に大きく貢献することが
期待される．

研究成果：

　（現在，第 2，3家系の候補遺伝子のエクソンシー
ケンスを継続中である．）

Fig. 1. The family tree of FCGN_1.

Fig. 2. The family tree of FCGN_2.

Fig. 3. Candidate regions for the disease gene for 
FCGN_2.

Fig. 4. Narrowed, candidate regions for the disease 
gene for FCGN_2.
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Table. 1. Candidate genes for FCGN_2

Fig. 5. The family tree of FCGN_3.
現在までに*の遺伝子のエクソンシーケンスを終了したが，
変異は検出されなかった．現在もエクソンシーケンスを継続
中である．
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新たな発がんメカニズム仮説の検証：RNAゲノムと薬物代謝酵素の相互作用の解明

【緒　言】

　C 型肝炎ウイルス（HCV）感染者はわが国では約 200
万人，世界では実に1.7 億人も存在するといわれ，そ
の高齢化と共に肝硬変・肝癌で死亡する患者が急激に
増加している．その治療としては，PEG-インターフェ
ロンとリバビリン併用療法が一定の効果を示している
が，治癒率は約 30％にとどまり，副作用も強い．また
日本で最も多い1bタイプのウイルスは特に効果が
低いことも知られている．この慢性感染者の救済が急
務であり，我々はC 型肝炎の発症・発がんのメカニズ
ムを解明し，その知見に基づいた治療法を開発したい
と願って本研究に取り組んだ．
　今回の研究計画は，HCV 感染が薬物代謝酵素の1
つであるmicrosomal epoxide hydrolase (mEH)の存在
形態に影響を及ぼすという，これまでのわれわれの
研究成果に基づいて立てられた．研究代表者の赤塚
は，C 型肝炎患者の肝臓から精製されたAN6520 抗原
に対する抗体が，C 型肝炎患者の血清中に高率に検出
され，他のタイプの肝炎患者の血清中には検出され
ないことをかつて報告した1-3)が，われわれは最近その
AN6520 抗原のcDNAをクローニングし，本体がmEH
であることを見出した．mEHを組換えバキュロウイ
ルスで発現し，その精製タンパクを抗原として抗体測
定を行うと，AN6520 抗原で抗体を測定した結果とは
違って，C 型肝炎の他にA 型肝炎患者の血清でも高率
に抗体が検出され，一方 B 型肝炎，薬剤性肝障害等で
は全く出現しないことも分かった 4)．抗体反応だけで
なく，mEHそのものも，C型肝炎急性期において血中
に出現し，感染チンパンジー肝臓の生検材料でmEH
の局在変化が認められた．このことは肝細胞のmEH
が特定のウイルス感染によって，その性質が変化し，

発現形態のみならず抗原性も変化を受けることを示し
ている．ウイルス肝炎の中でもC 型とA 型肝炎でのみ
この変化が見られ，B 型肝炎や薬剤性肝障害では全く
変化が認められないことは，これが非特異的な肝細胞
障害やウイルス増殖一般に共通して起こる変化ではな
く，もしかしたらRNAウイルスの増殖にのみ共通の出
来事であることを示唆した．
　そこで本研究では，我々の仮説どおりにRNAウイ
ルス感染がmEHに変化を及ぼし，それに伴いmEHが
関与する解毒機能にも影響が及ぶことを直接証明する
ことを目的として行った．培養細胞でのウイルス感染
が容易なA 型肝炎ウイルス（HAV）を用いた実験から
スタートし，その結果について他のRNAウイルスに
よる感染実験を用いて検証を進めることにした．また
HAVを培養肝細胞株に感染させると，細胞内に局在し
ているmEHが細胞表面に出現することを予備実験で
得ていたので，mEHの膜上でのトポロジー変化の解
析手段として，mEHの異なる部分を認識する複数種
のモノクローナル抗体を作成し，それを用いて詳細に
検討した．

【材料と方法】

mEH 断片の発現
　図 1に示す9 種のmEH 断片をGST 融合タンパクと
して大腸菌に発現させた．mEH cDNAの作成はすで
に報告した 4)．それをテンプレートとし，表 1のプラ
イマーを用いてPCRを行い，pGEX-2Tベクターに組
み込んで大腸菌 BL21で発現させた．タンパク発現の
確認は菌体抽出液をSDS-PAGE 後にCoomasie Blue 
stainingを行ってバンドのサイズを確認することと，
western blotting 後に抗 GST 抗体でGST 融合タンパク
を検出することにより行った．
抗 mEHモノクローナル抗体の作成
　免疫原としては，組換えバキュロウイルスを感染
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させたSf9 細胞の抽出液からイオン交換法で精製した
mEH 全長タンパク 4)を用いた．BALB/cマウスに精
製 mEH 40 μgをフロイント完全アジュバントと共に
皮下に免疫後，同量のmEHを不完全アジュバントと
共に皮下に（2 回目），あるいはアジュバントなしに
腹腔に注射した（3，4 回目）．脾細胞をNS-1と45％
polyethylene glycol (ATCC)を用いて融合してハイブ
リドーマを作成した．抗体の検出は精製 mEHを固相
化したELISAで行い，3 回以上の limiting dilutionによ
り抗体産生ハイブリドーマを単クローン化した．抗体
のアイソタイプの決定はAmershamの isotyping kitを
用いて行った．
mEH断片を用いた ELISAと competitive antibody 
binding assay (CBA)
　mEH 断片は大腸菌菌体をSDS sample bufferで処理
し可溶化後 PBSで希釈し，ELISA plateにcoatingして
ELISAに用いた．CBA5)には精製 mEHタンパクをさ
らにpreparative SDS-PAGE (Prep Cell, Bio-Rad)で精
製したものを固相化し，radioimmunoassayで行った．
モノクローナル抗体を腹水からProtein G-agaroseで
精製し 125IラベルしたIgGと，非ラベルIgGとを固相化
した抗原と反応させ，その競合率をγ-counterで測定
した．
DMBA cytotoxicity assay
　THLE-5b, Huh7, Huh7.5を96 穴プレートで培養し，
poly(I:C) 処理またはウイルス感染後，M. Miyataらの
方法 6)でDMBAに対する感受性を測定した．細胞数の
測定はCell Counting Kit-8 (Dojindo)を用いて行った．

 【結　果】

抗 mEHモノクローナル抗体の作成

　mEHを発現するバキュロウイルスをSf9 細胞に感
染させ，既に報告した方法 4)，すなわち界面活性剤に
よる溶解，超遠心，Q-sepharoseを用いたイオン交換
法によりmEHを精製した．これをBALB/cマウスに
FCAと共に免疫した．抗体のスクリーニングはこの

mEHを固相化したELISAで行った．抗体のエピトー
プ解析のため，mEHの異なる部分の断片をGST 融合
タンパクとして発現するプラスミドを構築した．全
長を発現する♯1からN 末を次第に短くした♯2 -♯4
と，C 末から次第に短くした♯5 -♯9の9 種類を作成
した（図 1）．これらのプラスミドで大腸菌をトラン
スフォームし，IPTGでタンパク発現を誘導し，菌体
をSDS 処理して抗原を可溶化し，これを固相化した
ELISA 法を作成した．♯1 -♯4の抗原を用いたELISA
で免疫マウス血清を測定してみると，2 回目の免疫ま
では♯1と♯2に対する抗体のみ出現したが，免疫を3
回繰り返すことにより♯3と♯4に対する抗体も出現
した．このことからmEHのN 末側の方がC 末側より免
疫原性が強いことが示唆された（data not shown）．
　次に得られた65 種のハイブリドーマ上清につい
てこのELISAを行った．（代表的な7 種の抗体の結
果を図 2a, bに示す）．その反応パターンから１）N 末

（aa.21-143）を認識するもの（♯1, ♯2, ♯5 〜♯9と反
応），2）C 末（aa.327-455）を認識するもの（♯1 〜♯4, 
♯5, ♯6と反応），および3）精製 mEHとは反応するが，
♯1 -♯9のいずれとも反応しないものの3 種に分けら
れた．ELISAの抗原として精製 mEHをSDS 処理した
もの，しないものの2種類を用いて比較してみると，1）
と2）の抗体はSDS 処理したmEHとも反応するのに対
して，3）の抗体はSDS 処理したmEHとは全く反応し
ない（図 2c）ことから，1）と2）の抗体はmEHの linear 
structureを認識し，3）のグループはmEH 分子が形成
する高次構造を認識していると考えられた．
　mEHの linear structureを認識する1）と2）のグルー
プの抗体はwestern blottingを行った抗原と反応する
ので，以下の3 種類のmEH 発現細胞の抽出液を用いて
行ってみた．1）組換えバキュロウイルスでmEHを発
現しているSf9 細胞の抽出液を抗原とした場合，全長
49KDaのmEHのバンド以外の小さなバンドの出現の
パターンに3 種類（A - C）あり，1）のグループはAまた
はCの2タイプ，2）はＢのタイプを示した（図 3a）．

図 1. GST融合タンパクとして発現させた9種類のmEH断片
（♯1- ♯9）．点線はGSTタンパク部分を示す．

表 1. mEH断片（♯1- ♯9）発現用プライマー



� 赤 塚 　俊 隆 ， 他 新たな発がんメカニズム仮説の検証：RNAゲノムと薬物代謝酵素の相互作用の解明

2）mEHを発現しているヒト肝細胞株 THLE-5b を
用いたwestern blottingを行ったところ，1）のタイプ
の抗体の一部で49KDaのmEH 以外に52KDaのバンド
とも反応するものが見つかった（図 3b）．3）mEHを
発現するヒト肝細胞癌由来株 Huh1を用いた結果も2）
と同じであった（data not shown）．以上の結果と各グ
ループの代表的な抗体の免疫グロブリンアイソタイプ
の結果をまとめると，表 2のようにⅠからⅤまでの5
つのタイプに分類することが出来た．
　この5 種類の抗体のうちⅠ〜Ⅳが認識する各々の
エピトープのmEH 分子上での位置関係を調べるため
に，抗体同士のcompetitive binding assayを行った．固
相化した精製 mEHに対し，各種抗体を精製後 125Iで標

識した抗体と非標識抗体とを混合して反応させ，互い
の競合度を測定した（表 3）．この測定にエピトープが
分かっている抗ペプチド（aa54-71）mEHウサギ抗体も
加えた．その結果，ⅠとⅡの間では有意な競合が見ら
れ，互いのエピトープが近傍に存在することが示唆
された．同じようにN 末部分を認識するⅢはⅠ，Ⅱと
の競合が殆んどないが，抗 aa54-71ペプチドウサギ抗
体と競合することが分かった．このタイプⅢの抗体
の特異性を確認するためにaa54-71ペプチドを固相化
したELISAを行ったところ，タイプⅢの抗体のみが
反応した（図 2d）ので，タイプⅢ抗体のエピトープは
aa54-71の配列内に存在するものと思われた．タイプⅤ
抗体については高次構造を保持したmEH 抗原を用い

図 2. ELISAによるモノクローナル抗体のエピトープ解析．
(a)４種の抗体（6E3, 5D8, K2B7, K4F8）と陰性対象のNS-1培養上清の♯1-♯9との反応．

(b) ４種の抗体（6E3, 2G2, 1H9, 2D8）と陰性対象のNS-1培養上清の♯1 -♯9との反応．

(c)精製mEH（poly mEH）とそれをpreparative SDS -PAGE
で精製し，SDSにより高次構造を失った mEH（mono 
mEH）に対する各種モノクローナル抗体の反応．

(d)Peptide aa54-71を固相化したELISA．
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てcompetitive binding assayを行ったところ，同じⅤ
に属する2 種の抗体同士でのみ競合が見られた（表 3）．
以上の結果から，5つのタイプの抗体が認識するエピ
トープは表4に示したように結論することが出来た．

正常肝細胞表面のmEH 発現

　次に以上のタイプⅠ〜Ⅴの抗体を用いて正常肝細
胞表面のmEHの存在形態について調べた．mEHは
主として小胞体膜上に存在するが，細胞膜表面にも
発現していることが知られている 7)．そのどちらの
膜においても，mEHがどのようなトポロジーで存
在するかはまだ定かでない．ラットのmEH 遺伝子に

N glycosylation siteを導入し，細胞にトランスフェク
ションしてmEHの膜上のトポロジーを調べたD.Levy
の実験に基づく説 8)では，図 4に示すように細胞表面
膜上ではN 末が細胞質側を向き，C 末が細胞外に表出
して（type Ⅱ topology）Na ＋イオン依存性に胆汁酸を
トランスポートしている．一方小胞体膜上では大半

（約 80％）のmEHが type Ⅰ topologyを示し，一部（約
20％）のみが type Ⅱ topologyを示すという．そこで
われわれは手術と剖検で得られたヒトの肝臓を用い，
collagenase 処理で細胞を分散後，5つのタイプのモノ
クローナル抗体と反応させてFCAS 解析を行い，細胞
表面におけるmEHのエピトープ発現を調べた．図 5

表 2. 

表 3. Competitive binding assay 

図 3. mEH発現細胞抽出液に対する各種モノクローナル抗
体のimmunoblotting．
(a)組換えバキュロウイルス感染でmEHを発現したSf9細胞．

(b)ヒト正常肝細胞由来細胞株THLE-5b．

表 4. 
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に示すように，3 例の正常肝，1 例の脂肪肝のいずれ
においてもType Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅴのエピトープが細胞表
面に発現していたが，Type Ⅳだけは全く検出されな
かった．これらの結果は肝細胞表面でのmEHはC 末
が表出せずにN 末が出ている typeⅠtopologyをとっ
ていることを示唆し，かつその多くは分子内あるいは
分子同士が特定の高次構造をとっていることを示唆し
ている．

正常リンパ球でのmEH 発現

　次に別の種類の正常細胞でのmEHの発現を調べた．
mEHは肝臓以外でも多くの組織で発現している 9)．
我々はヒト肝細胞で得られたmEHのエピトープ解析
の結果が，他の細胞についても同じであるかを確か
めることにした．そこで正常人の抹消血リンパ球 2 例
について同様にFCAS 解析を行ったところ，肝細胞と
大きく異なり，細胞表面ではいずれの抗体とも反応が
全く見られなかった（図 6a，c）．細胞内でのmEH 発現
を確認するために，細胞をdetergentでpermealize処理
し，細胞内の抗原を調べたところ5つのタイプのうち
type Ⅴを除く4 種の抗体のいずれとも反応を示し，細

胞内では肝細胞同様にmEHが発現していることが確
認された（図 6b，d）．以上よりリンパ球ではmEHは細
胞内でのみ発現し，しかも肝細胞と大きく異なり，細
胞内外いずれにおいてもそれが type V 抗体が認識する
ような高次構造をとることなく，殆どの分子はおそ

図 4. mEHのmembrane topologyに関するDaniel Levyらの
説を模式図にしたもの．

図 5. 正常人肝細胞表面のmEHエピトープ発現解析．
手術または剖検時に採取したヒト肝臓をコラゲナーゼ処理
で処理後，5種の抗体と反応させてflow cytometryを行った．
(a)2つの代表例を示す．

図 6. 正常人リンパ球でのmEH発現の解析．
(a)正常人リンパ球を分離後5種の抗体と反応させてflow cytometryを行った．(b)同じ細胞をBD Cytofix/Cytopermを用い
てpermealizeし，同じ抗体と反応させた．

(b)調べた4例それぞれの結果をmean fluorescence 
intensityで示す．
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らくモノマーの形で存在しているものと推測された．
mEHの発現量が組織間で異なることは知られている
が，このように存在形態が大きく異なることは知られ
ていなかったので，とても価値のある知見であると思
われた．

肝細胞株でのmEH 発現

　mEHはその遺伝子に多型性があり，特定の遺伝子
型が種々の癌や慢性疾患の発生と相関があることが
知られている 10-13)．またある種の癌細胞で過剰発現
したり，ラットの化学発癌実験における肝細胞癌発
生において癌発生に先立ってmEHが血中で検出さ
れ，preneoplastic antigenとも呼ばれた 14)．このよう
にmEHは肝細胞癌を含む多くの癌の発生に関連し
ていることが知られている．そこでmEHの存在形態
が発がんの過程で変化を受けていないかを知るため
に，正常肝細胞および肝細胞癌由来の細胞株 3 種に
ついて，今回得られたモノクローナル抗体を用いて
調べてみた．1）正常肝細胞をSV40 T 抗原遺伝子の導
入により不死化したTHLE-5b（T5b）細胞では5 種のエ
ピトープのいずれも細胞表面では検出されなかった

（図 7a, c）．正常肝細胞は培養後短時間でmEHの細胞
表面発現が失われることが知られており，THLE-5b
のこの所見は培養状態にある正常肝細胞とよく似
ていると思われた．2）一方比較的分化した状態にあ
り，α -fetoproteinの発現能も保持しているHuh-7では
type Vの顕著な発現が認められ，type Ⅰ，Ⅱ，Ⅲもわ
ずかであるが一部の細胞で認められた（図 7a, c）．3）
未分化な肝細胞癌由来のHuh-1では全てのエピトープ
が細胞表面に発現しており，フレッシュな正常肝細胞
やリンパ球では認められなかった type Ⅳのエピトー
プの発現も認められた（図 7a, c）．いずれの細胞におい
ても細胞内ではすべてのエピトープが発現しているこ
とは，細胞をpermealizeした後に抗体と反応させる実
験で確認された（図 7b, d）．今回の結果は type Ⅳのエ

ピトープの細胞表面発現が癌細胞特異的である可能性
を示唆しており，非常に興味深い．

RNAウイルス感染が肝細胞株のmEH 発現に及ぼす影響

　肝炎患者血清中の抗 mEH 抗体出現がHCVとHAV
感染でのみみられ，HBV 感染や薬剤肝障害ではみら
れないことから，mEHの抗原変化がRNAウイルス感
染に共通して起こることが1つの可能性として考えら
れた．そこで培養肝細胞にウイルスを感染させ，mEH
の発現変化をタイプⅠ−Ⅴの抗体を用いて調べた．
THLE-5bにRNAウ イ ル ス の1 種 で あ るSendai virus
またはDNAウイルスの1 種であるワクシニアウイルス
を感染させ，mEHの発現量をwestern blottingによる
定量と，アセトン固定して蛍光抗体法を行って局在変
化の検討を行ったが，全く差は認められなかった（data 
not shown）．そこで細胞をEDTA 処理により単離し，
細胞表面におけるmEH 発現をflow cytometryで調べて
みると，Sendai virus 感染細胞でのみ type Ⅴエピトー
プが細胞表面に出現することが認められた（図 8）．肝
炎ウイルスHCVとHAVのうちHAVは，それまでに
mEHの発現を検討した細胞株中のHuh7に感染が可能
であるので，その細胞についても検討を行った（図9）．
その結果タイプⅤに加えタイプⅢのエピトープが細
胞表面に出現すること，細胞内では全てのエピトープ
が検出され，ウイルス感染による変化はないことが分
かった．

Poly(I:C) 処理でRNAウイルス感染と同じ変化を引き起
こすことが出来る

　RNAウイルスが感染するとインターフェロン産生
につながる非特異免疫系のシグナル伝達が誘導され，
そのトリガーとしてPoly(I:C)がRNAゲノムの代用に
しばしば用いられる．THLE-5bの培養液にこれを加
えると，Sendai virusやLCMウイルス感染時と同様に
type Vエピトープの細胞表面発現が見られた（図 10）．
Poly(I:C)をトランスフェクションにより細胞内に導入

(c)4検体の結果を陰性コントロール抗体（6G7: 抗HCV core
抗体）と比較したrelative mean fluorescence intensityで示
した．W6/32: anti-MHC class I monoclonal antibody（陽性
コントロール）．

(d)
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しても同様な変化が認められた（data not shown）．

RNAウイルス感染によりmEHが介在する代謝系に変
化が起こる

　Phase Ⅱ解毒酵素の1 種であるmEHは，CYP450 等
のphase Ⅰ解毒酵素との共同作業で生体異物の代謝

を行う．その機能を発揮するためには細胞の膜上で
P450などと正しい位置関係を取る必要がある 15)．もし
これがRNAウイルス感染により変化を受けるとする
と，mEHが関与する代謝機能にも障害がおきると予
想された．発がん有機物質であるDMBAはCYP1A1
またはCYP1B1とmEHとの共同作業で酸化と加水分解
を受け，DNAと結合して変異原性を発揮するDMBA-

図 7. (a)3種の肝細胞株（THLE-5b, Huh7, Huh1）の表面でのmEH発現解析．

(b)同じ3種の細胞の内側でのmEH発現解析．

(c) aの結果をrelative mean fluorescence intensityで表した
もの．

(d) bの結果をrelative mean fluorescence intensityで表した
もの．
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図 8. THLE-5b(T5b)細胞表面でのmEH type Vエピトープ発現．
(a)Uninfected: 未感染細胞，SenV: Sendai virus感染細胞，VV: 
ワクシニアウイルス感染細胞　それぞれのflow cytometry．

(b)aの結果をrelative mean fluorescence intensityで表した
もの．

図 9. Huh7細胞表面でのmEH type Vエピトープ発現．　
(a) HAV感染細胞（HAV(＋)）と未感染細胞（HAV(−)）を生きたまま抗
体と反応させたもの．

(b) HAV感染細胞（HAV(＋)）と未感染細胞（HAV(−)）の細胞膜を
permealize後抗体と反応させたもの．

(c) aの結果をrelative mean fluorescence intensityで表したもの． (d) bの結果をrelative mean fluorescence intensityで表したもの．
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3,4-diol-1,2-epoxideへと代謝される．これが細胞内に
蓄積すると細胞傷害や発がんが引き起こされる 6)．わ
れわれはRNAウイルス感染によるmEHの発現変化が
この代謝過程にも影響を及ぼすと予想し，THLE-5b
にPoly(I:C)を処理またはRNAウイルスを感染させ，
DMBAによる細胞傷害性を測定して未処理細胞と比
較した．結果は予想どうりで，図 11に示すように，
RNAウイルス感染（SenV），あるいはpoly(I:C)を培養
液に加えても（M-pIC），細胞内にtransfectionで導入し
ても（T-pIC）いずれにおいても20 倍以上の感受性の増
加が認められ，代謝産物で変異原性・細胞毒性をもつ
DMBA-3,4-diol-1,2-epoxideが蓄積していると思われた．

RNAウイルスゲノムによるmEHへの影響にはRIG-Iを
介したインターフェロン誘導経路が介在する

　RNAウイルスが感染すると，細胞外にある2 本鎖
RNA 分子はエンドソームに取り込まれ，そこで細
胞 の toll-like receptorに 結 合 し，IRF-3を 介 し た シ グ

ナル伝達系によりインターフェロンα遺伝子の発現
にいたる．一方細胞内では2 本鎖 RNA 分子はRIG-Iと
結合した後，IPS-1を介した経路でシグナルが伝え
られる 16)．RNAウイルス感染がmEHに及ぼす変化も
この経路のいずれかが関与している可能性があると
考えられた．Huh7 細胞の変異株でRIG-Iに欠損を持
つHuh7.5 細胞とHuh7 細胞にSendai virusを感染させ

図 10. (a) 未処理（Control），poly(I:C)処理（Poly(I:C)），
LCMV感染（LCMV）THLE-5b(T5b)細胞の膜表面でのmEH
発現をtype Iとtype V抗体エピトープについて調べたもの．

(b) aの結果を relative mean fluorescence intensityで表し
たもの．

図 11. THLE-5b(T5b)細胞のDMBA細胞傷害試験．
(a) Poly(I :C)を種々の濃度で培地に加えたもの．

(b) Poly(I :C)をtransfectionして細胞内に導入したもの．

(c) Sendai virus感染細胞と未感染細胞の比較．



赤 塚 　俊 隆 ， 他 13新たな発がんメカニズム仮説の検証：RNAゲノムと薬物代謝酵素の相互作用の解明

てDMBA 感受性テストを行った．図 12に示すように
RIG-Iに欠損のあるHuh7.5ではDMBAによる細胞傷害
性が殆ど認められず，Sendai virus 感染によるmEHへ
の影響にはRIG-Iが介在していることが示唆された．
Huh7 細胞はTLR3を発現していないので，poly(I:C)を
培養液中に加えた実験では差が認められなかった．

マウスモデルでの実験

　 以 上 の 実 験 は 全 て ヒ ト のmEHに 関 す る も の で
あるが，RNAウイルス感染によるmEH 機能の変化
を in vivoで確認するためにマウスをモデルにした
実験を行っている．上記のTHLE-5bを用いたDMBA 
cytotoxicity assayの結果から，RNAウイルスに持続感
染したマウスでもmEHの局在変化と共に，それが関
与する解毒機能にも変化が起こると予想される．その
ようなマウスにDMBAを投与すれば，それに対する
感受性が高まり，肝細胞障害や癌の発生頻度も上昇
すると予想される．そこでLCMウイルスの変異株で
マウスに持続感染を引き起こすclone-13をC56BL/6マ
ウスに接種し，その3 日後からDMBAを投与する実験
を行った．その結果予想以上に激しい症状を引き起こ
し，低体温とショック症状で2 週以内に半数近くが死
亡した（data not shown）．

【考　察】

　今回 mEHの異なるエピトープに対する5 種のモノ
クローナル抗体を得ることが出来，これを使用するこ
とにより，生理的・病的状態におけるmEHの存在形
態を詳しく調べることが可能となった．肝細胞膜表面
でC 末のエピトープが表出していないことは新しい知
見であるが，それが肝癌細胞で出現することも，mEH
と発がんとの関連を推察するうえでとても興味深い．
ラットの化学発癌実験の過程でmEHが血中に検出さ
れ，”preneoplastic antigen”と呼ばれ腫瘍特異抗原とし
て注目されたこともあるが 14)，今回得られた結果はや
はりmEHが腫瘍細胞で特異な存在形態をとることを
示している．

　mEHの存在形態が正常細胞でも，その種類によっ
て 大 き く 異 な る こ と も 新 し い 発 見 で あ る．mEH
はepoxideを 加 水 分 解 す る 触 媒 作 用 を 行 う だ け で
なく，肝細胞表面ではoligomeric structureをとって
Na＋ -dependent bile acid transporterとして，そして小
胞体膜上ではNa＋ -independent bile acid transporterと
して働いていると考えられている 17)．今回得られた抗
体の内，Type Ⅴはそのような数分子からなる高次構
造を認識すると思われる．そのエピトープがリンパ球
では細胞内外共に殆んど検出できなかったことから，
2 種の細胞の間でのmEHの発現の違いは単に量的な差
ではなく，図 13のように基本的な形態の違いが存在
すると思われる．
　Type Ⅴ抗体が認識するmEHのoligomeric structure
がウイルス感染により増加するという知見も今回得
られたが，そのような細胞でもmEHの量自体に変化
は認められなかったことから，ウイルス感染により
mEHによる触媒反応にはおそらく影響を受けること
はないと思われる．それにもかかわらずDMBAにたい
して感受性が10倍以上も高まったのは，変異原性をも
つ代謝産物，DMBA-3,4-diol-1,2-epoxideの生成量が増
えるためではなく，膜上のoligomeric structureがこの
産物もトランスポートする機能も持っていて，その機
能に差がでるためではないかと想像される．DMBAを
処理したTHLE-5b 細胞中のどこにDMBA-3,4-diol-1,2-
epoxideがどれだけ存在するのか調べたかったが，そ
れを測定する実験には，前駆体（DMBA-5-ブロム体）
を還元してトリチウム化する必要があり，その前駆
体がアメリカで製造中止となり手に入らないことが
分かり，断念せざるを得なかった．このためDMBAに
対する感受性更新のメカニズムは分からないが，マウ
スにおける実験でも予想通り，ウイルス感染により
DMBAに対する感受性が更新したことから，今後慢

図 12. Huh7とHuh7.5のDMBA細胞傷害試験，Poly(I :C)
を培地に加えるかSendai virusを感染させ，DMBAを3.2 
μM加えた時の生存細胞数を示す．

図 13. 正常ヒト肝細胞（Hepatocyte）とリンパ球（PBMC）に
おけるmEHの存在形態の違いに関する仮説．
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性ウイルス感染症における肝細胞障害や肝癌発生に，
mEHの受ける変化が深く関わっていることが示唆さ
れた．今回の実験結果は発がん仮説の検証には強す
ぎる効果であったので，現在投与量を変えたりして実
験条件を検討している．最終報告までにmEHの機能
異常に関するデータをそろえたい．
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糖尿病網膜症，加齢黄斑変性症の遺伝子解析：PEDFおよびCFH遺伝子を中心として

緒　言

　疾患の発症に関与する遺伝子（疾患感受性遺伝子）を
同定することは，疾患の発症機序を明らかにする上で
有用であるのみならず，その予知，リスク評価，予防，
オーダーメード医療への展開においても重要である．
成人の失明の二大原因である糖尿病網膜症と加齢黄斑
変性症は有効な治療法が少なく，その疾患感受性遺伝
子を明らかにすることは特に重要と考えられる．糖尿
病網膜症は最近の糖尿病患者の急増により増加してお
り，視力に重要な黄斑部の障害を来す黄斑浮腫（黄斑
症）あるいは異常血管新生を来す増殖網膜症が失明の
原因となる．加齢黄斑変性症は老齢人口の増加に伴い
わが国でも急増しており，黄斑部の病変（萎縮あるい
は出血・滲出）のために高度な視力障害を来す．
　糖尿病網膜症の疾患感受性遺伝子に関しては，こ
れまでアルドース還元酵素（ALR2），糖化最終産物受
容体（RAGE）などの遺伝子多型との関連が報告されて
きた．われわれは糖尿病網膜症の病態形成に強く関与
する増殖因子として血管内皮増殖因子（VEGF）に注目
し，研究を進めてきた．VEGFは，黄斑部の毛細血管
の透過性亢進により生ずる黄斑症の病因としても注目
されている．われわれは，VEGF遺伝子のC–634G多
型と網膜症および黄斑症との有意な関連を見出し 1, 2)，
内皮細胞機能に重要なeNOS遺伝子の27 bp繰り返し
多型およびT–786C多型と黄斑症との有意な関連を見
出した 3)．さらに最近，網膜色素上皮細胞などから豊
富に産生され，神経網膜の保護に重要であるととも
に強力な血管新生抑制因子である色素上皮由来因子
（PEDF）に着目した 4)．PEDFは血管透過性亢進の抑制
作用 5)，VEGFの発現抑制および抗炎症作用 6)もあり，
VEGFと拮抗的に働く糖尿病網膜症・黄斑症の発症の
重要な阻止因子と考えられる．

　一方，加齢黄斑変性症の疾患感受性遺伝子について
も種々の候補遺伝子との関連が検討されてきたが，最
近大きな進展が認められた．補体活性化の代替経路の
抑制因子である補体因子H（CFH）との関連がScience
誌に相次いで報告され 7-9)，その後の追試でも高度な関
連が確認された．以前から加齢黄斑変性症の前駆病変
として黄斑部に認められるドルーゼンには補体成分
が検出されており，関連の機序として，加齢，喫煙，
感染などの環境因子が triggerとなり惹起された補体
活性化による慢性炎症の遷延が推察される．さらに，
セリンプロテアーゼHTRA1の遺伝子多型も疾患感受
性遺伝子として最近同定された10, 11)．

対象と方法

　2型糖尿病患者 416例，加齢黄斑変性患者 188例，
コントロール139例を対象とし，書面による同意を
得た上で，血液からDNAを抽出した．遺伝子多型の決
定は，PCR-RFLP法あるいはTaqMan法により行った．
各多型と，糖尿病網膜症・黄斑症，加齢黄斑変性症と
の関連の遺伝学的検討は，case-control関連解析，お
よび臨床指標を加味した多重ロジスティック回帰分
析により行った．また，個々の多型に関してHardy-
Weinber平衡の検定を行うとともに，各遺伝子の多型
間の連鎖不平衡検定，ハプロタイプ解析を行った．

結果と考察

1．糖尿病網膜症とPEDF遺伝子多型との関連 12)

　(1)PEDF多型のうち，プロモーター領域に存在
するC–5740T(rs12150053)とA–5308G(rs12948385)
が強い連鎖不平衡を形成し，網膜症および黄斑症
と有意に関連していた．(2)ハプロタイプ解析で
は，–5740C/–5308A/–4879C/72Metが網膜症およ
び黄斑症と有意に関連し，それ以外のハプロタイ
プは関連を認めなかった．(3)臨床的指標を加味
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したロジスティック回帰分析でも，C–5 7 4 0 Tと
A–5308Gは網膜症および黄斑症の有意な危険因子
であった（C–5740Tについて，それぞれ，オッズ比
2.3，p＝ 0.0002；オッズ比 2.2，p＝ 0.006，Table 1）．
(4) VEGF多型C–634G(rs2010963)も網膜症の有意な危
険因子であったが（オッズ比 1.6，p＝ 0.005），PEDF
多型C–5740TとVEGF多型C–634Gは独立した危険
因子であり，組み合わせるとオッズ比は7.06に増加
した（Table 2）．VEGFとPEDFが相加的に糖尿病網膜
症・黄斑症に関連していた．その発症において，血管
透過性，血管新生，炎症を促進するVEGFが増加し，
VEGFと拮抗的に働くPEDFが減少することが，重要
な病因と考えられつつある 13)．われわれの成績はその
仮説に合致するものである．
2．加齢黄斑変成症とCFH遺伝子多型との関連 14)

　4つの CFH遺伝子多型（rs800292 ,  rs1061170 , 
rs2274700,rs1410996）の中で，エクソン2の非同義
置換 rs800292，エクソン10の同義置換 rs2274700，
およびイントロン14のrs1410996が加齢黄斑変成症
と有意に関連していた（それぞれ，p＝ 0.000009，
p＝0.00004，p＝0.00002）．一方，エクソン9の非同義
置換 rs1061170 (Y402H)は有意に関連していなかった．

日本人においてもCFH遺伝子多型が加齢黄斑変性症
と明確に関連することを，初めて示すことができた．
3．加齢黄斑変性症とHTRA1遺伝子多型との関連 15)

　HTRA1遺伝子プロモーター領域の多型 rs11200638が
加齢黄斑変性症と有意に関連していた（p＝0.000008）．
さらに，病型別の解析では滲出型との関連が強く認め
られた．日本人においても，HTRA1遺伝子多型は加齢
黄斑変性症感受性遺伝子であることを確認した．
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緒　言

　悪性高熱症 (malignant hyperthermia; MH) は，全
身麻酔時に使用する揮発性の吸入麻酔薬や脱分極性
筋弛緩薬の使用により発症する筋疾患である．臨床症
状は高熱，筋強直，呼吸性・代謝性アシドーシス，頻
脈，不整脈，高カリウム血症や高CK血症，ミオグロ
ビン尿等を呈する 1,2)．この疾患は常染色体優性遺伝を
示すが，日常生活上は全く問題がなく，全身麻酔を受
けた場合にのみ発症するため，患者は悪性高熱症素因
者 (malignant hyperthermia susceptible; MHS) と表現
される．発症した場合には重篤で，適切な治療が行な
われなかった場合には死に至ることもある 2)．疾患の
本態は骨格筋細胞内のカルシウムイオン (calcium ion; 
Ca2+) 動態異常に起因する代謝亢進であり，MHに特
異的な臨床症状はなく，世界的に統一された臨床診断
基準は今のところ存在しない．
　現在のMHの確定診断は，局所麻酔下に筋生検を
行い，骨格筋のCa2+動態異常を直接観察することに
より行われている．しかしこの方法にはいくつかの
問題点がある．1. 素因者への侵襲性が高いこと，2. 
CICR(Ca2+ induced Ca2+ release)速度の測定を行っ
ている施設が少ないこと，3. 筋肉採取後，48時間以
内に検査を終了する必要があること，4. 測定に時間が
かかり，同時に何例も検査をすることが不可能である
等が挙げられる2)．原因遺伝子が1型リアノジン受容体 
(Type 1 ryanodine receptor; RyR1)と判明しているこ
とから，遺伝子の変異点を検索する方法も試みられて
きた．しかし，人種による変異点の差や，変異点の不
明な症例も多いことが明らかとなっており，遺伝子変
異の検索による診断は困難とされている3)．
　遺伝要因を有するヒトが，MHを発症する可能性が
あるかどうかを，侵襲性の高い筋肉の生検に頼らず

に，簡便で，より精度が高い方法で予測することがで
きれば，この疾患の解明，及び予防に貢献できる．採
血による検査法は簡便で，患者への侵襲性が低い診断
法といえる．
　リンパ球は抗原や種々の液性因子により刺激される
ことで多様なサイトカイン産生性を示す．MHでみら
れる臨床症状は筋強直や代謝性アシドーシス，頻脈，
体温上昇等多様であり，サイトカインによる作用等，
免疫システムを巻き込んだ結果生じる可能性もある．
近年，Bリンパ球にはCa2+放出チャネルとして機能
するRyR1とイノシトール三リン酸受容体（inositol 
triphosphate receptor; IP3R）が存在し，これらを介し
てCa2+応答が多様な免疫応答性に関与していることが
示唆されている4)．
　最近，Ca2+チャネルとして機能するRyR1が，マウ
スの樹状細胞 (dendritic cell; DC) に発現することが明
らかにされた5)．DCは生体内の至る所に存在し，常に
外界からの異物の侵入を監視し，生体内に侵入する異
物特有の構造パターンを認識することで，未成熟な状
態から免疫応答を惹起する成熟DCへと分化する．さ
らに，認識した異物の構造の違いにより，異なる分化
を経ることで免疫応答性 (特にヘルパー T (Th) 応答
性 ) を制御している 6)．細菌由来のLPSを認識したDC
は，主に細胞性免疫応答 (Th1) を誘導し，寄生虫など
に由来する特殊な糖脂質の糖鎖構造を認識したDCは，
主に体液性免疫応答 (Th2) を誘導する 7-11)．このように
高度に発達分化した免疫担当細胞は，種々の刺激に対
し多様な遺伝子を発現し，生体内の免疫恒常性を維持
するために重要な役割を演じている．さらに，DCは
種々の刺激により特殊な液性因子を産生するだけでな
く，細胞遊走，形態学的変化等多様な細胞応答を示す
ことから，MHSと健常人との相違点を，これらをター
ゲットとして探索するのに有用である．
　本研究では，ヒトDCを用いた悪性高熱症診断法の
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開発を目的として，ヒトDCにおけるRyRサブタイプ
の発現とRyRのCa2+チャネルとしての機能をRyRアゴ
ニストを用いて評価し，その有用性を明らかにした12)．

材料と方法

モノサイト由来 DC (monocyte - derived dendritic 
cells; Mo -DCs) の誘導
　インフォームドコンセントの得られた健常人ボ
ランティアの末梢血からFicoll-Paqueを用いた密度
勾配遠心法により末梢血単核球 (peripheral blood 
mononuclear cells; PBMCs) を分離した．さらにこ
のPBMCより，CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, Germany) を用いてCD14陽性細
胞を分離した．分離したCD14陽性細胞を6穴プレー
トに2×106/mlになるように調整し，50 ng/ml ヒトリ
コンビナント (rh) IL-4，および50 ng/ml rhGM-CSF 
(Primmune, Osaka, Japan) を加えた5％ヒト血清入り
RPMI1640 (SIGMA, St Louis, MO) で6日間培養したも
のをモノサイト由来樹状細胞として用いた．DCに成
熟刺激を加えないものを未熟DC (immature DC; iDC) 
とし，iDCに成熟誘導因子であるプロスタグランジン
E2 (PGE2 ) (10 μM)＋ TNFα(100 ng/ml) ，あるいは
LPS (10 μg/ml)を加え，48時間培養して得られたもの
を成熟DCとして解析に用いた．
RT-PCRによるRYR 発現の評価
　モノサイト由来DC (iDC, PGE2-DC, LPS-DC)より
total RNAを抽出し  (RNeasy Mini Kit, QIAGEN, 
Maryland, USA)，complementary DNA (以 下 cDNA) 
を合成した (Omniscript RT kit,QIAGEN, Maryland, 
USA) ．内在性のコントロールとしてβ-actinを使用
し，RyR1-3の陽性コントロールとしてヒト脳 cDNA 
(Origene, Rockville, MD, USA) を使用した．以下に示
すプライマーを用いて各 RyRサブタイプの遺伝子発
現をReverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 
(RT-PCR) 法により評価した．
RyR1;	 5’- CAGATGAAGCATTTGGTCTCCAT-3’,
	 5’- GACATGGAAGGCTCAGCTGCT-3’,
RyR2;	 5’- CAGATGAAGCATTTGGTCTCCAT-3’,
	 5’- AAGGAGCTCCCCACGAGAAGT-3’,
RyR3;	 5’- CAGATGAAGCATTTGGTCTCCAT-3’,
	 5’- AAGAGGAAGAAGCGATGGT-3’,
β-actin;	5’- CCTCGCCTTTGCCGATCC-3’,
	 5’- GGATCTTCATGAGGTAGTCAGTC-3’,
PCR反応は95℃ 1分，62℃ 1分，72℃ 2分，30サイク
ルで反応させた．
リアルタイムPCR
　遺伝子発現量はTaqMan Gene Expression Assays 
(R yR1; Hs00166991_m1)を用いて定量した (ABI 
PRISM 7900 Sequence Detector; Applied Biosystems)．
GAPDHの発現量を一般化し，ddCT法によりRyR1遺

伝子発現量を定量した．
細胞内カルシウム動態の測定
　calcium buf fer (calcium buf fer; 145 mM NaCl, 
5 mM KCl, 1 mM Na2HPO4, 1 mM MgCl2, 5 mM 
glucose, 1 mM CaCl2, and 10 mM HEPES (N-2-
hydroxyethylpiperazine -N’-2-ethanesulfonic acid; pH 
7.5)) およびCa2+指示薬 Fura-2-AM (5 mM) (Biotium, 
Haywaed, CA, USA) でDCを4℃，30分インキュベート
した．1×106/mlに調整したDCを，cell  tak (BD 
Biosciences, CA, USA) を塗布したガラスベースディッ
シュ (Iwaki, Chiba, Japan) に固定し，4℃にて30分間
静置した．この際にRyR1阻害薬として20 mM ダン
トロレン (Calbiochem, Darmstadt, Germany) ，IP3R
阻害薬として10 mM ゼストスポンギンC (Wako, 
Osaka, Japan) ，細胞外Ca2+キレート剤として5 mM 
EGTA (WAKO, Osaka, Japan) ，細胞内Ca2+キレート
剤としてBAPTA-AM (nacalai tesque, Kyoto, Japan) 
存在あるいは非存在下のものを用意した．これを
37℃に保ち，RyRアゴニストである細胞内Ca2+誘導
性試薬 (4-クロロ -m-クレゾール ; 4-chloro-m-cresol; 
4CmC，ならびにATP) を直接添加した．5秒毎の蛍
光強度を蛍光顕微鏡を用いて2波長励起 1波長蛍光計
測 (340 nm，380 nm) し，ニコンTE2000倒立顕微鏡 
(Nikon ECLIPSE TE 2000) と，Aqua Cosmos画像解析
装置 (浜松ホトニクス ; Hamamatsu Photonics) を用い
て測定解析した．結果は340/380 nm蛍光強度比にて示
した．
DCの表現型の解析
　DCの表面分子の発現はフローサイトメトリーによ
り解析した．解析の際には死細胞 (7-ADD陽性細胞 )を
除去した．DCのアポトーシスは，死細胞の除去を行
わずにAnnexin V陽性細胞をアポトーシス細胞として
検出した．
混合リンパ球反応
　PBMCよりCD4−CD45RO−（ ナ イ ー ブ ）Th細 胞
を精製した (CD4＋Tcell isolation kit Ⅱ，CD45RO 
microbeads; Miltenyi Biotec)．放射線照射 (3000cGy)
したDCとアロナイーブTh細胞を共培養した．5日後，
[3H]-thymidine (1 μCi/well) をパルスし，16時間後の
放射能の取り込みを定量することでT細胞増殖応答を
評価した．
サイトカイン測定
　DCより産生されるサイトカインはELISA法により
定量した(R&D systems; Minneapolis MN)．

結　果

1．ヒトDCはRyR 1 を発現する
　主なヒト免疫担当細胞におけるRyRサブタイプの遺
伝子発現を評価した．DCにおいては iDC，PGE2-DC，
LPS-DCの3つのDCサブセットを解析に用いた．ヒト



水上　智，他 21水上　智，他 悪性高熱症素因者新規同定法の開発

脳細胞はすべてのRyRサブタイプ (RyR1, 2および3) を
発現する為，これを陽性コントロールとした．また，
β-actinは内在性コントロールとした．図 1Aに示すよ
うに，RyR1は未熟および各成熟DCにおいて発現が
認められた．特に iDCは，PGE2-DC，LPS-DC などの
成熟DCに比較してRyR1遺伝子の高発現を認めた．
RyR2，3はDCには発現が認められなかった．
　定量的 PCR解析においてRyR1遺伝子は未熟DCに
おいて最も多く発現していた（図1B）．
2．4CmCはヒトDCにおける細胞内ストアからの細胞
内 Ca2+上昇を誘導する
　次に我々は，RyRアゴニストである4CmCを用いて
DCを刺激することによって，細胞内Ca2+が上昇する
かを検討した (図2) ．
　細胞内外のCa2+を除去せずに4CmC (500 mM) 刺激
することによりヒトDCは，細胞内Ca2+の持続性の上
昇が認められた (図 2A) ．さらに，EGTAを用いて細
胞外Ca2+を除去して4CmC刺激した場合においては，
細胞内Ca2+の一過性の上昇が認められた (図 2B) ．一
方，BAPTA-AMを用いて細胞内Ca2+を除去して4CmC
刺激した場合では細胞内Ca2+上昇は認められなかった 
(図 2C) ．以上より，ヒトiDCは4CmC刺激することに
より細胞内Ca2+上昇を示すが，この細胞内Ca2+上昇は
細胞内Ca2+ストアに由来することが明らかとなった．
　細胞外のCa2+をキレートし，各受容体の阻害薬の
ない状態で，DCを4CmC刺激した場合には細胞内
Ca2+の上昇が認められた (図 2D) ．ダントロレン存
在下，4CmC刺激した場合では，DCにおける細胞内
Ca2+上昇の抑制が認められた (図 2E) ．一方，ゼスト
スポンギンC存在下，DCを4CmC刺激した場合では，
細胞内Ca2+上昇の抑制は認められなかった (図 2F) ．
以上より，4CmC刺激により誘導される細胞内Ca2+上
昇は，RyRを介したものであり，IP3Rを介さない応答
であることが示唆された．
　図 2G〜 2Iは未熟，成熟の各DCを4CmC刺激し，細
胞内カルシウムの上昇を評価したものである．細胞
外のCa2+をキレートし，各受容体の阻害薬のない状態
で，iDCを4CmC刺激した場合には細胞内Ca2+の上昇
が認められた (図 2G) ．また，細胞外のCa2+をキレー
トし，各受容体の阻害薬のない状態で，PGE2-DCを
4CmC刺激した場合にも細胞内Ca2+の上昇が認めら
れた (図 2H) ．細胞外のCa2+をキレートし，各受容体
の阻害薬のない状態で，LPS-DCを4CmC刺激した場
合においても細胞内Ca2+の上昇が認められた (図 2 I) ．
それぞれのDCにおけるCa2+上昇パターンに相異は認
められなかった．
3．RyR1 刺激がヒトDCの成熟に及ぼす影響
　LPS刺激の際に4CmCあるいは4CmCとダントロ
レンを加え，HLA-DRとCD86分子の発現を評価した．
HLA-DRとCD86分子は，DCの成熟が促進した際に

発現が上昇する分子である 13)．Annexin Vはアポトー
シスをおこした細胞に陽性となる．LPS刺激の際に
4CmCを添加したDCは，HLA-DRおよびCD86分子の
上昇が促進された（図 3-A）．また，この効果はダント
ロレンで抑制された．従って，RyR1を介したカルシ

図 1. ヒトDCにおけるRyR遺伝子発現．
A.  iDC，PGE2-DC，LPS-DCにおけるRyRサブタイプの発現
をRT-PCR法で解析した．脳cDNAは各RyRサブタイプの陽
性コントロールとして，β-actinは内在性コントロールとし
て使用した．
B.  iDC，PGE2-DC，LPS-DCにおけるRyR1の発現量をリア
ルタイムPCR法で解析した．

図 2. ヒトDCにおけるRyR1はCa2+チャネルとして機能する．
A.  EGTA (5 mM)非存在下，BAPTA-AM(50 mM) 非存在下
でヒトDCを4CmC(500 mM)刺激した際のCa2+応答を示す．
B.  EGTA存在下，4CmC刺激したヒトDCにおけるCa2+応答
を示す．
C.  BAPTA-AM存在下で4CmC刺激したヒトDCにおけるCa2+

応答を示す．
D.  EGTA存在下，ヒトDCを4CmC刺激した際のCa2+応答を
示す．
E.  EGTA存在下，ダントロレン存在下，ヒトDCを4CmC刺
激した際のCa2+応答を示す．
 F.  EGTA存在下ゼストスポンギンC存在下，ヒトDCを
4CmC刺激した際のCa2+応答を示す．
G.  EGTA存在下，ヒトiDCを4CmC刺激した際のCa2+応答を
示す．
H.  EGTA存在下，ヒトPGE2-DCを4CmC刺激した際のCa2+

応答を示す．
 I.  EGTA存在下，ヒトLPS-DCを4CmC刺激した際のCa2+応
答を示す．
横軸は時間，縦軸は2波長励起1波長蛍光計測によって得ら
れた蛍光比，fluorescence ratio (340/380 nm) を示す．
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ウムシグナルはDCの成熟を促進することが明らかと
なった．
　次に，これらDCにおけるアロMLR誘導活性を評価
した．DCの成熟状態が強ければ，アロ抗原を認識する
T細胞の増殖応答が促進されることが知られている．
LPS刺激の際に4CmCを添加したDCは，T細胞の増殖
応答を著しく促進した（図3B）．
　以上より，4CmC刺激により樹状細胞の成熟が促進
されることが明らかになった．
4．LPS 刺激の際に 4CmCを添加した際のサイトカイン
産生性
　LPS刺激の際に4CmCを添加したDCは，IL -12p40，
TNF-α，IL -6などの炎症性のサイトカインの産生に
は影響しなかったが，免疫抑制性サイトカインである
IL -10の産生を抑制した（図 4A）．また，この効果は
ダントロレン存在下では減少した（図4B）．
　これに対し，LPS刺激の際にATPを添加したDCは，
IL -12p40，TNF-α，IL -6の産生を低下させ，IL -10の
産生を促進した（図4A）．
　つまり，RyR1刺激によりIL -10産生が抑制され，
DCを介して免疫応答を促進する方向に作用すること
が明らかとなった．

考　察

　MHは，全身麻酔時に使用する揮発性の吸入麻酔薬
や脱分極性筋弛緩薬の使用により発症するが，1, 臨床

症状が多様であること 1,2)，2, EtCO2の上昇，体温上昇
など不適切な麻酔によっても同様の症状が見られるこ
と，3, 甲状腺疾患等，合併症依存性を示すこと等の理
由により，疾患自体の鑑別が難しいとされている．近
年，Bリンパ球およびEBウイルス形質転換B細胞を
4CmC刺激することにより，RyR1を介して細胞内Ca2+

が上昇することが報告された 4,14)．すでに4CmC刺激
によりEBウイルス形質転換B細胞が産生するIL -1β，
あるいは筋細胞が産生する IL -6を指標にMHSを同定
しようとする試みがある 15,16)．前者は，4CmC刺激に
対してEBウイルス形質転換B細胞が産生するIL -1β
は微量であるため，その検出が困難であることが問
題点である．一方，後者は生検時の生体への侵襲性が
高いことが問題点である．従って，これらを応用して
MHS判定のために日常検査に用いるのは困難である．
また，これらの液性因子を短時間で大量に産生させる
のに必要な4CmC濃度は極めて細胞毒性が高く，生理
的細胞応答とは大きく異なっている等の点から，診断
への有用性および普遍性に乏しい．一方，RyR1の遺伝
子変異を解析することによりMHSを診断する方法が
報告されているが 17)，MHSにおけるRyR1遺伝子の変
異が複数箇所にわたって存在すること，さらに，これ
らの変異部位が人種により異なる等の理由から正確な
診断を行うことが困難とされている．
　DCは生体内の至る所に存在し，異なる分化を経る
ことで免疫応答性 (特にヘルパー T (Th) 応答性 ) を

図 3. RyR1刺激によりDCの成熟が促進される．
A.　DCの成熟状態
B.　アロMLR誘導活性の評価

図 4. LPS刺激時にRyR1アゴニスト刺激するとIL -10産生が
抑制される．
A.　DCのサイトカイン産生
B.　DCにおけるIL -10産生
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制御する高度に発達分化した免疫担当細胞である．特
に，DCから産生される種々の内因性発熱物質は，悪
性高熱症で認められる多様な症状を構成する可能性が
あり，RyR1アゴニストに対するDC応答性を評価する
ことで，MHの病態への関与も明らかとなるかもしれ
ない．
　マウスDCのRyR発現を確認した報告はすでに存
在する 5)．しかし，ヒトのDCのRyR発現を確認した
報告は現在のところない．本研究で我々はヒトのDC
におけるRyRの発現をRT-PCR法を用いて検討した．
RyR1は健常人のCD14モノサイト，iDC，PGE2-DC，
LPS-DCに発現していた．また，iDCはPGE2-DC，
LPS-DC などの成熟DCに比較してRyR1遺伝子を高発
現していることが明らかになった．しかし，LPS-DC
やPGE2-DCなどの成熟DCは，4CmC刺激に対して
iDCと同様の細胞内Ca2+の上昇を示すため，蛋白レベ
ルでは同等に発現しているかもしれない．また，こ
の観察は，成熟DCにおいてRyR1の小胞体における
ターンオーバーが遅い可能性を示唆している．
　iDCをRyRアゴニストにより刺激した場合に，Ca2+

上昇が認められ，さらに細胞外のCa2+をキレートした
場合でも一過性のCa2+上昇が見られた．これに対し，
細胞内Ca2+をキレートすると，Ca2+上昇は認められな
かった．従ってRyR刺激によるCa2+上昇は細胞内Ca2+

ストアに由来することが明らかとなった．また，iDC
をRyR刺激した際に認められるCa2+上昇は，RyR阻害
薬であるダントロレンによって抑制されたことから，
この反応はRyRを介したものと考えられる．ヒトDC
はRyR1遺伝子のみを発現する為，4CmCによって誘
導されるCa2+上昇はRyR1を介したものと考えられる．
さらにIP3Rの特異的阻害薬であるゼストスポンギン
Cは，4CmC刺激時のCa2+上昇を阻害しないことから
4CmCにより誘導されるCa2+上昇はIP3Rを介さない応
答と考えられる．
　我々は，4CmC存在下LPS刺激したDCは，HLA-DR
とCD86分子の発現を上昇させ，アロMLR誘導活性が
上昇することを示した．また，RyR1を介したCa2+シグ
ナルはLPSによって誘導されるIL-10産生を抑制する
ことを示した．これらの観察は，ヒトDCがRyR1を介
したCa2+シグナルにより機能的修飾を受けることを示
唆している．
　従って，ヒトDCは，MHSと健常人との相違点を
RyR1を介したCa2+応答性をターゲットとして探索
するのに有用である．Ca2+測定は日常検査に用いるの
は困難である．しかし，RyRアゴニスト刺激により特
異的に産生されるDCの液性因子等を検出することが
できれば広く日常検査として応用が可能となる．また
MHSと健常人のDC応答性の相違点とCICRの相関，
遺伝子変異との関連を明らかにすることにより，より
正確な診断法を確立できるものと考えられる．

結　論

　我々は，ヒトDCにおいて3つのRyRサブタイプの
中でRyR1のみが発現することを初めて明らかにした．
さらに，RyR1にアゴニスト活性を示す4CmC刺激に
対し細胞内Ca2+上昇を示すことを初めて示した．ヒト
DCは，MH素因者と健常人との相違点を探索するの
に有用な細胞である．
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ミトコンドリア呼吸鎖異常症の迅速診断と疾病遺伝子異常の解明に関する研究

緒　言

　先天性高乳酸血症は小児科・新生児科領域における
難病の一つで最も頻度の高い先天代謝異常症である
が，現在でもその約6割は病因診断がなされていない．
正確な診断と，それに基づく的確なカウンセリング
や治療法の開発が望まれる．診断が困難な最大の理由
は先天性高乳酸血症の最大の原因と考えられるミト
コンドリア呼吸鎖異常症の診断が非常に困難なためで
ある．Blue native ポリアクリルアミドゲル電気泳動

（BN-PAGE）法は，膜に組み込まれて可溶化の非常に
困難な大分子タンパク質の解析のために考案された方
法である．私達はこの研究でIn vitro 酵素活性測定と
BN-PAGE 法によるタンパク質レベルの解析を組み合
わせて，まずミトコンドリア呼吸鎖異常症を迅速で正
確に診断するシステムを確立したい．
　さらにミトコンドリア異常症の特性として，ミト
コンドリア遺伝子と核遺伝子の二重支配を受けるた
めに病因遺伝子の探索が極めて難しいことが挙げら
れる．本研究ではBN-PAGE 法の特性を生かして異常
症をまずタンパクレベルで効率的に分類し，その後
ミトコンドリア及び核の既知遺伝子を解析する．次い
で将来的には未知の核支配病因遺伝子についても発
現マイクロアレー， ホモ接合ハプロタイプ法で解析
したいと考える．

材料と方法

材料：この研究は埼玉医科大学倫理審査委員会に
おいて審議され許可を受けて進められた．対象と
なった症例はBernierらのミトコンドリア呼吸鎖異
常症の診断基準において“ 可能性例（possible）” 以上
の基準を満たした症例を検索対象とした．臨床症状

は，新生児期致死性高乳酸血症から思春期の軽い筋
緊張低下や食欲不振までに渉り非常に幅広い．大部
分が原因不明の高乳酸血症症例であるが，一部は高
乳酸血症を呈さずに多臓器にまたがる症状を呈した
ことからミトコンドリア呼吸鎖異常症（MRCD）を
疑われた症例も含む．半数以上の症例が，新生児期
から乳児期にかけて発病していた．約 4 分の3の症
例が，先天性高乳酸血症や何かのミトコンドリア
異常症と臨床診断されていた．男女比はほぼ同等で
あった．平成 20 年 5 月末現在日本全国の臨床医（主
に小児科医）のご協力で，合計 120 家系 123 症例から
156 検体（皮膚線維芽細胞 89 検体，肝臓 34 検体，筋
肉 22 検体，心臓 9 検体，腎臓・脾臓各 1 検体）のご提
供を頂いた．現在までのところ，103 家系 106 症例の
解析が終了している．線維芽細胞は皮膚または骨髄
から採取した．
方法：線維芽細胞の培養は既報に従った．ミトコンド
リアはArganらの方法に基づいて二段階遠心分離法で
単離精製した．
1)ミトコンドリア呼吸鎖酵素活性の測定（大竹）
　個々の呼吸鎖酵素及び対照としてのクエン酸合成酵
素（citrate synthase; CS）活性は，光度計を用いた既報
に従った．即ち肝臓と心臓は粗ホモジェネートを直接
に，線維芽細胞は単離したミトコンドリア画分を測定
サンプルとした．呼吸鎖酵素活性はCSとの相対比で表
し，対照35人の平均に対するパーセントで示した．
2)Blue native 電気泳動（BN-PAGE）法を用いた解析（大竹）
　単離したミトコンドリア画分は使用まで−80℃冷
凍庫に保存した．線維芽細胞及び羊水細胞から単離
したミトコンドリアは，界面活性剤であるドデシル
マルトシドで可溶化し，BN-PAGEとそれに続くイム
ノブロット法を用いて呼吸鎖複合体の量と大きさを
解析した．各複合体の解析に用いた抗体は以下のサブ
ユニットに対するもので，いずれもMolecular Probe 
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社から購入した．呼吸鎖Ⅰ, 39 kDaサブユニット ; 呼
吸鎖Ⅱ, 70 kDaサブユニット ; 呼吸鎖 Ⅲ, コア1サブ
ユニット ; 呼吸鎖Ⅳ, サブユニット1．核複合体の複
合体Ⅱに対する相対比は，Biorad GS-800 Calibrated 
Densitometerで定量し，3 回のBN-PAGE&イムノブ
ロット実験の平均値で表した．毎回の実験においては
1 枚のゲルに2つの対照を同時に流し，この2つの対照
の相対比の平均を100％として計算した．各呼吸鎖複
合体のゲル内活性染色も既報に従った．
3)ミトコンドリアと核 DNA 量の比較定量（mtDNA/
nDNA）（大竹）
　精製 DNAを用いて，ミトコンドリア（呼吸鎖Ⅰ- ND1
サブユニット）と核（膵のう胞性線維症遺伝子エクソン
24）のDNAをreal time PCR（qPCR）で増幅しその量比
を検討した．実験は4 回繰り返して行い，その平均と
標準偏差を測定した．
4)ミトコンドリアDNA 枯渇症候群の責任遺伝子解析

（岩佐）
　すでに病因として報告のある8種類の遺伝子（DGUOK, 
MPV17, PEO1, POLG, RRM2B, SUCLA2, SUCLG1, 
TK2）とその関連遺伝子 2 種（POLG2, ANT1），合計 10
種類の遺伝子を，各エクソン毎にPCR 増幅しその塩基
配列を直接決定した．

結　果

1) ミトコンドリア呼吸鎖異常症（MRCD）の診断
　まず細胞・臓器別の解析結果を述べる．線維芽細
胞では解析が終了した67 症例中 23 例，34％がMRCD
と診断でき，各種酵素異常症が幅広く存在していた．
肝臓では解析した31 家系中 34 症例中 21 家系 23 症
例，68％がMRCDと診断できたが，そのうち後に示
すミトコンドリアと核 DNA 量の比較定量（mtDNA/
nDNA）結果からミトコンドリアDNA 枯渇症候群と
診断できた家系が8 家系を占めることが特徴だった．
筋肉では解析した22 症例中 13 例，59％がMRCDと
診断でき，呼吸鎖ⅠとⅣの異常症がそれぞれ4 例ず
つであった．心臓では解析した9 症例中 6 例，67％
がMRCDと診断でき，呼吸鎖Ⅰ異常症が過半数で
あった．

　以上解析症例をまとめると解析した103 家系 106
症例中，51 家系 53 症例（50％）をMRCDと診断した
( 図 1)．単独酵素欠損症としては呼吸鎖Ⅰ欠損症が20
例と最も多く，他に呼吸鎖Ⅲ異常症が4 例，呼吸鎖Ⅳ
異常症を5 例診断できた．さらに呼吸鎖Ⅱの量と活性
のみが残り，Ⅰ, Ⅲ, Ⅳの量と活性の全てが低下した
症例が10 家系 12 症例存在し，ミトコンドリアDNA 枯
渇症候群と考えられた．これらについてはmtDNA/
nDNAを検討した結果，全てがmtDNA 枯渇症候群と
診断できた．症例におけるmtDNA/nDNA の平均値
は0.6 ～ 23.7％と幅があったが，重症例ほどその値が
低い傾向があった．枯渇症候群症例の多くは新生児期
から乳児早期に肝障害で発症する予後不良の症例で
肝移植を受けている症例が半数以上であった．
2) 病因遺伝子の検討（表1）
　遺伝子診断のできた7 家系 8 症例の一覧を表 1に
示す．ミトコンドリア遺伝子異常が4 家系，核遺伝子
異常（いずれも新規変異）が3 家系 4 症例である．ただ
し症例 5についてはまだDGUOKのヘテロ異常が一個
見つかっているだけで現在も解析を継続中である．症

表 1. 遺伝子診断のついた症例の一覧

図 1. ミトコンドリア呼吸鎖異常症（MRCD）の診断結果． 
解 析 し た103家 系106症 例 中，51家 系53症 例（50 ％）を
MRCDと診断した．単独酵素欠損症としては呼吸鎖Ⅰ欠損
症が20例と最も多く，他に呼吸鎖Ⅲ異常症を4例，呼吸鎖
Ⅳ異常症を5例，呼吸鎖Ⅱのみ活性の残るミトコンドリア
DNA枯渇症候群を12例，複数の酵素活性の低下した症例
を12例診断した．
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例 6は両親の各々が一つずつ遺伝子異常を持つことも
確認してあり，発端者に認められたMPV17 遺伝子の
複合ヘテロ変異が病因である可能性は高い．症例 8で
は，POLGの複合ヘテロ変異に加えて，SUCLG1のヘ
テロ変異も発見されたが，未だ両親の解析もできてお
らずこれらの遺伝子異常と病気との因果関係は不明で
ある．

考　察

　BN-PAGE と in vitro 酵素活性測定を用いて，103 家
系 106 症例の候補症例から，51 家系 53 症例（50％）の
ミトコンドリア呼吸鎖異常症例（MRCD）を診断した．
MRCD 中では呼吸鎖Ⅰ異常症が最多であった．病因遺
伝子としてミトコンドリア遺伝子異常を4 例，核遺伝
子異常を3 家系 4 症例に発見した．今後発現マイクロ
アレー， ホモ接合ハプロタイプ法や BN-PAGE でのア
センブリングパターンによるグループ分けを用いて更
なる新規責任遺伝子に迫りたい．mtDNA 枯渇症候群
は複数（特にⅠ＋Ⅲ＋Ⅳ）の呼吸鎖酵素活性が低下した
症例における最大の病因である．侵される臓器・組織
特異性を含めた臨床症状の差異と残されたmtDNAの
質と量を解析しつつ，候補遺伝子を絞り込み分子学的
解析を進める予定である．
　ミトコンドリア遺伝子異常を認めた症例の方が年長
発症の軽症例が多い．今回核遺伝子異常はミトコンド
リアDNA 枯渇症候群に絞って解析を進めたことも年
齢差を説明する理由にはなるが，一般的に核遺伝子異
常によるミトコンドリア病の方が重症で，小児科領域
ではMRCDの大多数が核遺伝子異常に由来すること
は最近の多くの文献でも明らかになってきている．
　臨床的に注目すべきは3 症例において高乳酸血症が
存在していないことである．また症例 2の網膜色素変
性と症例 8の眼振は特徴的である．たとえ高乳酸血症
がなくとも，単一臓器起源としては説明のつかない多
臓器にまたがる症状の存在する時，特に眼科的異常
の併存する時はMRCDの存在も念頭に置かねばなら
ない．
　BN-PAGE はMRCDの迅速で正確な診断にとって必
須であるのみならず，診断後の分子学的解析にも有用
な情報を与えてくれる極めて有力な解析手段であると
考えられた．
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1．はじめに

　1986 年にT. R. Mosmannら 1)が初めてマウスのT 細
胞クローン間のサイトカインの分泌パターンの違い
によってTh1 細胞及びTh2 細胞の二つのヘルパー T 細
胞の亜集団の概念を提起して以来，この二つの亜集
団に関しては精力的な研究が行われてきた．IFN-γ
を主に産生するTh1 細胞は，細胞性免疫を媒介し，自
己免疫疾患，遅延型アレルギーに，一方 IL -4やIL -5, 
IL -13を産生するTh2 細胞は液性免疫を媒介し，即時
型アレルギーに関与すると考えられ，このTh1/Th2の
バランスがお互いに拮抗しあって恒常性が保たれる
という，いわゆるTh1/Th2パラダイムに支配されて
きたが，多くの自己免疫疾患モデルマウスにおいて，
IL -17を産生するTh17 細胞が病態の発症に深く関与
していることが解明され，このTh1/Th2パラダイム
は崩壊しつつある．しかしながら，近年も増加の一途
を辿るアレルギー疾患治療の新たなストラテジーを
探るためには，とりわけTh2の分化を決定づける因子
については追求する必要がある．
　樹状細胞（Dendritic cell; DC）は最も強力な抗原提
示細胞（antigen presenting cell; APC）であり，抗原特
異的な免疫応答の誘導・制御の中心的な存在である．
DCはリンパ器官だけでなく全身に分布しており，非
リンパ系組織に存在する未成熟なDCは抗原捕捉能を
有し，外界からの病原微生物の侵襲を監視する機能
を持つと考えられる．抗原を取り込んだDCは，Toll-
like receptor (TLR) をはじめとするパターン認識受容
体（pattern recognition receptor; PRR）を介した刺激や
ケミカルメディエーター，サイトカイン，ケモカイン
などの周囲の環境に応じて成熟し，所属リンパ器官へ

と移行する．そこでプロセシングした抗原ペプチドを
ナイーブT 細胞に提示し，DC-Tの相互作用により抗
原特異的なヘルパー T 細胞への分化を促し獲得免疫の
成立に大きく寄与する．ヘルパー T 細胞への分化には
T 細胞受容体（TCR）とCD28を介したシグナルが必要
であるが，DC-T 細胞の相互作用時にDC 側から産生さ
れる何らかの因子が，T 細胞の分化方向をTh1もしく
はTh2に偏向させると考えられている．
　グラム陰性菌のリポ多糖，微生物DNA (CpG DNA)，
リポタンパク質，ウィルス由来の二本鎖 RNAなど多
くの病原体の構成成分は，これらを特異的に認識する
TLRを介しMyD88 依存性シグナルによってDCの機
能を偏向し，主にIL -12の産生を増強することにより，
抗原非特異的にTh1反応を惹起，増強する2, 3)．つまり，
DCが産生するIL -12はTh1 偏向因子であることが，こ
れまでの in vitro，in vivoの数多くの検討から明らかと
なっている．
　一方，thymic stromal lymphopoietin (TSLP) や
prostagrandin E2 (PGE2) やヒスタミンなどはDCに作
用してTh2 反応を惹起することが知られる．これらに
よるDCの変化としてはCD86の発現の上昇 4, 5)，IL -12
の産生抑制 6, 7)，NotchリガンドであるDelta 1の発現上
昇 8)などが報告されてきたが，このような変化がTh2
分化偏向を誘導するという決定的な証拠に乏しく，そ
の詳細なメカニズムは不明であった．つまり，Th2 偏
向因子は未発見であり，DC 自体が積極的にTh2 分化
に寄与するかどうかも不明であった．
　今回我々は，これまで「神経伝達物質」として知ら
れてきたドパミンがDCにおいても産生され，DCとナ
イーブT 細胞の相互作用時にTh2 分化偏向因子として
機能することを発見し，マウスにおいて，ドパミンD1
様受容体の阻害が多発性硬化症のモデルである実験的
自己免疫性脳脊髄炎の発症抑制・治療に有用であるこ
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とを実証した．
Th 1 / Th 2 アジュバントのスクリーニング
　アジュバントの多くはDCに直接作用し，その性質
を抗原非特異的に変化させることによってTh1/Th2
分化に深く関与する．それに対応した用語として
Th1/Th2アジュバントも用いられる．これまで我々
はDCを介したTh1/Th2アジュバント探索のために，
アジュバントで刺激したヒト単球由来 DC (Mo-DC)と
ナイーブCD4T 細胞 (CD45RA 陽性 CD4T 細胞 ) の共培
養によりアロMLRを誘導し，活性化したT 細胞が産
生するTh1/Th2サイトカインのバランスをみる評価
系 9)（図 1A）での解析を行ってきた．今回はこの系を
用いて，すでに上市され一般に処方される無数の薬剤
のTh1/Th2アジュバント活性の有無をスクリーニン
グした．薬剤の作用機序をもとにして，Th1/Th2 分化
偏向のためのDC 側の変化を集約することが主目的で
あった．
　このスクリーニングにより，抗精神病薬の中で，ド
パミンD2 様受容体阻害薬であるスルピリド，ネモナ
プリドなどがPGE2と同程度に高いIL -5/IFN-γ比を
呈し，Th2アジュバント活性を有することが判明した

（図 1B）．逆にパーキンソン病薬として使用される非
麦角系ドパミンD2 様受容体作動薬であるレキップや
ビ・シフロールでMo-DCを処理した場合，LPSと同
程度にIL-5/IFN-γ比が低下した（図 1C）．これらの結
果から，DCに発現するドパミン受容体からのシグナ
ルがもたらすDCの性質の変化がTh1/Th2 分化偏向に
強く関与していることが示唆された．
DCにおけるドパミン受容体の発現とドパミン合成系
の存在
　ドパミン受容体は少なくとも5つの遺伝子から作ら
れるサブタイプ（D1 ～ D5）を持つ 10)．それぞれのサブ
タイプはいずれも7 回膜貫通型（GTP 結合蛋白連関型）
であり，薬理学的にD1様受容体（D1, D5）とD2様受容
体 (D2, D3, D4)とに大別される．これらの大きな違い
はD1 様受容体が細胞内アデニルシクラーゼ (Adenyl 
cyclase; AC) の活性化によりcAMPを上昇させる作用
を持つGαs サブユニットと共役するのに対し，D2 様
受容体は細胞内 AC 活性の抑制によりcAMPを低下さ
せる作用を持つGαi サブユニットと共役することに
ある10)．
　単球由来 DCのドパミン受容体発現パターンをフ
ローサイトメーターで解析したところ，D1 様受容体，
D2 様受容体ともに全てのサブタイプの発現が認めら
れた 9)（表 1）．そこで単球由来 DCをD2 様受容体阻害
剤 (L -750667)，D1 様受容体阻害剤 (SCH-23390) で処
理すると，アロMLR 実験系でそれぞれ強力なTh2ア
ジュバント，Th1アジュバントとなることが判明した．
　ドパミン産生細胞に発現するドパミン受容体はその
細胞内のドパミン合成量を調整するために存在する

A. アロMLRによるTh1/Th2分化の評価系．

C. ドパミンD2様受容体作動薬によるTh1シフト．

B. ドパミンD2様受容体阻害薬によるTh2シフト．

図 1. 
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ものと考えられる．ドパミンは，チロシンからDOPA
を経て合成され，小胞内に貯留され，脱顆粒刺激を受
けた際に開口分泌によって細胞外に放出される．この
ドパミン合成過程では，チロシン水酸化酵素 (tyrosine 
hydroxylase; TH) が律速酵素となるが，このTH 活性
は細胞内 cAMPの上昇によって亢進することが知ら
れる11)．発現するD2 様受容体は自己受容体として機能
しcAMP 低下シグナルを転送することでドパミン産生
にネガティブフィードバックをかける12)．
　これまでDCにおけるドパミン合成・貯留につい
ては知られていなかったが，我々はDCもドパミンを
貯留すること，さらにDC 内ドパミンは小胞内に局在
することを免疫電顕で明らかにした．さらに，この
DC 内のドパミン量は，TH 阻害薬であるα-methyl -
p -tyrosine (AMPT)で処理した際には減少し，DCに
おいてもドパミン合成系が存在することが明らかと
なった．また，DCにドパミンを添加するとDCの細胞
内 cAMP 濃度は低下し，これはD2 様受容体阻害剤で
あるL -750667による前処理で阻害された．この結果は
DCに発現するD2 様受容体が自己受容体として機能し
ている可能性を示唆した．実際に，D2 様受容体阻害
剤であるスルピリドやL -750667で処理したDCではド
パミン貯留が増加した．D2様受容体阻害剤はドパミン
合成抑制シグナルを阻害することでDC 内のドパミン
合成を増加させることが示唆された（図 2）．なお，
cAMP 上昇薬剤であるフォルスコリンやPGE2なども
DC 内ドパミン貯留を著明に増加させることが判明
した．これらの現象はマウスの骨髄由来 DCにおいて
も観察された．
ドパミン刺激によるCD 4 陽性 T 細胞の反応
　CD4 陽性 T 細胞のドパミン受容体の発現状態やドパ
ミンに対する反応も，ナイーブT 細胞，メモリー T 細
胞それぞれで検討した．興味深いことにメモリー T 細
胞ではD1 〜 D5まで全てのドパミン受容体サブタイプ
の発現が認められたが，ナイーブT細胞ではD1様受容
体は強く発現するものの，D2 様受容体の発現はごく
低レベルであった9)（表 1）．ドパミンの添加により，ナ
イーブT 細胞では細胞内 cAMP 濃度が上昇したのに対
し，メモリー T 細胞ではcAMP 濃度が低下した．この
結果はナイーブT 細胞ではD1 様受容体を介して，メ
モリー T 細胞ではD2 様受容体を介してドパミンが作
用することを示唆した．
　ナイーブT 細胞に抗 CD3＋CD28 抗体刺激を加える
際にフォルスコリンなどの細胞内 cAMP 上昇薬剤を
同時添加すると IL -5などTh2サイトカインの産生が亢
進することが知られるが 13-15)，ドパミンも同様に添加
した場合は濃度依存性にIL -5 産生を増強し，Th2 反応
を惹起することが示唆された．
DC-T 細胞の相互作用におけるドパミンの役割
　ドパミン神経シナプスにおいて，ドパミンはシナ

プス前ニューロンで合成・貯留・放出の過程を経て，
“ 神経伝達物質 ”としてシナプス後ニューロンに発現
するドパミン受容体を介して情報を伝達しシナプス
後ニューロンに作用を及ぼす．DC-T 細胞の相互作用
も“ 免疫シナプス”として喩えられるが，我々はDC-ナ
イーブT 細胞の相互作用の際には，DCがシナプス前
ニューロン，ナイーブT 細胞がシナプス後ニューロン
に相当する形でシナプスを構成し，ドパミンが“ 免疫
伝達物質 ”として機能し，Th2 偏向因子として作用し
ているのではないかと考えた．
　実際に単球由来 DCに抗原をパルスし，同一人由来
T 細胞クローンと反応させると，DCからT 細胞に向
けた脱顆粒が観察され，反応後のDC 内のドパミンは
減少した．この結果は，抗原提示の際にT 細胞からDC
への刺激によりドパミンがT 細胞に向けて放出される
ことを示唆した．さらに，AMPTでドパミン合成を減
らしたDC，コルヒチンで脱顆粒を阻害したDCなどを
用いたアロMLR 実験系では，おもに IL -5 産生の低下
によりTh1 分化偏向を来したことから，DC-ナイーブ
T 細胞の相互作用でDCから放出されるドパミンはTh2
偏向因子として作用することが実証された（図3）．
EAEモデルマウスにおけるドパミン受容体阻害剤に
よる免疫修飾
　多発性硬化症 (Multiple sclerosis; MS)のモデルとして
実験的自己免疫性脳脊髄炎 (Experimental autoimmune 
encephalomyelitis; EAE) が使われてきたが，これらを
誘発するT 細胞は，最近ではTh17やTh2に原因を求

表 1.  各細胞表面に発現するドパミン受容体サブタイプ

図 2.  樹状細胞におけるドパミン合成・貯留．
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める動きが出てきたものの16-18)，古典的には自己抗原
特異的なTh1細胞であると考えられ，Th2シフトによる
病態改善の試みがこれまでも行われてきた．
　我々はこの従来的見地から，Th2アジュバントで
あったL -750667 (D2 様受容体阻害剤 ) などのEAEへの
病態抑制効果を期待し，SJL/JマウスにPLP139-151と完
全フロイントアジュバントで免疫し，L -750667の内
服投与を行った．しかし，期待に反してL -750667 投与
群はすべて発症後致死的な経過をたどった ( 図 4A)．
脾細胞を分離し，PLP 再刺激の上で行ったサイトカ
イン測定（IFN-γ，IL -4）では，L -750667 投与群は in 
vitroと同様にTh2 優位にシフトしており 9)，L -750667
投与によるTh2シフトがEAEの病態の悪化をもた
らしていることが示唆された．骨髄細胞由来 DCに
L -750667 処 理 を 加 え，PLP139 -151を パ ル ス 後 にSJL/J
マウスに細胞を移入した場合も同様の結果を認め 9)，
L -750667は直接的にDCに作用してEAEの悪化をもた
らすことが示唆された．
　 一 方，D1 様 受 容 体 阻 害 薬 で あ るSCH-23390は in 
vitroではTh1アジュバントであったにもかかわら
ず，EAEの臨床症状に対して強い抑制効果を認めた 
( 図 4A)．同様に分離脾細胞のPLP 再刺激後のサイトカ
イン測定では，in vitroと同様にTh1 優位のシフトを
認めた ( 図 4B)9)．さらに，SCH-23390の効果は発症抑
制にとどまらず，一旦発症したEAEの臨床症状も劇的
に改善した( 図 4C)9)．他のD1 様受容体阻害薬 (LE300
等 )を用いても同様の結果であった．一連の in vivo 実
験は，最近の多くの報告と同様に，Th2シフトがEAE
の病態の悪化につながること，IFN-γはEAEに防御
的に作用しているであろうことを示唆した．なお，
同時にIL -17も測定したが，病態が悪化した群では
IL -17＞ IFN-γ，病態が改善した群ではIL -17＜ IFN-γ
という結果となり ( 図 4D)9)，IL -17がEAE 病態の悪化
をもたらすとする最近の知見 16, 17)を支持する結果で
あった．また，非麦角系ドパミンD2 様受容体作動薬
であるレキップやビ・シフロールなどのD2 様受容体
作動薬を用いて，発症後のEAEマウスにおける臨床

効果を検証したところ，一旦は臨床症状を改善させた
ものの，発症後 1 ヶ月程度から効果は減弱した．この
エスケープ現象はドパミンD2 様受容体のhomologous 
down-regulationの誘導などが原因として考えられた．

図 3.  DC-T細胞 相互作用におけるドパミンのTh2偏向機序． 図 4.  EAEマウスにおけるドパミン受容体阻害薬の効果．



中 野 　和 久 ， 他 37ドパミンを介した免疫制御機構の解析

おわりに

　情動やストレスが免疫系に強く影響すること，つま
り免疫系は交感神経系の活動により大きく左右される
ことを我々は経験的に知っている．中枢性ドパミン神
経系の低もしくは過剰活動を伴うパーキンソン病や統
合失調症などの重要な精神神経疾患が多くの場合免疫
異常を伴うこと 19, 20)，ドパミンD2 様受容体の過剰活
動が大きな原因とされる統合失調症患者では，一般人
口と比べて様々な種類の癌の発生率が低いこと 21)，等
の報告もあり，これまでも各々の領域からのアプロー
チで「神経−免疫−内分泌」連関が検討されてきた．
　近年，リンパ球の細胞表面にもドパミンを含むカテ
コラミン，セロトニン，アセチルコリンなどの神経伝
達物質の受容体が発現していることが明らかとなり，
さらに，リンパ球は神経伝達物質を自ら合成・放出
しうることが判明し，神経伝達物質はパラクライン，
オートクラインにリンパ球に作用し，免疫修飾作用を
有することが明らかとなってきた22)．
　しかしながら，これまでドパミンと免疫系の関係の
検討においては，ほとんどがリンパ節に分布した神経
終末からドパミンが分泌されるという前提に基づい
ていたため，多様な自己免疫疾患やアレルギー疾患と
ドパミンの関連は想定不能であった．自然免疫の最前
線に分布し獲得免疫との橋渡しをするDCがドパミン
分泌能を有し，ナイーブCD4 T 細胞との相互作用時
に放出されるドパミン量がTh1/Th2 分化方向を決定
する重要な因子であることを明らかにした今回の検討
は，従来 Th1/Th2 分化偏向に起因するとされていた
各種の疾患の病態の見直しにつながるとともに，新た
な治療法の開発につながるものと思われる．
　また，EAEモデルマウスでの検討で高い臨床効果
が明らかとなったドパミン受容体阻害薬に関しては，
他の自己免疫疾患や喘息・アトピー性皮膚炎等のアレ
ルギー性疾患のモデル動物における効果を検討中で
ある．ヒトとマウスでの違いなど乗り越えるべき課題
は存在するが，近い将来，このドパミンによる免疫調
節機構をもとにした創薬が，種々の疾患へ臨床応用さ
れることを期待したい．
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1．緒　言

　運動療法は単に運動機能の回復だけではなく免疫機
能，内分泌，自律神経機能などの回復にも有用である
という理念のもとに，私達は平成 12, 13 年度に受けた
文科省科学研究費補助金により，運動療法や物理療法
が各種生体機能や生活習慣病に及ぼす影響を研究，報
告してきた．動脈硬化の進展には内皮細胞への慢性炎
症刺激や血小板活性化の他に単球やリンパ球の活性化
が深く関与しており，運動療法が免疫機能の亢進，単
球・リンパ球活性化の阻止，慢性炎症の抑制などを介
して動脈硬化の進展を阻止し脳卒中を予防できる可
能性もあると考えられる．さらに私達は平成 16, 17 年
度に受けた文科省科学研究費補助金により，運動療法
が血小板活性化，血管内皮機能，免疫機能に与える影
響を解析し運動療法の有用性を発表してきた．本研究
では，平成 18 年度学内グラントの助成により，動脈硬
化発生の大きな原因となっている血小板活性化，単球
活性化，内皮機能障害と運動療法との関連を，日本人
に多い脳卒中を中心に解析した．

2．対象と方法

　初回発症の脳卒中（脳梗塞，脳出血）で，リハビリ
テーション科に入院して理学療法および作業療法を施
行した症例を対象とした．経過中に再発した症例，重
度の意識障害（Japan Coma Scale 10 以上）を起こした
症例，重症合併症を起こした症例，心原性塞栓症例
は本研究から除外した．リハビリテーション科転科
時（発症から3-4 週）と退院時（発症から8-10 週）の2
時点で，機能的自立度評価（Functional Independence 
Measur e ,  FIM）を判定し，血小板活性化の指標

（β- thromboglobulin,βTG, platelet factor 4, PF4），血
管内皮障害の指標（endothelin, EC, thrombomodulin, 
TM, von Willebrand Factor, vWF），凝固線溶系の指標

（D-dimer, DD, thrombin antithrombin complex, TAT, 
α2 plasmin inhibitor plasmin complex, PIC, tissue 

plasminogen activator, tPA, plasminogen activator 
inhibitor-1, PAI-1），接着分子（endothelial adhesion 
molecule, ELAM, vascular cell adhesion molecule, 
VCAM, intracellular adhesion molecule, ICAM, neural 
cell adhesion molecule, NCAM），成長因子（vascular- 
endothelial growth factor, VEGF, macrophage colony 
stimulating factor, M- CSF, granulocyte macrophage 
colony stimulating factor, GM-CSF），サイトカイン

（tumor necrosis factor-α, TNFα, interleukin-1β, 
IL-1β, interleukin-6, IL-6）を測定した．
　運動療法は，理学療法士および作業療法士によ
り，病状に応じて1 日 20-60 分間，週 5 回施行された．
内容は，筋力，関節可動域，基本動作，日常生活動作，
ストレングスエルゴ，屋外歩行，坂道歩行の練習で
ある．さらに，日常生活動作練習は，看護師により病
状に応じて1日20-40分間，週5回施行された．
　機能的自立度評価FIMとは食事，移乗，整容，清潔，
歩行，階段，トイレ動作などの日常生活動作の各項
目を全介助～自立に応じてスコア化して合計した評
価である．上記の運動項目（motor FIM，満点は91 点）
の他に，社会的交流，問題解決，記憶などの認知項目

（cognitive FIM，満点は35 点）も評価した．FIMは転
科時から退院時まで，毎週 1 回評価した．FIMの改善
度，すなわち転科時のFIMと退院時のFIMとの差を
FIM利得（FIM gain, ΔFIM）で示した．
　対照疾患として，脳血管疾患以外（頭部外傷，正常
圧水頭症，脊柱管狭窄症）により麻痺をきたしリハビ
リテーションを施行した症例について，同様の評価と
測定を行った．
1)	 約 1 月間の運動療法により上記の指標の変化を解

析した．
2)	 各指標について，平均値より高い値の群（高値群）

と低い値の群（低値群）とに層別化し，機能的自立
度を比較した．

　2 群間の有意差検定はWilcoxon rank sum test また
は Student - t test を用いて行い，p ＜ 0.05をもって有意
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差ありと判定した．
　本研究は埼玉医科大学病院 IRB (Institutional Review 
Board)により承認され，対象者全員から informed 
consent を得て施行した．

3．結　果

　対象症例は17 例（脳梗塞 12 例，脳出血 5 例）．年齢は
62.7±13.0 歳．対照症例は5 例（頭部外傷 2 例，正常圧
水頭症 2 例，脊柱管狭窄症 1 例；年齢 52.2±20.0 歳）．
一部の検査項目（ELAM, VEGF, VCAM, NCAM, tPA, 
PAI-1, TNFα, VEGF, M-CSF, GM-CSF, IL-1β, IL-6）に
ついては10 例（脳梗塞 7 例，脳出血 3 例，年齢 67.5±
12.60歳）のみ測定した．
　約1月間の運動療法により，FIMは運動項目(mFIM)，
認知項目 (cFIM)とも増加したが，脳卒中群と対照群
とで差はなかった（図 1）．脳卒中群と対照群とにおい
ては運動療法の効果には差がみられなかった．
　1) 運動療法による各指標の変動を解析した．運動
療法により脳卒中群ではβTG, PF4, TAT, PIC, DD, 
EC, ELAM, VEGFが有意に低下した（図 2, 3）．TM, 
vWF, VCAM, NCAM, ELAM, tPA, PAI-1, TNFα, VEGF, 
M-CSF, GM-CSF, IL-1β, IL-6 は 有 意 な 変 化 は み ら
れなかった（データ表示なし）．脳卒中群では，TAT 
3.16±1.08, vWF 181±68, βTG 104±62, PF4 42.5±
33.3, TAT 9.71±15.9, PIC 1.78±2.47, DD 1.72±3.68 で
あり，対照群よりも高い値を示した．
　2) 各指標を，上記の平均値より高い値の群（高値群）
と低い値の群（低値群）とに層別化して運動機能の予
後を比較した．TAT, PIC, DD については高値群で運
動項目 FIMが入院時，転科時ともに有意に高かった

（図 4）．機能的自立度の改善度（転科時と退院時との
差 , ΔFIM）は有意な変化はみられなかった（データ表
示なし）．

図 1.  運動療法による脳卒中の機能的自立度FIMの改善．

図 2.  運動療法と血小板，凝固線溶系の指標．

図 3.  運動療法と線溶，内皮，接着分子の指標．

図 4.  凝固線溶系の指標と機能予後．
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4．考　察

　脳卒中は動脈硬化に起因する．動脈硬化は単球が泡
沫細胞となり形成される．動脈硬化巣に血小板が粘
着・凝集し，さらに凝固・線溶反応が加わり血栓症が
発生する．単球，血小板の集積には接着分子が関与し，
線溶物質産生には血管内皮細胞が関与する．従って脳
卒中の機能的予後は，これらの単球，血小板，血管内
皮，接着分子，凝固・線溶系の指標と関連している
可能性がある．本研究では，運動療法によるこれら
指標の変動を解析し，運動療法の有用性を評価した．
さらに二次予防に有用な運動療法プログラムを開発
したい．また，各指標により脳卒中の機能的予後の予
測も試みた．
　本研究は，運動療法によりβTG, PF4, DD, ELAM が
有意に低下し，TAT, PIC, VEGFが低下する傾向がある
ことを示した．また，TAT, PIC, DDの低い症例では運
動機能の予後が良いことが判明した．脳卒中において
増加している血小板，血管内皮，接着分子，凝固・線
溶系の指標は，運動療法により低下していく．運動療
法の継続が脳卒中の二次予防に寄与する可能性が示
唆された．動脈硬化の端緒である単球に関する指標は
運動療法や機能的予後と関連がなかった．泡沫細胞発
生から血小板凝集までの過程に関与する接着分子や血
管内皮機能は運動療法や機能的予後と一定の関連がみ
られた．血栓症の最終的な引き金である血小板の指標
は運動療法や機能的予後と深い関連をもっていた．単
球遊走～動脈硬化～血栓症の過程で上流よりも下流
に位置する指標が機能的予後と関連深い，つまり血管
イベントの最終的原因が予後予測に有用であることが
示唆された．
　脳卒中におけるリハビリテーションの有用性が確立
された現在，脳卒中で運動療法を施行しない対照群を
設定することは倫理上不可能であるので，非動脈硬化
性の中枢神経疾患を対照とした．このため脳卒中の急
性期炎症反応が，単球，血小板，接着分子，血管内皮，
凝固線溶の指標に及ぼす影響を排除して分析すること

は困難であった．
　本研究をさらに発展させ，運動療法の時間，強度，
モダリティーを変えていき，どのような運動療法のプ
ログラムが脳卒中の二次予防に有用であるかを解析し
ていきたい．本研究では，日本人に多い脳卒中を対照
としたが，虚血性心疾患，糖尿病，高脂血症などの疾
患についても研究していきたい．

謝　辞

　本研究は平成18年度学内グラントにより行われた．

研究成果

学会報告
1)	 倉林均，間嶋満，田村遵一，久保田一雄：脳梗塞発

症前における血小板活性化の検討．
	 第48回日本老年医学会学術集会，2006年6月，金沢．
2)	 倉林均，菱沼亜紀子，牧田茂，間嶋満：脳卒中の

リハビリテーションにおける血管内皮機能と血小
板活性化の解析． 

	 第 44 回日本リハビリテーション医学会学術集会，
2007年6月，神戸．

3)	 倉林均，間嶋満：脳卒中高齢者のリハビリテー
ションによる機能的自立度FIMの改善．

	 第49回日本老年医学会学術集会，2007年6月，札幌．
4)	 倉林均，間嶋満：加齢と血小板の超微細形態．　

第49回日本老年医学会学術集会，2007年6月，札幌．
5)	 倉林均：運動療法が脳梗塞の血管内皮機能，接着

分子，血小板活性化に及ぼす影響．
	 第 30 回日本血栓止血学会学術集会，2007 年 11 月，

志摩．
6)	 倉林均，菱沼亜紀子，内田龍制，牧田茂，間嶋満：

血管内皮，血小板，凝固線溶系の指標による脳卒
中の機能的予後の予測．

	 第105回日本内科学会講演会，2008年4月，東京．
7)	 倉林均，間嶋満：単球，CRP，DD，ELAMと脳卒

中の機能的予後との関連．
	 第50回日本老年医学会学術集会，2008年6月，千葉．

© 2008 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/



42 埼玉医科大学雑誌　第 35 巻　第 1 号　平成 20 年 12 月

学内グラント  終了時報告書

1）埼玉医科大学   眼科学
2）埼玉医科大学   ゲノム医学研究センター　TR 部門
3）埼玉医科大学   ゲノム医学研究センター　遺伝子情報制御部門

網羅的遺伝子多型解析とゲノム情報に基づく加齢黄斑変性原因遺伝子の解明と機能解析

はじめに

　加齢黄斑変性（AMD）は，欧米において失明原因の
第一位である加齢に伴う眼科疾患であり，本邦におい
ても罹患者数が急激に増加しており，高齢化社会にお
ける社会問題になりつつある．眼球をカメラに例える
ならば，AMDとは高感度フィルムにあたる網膜中心
部の黄斑部と暗箱にあたる脈絡膜の組織間において，
老廃物の沈着（ドルーゼン形成）とその処理に伴い生
じる免疫炎症反応により惹起するものと考えられる．
さらに病状が進行すると，黄斑部に脈絡膜新生血管が
発生し，網膜・脈絡膜間のバリア機構が破壊されるこ
とによって黄斑部機能は著しく低下し，急激な視力低
下に至る．AMDの発症には，先進国における生活環
境による影響も考えられるとともに，いくつかの遺伝
的素因が複合的に関与していると考えられてきた．
　疾患原因遺伝子の探求を行うにあたり，ヒトゲノム
解読が終了した昨今において，ゲノム情報の蓄積に
伴い，一塩基遺伝子多型（SNP）を用いたDNAアレイ
によるゲノムワイドな網羅的遺伝子多型解析が可能に
なってきた．また，人種別のSNP 解析情報を元に進行
しつつある国際的ハプロタイプヒトゲノムマップ計画

（HapMapプロジェクト）により，特定のSNPおよび近
傍のSNPにおける頻度の推定や，遺伝において同じ挙
動を示すことが予想される遺伝子領域（ハプロタイプ
ブロック）の情報取得が公開データベースにより可能
となってきている．このような状況下において，2005
年米国の複数の研究グループより，補体活性化第二経
路の制御因子の1つである1 番染色体上の補体 H 因子
(CFH)について，アミノ酸置換を行うSNP (Y402H)と

白人におけるAMDの発症が強く相関することが発表
された 1-4)．そのうちの1 報 1)は，10 万個サイズのDNA
アレイ(100 Kアレイ)を用いた解析とHapMapデータ
の利用により，CFHの遺伝子多型との相関を特定した
ものである．CFHはAMDにおいてドルーゼン形成に
かかわる蛋白であることも免疫組織化学的に明らかに
なったが，そのY402H 多型はCFHがヘパリンやC 反応
性蛋白と結合する領域に存在することから，発症群に
おいて多いCアレルでは，補体系抑制機能が低下する
ことが予想された．また，第二のAMD 関連遺伝子座
として，10 番染色体長腕（10q26）領域が報告されて
きたが5, 6)，最近その近傍に位置するセリンプロテアー
ゼ遺伝子の1つ（HTRA1）7, 8)もしくはミトコンドリア
に発現する遺伝子 ARMS2 9) が原因遺伝子として注目
されている．
　白人におけるAMD 関連遺伝子解析の結果に追従
するように，黄色人種におけるAMD 遺伝子解析に
おいても，CFH 多型や10q26 領域の多型とAMDの相
関性についても報告されているが，一方では日本人に
おけるAMDは白人のAMDとは異なる病型をとること
が知られてきた．白人ではドルーゼン形成が主体で脈
絡膜新生血管がないdry AMDと呼ばれる病型が主流
であるのに対して，日本人では脈絡膜新生血管を伴う
滲出性のwet AMDの病型と，特に男性に多く白人種に
は稀なポリープ状脈絡膜血管症（PCV）という病型の2
つが主流である．従って，日本人においては，白人種
と同じ遺伝子変異がAMDに発症に寄与している可能
性がある一方で，白人とは異なる遺伝子の関与により
異なる病態の修飾を生じ，表現型に大きな差が生じ
ている可能性が考えられる．日本人に重要なAMD 原
因遺伝子を同定することにより，AMDの人種間差を
もたらす因子とその病態への作用が明らかになり，さ
らに日本人に対して特に効果的であるAMDの分子標
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的治療が可能になると考えられる．
　このような背景のもと，本研究は，埼玉医科大学病
院眼科受診したAMD 罹患者および非罹患者における
遺伝子多型解析を行い，ゲノムデータベース情報を活
用して日本人のAMD 発症に関連する遺伝子の探索を
行った．

研究方法

　本研究は，埼玉医科大学倫理委員会の承認の下，文
書によるインフォームドコンセントが得られた埼玉医
科大学病院眼科受診者を対象として末梢血サンプルを
提供いただき，ゲノムDNAを精製して解析に用いた．
AMDの病態としては，滲出型 AMD，ポリープ状脈絡
膜血管症 (PCV)，萎縮型 AMDの3 型に分類した．コン
トロール群としたAMD 非罹患者は，AMDの他，他の
網膜・脈絡膜疾患を有さない，罹患群とマッチする年
齢層の人を対象とした．個人を特定する情報は埼玉医
科大学病院眼科において管理し，ゲノム医学研究セン
ターにおいてはサンプルと個人情報を切り離して解析
を行った．本研究開始時において，解析可能な対象数
はAMD 罹患群 189 例，コントロール群 135 例であり，
そのうちの男性比率は，罹患群 76.2％，コントロール
群 51.9％，年齢は，罹患群 71.2±8.5（平均値±SD）歳，
コントロール群68.1±9.7歳であった．
　SNP 解析は，塩基の違いにより発色する蛍光色素が
異なるようにデザインされたプローブによるPCR 解
析，TaqMan SNPジェノタイピングアッセイ（Applied 
Biosystems社）を用いて行った．

研究結果と考察

　本研究において，10q26 領域のHTRA1 遺伝子プロ
モーター多型が日本人 AMD 罹患性と特異的に関連
することを明らかにした [ 研究成果参照 ]．この結果
は，2006 年末に米国より発表された白人種および米
国在住中国人におけるHTRA1 遺伝子プロモーター多
型のAMD 関連性を初めて日本人においても確認する
ものであり，本研究結果は，米国国立バイオテクノ
ロジー情報センター提供のヒト遺伝病データベース

（OMIN）にも収録され，インターネット上に公開さ
れた．転写因子の結合部位に関連するHTRA1 遺伝子
プロモーター多型については，HTRA1の発現量をコン
トロールする可能性が米国の研究グループにより報告
されている 7)．HTRA1の発現量と疾患の関連性につい
ては，変形性関節症の軟骨におけるmRNAの高発現が
報告されており，HTRA1と炎症との関連性が考えら
れている 10)．また，HTRA1はインスリン様成長因子 11)

やTGF-β系因子 12, 13)へ直接作用することも推測され
ており，細胞増殖や腫瘍増殖をコントロールする可能
性も考えられている．
　他方，10q26 領域においては，HTRA1 遺伝子上流

にLOC387715/ARMS2 遺伝子が存在すると考えられて
おり，最近，この遺伝子がミトコンドリアに発現する
可能性が報告された 9)．LOC387715/ARMS2 遺伝子の
nonsynonymus SNPであるA69S 多型は，10q26 領域に
おけるAMD 感受性のマーカーとして，早くから報告
されてきたものである．ARMS2 遺伝子のミトコンド
リアにおける機能は明らかではないが，老廃物が細胞
内で処理・消化されるにあたっては，ミトコンドリア
のエネルギー代謝にも依存することから，この遺伝子
の多型がAMDの発症で重要である可能性も考えられ
ている．
　さらに，候補遺伝子アプローチとして，補体系遺伝
子のAMD 罹患関連性について検討を行った．C 型肝
炎における肝線維化の関連遺伝子として報告がある
C5について14)，肝線維化に重要と考えられる多型とし
て，エクソン19のnonsynonymus SNPであるrs17611，
イントロン27にあるSNP rs1035029，およびイント
ロン39にあるSNP rs2300929の解析を行ったところ，
アレル頻度とAMD 罹患との関連性は，カイ二乗検定
においてそれぞれP ＝ 0.22，P ＝ 0.26，P ＝ 0.84であ
り，今回の集団においてはいずれも有意差は得られな
かった．補体系とAMD 罹患関連性については，1q32
領域のCFH 遺伝子とその周辺に位置するCFH 関連遺
伝子群 15, 16)の他，CFHと同様に補体活性化第二経路に
おける制御因子のB 因子 (BF) 遺伝子および近接する
C2 遺伝子 17, 18)，C3 遺伝子 19, 20)などについて報告が
ある．C5については，AMD 患者に発生する網脈絡膜
ドルーゼンの免疫染色において，C3とともに発現が
認められており，また実験的に活性型 C5であるC5aの
受容体遺伝子をノックアウトしたマウス(C5aR-/-マウ
ス)の眼底にレーザー傷害を与えた場合，血管新生因
子のVEGFの発現が低下し，脈絡膜新生血管の発症が
抑えられることが示されている 21)．現在までの検討で
は，C5 遺伝子多型とAMD 罹患の関連性については明
らかではないが，さらに詳細なC5 遺伝子周辺 SNP 多
型の検討を行い，またC3 遺伝子多型，C3aとC5aの受
容体遺伝子多型の検討を行うことは，AMD 発症にお
ける種々の補体系遺伝子の意義付けを明らかにできる
ものとして重要と考えられる．

おわりに

　AMD 疾患感受性遺伝子としては，現在のところ
CFHとHTRA1またはARMS2が重要であることが報告
されてきたが，未だ日本人にwet AMDならびにPCV
の病型が多い理由については明らかになっていない．
AMDの治療法については，新生血管退縮を目的と
した光線力学的療法，血管新生抑制のための抗 VEGF
抗体（アバスチンなど）眼内注入，炎症抑制のためのス
テロイド剤（トリアムシノロンなど）の局所投与など
の併用により，一時代昔に比較して格段に進歩したと
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言えるが，費用の面で医療費負担は少なくない．また，
病期進行後の治療では視力の回復が図れない場合もあ
り，高齢者のQOLを維持するためには，最も早期発見
早期治療が必要な疾患の一つと考えられる．本研究に
より，日本人におけるAMD 易罹患性の遺伝子多型が
明らかになれば，高齢者の健康維持を行える面におい
ても，医療費増大を抑制できる面においても，重要な
意義があると考えられる．本研究を発展させ，既知の
疾患感受性遺伝子を含め複数の遺伝子多型を組み合
わせることにより，AMD 発症を性格に予測するシス
テムを構築し，さらに将来的には疾患感受性遺伝子を
ターゲットとした比較的安価で効果的な新しい治療・
薬剤の開発への応用を目指したい．
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＊ 埼玉医科大学   総合医療センター　肝胆膵外科・小児外科

吊り上げ・ミニラパ法による小児低侵襲手術法の開発

緒　言

　1990 年代から急速に普及してきた腹腔鏡下手術は，
患者の負担軽減に大きく寄与する低侵襲手術として，
現在さまざまな外科領域で利用されている．成人に比
べ侵襲に弱い小児においては，低侵襲の腹腔鏡下手術
の有用性は特に高いと思われる．しかし，小児の場合，
腹腔鏡下手術で行われている炭酸ガスによる気腹は，
呼吸や循環に悪影響を与えるのではないかという点が
懸念される．また，小児外科領域では，成人の胆石症
のように腹腔鏡下手術の適応となる日常疾患がないた
めに，小児外科医が腹腔鏡下手術に習熟するのには
長い年月を必要とするという欠点も指摘されている．
　当科では，気腹をまったく必要としない真の低侵襲
手術法として，腹壁の小切開創を水平方向，あるいは
斜め方向に自在に牽引して手術を行う吊り上げミニラ
パ法（スライディング・ウィンドウ法）を，成人を対
象として開発して，すでに臨床で実践してきた．この
吊り上げ・ミニラパ法は，小切開手術でありながら，
気腹を行わずに，開腹手術と同じ感覚で手術を施行で
き，必要な場合には腹腔鏡も使用できるという利点を
持っている．
　本研究は，成人を対象として長期間取り組んできた
吊り上げ・ミニラパ法の機械器具類を小型化して小児
外科に適応し，成人以上にその必要性の認められる分
野への応用を図るものである．

材料と方法	

1) 腹壁の牽引器具・トロカール・鉗子類の開発： 成
人の吊り上げ・ミニラパ手術用に開発した腹壁の牽引
器具，トロカール及び鉗子類を，小児の体型に合わせ
て，長さの短縮や細径化によって小型化する．
2) 臨床応用：当科における小児外科手術を吊り上げ・
ミニラパ法によって行う．対象とする症例は，開腹手
術が必要で，腹膜炎などの重篤な感染症を伴わない小

児外科疾患として，手術前に患者の両親から吊り上
げ・ミニラパ法に関して同意の得られたものとする．

結　果

1) 腹壁の牽引器具・トロカール・鉗子類の開発：腹
壁の牽引器具に関しては，成人の吊り上げ・ミニラ
パ手術用に開発したベーブ吊り上げ鉤を小型化した

（図 1）．トロカールに関しては，小児の体型に合わ
せて，5 mm 径の套管針 2 本と外套管 5 本を作成した

（図 2）．鉗子類に関しては，成人の腹腔鏡下手術で使
用しているものを，小児の体型に合わせて小型化し
て，4種類計5本を作成した（図3）．
2) 臨床応用：小児外科疾患 20 例で吊り上げ・ミニラ
パ法を施行した．疾患と術式の内訳は，急性虫垂炎

（虫垂切除術）8 例，乳児肥厚性幽門狭窄症（粘膜外幽
門筋層切開術）6 例，新生児卵巣嚢腫（嚢腫切開吸引・
生検）3 例，卵巣奇形腫（腫瘤摘出術）1 例，大網嚢腫

（嚢腫摘出術）1 例，胆石症＋脾腫（胆嚢摘出術＋脾臓
摘出術）1 例であった．皮膚切開は全例，臍部の小切
開で施行した．胆石症＋脾腫の1 例で腹腔鏡の補助を
必要とした以外は，全例直視下の操作で手術が可能
であった．疾患別の手術時間は，それぞれ急性虫垂炎
35 ～ 75 分，乳児肥厚性幽門狭窄症 50 ～ 95 分，新生
児卵巣嚢腫 15 ～ 45 分，卵巣奇形腫 85 分，大網嚢腫
130 分，胆石症＋脾腫 200 分であった．術後合併症は，
乳児肥厚性幽門狭窄症の1 例で創感染を生じた以外に
は認められなかった．

考　察

　これまでの経験によれば，小児の吊り上げ・ミニ
ラパ法は，臍部の小切開のみで施行できることがわ
かった．これは，小児の腹壁は，成人に比べて柔軟性
に富み，厚さも薄いことから，開腹創（ウインドウ）を
スライドさせることが成人よりも容易にできるため
と考えられる．また，大部分の小児外科疾患は，腹腔
鏡の補助を必要とせず，直視下操作だけで手術がで

平成 18 年度　学内グラント報告書

吊り上げ・ミニラパ法による小児低侵襲手術法の開発

研究代表者　小高　明雄（埼玉医科大学　総合医療センター　肝胆膵外科・小児外科）

研究分担者　橋本　大定＊
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きるため，従来の開腹手術と比べても手術時間は長
くかからなかった．したがって，この手術方法は，炭
酸ガスによる気腹を必要とせず，開腹創は小さくて済
み，さらに手術時間も延長しないことから，真に低侵
襲手術であり，成人よりも手術侵襲に弱い小児にとっ
ては，大きな利益になることが期待できる．今後も，
術前のインフォームドコンセント，十分な術野の確
保，創部感染の予防に配慮しながら，さまざまな小児
外科疾患に適応を拡大していく予定である．

研究成果リスト

学会発表
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図 2. 小児用トラカール：套管針2本，外套管5本．

図 1. 小児用ベーブ吊り上げ鉤：D型アーチ，短型弁，
長型弁2．

図 3. 小児用鉗子類（上：全体図，下：先端拡大図）：上から
順に，三つ穴結紮鉗子，ツッペル鉗子，オジギ糸通し鉗子，
オジギ鉗子2本．
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1）埼玉医科大学   ゲノム医学研究センター
2）埼玉医科大学   整形外科　脊椎外科

進行性化骨性筋炎（FOP）に関する国際的研究拠点の形成

1．はじめに

　進行性化骨性筋炎（または進行性骨化性線維異形成症，
Fibrodysplasia Ossificans Progressiva; FOP）は， 出 生
後から全身の筋組織内や周囲の膜，腱や靭帯に異所
性の骨化が進行する常染色体優性遺伝を示す疾患で
ある 1)．発症原因の詳細は不明で，異所性骨化を抑制
できるような治療法は確立されていない．発症率は約
200 万人に1 人とされ，国内では約 40 名のFOP 患者が
確認されている．
　我が国では，(1) 希少性（約 5 万人以下），(2) 原因
不明，(3) 効果的な治療法未確認，(4）生活面への長
期にわたる支障，の4つの要件を満たす疾患を難治
性疾患克服研究事業対象疾患（いわゆる難病）とし
て認定し，有効な治療法の確立に向けた研究が行わ
れている．FOPの場合，この4 要件をすべて満たし
ており，FOP 患者会も難病認定を要望しているもの
の，本研究を開始した平成 18 年時点では難病には認
定されていなかった．世界的には，アメリカを拠点
と し たInternational FOP Association (IFOPA)が 設 立
されており，ペンシルバニア大学医学部整形外科の
Frederick S. Kaplan 教授を中心とした医療チームが長
年にわたりFOP 研究に取り組んできた．しかし，多く
の情報が英語で発信されているために，国内のFOP 患
者が情報を得るには困難な場合が多く，国内でFOPの
発症原因や治療法を研究する新しい組織の設立が望ま
れていた．
　FOPの発症原因として，異所性骨化誘導で能を持
つ生理活性物質として知られるbone morphogenetic 
protein (BMP) のシグナル異常が指摘されていた．
BMPは骨組織に含まれるサイトカインで，それを筋
組織に移植すると，そこに新しい骨組織の形成を誘導
する 2)．BMPは，in vitroでも筋組織の再生に重要な筋
芽細胞の培養系に添加すると，筋分化を完全に阻害し

て，代わりに骨芽細胞への分化を誘導する．これらの
活性は，標的細胞膜上の2 種類のBMP 特異的受容体

（Ⅰ型とⅡ型）に依って細胞内へ伝達される 2)．どちら
も膜貫通型セリン・スレオニンキナーゼで，Ⅱ型受容
体はⅠ型受容体をリン酸化し，Ⅰ型受容体は細胞室内
の転写因子等を基質としてリン酸化する．
　本研究では，本邦初のFOP 研究を専門に行う組織を
本学に設立し，FOPの発症原因の解明と，FOPに有効
な治療法の確立を目的とした．

2．材料と方法

　研究を開始するに当たり，本学内にFOPを専門に研
究する「埼玉医科大学 FOP 診療・研究プロジェクト」
を組織した．構成員は主に本学の臨床及び基礎研究者
で，若干名の学外研究者にも参加を要請した．また，
国内外のFOPやBMP 研究に携わる研究者を国内外か
ら本学に招き，セミナー等を開催してFOPに関する最
新の情報を収集した．さらに，2007 年 7 月には，FOP
研究者のみならず国内のFOP 患者及びその家族を対
象としたセミナー及び懇談会を企画した．国内外の
FOP 研究者と患者及びその家族との交流の場を設け，
我が国におけるFOP研究の基盤整備に努めた．
　FOPにおける遺伝子変異を解析するため，埼玉医科
大学倫理委員会で承認を受けた研究計画（472-Ⅱ）に基
づき，FOP 患者会 J-FOP 〜光〜を通じて血液とFOP
に関する情報の提供を依頼した．血液サンプルの提供
にあたっては，各患者の主治医によるインフォームド
コンセント後，書面での同意を得た上で採血を行った．
得られた血液サンプルより染色体 DNAを抽出後，PCR
法にてALK2 遺伝子の各エクソン断片を増幅し，Direct 
Sequencing 法により塩基配列を解読したものを，デー
タベースと比較して変異の有無を解析した．

3．結　果

1）埼玉医科大学FOP診療・研究プロジェクトの設立
　FOP 研究を効率的に推進するために，本学に「埼玉

平成 18 年度　学内グラント報告書

進行性化骨性筋炎（FOP）に関する国際的研究拠点の形成

研究代表者　片桐　岳信（埼玉医科大学   ゲノム医学研究センター）

分　担　者　福田　亨 1)，岡崎　康司 1)，織田　弘美 2)
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医科大学 FOP 診療・研究プロジェクト」（以下，FOP
プロジェクト）を組織した．これは，FOPの診断や治
療に関わる臨床研究と基礎研究の連携によりFOPの
克服を目指す，本邦初のFOP 専門の研究組織である．
本稿執筆時点で，FOPプロジェクトは12 名の本学の
臨床及び基礎研究者と，4 名の学外研究者によって構
成されている（表1）．
　FOPは，極めて希で症例数の少ない疾患である
ことから，ごく一部の医療従事者だけが知る疾患で
あった．患者やその家族がFOPに関する情報を入手
するためには，少ない専門的な医学論文や患者個人の
ホームページなどに頼らざるを得ず，正確で最新の情
報を入手することが困難であった．そこで，本学の全
面的な協力の下，2007 年 2 月にFOPプロジェクトに
よる一般向けホームページを開設し，これを頻繁に更
新することで，可能な限り正確で新しいFOPの医学的
情報を提供する体制を整えた．

（ h t t p : / / w w w. s a i t a m a - m e d . a c . j p / m e d l i n k s /
saitama_univ_fop/web-content/index.html）．
2）FOPに関する学術セミナー等の企画
　FOPやBMPに関する最新の情報を収集するために，
海外を含む学外から関連の研究者を招きセミナー等を
企画した（表 2）．本研究期間中に，海外から3 名，国内
から5名の講師を招いた．
　また，2007 年 7 月に開催された第 25 回日本骨代謝

学会学術集会ランチョンセミナー（大阪国際会議場）
において，片桐岳信が座長を務めKaplan 教授が最新
のFOP 研究に関する講演を行った．そこでこのラン
チョンセミナーに，日本骨代謝学会の協力の下，国内
のFOP 患者と家族（合計 22 家族）を招待し，最先端の
FOP 研究に関する情報を得る機会を提供した．これ
は，日本骨代謝学会でも初の試みであった．さらにこ
の講演会の後で，国内のFOP 研究者やKaplan 教授と
共に，FOP 患者と家族の懇談会を開催した．これは，
国内初の全国規模のFOP患者会となった．
3）国内患者におけるFOP遺伝子変異の解析
　国内のFOP 患者 20 名とその血縁者から提供された
血液を基に，FOP 責任遺伝子の解析を試みた．2006
年 に，Kaplanら に よ っ てBMP 受 容 体 の1つ で あ る
ALK2 遺伝子の617G ＞A 変異が同定されたことから，
この変異の有無を解析したところ，19 名のFOP 患者
においてエクソン4 中の617G ＞A 変異を確認した．一
方，血縁者にこの変異は見出されなかった．また，変
異が確認されなかった1 名は，後日，主治医による診
断からFOPではないことが判明した．よって，国内の
FOP 患者もALK2 遺伝子の617G ＞A 変異によって本疾
患を発症しているものと予想された．

4．考　察

　本研究により，我々は我が国初のFOP 研究専門組織

表 1.  埼玉医科大学FOP診療・研究プロジェクトのメンバー（50音順）



50 片 桐 　岳 信 ， 他片 桐 　岳 信 ， 他 進行性化骨性筋炎（FOP）に関する国際的研究拠点の形成

となる「埼玉医科大学 FOP 診療・研究プロジェクト」
を組織し，国内におけるFOP 研究を推進した．その
後，2007 年 3 月には，厚生労働省の平成 18 年度第 4 回
特定疾患対策懇談会においてFOPを難病として認定
することが決定した．これに基づき，2008 年 4 月か
らは厚生労働省の難治性疾患克服研究事業「脊柱靱帯
骨化症に関する調査研究」によってFOPに関する研
究が開始され，片桐岳信も分担研究者として参加し
ている．
　今回の研究により，国内 FOP 患者においてもALK2
遺伝子の617G ＞A 変異が確認された．従来は，FOP
を正確に診断する方法が確立されていなかったため，
FOPと確定診断されるまでに平均 4 年を要していた．
今後は，FOPに特徴的な所見である外反母趾を含む
拇指の奇形の有無とALK2 遺伝子の変異解析を行うこ
とで，迅速な診断が可能になるものと思われる．すで
に，本学のFOPプロジェクトでは外部医療機関からの
FOP 遺伝子解析を受け入れており，それによってFOP
の診断が確定した事例がある．血液以外のサンプルを
用いた非侵襲的な検査方法を検討すると共に，ALK2
遺伝子の変異がBMP 受容体のどのような機能的変化
を引き起こすかという点について解析中である．これ
までの予備的な結果によると，本受容体は構成的活性
型変異体であり，常にBMPシグナルを細胞内に伝達
している可能性が示された．

　以上のように，本研究により本学にFOPの研究拠点
を形成することに成功した．今後の継続的な研究によ
り，FOPの発症原因が解明され，それに基づく新しい
有効な治療法が開発されることが期待される．
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＊埼玉医科大学  脳神経外科

脳腫瘍摘出における術中蛍光診断の応用

【緒　言】

　神経膠芽腫を代表とする悪性脳腫瘍の治療成績は，
近年の診断・治療法の進歩にもかかわらずあまり改
善が得られていない．予後改善につながる因子の1つ
として手術摘出率があげられるが，悪性神経膠腫は浸
潤性に発育するため造影 MRIで腫瘍境界がはっきり
していても実際には不明瞭なことが多く，腫瘍摘出に
際しては術者の主観と経験にもとづき摘出範囲の決
定がなされてきた．最近腫瘍の位置を術中に確認する
方法としてナビゲーションシステム，エコー等が使用
され，さらに腫瘍組織を選択的かつ確実に摘出する方
法の1つとして5-aminolevulinic acid (5-ALA) を用いた
術中腫瘍蛍光診断が注目されている 1)．5-ALAを開頭
腫瘍摘出に先立ち患者に経口投与すると体内に吸収
された5-ALAが悪性神経膠腫に取り込まれ腫瘍細胞内
でヘムの代謝系酵素により，protoporphyrin IX(PpIX)
に変換される．術野に波長 405 nmの半導体レーザー
光を照射し420 nm 以下をカットするフィルターを通
して観察すると，腫瘍部ではPpIXによる赤色蛍光を
発するため肉眼的に正常脳との境界が同定でき腫瘍
摘出に有用とされている．我々は埼玉医科大学病院倫
理委員会承認のもと，2002 年 6 月より5-ALAを用いた
術中蛍光診断を悪性神経膠腫はもとより他の脳腫瘍
摘出の際にも試み，各種腫瘍摘出術への有用性を検討
してきた．そのなかで，良性の髄膜腫の64％ (11/17)，
pilocytic astrocytomaの100％ (4/4)の症例でも蛍光陽
性を示し，これらの腫瘍の摘出率向上にも本法は貢献
する可能性を報告した 1)．また悪性脳腫瘍のうち，悪
性リンパ腫 (75％ : 3/4)や胚細胞腫瘍 (80％ :12/15)も
高い頻度で5-ALAによる蛍光が陽性となることが明ら
かとなってきた 2)．近年，脳室内，松果体部，視床下
部や神経下垂体部など脳の深部に発生する腫瘍に対し
て，治療方針を決定する目的で，定位的腫瘍生検術や
神経内視鏡的腫瘍生検術により組織診断を行うように

なってきた．しかし摘出された組織が適切でないため
確定診断に至らないことも報告され，摘出標本の的確
な病理組織診断率は必ずしも満足いくものではない．
前述のように脳深部に発生する脳腫瘍の多くは5-ALA
による蛍光診断で陽性率が高く，低侵襲手術による腫
瘍生検に蛍光診断を応用できる可能性がある．本研究
では低侵襲手術による腫瘍生検術の際の摘出部位の決
定や，摘出した組織が腫瘍であるための信頼性の向上
を目指し，5-ALAを用いた術中蛍光診断が有効である
かを検討した．また，MRIで造影される神経膠腫では
ほとんどの場合，腫瘍部分は強い蛍光陽性像として観
察されるが，その周囲の腫瘍浸潤部や浮腫部も蛍光陽
性を呈し，切除範囲の決定に苦慮する場合がある．そ
こで腫瘍周囲浮腫部の蛍光陽性所見につき蛍光顕微鏡
による組織像と比較検討も行った．

【材料と方法】

1） 神経内視鏡生検術への5-ALA蛍光診断の応用
　神経内視鏡的腫瘍摘出に先立ち，5-ALA 1 gを飲料
水に溶解し，麻酔導入 2 時間前に経口投与した．神経
内視鏡により脳室内を観察後，半導体レーザー装置
(VLD-M1 ver. 3.0 SP: M and M 社 )より出力 140 mW，
振幅波長 405 nmのviolet-blue 励起光をファイバーで
誘導しworking channelより挿入した．脳室壁，腫瘍
が疑われる部位を照射し，分光解析装置 (BW-Spec 
Operating Software(B and W Tec.) を用いて，PpIX 特
異 的 波 長 ピ ー ク(635 nm)を 検 出 し た．635 nmの 波
長ピーク(T)と505 nmの自家蛍光ピーク(N)との比
(T/N)を算出することで腫瘍による蛍光を定量化し，
波長比 (T/N)が1.1 以上の部分を陽性とし検体を採取，
病理組織診断に提出した．
2） 定位的腫瘍生検術への5-ALA蛍光診断の応用
　定位的腫瘍生検術の際はあらかじめ，MRI，CTで
生検標的部位を決定し，その部位より採取した組織に
violet-blue 励起光を照射し，分光解析装置を用いて，
PpIX特異的波長ピーク（635 nm）を検出し定量化した．
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蛍光波長解析によりT/N 比が1.1 以上の部分の組織を
病理組織診断に提出した．
3） 5-ALA蛍光定量化診断を用いた神経膠腫摘出術
　開頭腫瘍摘出はニューロナビゲーション下に施行
した．術中 405 nmのviolet-blue 励起光で腫瘍部を照射
し，分光解析装置を用い635 nmのPpIX 特異的波長を
検出し波長比 (T/N)が1.1 以上のピーク陽性部位より
腫瘍組織を摘出，また腫瘍周辺部で同様にピークを呈
した部分より組織を摘出した．それぞれの部分の凍結
標本とホルマリン固定標本より切片を作成し，蛍光顕
微鏡下で組織を観察するとともにHE 染色，MIB-1 染
色を行い，病理組織像を比較検討した．

【結　果】

　内視鏡的腫瘍生検術は10 例に施行した（表 1）．術中
の蛍光波長解析では10 例中 8 例で波長比 (T/N)1.1 以
上の部分が存在した．PpIX 特異的波長ピークがみら
れた部分より摘出した組織では全例腫瘍細胞が認め
られ，病理診断の確定が可能であった．病理診断の内
訳はジャーミノーマ6 例，退形成性星細胞腫 1 例，神
経膠芽腫 1 例であった．一方，波長ピークを認めな
かったのは，最終病理組織診断が放射線壊死であった
1 例と，肉芽腫性変化が強くc-Kit 免疫組織染色で陽性
細胞がわずかに認められ診断に至ったジャーミノーマ
1 例であった．ジャーミノーマの2 例では，術前 MRIで
腫瘍病変が指摘できない部位に内視鏡下で蛍光波長
ピークを認め，画像診断では把握できない病巣の広が
りを検出できた．代表症例を呈示する．症例 3: 16 歳男
性：上方注視麻痺，脳圧亢進症状を主訴とし，MRIで
は松果体部腫瘍，水頭症を認めた．内視鏡所見では松
果体部でPpIX 特異的波長ピーク(635 nm)を認めると
ともに，術前のMRIでは検出できない側脳室前角，漏
斗陥凹部にもPpIX 特異的波長ピークが検出され波長

比 (T/N)は1.1 以上であった．漏斗陥凹部は侵襲を考
え摘出を施行しなかったが，松果体部，前角部の波長
ピーク陽性部より生検した組織の病理診断はジャーミ
ノーマであった（図1）．
　症例 5：25 歳男性：尿崩症で発症し，MRIで視床下
部に腫瘍を認めた．内視鏡による観察では，視床下部
の膨隆がみられるのみであった．この膨隆部でPpIX 特
異的波長ピーク(635 nm)が検出でき，波長比 (T/N)1.1
以上の部分より組織生検を行い，病理診断はジャーミ
ノーマと確定できた（図2）．
　定位的腫瘍生検は 10 例で施行した．このうち9 例で
は標的部位より生検した組織でPpIX 特異的波長ピー
ク(635 nm)が検出でき波長比 (T/N)1.1 以上の部分が
存在した．これらの摘出組織標本より病理診断がすべ
ての症例で確定できた（表2）．
　膠芽腫に対する開頭腫瘍摘出術（図 3）においてPpIX
特異的波長ピークを認めた腫瘍本体では，多数の腫
瘍細胞の細胞質が蛍光顕微鏡による観察で蛍光陽性
であった（図 4-A）．一方，PpIX 特異的波長ピークを認
めた腫瘍周囲部では，細胞成分がない間質部で蛍光が
陽性であり( 図 4-B 上 )，この部分の凍結切片のHE 染
色所見では，浮腫を伴ったグリオーシス像を示した
( 図 4-B 下 )．同部位の病理組織像をホルマリン固定標
本でも確認した．凍結切片の結果と同様，腫瘍周囲部
にはMIB-1 染色を行っても陽性細胞は存在せず，反応
性のアストロサイトを認めるものの明らかな腫瘍細胞
は検出できなかった．

【考　察】

　従来，5-ALAを用いた術中蛍光診断での蛍光陽性
の判断は，肉眼的所見に頼っており定量性を欠い
ていた．特に神経内視鏡下での蛍光陽性，陰性の判断
はこれまでの肉眼的検出法では不可能であった．この

表 1.  Summary of cases treated by fluorescence-guided endoscopic tumor biopsy
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図 1.  Endoscopic biopsy of pineal region tumor.

図 2.  Endoscopic biopsy of hypothalamic region tumor.

表 2.  Summary of cases treated by fluorescence-assisted sterotactic tumor biopsy
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欠点を補う方法として，腫瘍より発生した蛍光をファ
イバーにより分光器に誘導し，スペクトル解析装置を
用いてPpIX 特異的 635 nmの波長ピークの定量化を試
みた．このシステムを用いると肉眼的には腫瘍と判断
が難しい部分においても蛍光ピークによる評価で腫瘍
が存在するかを判定することが可能となり，内視鏡腫
瘍摘出の際の摘出部位を決定するのに有効であった．
また，この手法により蛍光ピーク陽性部より摘出した
組織を用いて病理組織診断を確定することが可能で

あった．胚細胞腫瘍などでは内視鏡的に蛍光診断を応
用することで，MRIなどの画像診断では検出できない
微小な腫瘍の存在，腫瘍の広がりを検出できる可能性
がある．また定位的腫瘍生検術の際も，635 nm 波長
のピークを定量化することで，確実に腫瘍組織が摘出
標本に含まれていることが確認でき，迅速診断のため
の追加切除操作に起因する脳内出血などの合併症を防
ぐためにも有用な手法と考えられた．このように低侵
襲で施行する腫瘍摘出術に5-ALAを用いた蛍光診断は

図 3. 

図 4. 
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非常に有用であることが本研究により確認できた．
　蛍光診断の問題点であるが，浮腫の強い神経膠腫な
どでは，腫瘍周囲の浮腫部でも蛍光陽性となることが
あり，この部分の組織を解析すると腫瘍細胞ではなく
浮腫部組織の間質が蛍光陽性を示していた．また間質
の蛍光陽性は，分光解析を行っても腫瘍細胞による陽
性との鑑別は困難であった 3)．浮腫間質部ではどのよ
うな機序で蛍光物質が産生されるか，また腫瘍組織よ
り蛍光物質が浸透移行する可能性があるかなど今後検
討しなければいけない課題である．腫瘍周囲浮腫部の
摘出にあたっては蛍光陽性部位であっても腫瘍細胞の
有無を蛍光顕微鏡下にリアルタイムに観察し，摘出範
囲を決定することが必要であると考えられた．

【研究成果リスト，文献】

1)	 三 島 一 彦， 松 谷 雅 生， 西 川 亮 : 5aminolevulinic 

acid(5-ALA)を用いた脳腫瘍の術中蛍光診断　 脳神
経外科速報2006;16:989-96.

2)	 Mishima K, Tachikawa T, Adachi J, Ishihara S, 
Nishikawa R, Matsutani M : Fluorescence detection 
of CNS germ cell tumors with 5 -aminolevulinic acid.  
Neurooncology  2005;7:530.

3)	 三島一彦，石沢圭介，上宮奈穂子，鈴木智成，
廣瀬隆則，西川亮：腫瘍周囲浮腫部の蛍光陽性像
についての検討　第 4 回日本脳神経外科光線力学
研究会 , 2008.3月（学会発表）
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緒　言

　ヒトパレコウイルス(Human Parechovirus; HPeV)
は，ヒトの脳炎・髄膜炎などの中枢神経感染性疾患の
原因となる関連性が示唆されているが，その臨床症状
は多彩で十分には解明されていない．
　HPeV1型と2型は，かつてはEnterovirus属（エコーウ
イルス22 型および23 型）に分類されていたが，Stanway
らによりピコルナウイルス科の中の独立した属である
Parechovirus 属に再分類された 1)．HPeVは 現 在，1 型
〜 6 型まで同定されている．最近の報告では，我が国
でHpeV1 型，3 型，4 型，6 型が分離され 2)，HpeV2 型
はかつては分離されていたが，1986 年以降分離報告は
ない 2, 3)．従来，HPeVは急性胃腸炎や呼吸器症状患者
から比較的多く分離されているが，脳炎や髄膜炎患者
からの分離も報告されている．HpeV6 型は，我が国の
Reye 症候群の小児患者の髄液から分離され，新規血清
型の報告となった．我が国における各 HPeV 血清型の
伝播状況および特定疾患と関連性については明らかに
されておらず，臨床および基礎的な解析が必要となる．
そこで第 1に，感染源などを解析する上で血清疫学解
析，脳炎や髄膜炎の髄液サンプルの収集を行い，HPeV
の検出を行った．血清疫学解析では，中和抗体法で年
齢別健康人血清を用いてHPeV1 〜 3 型の抗体保有状況
を解析した．ELISA 法を確立した段階でELISA 法と中
和抗体法での抗体検出率を解析する予定である．

 材料と方法

1. HPeV1〜3型中和抗体法
　1 歳 か ら59 歳 ま で の 健 康 人 血 清 計 235 検 体 を

用いた．被験血清検体を1: 8から1 : 2048まで2 倍階
段希釈し，Vero 細胞で発現するCPE 抑制を指標と
した血清中和抗体法で抗体価を測定した．血清抗体
価 8 倍以上を陽性とした．中和抗体法に使用したウ
イルス株は，HPeV1 型は Harris strain，HPeV2 型
はWilliamson strain，HPeV3 型はA308/99 strain を
用いた．
2. HPeV　ELISA法の確立
　HPeV1 型 :Harris strain，HPeV2 型 : Williamson 
strain，HPeV3 型 : A308/99 strain HPeV4 型 :サ
2005 -123FC strain，HPeV5 型 : tc HLF 07-18 - 95 
strain (CDC)，HPeV6 型 : NII561-2000 strainを 用 い，
RT-PCR 法にてELISA 抗原となる各血清型のVP-1 領域
を増幅した．塩基配列を確認後，各 VP-1 遺伝子をpET-
15b vectorに挿入した．Ni-NTA Fast  kit (QAIGEN)を
用いて発現蛋白を簡易精製した．発現蛋白の確認は，
Western Blot(WB) 法にて抗 Hisモノクローナル抗体を
用いて行った．
3. 髄液からのHPeV遺伝子の検出
　髄液から，High Pure viral RNA kit (Roche) を用い
てRNAを 抽 出 し た．RNAは，PrimeScript®1st strand 
cDNA Synthesis(TAKARA)のrandom 6mer primerを
用いてcDNAを合成した．HPeV 5’UTR領域に設定した
primer pairにてPCRを施行し，約 140 bpバンド検出
した場合に陽性とした．陽性の場合には，更にVP-1 領
域のPCRを行い，塩基配列を確認した．

結　果

1. HPeV 血清診断
1) HPeV1〜3型の血清疫学
　年齢別健康人血清を用いて中和抗体法にてHPeV1 〜 3
型の抗体保有状況を解析した．HPeV1型の抗体保有率

平成 18 年度　学内グラント報告書

原因不明の脳炎・髄膜炎でのパレコウイルス検出と

その臨床症状の解析

研究代表者　野村　恭一（埼玉医科大学　神経内科） 　
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を見ると3 歳以下では54.5％，4 歳〜 5 歳では78.8％，
6 歳から10 歳未満では94.5％，20 歳以上では95％以上
であった (図1) ．
　HPeV2 型は，全体的に抗体保有率（平均 21％）が低
く，特に5 歳以下と16 歳から50 歳未満で平均 10％と
低かった．しかし，6 歳から15 歳までの抗体保有率は
36.5％であった(図2)．
　HPeV3 型抗体保有率は平均 72％であり，年代別に
見ると3 歳以下では45.5％，4 歳〜 5 歳では78.8％と
なった．6 歳から10 歳未満では88.9％，10 歳から20 歳
未満では70.0％，20歳から30歳未満では87.5％，30歳
〜 40 歳未満では77.5％，40 歳〜 50 歳未満 55.0％そし
て50歳〜60歳未満75.7％であった(図3)．
　HPeV1 型とHPeV3 型の抗体保有を3 歳以下の子供
でみると両型の陰性者より片方のみの陰性が多かった
(表1)．
 2) 血清解析のためのELISA法の確立
　HPeV1 〜 3 型は，各 VP-1 遺伝子をpET-15b vectorに
挿入し，その発現を確認した．HPeV1 〜 3 型の発現蛋
白 30.5 kDaをWB 法で確認した．現在，HPeV4 〜 6 型
標準株から，RT-PCRでVP-1 遺伝子を増幅，その塩基
配列を確認し，pET-15b vectorに導入し，発現蛋白の
解析中である．
2. 髄液からのウイルス遺伝子の検出およびウイルス
分離
　平成 19 年度は，成人の脳炎や髄膜炎の患者が少な
く，小児脳炎 2 患者の髄液を用いてHPeVの遺伝子検出
を行ったが，HPeVは検出されなかった．Vero 細胞に
髄液を接種し，その細胞上清液と細胞からのHPeVの遺
伝子検出を行ったが，HPeVはいずれも陰性であった．

考　察

　HPeV1 〜 3 型の血清解析から，HPeV1 型は6 歳以上
における抗体保有率が90％以上で広く国内に蔓延し
ていることが推測された． HPeV2 型は全体的に抗体
保有率（平均 21％）が低く，特に5 歳以下と16 歳から50
歳未満で低かった．学童期に一旦保有率が高くなり，
その後低くなるパターンとなり，流行期・非流行期の
存在が示唆された．病原体微生物検出情報によると，
1986 年以来 HPeV2 型の分離報告はないが， HPeV2 型 
の不顕性伝播の可能性が明らかになった．今後，ウイ
ルス遺伝子検出等を用いた病原体検出によるHPeV-2
伝播の確認が必要とされる．HPeV3 型に対する抗体保
有率は平均 72％とHPeV1 型より低く，各年齢群で抗
体保有率の多少のバラツキが認められた．HPeV1 型と
HPeV3 型共に乳幼児期に不顕性感染することが示唆さ
れた．5 歳以下のHPeV1 〜 3 型の抗体保有状況を見る
と両方の血清型のHPeVに対する抗体を保有している
児は4/20 例と感染様態の違いが示唆された（表 1）．今
後，HPeV4 〜 6 型についても同様の血清疫学解析を行

図 1.  HPeV1型の抗体保有率(％)と抗体価の分布．

図 2.  HPeV2型の抗体保有率(％)と抗体価の分布．

図 3.  HPeV3型の抗体保有率(％)と抗体価の分布．

表 1.  HPeV1,2,3型抗体保有状況
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うことにより， 各血清型 HPeVの伝播状況についての
解析を行う．ELISAでのIgG 抗体検出法も確立できる
のでELISA 法と今回検出した抗体価と比較検討する予
定である．
　脳炎・髄膜炎は，季節性や年によって発生にばらつ
きが認められる．その原因としてウイルス感染が考え
られ，小児の解析ではエンテロウイルスの関与が示唆
されている 4)．かつてはエンテロウイルスに分類され
ていたHPeVを原因と考え，その解析をする意義は大
きい．今回解析した2 例ではHPeVを検出できなかった
が，継続してサンプルを収集しているのでその解析を
進めていく．

引用論文

1.	 Stanway G, Kalkkinen N, Roivainen M, Ghazi F, 
Khan M, Smyth M, et al. molecular and biological 
characteristics of echovirus 22, a representative of a 

new picornavirus group. J Virol 1994;68:8232-8.
2.	 Watanabe K, Oie M, Higuchi M, Nishikawa M, 

Fujii M.
	 Isolation and characterization of novel human 

parechovirus from clinical samples.
	 Emerging Infectious Diseases 2007;13:889-95.
3. 	 国立感染症研究所　病原微生物検出情報
4.	 松永健司，小児ウイルス性髄膜炎 -エンテロウイル

ス性髄膜炎とムンプス髄膜炎との比較検討 - 小児感
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大学病院における若手看護師対象の看護実践能力育成のための現任教育プログラムの開発

Ⅰ　緒　言

　2003年の第 4次医療法改正以来病院の機能分化が進
んでおり 1），医療制度改革 2）の動きと相まって，特に
急性期医療を担っている医療職者に多くの課題が課せ
られている．
　例をあげれば，入院期間の短縮，重症患者の増加と
業務の煩雑化に伴うリスクマネジメントの強化，患者
の人権擁護への一層の取り組みなどであり，特に高度
先端医療を担っている大学病院の看護師には多忙を極
める現場であっても，安全性の高い熟練した看護実践
能力がこれまでにも増して求められるようになって
きた3）．
　このような現状の中で，例年数多く採用される新人
看護師の看護実践能力についての問題が深刻に考え
られるようになった．卒直後の看護師の看護実践能力
については，基礎教育期間が3年ないし4年と限られ
ていること，免許取得前の技術教育には制限が多いこ
とから，卒業時点で習得する看護実践能力と医療現場
が求めている看護実践能力の乖離が大きいことなどが
以前より指摘されていたが，さらに最近では，新人看
護師が自分の看護の未熟さに衝撃を受け，医療事故の
予期的不安などから早期に退職することが問題となっ
ている．2004年の日本看護協会の調査では，採用後 1
年未満で退職する看護師が9.3％にもなり，その後も
改善の兆しはない 4）．また，日本看護協会が設置主体
別で看護師の離職率を調査した結果，2004年，2005
年ともに学校法人立（大学病院）の離職率が高いこと
が報告されている 5）．これら近年の情報から，大学病
院の看護現場は極めて厳しい状況であり，この状況を
改善するには新人看護師が着実に看護実践能力を身に
つけ，一人前の看護師 6）として職場に定着していくこ
とが何よりも重要である．そのためには，大学病院で

展開されている医療に対応できる看護実践能力を育
成する現任教育プログラムの開発が必要である．しか
し，現時点では，そのための基礎的調査も分析も十分
に行われていない．本研究の最終目標は新人看護師が
自立的に仕事が行えるまでを支援する独自性の高い現
任教育プログラムを開発することであるが，第一段階
として看護実践能力を測定するツールの開発を目的と
する．第二段階では，開発したツールを用いて新人看
護師の看護実践能力の実態を経時的に調査し分析する
ことから最終目標である，現任教育プログラム作成
のための示唆を得ることを目的とする．

Ⅱ　研究方法

1　看護実践能力を測定するツールの開発
1）研究期間：平成19年2月～平成19年3月
2）対象：平成17年4月にA大学病院が採用した看護師	
	 185名
	 平成18年4月にA大学病院が採用した看護師	
	 20名
3）方法
（1）基礎資料の収集と検討 
　A大学病院看護部では平成 16年度に教育委員メン
バーが中心となり，既存の看護基準，看護手順，各部
署で作成されている覚え書きなどを集め，各部署に共
通する認知レベルから行動レベルまでを含む看護を
629項目抽出した．抽出された629項目はA大学病院の
看護師が内容を理解し，自立して行動できなければな
らない看護実践能力を示すものであると考えられた．
A大学病院ではこの629項目を看護実践能力を測定
するツールとして，平成 17年 4月採用の看護師を対象
に1年間に5回，4段階（未経験，できない，助言があ
ればできる，ひとりでできる）で評価を行った．研究
者らは新人看護師が評価した実態を評価表から分析
した結果，次のような問題点を明らかにした．
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　①評価項目 629項目は，項目数が多すぎ，評価者に
かなりの負担を強いていると思われた．そのため，5回
の評価時期を設定したにもかかわらず，5回をすべて
評価した新人看護師は2割程度であり，自己の看護実
践能力を高めるために活用しようとの考えよりも，義
務的に評価している様子が記載内容からうかがえた．
　②看護実践能力を測定するツールとして，内容の重
複，重要項目の欠落などがあり，項目数の絞込みと内
容妥当性の検討が必要であることが明らかになった．
　③評価基準として用いられている4段階評価（未経
験，できない，助言があればできる，ひとりでできる）
が得点で置き換えられていることの妥当性について検
討する必要があると考えられた．
　④評価は新人看護師，プリセプター，看護師長の3
者で同一の評価基準で行っているが，3者が同一の評
価で行うべきなのか，それが現場教育にどのように活
用されるのかが明らかにされておらず，評価者と評価
基準を新人看護師の看護実践能力を高めるという視点
で検討する必要があると考えられた．
（2）625評価項目及び評価基準の内容妥当性の検討
A　文献レビューと内容妥当性の検討
　研究者らはA大学病院の看護部に類似点が多いと
考えられたB大学看護学部が卒業生に調査した若手
看護師の看護実践能力を問う質問項目を検討した文
献 7），C大学病院の看護部が作成した看護技術項目に
ついての文献 8）及び平成 16年度に厚生労働省が公表
した「新人看護師の臨床実践能力向上に関する検討会」
報告書 9）をレビューし，625評価項目の過不足と評価
内容の妥当性について検討した．同時に評価基準に
ついても検討し，A大学病院の看護師の看護実践能力
測定のための評価項目，評価基準の試案を作成した．
B　新人看護師を部下に持つ看護師長と研究者らの
検討
　研究方法 Aで作成した評価項目，評価基準の内容妥
当性について，新人看護師を部下に持つ看護師長と研
究者らで一致をみるまで検討を繰り返した．
C　看護実践能力の構成要素の抽出
　研究方法Bで一致をみた評価項目の内容分析を
行い，看護実践能力の構成要素を抽出した．
D　プリテストと修正
　研究方法 (1)(2)を経て作成された看護実践能力測定
ツールを，平成 18年 4月採用の看護師 20名を対象に
プリテストを行い，さらなる修正を加えた．
2　新人看護師の看護実践能力実態調査
1）研究期間：平成19年4月～平成19年10月
2）対象：平成19年4月A大学病院採用の看護師203名
3）方法：研究方法1で開発した看護実践能力評価ツー	
	 ルを用いて，4月，6月，10月に調査を行った．
4）分析：SPSSを用いて，記述的統計で算出した全対
象者の平均得点を分析した．

Ⅲ　倫理的配慮

　本研究の趣旨，プライバシーは保護されること，研
究結果は若手看護師の看護実践能力育成のための資料
となること，研究への参加は個人の自由意志であるこ
とを説明し協力を得た．

Ⅳ　研究結果

1　新人看護師の看護実践能力を測定するツールの
開発
1）総数 629評価項目個々の内容妥当性の検討を重ねて
精錬された評価項目数は143項目となった（表 1-1～
表1-3）．
2）143評価項目の内容分析の結果，「看護師として必
要な基本的姿勢・態度（20項目）」「基本的看護技術
（102項目）」「看護実践に伴う判断力・行動力・調整
力（21項目）」の看護実践能力の構成要素が抽出された
（表1-1～表1-3）．

3）項目数の多い「基本的看護技術（102項目）」の項目
を類似項目別に分類し，①環境調整技術，②食事援助
技術，③排泄援助技術，④活動援助技術，⑤清潔・衣
生活援助技術，⑥創傷管理技術，⑦症状・生体機能管
理技術，⑧呼吸循環を整える技術，⑨救命救急の技術，
⑩死後の処置，⑪与薬の技術，⑫苦痛緩和の技術，⑬
感染防止の技術，⑭安全確保の技術の14技術内容に分
けた（表1-2）．
4）評価基準は「できない：得点 1」「少しできる（援助
があればできる）：得点 2」「だいたいできる（少しの
援助があればできる）：得点3」「できる：得点4」とし，
4段階のリッカートスケールとした．
　以上より3構成要素143評価項目からなるリッカート
スケールの看護実践能力測定のツールができあがった．
2　新人看護師の看護実践能力の実態
1）評価項目別の平均得点
　143評価項目別に全対象の平均得点を算出した結果
を，表1-1～表1-3に示した．
2）看護実践能力のレベル
　得点幅 1～ 4の看護実践能力を構成要素別にレベル
Ⅰ～レベルⅢに置き換え，その結果を表 2-1に示した．
さらに評価項目数の多い構成要素である看護技術に
ついては14技術内容別にその結果を表2-2に示した．
　なお，レベルⅠは得点 1～ 1.9までとし，評価基準
において「できない」～「少しできる」の途上にある
レベルとした．
　レベルⅡは得点 2～ 2.9までとし，評価基準におい
て「少しできる」～「大体できる」の途上にあるレベ
ルとした．
　レベルⅢは得点 3～ 4までとし，評価基準におい
て「大体できる」から「できる」の途上にあるレベルと
した．
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3）構成要素別看護実践能力の経時的変化
(1)看護師として必要な基本的姿勢・態度
　4月採用時点において，レベルⅠは20項目中 1項目
（5％），レベルⅡは18項目（90％），レベルⅢは1項目
（5％）であった(表2-1)．
　6月の調査では，レベルⅠの評価項目はなく，レ
ベルⅡが20項目中 15項目（75％），レベルⅢは5項目
（25％）であった．
　10月の調査結果はレベルⅠが0，レベルⅡが20項目
中 5項目（25％），レベルⅢが15項目（75％）であった．
10月の時点でレベルⅡにとどまっている評価項目の
大部分は自己の仕事への取り組みや学習姿勢の項目で
あった．
（2）基本的看護技術
　4月の採用時点において，レベルⅠは102項目中 61
項目（60％），レベルⅡは40項目（39％），レベルⅢは1
項目（1％）であった．
　6月の調査では，レベルⅠは102項目中 29項目
（28％），レベルⅡは62項目（61％），レベルⅢは11項
目（11％）であった．
　10月の調査では，レベルⅠが102項目中 10項目
（10％），レベルⅡが54項目（53％），レベルⅢが38項
目（37％）であった．
　さらに技術内容別にみると，4月採用時点において
レベルⅠの項目数を50％以上占める技術内容は「食事
の援助」「排泄援助」「創傷管理技術」「症状・生体機
能管理技術」「救命救急の技術」「安全確保の技術」「呼
吸循環を整える技術」「死後の処置」「与薬の技術」の
14技術内容中9技術内容であった．
　6月の調査では，レベルⅠの項目数を50％以上占
める技術内容は「救命救急の技術」「呼吸循環を整える
技術」「死後の処置」の3技術内容であった．レベルⅢ
の項目数を50％以上占める技術内容は「環境調整技術」
「清潔・衣生活援助技術」の2技術内容であり，その他
多くはレベルⅡにとどまっていた．
　10月の調査では，レベルⅠの項目数を50％以上占
める技術内容はなく，レベルⅢの項目数を50％以上占
める技術内容は6月調査の2技術内容に加えて「症状・
生体機能管理技術」「感染防止の技術」「安全確保の技
術」の5技術内容であり，その他の技術内容はレベル
Ⅱにとどまっていた．
（3）看護実践に伴う判断力・行動力・調整力
　4月採用時点において，レベルⅠは21項目中 5項
目（24％），レベルⅡは16項目（76％），レベルⅢは
0項目 (表 2-1)であった．なお，レベルⅠの評価項目
は「施設における医療管理安全体制について理解し
ている」「災害発生時の初期行動がとれる」「消火器
の定位置と避難ルートの把握」「事故発生時の対処」
「日常使用する医療器具の取り扱い」の5項目（24％）で
あった．

　6月の調査では，レベルⅠの評価項目 2項目（9％），
レベルⅡが18項目（86％），レベルⅢは1項目（5％）で
あった．
　10月の調査結果はレベルⅠが0項目，レベルⅡが16
項目（52％），レベルⅢが5項目（48％）であった．レベ
ルⅡにとどまっている評価項目の多くは看護過程展開
の知識とチーム医療に必要とされる判断力・調整力で
あった．

Ⅳ　考　察

　卒直後の看護師の看護実践能力を4月，6月，10月
の3回にわたり調査した結果から，現任教育プログラ
ム作成に必要な要件を構成要素別に考察してみた．
1）看護師として必要な基本的姿勢・態度
　看護は健康の増進，疾病の予防及び回復，苦痛の軽
減（安らかな死への援助）を目的として行われる活動
であるが，それは同時に，対象者の尊厳と基本的人
権をいかなる状況下でも保証しようとする活動でも
ある．対象者の基本的人権を保障する看護実践には，
「看護師の基本的姿勢・態度」はきわめて重要であり
すべての実践能力の基盤を形成するものと考えること
ができる．「看護師の基本的姿勢・態度」の評価項目
である20項目の90％が卒業時点でレベルⅡまでに到
達していたことは看護基礎教育においてこのことが看
護の基本として価値づけられ，力点をおいて取り組ん
でいると推察できる．さらに，6ヵ月後の10月にはそ
の75％がレベルⅢに向上していることから，病院とい
う環境の中での看護経験が「基本的姿勢・態度」を育
んでいると考えることができる．看護実践能力の構成
一要素である「看護師として必要な基本的姿勢･態度」
は現任教育における集合教育としての必要性はなく，
むしろ，平均レベルに達していない数少ない看護師に
対する個別指導が適切であると考えられた．
2）基本的看護技術
　基本的看護技術の評価項目は102項目と他の構成要
素に比べてきわめて多く，評価項目全体の70％以上を
占めている．その評価を実践能力レベル別にみると技
術内容によって差が大きいこと，評価の平均レベルが
極めて低いこと，4月から10月と経験を積むごとにレ
ベルの向上が認められるものの，6ヵ月を経過した時
点でもレベルⅢに達していないものが60％以上あり，
レベルⅠにとどまっている項目も10％存在しているな
どきわめて低い水準にあると考えられた．新人看護師
のストレスや不安による弊害 4）が報じられているが，
その原因の多くが看護技術の未熟さにあることがこの
数値が示していると言ってよいであろう．
　技術内容別に実践能力レベルをみると，「環境調整
の技術」「清潔・衣生活援助技術」「症状・生体機能
管理技術」「苦痛緩和の技術」「感染防止の技術」の5
技術内容は患者への身体浸襲を伴わないという共通
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表 1-2.  基本的看護技術102評価項目と平均得点

表 1-1.  看護師として必要な基本姿勢・態度20評価項目と平均得点
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点を持ち，4月採用時の技術レベルも高く，6ヵ月後
にはほぼ全項目がレベルⅢに達している．これらの
技術内容は看護基礎教育における学習で基礎作りが
可能であり，その後経験を積み重ねることで，熟練
可能なものと考えられた．一方，採用後 6ヵ月を経た
10月の時点でレベルⅠにとどまっている項目をもつ
「呼吸循環を整える技術」「救命救急の技術」は生命の
危機に陥った患者に迅速且つ適確に実施しなければ
ならない技術であり，未熟な技術が患者の生命に悪影
響を及ぼす可能性があるという共通点を持っている．
4月採用時点でのレベルも低く，基礎教育での学習が
認知レベルにとどまり，行動レベルの学習に達してい
ないことが推察でき，現任教育においては，基礎的知
識から実践応用までの教育を系統的に行うことが重要
であると考えられた．また，実践能力を高めるために
は1度だけではなく繰り返し行うことが必要であると
考えられた．
　先に述べた身体浸襲を伴わない技術内容 5項目とそ
の対極にある生命に直結する2技術内容以外の中間的

な7技術内容にはどのような共通点があるのであろう
か．たとえば「排泄の技術」の10月の技術項目の平均得
点を見ると，病態や病因によって判断が伴う技術及び
かなりの訓練を必要とする技術はレベルⅢに達してい
ないことがわかる．「活動援助技術」「創傷管理技術」
においても同様の共通点が見られた．
　与薬の技術では，評価項目 20項目のうち，機器の
操作の訓練のみでレベルが向上する「輸液ポンプの取
り扱いと管理」の2項目は6ヵ月後にはレベルⅢに達
しているが，薬理学の知識が必要な技術である残り18
項目はレベルⅡにとどまっている．臨床でよく使用さ
れる薬剤についての基礎的知識が必要であると考えら
れた．同様な理由で食事介助技術における食事療法を
含む栄養学の必要性も考えられた．
　生体機能管理技術の多くが6ヵ月後の10月にはレベ
ルⅢに到達しているが，心電図の異常判断のみが低い
レベルにとどまっている．心電図読解の教育は基礎教
育では行われていない可能性も考えられ，机上でも教
育訓練が可能であることから，現任教育において早い

表 1-3.  看護実践に伴う判断力・行動力・調整力21評価項目と平均得点

表 2-1.  構成要素別看護実践能力レベル
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時期から取り組むことが適切と思われた．
　以上より，現任教育における技術教育は身体浸襲
の伴わない技術は，臨床現場におけるOJTで習得可
能であり，集合教育の必要性はきわめて低いと考え
られる一方，未熟な技術が患者の生命の安全を脅か
す可能性のある技術内容である「呼吸・循環を整える
技術」「救命救急の技術」の教育は適切な時期を選び
知識と実践が統合できるまで訓練する必要があり，
複数回の教育の必要性も示唆していた．これら以外
の看護技術は日常繰り返し使われているものが多い
が，しっかりとした基礎知識なしにはレベルが向上
しない．薬理学，栄養学，病態の変化による症状管理
の知識などを獲得することがレベル向上につながり，
早い時期から取り組むことが必要であると考えら
れた．
3）看護実践に伴う判断力・行動力・調整力
　21項目の評価項目を4月，6月，10月の3時点でみる
と，4月採用時点において大部分の評価項目がすでに
レベルⅡに達している．しかし，6月，10月と進むな
かでレベルの向上が極めて小さいという特徴があり，
この点が他の構成要素の評価と異なる点である．ここ
における実践能力は形になって現れないものも多い
が，複雑な看護現象を理解した上でさまざまな選択肢
のなかから判断し実施していくことが求められる看護
の質を左右する重要な能力である．21項目を大きく

分けると，「看護過程展開の能力」，「チーム医療を円
滑に進めるための能力」「医療の安全性確保のための
能力」に分けられる．よく体験する事例や判断・行動・
調整に複雑性がある出来事などを事例検討の方法で教
育することが適していると思われた．
　以上，3つの看護実践能力構成要素から現任教育の
方法，内容，時期を考察してきたが，3つの構成要素
は相互関係にあり，いずれかの実践能力の向上は他の
実践能力をも向上させるという相乗効果を生むものと
考えられた．また，現任教育は教育そのものが仕事の
流れを乱したり，遅らせたりするものであっては継続
できなくなるため，最も相乗効果が期待できる時期を
慎重に検討することが必要であると考えられた．

Ⅴ　結　論

　看護師の看護実践能力を測定するツールの開発に取
り組み，「看護師として必要な基本的姿勢・態度（評価
項目 20）」，「看護技術（評価項目 102）」「看護実践に伴
う判断力・行動力・調整力（評価項目 21）」の3構成要
素，総計 143評価項目からなる看護実践能力測定ツー
ルを作成した．
　作成したツールを用いて，新採用看護師を対象に
4月，6月，10月に実態調査を行いその変化を構成要
素別に考察し，図 1のような現任教育プログラムの試
案を作成した．

表 2-2.  基本的看護技術内容別看護実践能力レベル



68 渡辺　孝子，他

文　献

1）	上田雅子，狩谷由佳：急性期病院の地域連携部署
の実態と平均在院日数への影響，日本看護管理学
科誌2005;8(2):30-6.

2）	奥村元子：2006年診療報酬改訂による看護管理へ
の影響と課題，看護管理2006;16(6):439-56.

3）	小島恭子，中村秀代，黒田裕子：DPC導入後の看
護業務量の比較と関連要因，日本看護管理学会誌
2006;9(2):14-21.

4）	日本看護協会中央ナースセンター：2004年新卒看
護職員の早期離職等実態調査報告書，2005

5）	鈴木理恵，小谷幸：2005年病院における看護職員
需給状況調査概要，看護2006;58(9).

6）	 Patricia Benner（井部俊子他訳）：ベナー看護論
―達人ナースの卓越性とパワー，医学書院 ,1992

7）	佐藤まゆみ，大室律子，根本敬子他：看護系大学
を卒業した新人看護者における看護実践能力の習
得状況，看護管理16(8):676-81. 

8）	日下和代，小泉仁子，千葉由美 他：看護実践能力
育成に向けた看護技術チェックリストの検討，看

護教育2006;47(10):884-91.
9）	厚生労働省編：新人看護職員の臨床実践能力の向
上に関する検討会報告書―新人看護職員の研修の
充実を目指して，日本看護協会出版会，2006

研究成果

＜論文＞
1) 藤村朗子，渡辺孝子，斉藤啓子，及川泰 他：入職時
における新人看護師の看護技術習得状況実態調査，
第 38回日本看護学会論文集 ―看護管理 P276-8，
2008年3月

＜学会発表＞
1）	及川泰，斉藤啓子，藤村朗子，渡辺孝子 他：新
人看護師の看護実践能力を測定する評価表の
作成，第 38回日本看護学会―看護管理，一般演題，
2007年10月25日，和歌山

2）	藤村朗子，渡辺孝子，斉藤啓子，及川泰 他：入職
時における新人看護師の看護技術習得状況実態
調査，第 38回日本看護学会―看護管理，一般演題，
2007年10月25日，和歌山 

© 2008 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/

図 1.  若手看護師対象の現任教育プログラム試案．



69埼玉医科大学雑誌　第 35 巻　第 1 号　平成 20 年 12 月

学内グラント  終了時報告書

＊ 埼玉医科大学　保健医療学部　看護学科

1．研究の背景

1）「健やか親子21」が示す思春期の課題
　「健やか親子 21」(2000)1)は，21 世紀の母子保健の主
要な取組みの方向付けとして，①思春期の保健対策の
強化と健康教育の推進，②妊娠・出産に関する安全性
と快適さの確保と不妊への支援，③小児保健医療水準
を維持・向上させるための環境整備，④子どもの心の
安らかな発達の促進と育児不安の軽減といった4つの
課題を設定した．そして，「思春期の保健対策の強化
と健康教育の推進」に関する問題認識を，思春期の人
工妊娠中絶や性感染症，薬物乱用等の増加等の問題や
心身症，不登校，引きこもり等の深刻化とし，これら
の問題解決は極めて困難であり，解決の方策は量的拡
大とともに質的転換を図ることが不可欠とし，改善へ
の努力の強化の必要性を強調し，10年後の目標を数値
をもって示した．2006 年の中間報告 2)において，人工
妊娠中絶は減少傾向にあるが性感染症は増加している
という結果を示し，思春期の性感染症については望ま
ない妊娠の問題とあわせて適切な性教育の下で対応
すべきとした．が，一方，性教育の適切な指導者が少
ないこと，適切な教材についての共通の理解が得られ
ていないことを問題としてあげている．
2）埼玉県の思春期の保健対策
　本学の理念に地域社会への貢献があげられている．
埼玉県にある本学であるから，埼玉県下の思春期の問
題の現状を把握し，解決のために活動することは看
護学科に籍をおく者の重要な役割である．埼玉県は，

「健やか親子 21 検討報告書」の基本的な考え方を踏ま
え，平成14年に「彩の国健やか親子21 ～親と子の心の
健康支援～」3)を示した．その基本方針は，｢ 安心かつ

安全に子どもを産む育てることの出来る環境づくり｣
「子どもの心と体の健康に関する社会づくり」「児童虐
待から子どもを守る社会づくり」であり，当面の5 年
間の最重点課題を①小児・思春期精神保健医療体制整
備の促進，②児童虐待の予防・防止対策の推進の2つ
としている．
　埼玉県の2000 年における10 代の人工妊娠中絶は，
全国では女子人口千に対して12.1であるのに対して
9.1と低値である．が，山本は「埼玉県下における性
感染症罹患の実態」4)の報告において，年齢階級別に
みた性感染症の罹患頻度（女子）の最多は20 ～ 24 歳で
2,604.8 人，次いで15 歳～ 19 歳が1,572.8 人であり，性
器クラミジア感染症，淋菌感染症が多く，同じ年の性
感染症学会による全国的な性感染症サーベイランス報
告と比較し埼玉県は20 歳～ 24 歳の発症数において約
1.5 倍の高値であり，15 歳～ 19 歳においても全国の値
を凌駕しているとする．そして，「埼玉県における性
感染症罹患数は全国と比較して，とくに10 歳代，20
歳代が突出して多いことから，この年代を中心に，性
感染症予防に対する積極的なキャンペーンを行うこ
とが急務である」と結論している．埼玉県においても，

「思春期の健康と性の問題」について積極的に考えてい
かねばならないことが分かる．
3）成長発達課題としての思春期における性感染症，
人工妊娠中絶
　性感染症，人工妊娠中絶ともに性的接触と関連する
という特質を有する．であるから，人工妊娠中絶，性
感染症を減少させていくには，思春期早期あるいは学
童期から人間にとっての性行動の意味と性行動のもた
らす結果について熟考できる教育が必要であり，思春
期の性に関係する問題を，人間のライフサイクルの中
の成長・発達の課題として捉えられるようにすること

平成 18 年度　学内グラント報告書
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である．ルソーは 5)，人間は二度この世に生まれると
し，一度は人類の一員として，二度目は性を持った人
間とする．そして，石川 6)は以下のように述べる．思
春期は第二次性徴期であり身体変化の大きく，この身
体的変化が「性」を意識させる．からだは大人になる
が心の発達はこれに追いつかず，からだと心の極度の
アンバランスを体験するのである．思春期の第二次性
徴は，種族保存本能ゆえの変化であり，種族保存のた
めのホルモンの変化が基本的欲求としての性衝動の
起因となる．第二次性徴は，おもに生殖腺から分泌さ
れる性ホルモンの作用によって生じ，生理的・心理
的・社会的な変化があまりにも大きすぎるため，それ
をどのように統合したらよいのかの探索のなかにおか
れる．とくに，性ホルモンの分泌による性欲の問題は，
思春期・青年期の子どもの自己イメージに大きなゆら
ぎをもたらし，そのゆらぎのなかでの不安定さに対し
て，自分自身を過剰な自意識で覆い隠そうとするが，
その抑圧は長くは続かず，成長とともに身体側からの
反撃が起こる．その最もわかりやすいのが，より直感
的に自分を感じられる性的な衝動の実現を表現してい
くことであり，それにより自分の全体性を回復しよう
とする機能をこの時期にはもつ．
　急務とされる思春期の性教育は，思春期の若者自身
が成長過程として出現する性ホルモンの変化による生
殖本能としての性衝動，性行動を，どのように受け止
め，どう行動するとよいかを考えられるようにするこ
とが肝要になる．
4）高校生の性と性教育に関する意識
　平岡は 7)1440 名の高校性を対象に性と性教育に関
する意識調査した結果，「男子高校生のセックス」
について，肯定群が76.9％，否定群が13.5％，不明
群（わからないあるいは無回答）9.5％，「女子高校生
のセックス｣については，肯定群は75.8％，否定群
14.4％，不明群は9.8％である．また，「中学生の中絶」
については，肯定群 36.5％，否定群 45.4％，不明群
18.1％に対し，「高校生の中絶」には，肯定群 38.1％，
否定群 44.2％，不明群 17.6％であった．中学生の中絶
に比して高校生の中絶の肯定がやや高くなっている．
これらの結果は，性本能のもたらす性衝動とそれに
伴う性行為は本能として，あるいは，思春期のゆら
ぎを癒すものとして認めざるを得ない状況におかれ
ていることを意味する．中絶を肯定していることは，

「産めない」「育てられない」ゆえの「やむを得ない」
といった現実問題への対処としての肯定であって，人
工妊娠中絶が胎児の生命の軽視の思考であるとは必
ずしもいえない．性教育に関しては，「望まない妊娠
を予防する教育」「STD・エイズ教育」の2 項目につい
ていつから行うとよいと考えているかの問いに 7) 対し
ては，「望まない妊娠予防」については，小学校低学年
7.4％，小学校高学年 27.6％，中学生が52.7％，高校生

が6.8％であり，必要ないが3.5％，「STD・エイズ教育」
については，小学校低学年が11.2％，小学校高学年
が34.4％，中学校が45.8％，高校が4.2％であり，必要
ないが2.6％である．　
　この結果からも，人工妊娠中絶や性感染症の減少に
むけて，現に実施されている高校生への性教育のあり
方を再検討していく必要性が示唆される．
5）性教育の歴史的変遷
　では，性教育は何を目指し，どのようにすすめてい
くとよいのであろうか．いま，性教育の歴史を振り返
り，時代の変化との関係をも合わせて性教育を評価し
てみる必要がある．そこで，田能村の「性教は転換期
を迎えたか−性教育の立場から」9)をもとに，わが国の
性教育を振り返ってみた．
　戦後，昭和 24 年に「純潔教育基本要領」が，昭和 30
年には「純潔教育の進め方」が発表され，昭和33年には
文部省より小・中学校の学習指導要領が告示された．
が，少年非行の増加の中では性教育より非行防止のた
めの純潔教育に関心が集中していた．昭和 40 年代に性
解放の風潮がより高まるという状況の中で，各都道府
県教育委員会が「性教育の手引」類を続々刊行した．そ
の中で性教育の目標には，性の悩みや不安の解消，性
被害･性病を防ぐといった表現が多くみられ，また，昭
和 50 年前後には人間の性を科学的にとらえる，性を総
合的にとらえて合理化，人格化，社会化をはかる，男
女の特質の理解，協力関係を築くといったことが示さ
れた．昭和 54 年には日本性教育協会が「性教育指導要
項，同解説書」において，性教育の目標，内容を発表
した．昭和 61 年，文部省は生徒の性的成熟が早まり，
かつ，生徒を取り巻く社会環境が大きく変化し，性に
関する問題行動の増加や低年齢化が問題になっている
ことを指摘し，「生徒指導における性に関する指導−
中学校，高等学校編」を発行した．性教育に代わって

「性」に関する指導が広がっているという状況であり，
この頃より性教育は保健と理科の科目において教えら
れるようになった．平成 11 年，「学校における性教育
の考え方，進め方」を発刊し，学校における性教育の
基本的な考え方，発達段階に応じた性教育の指導内容，
指導方法などを示した．ここにおいてやっと性教育の
基本的考え方，発達段階に応じた性的成熟の正しい理
解などがあげられたことになる．
　わが国の性教育は様々に揺れ動きながら進められ
てきたことが伺われる．これらの歴史的視点をもと
に，田能村は 7)，性教育を人間の「性」およびそれにか
かわる事柄についての教育であるとした上で，人間の

「性」は昭和 40 年代よりセクシュアリティの教育とさ
れながらも，それを構成する下位の概念を問わずにす
すめてきたと指摘する．また武田は 9)，今日的性教育
の課題に対して，文科省の性教育指針による「児童･生
徒らの人格完成と豊かな人間形成を究極の目的とし，
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人間の性を人格の基本的な部分として生理的側面，心
理的側面，社会的側面などから総合的に捉え，生徒が
生命尊重，人権尊重，男女平等の精神に基づく正しい
異性観をもつことによって，自ら考え判断し，意思決
定の能力を身につけ，望ましい行動を取れるように
すること」が基本であること，そのために性教育は発
達段階に即した内容，教材であること，自己実現と共
生の教育であり，学校の全教育活動を通じて行われる
ものであること，人間教育の理念と教育内容を保護者
の同意と理解を得てすすめていくこと，児童･生徒に
対する指導上の留意することの必要性を述べる．
　これらの提言より，性教育の現状をみつめ，性教育
のあり方について議論し，性教育のモデル作成への努
力をすることが急務であることが分かる．
6）性教育はだれが行うのか
　「健やか親子 21」の中間報告は，適切な教材につい
ての共通理解がされていないこと，適切な指導者が少
ないことを性教育の課題としてあげた．では，性教育
は，誰が，何を，どのように行うとよいのであろうか．
　岡本は 10)，日頃から出産の場や人工妊娠中絶や若
者の性感染症の治療場面に立ち会う機会の多い助産
師が，思春期問題に悩む子どもたちの性にまつわる
悩みの相談相手としての役割を担えるのではないか
とし，その上で，養護教諭，保健担当教員，産婦人
科の医師や看護師，保健師，助産師が，それぞれの
職種の特性を踏まえた共同作業として行うことの必
要性を述べる．看護職である安武 11)らも，「生と性
の健康教育」は，学校保健と地域保健の連携した取
り組みが必須とし，保護者，小学校教諭，養護教諭，
保育士を対象に性教育に対する考え方，連携の実態，
性教育の実施状況を調査した中で，保護者の多くは性
教育を学校に任せきりにしている，わが子と性につい
て語り合うことを敬遠していると回答していることを
報告している．その上で，学校側も教育内容を保護者
に伝えること，保護者の意見を把握することなどの必
要性，すなわち，保護者も性教育に関わる必要がある
ことを述べている．また，小学校教諭と養護教諭とで
は性教育の理解状況や性について知りたい内容の認識
に差があるとし，効果的な健康教育推進のためには，
関係者の知識・技術の向上，教える側と教えられる側
の相互交流や指導の評価システムが必要と結ぶ．
　助産師である佐山は12)，小･中・高校の教諭や地域保
健師と連携をとり性教育にかかわる中での気づきとし
て，問題に遭遇した時，それを直視して｢どうにかし
なければ｣という気持ちが重要とする．これらは，看護
職が性教育にかかわる際の具体策をもみせている．

2．研究目的

　以上の性教育をめぐる背景を重要視し，本研究は高
校における性教育の実情を知り，高校における性教育

の問題を明らかにし，看護職としての性教育のあり方
を考察することを研究目的とする．思春期の人工妊娠
中絶，性感染症にかかわる問題の解決にとっては，高
校における性教育の改善が急務と考え，高校の性教育
に焦点をあてた．

3．調査方法と調査内容

　調査対象は，高校卒業直後の者の多い大学 1 年次生
とし，高校時代における性教育についての認識を調
査する．調査は，自記式質問紙法によるアンケート
調査である．質問内容は，①個人の属性（年齢 ､ 性別，
卒業高校の課程），②高等学校における性教育の実施
状況（授業担当者，実施時間，学外の講師の授業，内
容，教材），③性教育の効果，④高校の性教育に対する
要望（授業担当者，内容），⑤性に関する話し相手に
ついて，である．

4．倫理的配慮

　調査協力依頼時に，各大学の担当者に対し文書にて
以下のことを伝えた上で承諾を得た．
・本調査の目的と意義
・本調査は無記名回答であり，大学名や個人名は特定

できないように配慮をすること．
・調査用紙は研究終了次第，廃棄し，データは研究以

外の目的には使用しないこと．
・調査結果は，学会等に報告あるいは学会誌等に論文

投稿をする予定であること．
　調査対象の学生には，回答は自由意志であること，
回答したくない項目には回答しなくてよいことを記
した文書をアンケート用紙に同封した．

5．結　果

　アンケート用紙は，調査協力の承諾を得た5 大学に
計 1229 部を配布し，699 部回収，回収率 56.9％，有効
回答率99.7％であった．
1）対象の背景
　アンケート回答者は，男子学生 277 名 (39.8％ )，女
子学生 420 名 (60.2％ )，年齢は18 歳･ 19 歳が87.0％，
20 歳以上が13.0％であった．本学が所在する県下の高
校卒業生は30.6％，県外は69.4％であった．教育課程
は，男女共学が76.3％，男子校 10.7％，女子校 11.8％，
課程別では( 普通科，専門科，総合学科 )では普通科が
94.7％であった．
2）高校における性教育の実施状況
　性教育は，｢ 教科時間内 ｣の実施が79.2％，教科外
時間 6.1％，ホームルーム4.2％であった．性教育は
62.2％が「男女合同」で受けていた（図 1）．｢ 性教育の
授業は誰が行っていたか｣を5つの選択肢より選択法
で回答を求めた（重複回答可）．保健体育の教師最多で
85.4％，次いで養護教諭 13.4％，家庭科の教師 10.7％，
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クラス担任3.4％の順であった．18年度学外講師による
性教育は，｢ 受けた｣が26.2％，｢ 受けたことはない｣
は59.6％であり，学外講師は性教育の専門家 ( 性教育
を職業としている者 )が最も多く30.6％，次いで医師
18.9％，保健師 11.7％，助産師 10.0％，看護師 3.9％，
看護職養成校の学生2.8％であった(図2)．
3）性教育の受講内容と使用教材
　性教育受講内容について12 項目をあげ，選択法で
回答を得た ( 重複回答可 )．最も多かったのは｢ 性感
染症 ｣であり，以下 ｢ 男女の身体のしくみ｣｢ 避妊の
方法 ｣｢ 妊娠 ｣｢ 避妊の意味 ｣の順に多かった．受講経
験が少なかったのは，｢ 異性の人格尊重 ｣｢ 異性の心
理や異性とのつき合い方 ｣｢ 性被害 ｣であった( 図 3)．
12 項目について｢ 最も印象に残っているもの｣は，
｢性感染症 ｣が41.7％と最も多く，次いで｢人工妊娠
中絶 ｣，｢ 男女の身体のしくみ｣，｢ 避妊法 ｣の順で
あった．｢ 人工妊娠中絶 ｣と｢ 妊娠 ｣は女子学生に多
く，男子学生では｢ 男女の身体のしくみ｣と｢ 避妊の
方法 ｣が多かった( 図 4）．
4）性教育の効果の認識　
　高校時代の性教育が｢ 理解できたか｣｢ 役立ったか｣
を5 段階法で質問した．その結果，｢よく理解できた｣
と｢まあまあ理解できた｣を合わせ，｢ 理解できた｣は
82.2％であった．｢ 理解できた｣は男子学生 75.7％，女
子学生 87.0％であった( 図 5)．性教育が役立っているか
には｢どちらとも言えない｣が最も多く45.8％であり，
｢とても役立っている｣と｢ 役立っている｣を合わせ，
｢役立っている｣は42.7％であった．｢役立っている｣は，
男子学生40.3％，女子学生50.0％であった(図6)．
5）大学生の考える適切な性教育授業担当者と教育内容
の要望の意味
　｢ 高校時代の性教育の授業担当者は誰が適切か｣に
は，養護教諭（56.5％），性教育の専門家（55.2％）が
多く，次いで，保健体育の教師39.5％，保健師･助産師
･看護師 37.9％，医師 21.9％の順であった．養護教諭は
女子学生に，医師は男子学生に，｢ 保健師・助産師・
看護師 ｣は女子学生に多かった．高校時代に｢もっと聞

図 1. 性教育の授業状況．

図 2. 学外講師の職種．

図 3. 高校における性教育の受講内容．

図 4. 最も印象に残った性教育の内容．
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きたかった性教育の内容｣は，｢性感染症｣が最も多く，
次いで｢妊娠｣，｢異性の心理や異性との付き合い方｣，
｢人間としての生き方｣，｢避妊の方法｣，｢人工妊娠中
絶 ｣の順で多かった．｢ 男女の身体的しくみ｣は男子学
生に，｢妊娠｣，｢人工妊娠中絶｣は女子学生に多かった．

6．研究結果に基づく考察の概要

　以上の結果より，本論文においては，①高校における
性教育授業担当者の現状と課題，②高校における性教
育の受講内容の再検討の必要性，③高校における性教
育に対する看護職の果たすべき役割について考察した．

（付：本研究は，現在，「母性衛生」( 日本母性衛生学会
に論文投稿し，査読結果をもとに加筆･修正中である．）
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1 . 緒　言

　これまで厚生労働省は終末期医療について，国民や
医療従事者，介護･福祉職員等を対象に意識調査を経
年的に実施してきた1, 2）．そして2007 年度，尊厳死をめ
ぐって国として初のガイドライン（厚生労働省指針「尊
厳死に関するガイドライン」）3）がまとめられ，終末
期医療のあり方が大きく変わろうとしている（①イン
フォームド・コンセントに基づく患者の意思決定，②
多職種による医療・ケアチームとしての遂行，③緩
和ケアの徹底，④患者・家族の精神的社会的な援助
を含めた総合的な医療・ケア，以上の推奨）．その背
景には，国民の「自宅で死にたい」というニーズ 4）にも
つながる「尊厳ある死」や，「尊厳ある生」への問い直
し，患者の自己決定権の尊重等があると推察される．
また，終末期の告知のあり方をはじめとする終末期医
療に関する価値観が多様であるために，訴訟事件に
発展するケースが生じるほどに，患者・家族側と，医
師を中心とした医療従事者との間に摩擦が生じてき
ていることも，背景の1つとして否定できない 5, 6)．さ
らに，医療費抑制等の経済的要因も間接的には影響し
ていよう．地域性もあるが，（家族中心ではあっても）
患者中心の終末期医療が必ずしも実施されていない現
状が示唆されており，それに対して行政や法的な立場
から，患者主体の終末期医療や尊厳死の枠組みを整え
ようとしているものと捉えられる．
　このような中，先行研究では，終末期医療に関し
て，緩和ケア病棟や在宅の看護師が果たす役割や機
能について言及したものは多いが，一般病院の看護
師が終末期医療に特化したところで，いかなる役割

や機能を果たしているのかを明らかにしたものは少
ない．池田ら 7)は一般看護師の終末期医療に対する意
識を調査し，終末期医療に関する関心度は年齢が高く
なるほど，臨床経験が多くなるほど高いことを報告し
ているが，われわれとしては，終末期の個々の具体的
な看護実践に対する意識や，終末期医療が大きく変わ
ろうとしている現時点での，看護師の認識をさらに知
りたいところである．ガイドライン作成に至ったここ
数年間の医療界の動向の中で，看護師が望ましいと認
識する終末期看護のあり方，またそれと実際との相
違，従来の終末期看護の認識にいかなる変化が生じた
のか，といった終末期看護の実態に関するデータ（実
態調査によるデータ）が不足している．
　2006 年われわれは，本研究の予備調査として，臨床
看護師を対象に一般病院におけるがん患者への終末
期医療・看護，特に，本人ないし家族への病名告知や
余命告知，延命処置実施の確認の有無，時期等につい
てインタビュー調査を実施した．そしてその結果に基
づいて，終末期の入院から死亡までのフローチャート
モデルを作成した（その簡略版の一部を，図1に示す）．
病院での実態というよりはむしろ，実態を踏まえた上
で「尊厳ある死」を目指すという前提にてイメージした
終末期医療（看護）モデルといえる．本研究では，この
がん患者を想定したモデルが，がんに限らず慢性的な
経過を追って終末期に至る疾患を抱えた患者にも適応
可と判断し，このモデルを提示した上で，一般病院の
看護師における終末期医療・看護に関する実態および
意識調査を行なった．その目的は，①看護師が，終末
期医療においていかなる役割や機能を果たしており，
②今回のガイドラインを受けて，終末期医療に対して
どのような意識をもっているのか，③看護師からみ
て，病院で尊厳死を全うしたと評価できる患者がどの

平成 19 年度　学内グラント報告書
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くらいいるのか，等を把握することである．

2 . 研究方法

　研究方法は郵送式の自記式質問紙調査である．埼玉
県内の病院で緩和ケア病棟以外の，かつ終末期患者
のいる病棟に就業している看護師のうち，調査協力の
同意が得られた者を対象とした．
　具体的には，県下の全病院（精神科病院，身体障害
児者施設等も含む）の看護部門の長宛に，研究の主旨，
方法，倫理的事項を記した調査依頼書を，質問紙の
サンプルとともに郵送し，調査協力の可否を尋ねた．
FAXないし封書の返信にて協力の同意が得られた病院
および病棟に，対象者数分の調査説明書および，質問
紙，返信用封筒等を郵送した．倫理的配慮としては，
質問紙の記入は匿名にして個人が特定できないように
し，対象看護師には文書にて「調査協力は自由意志に
基づくものであり，拒否することで不利益は生じない
こと」，「守秘義務の遵守」等の倫理的要件を伝えた．
質問紙の設問項目は，①対象属性と病棟の病床区分
等，②終末期看護の実際，③終末期看護や尊厳死に関
する考えや意識等の3群である．

3 . 結　果

1）回収率と対象者の属性
　埼玉県内の病院 357 施設に調査依頼書を郵送し，そ

の結果，返信のあった病院が90 施設（回収率 25.2％），
そのうち協力可能という返信は43 施設（90 施設の
47.8％）であった（残り47 施設は「協力できない」また
は「該当する病棟がない」であった）．次に，協力の同
意が得られた43 病院の対象看護師数は計 1605 名で
あったが，そのうち質問紙の返信があったのは1089
名であった（回収率 67.9％）．今回はそのうちの8 病院，
275 名の看護師を対象とした分析結果を報告する．
なお，対象看護師が就業している病棟は，一般病床が
61.8％，療養病床が9.7％，精神病床が25.8％，その他
が2.6％であった．看護師の平均年齢および平均臨床経
験年数，現職場での平均勤務年数は，32.6±8.4（21-60）
歳と9.8±7.4（1-38）年，4.5±3.4（0 -16）年であった．
2）終末期看護の実態
　まず終末期看護の実態であるが，終末期患者に対
する看護方式は「担当制をとっていない」が最も多く

（37.5％），次が「終末期に限らず担当看護師がつく」
（24.3％），「複数の看護師が担当として終末期患者に
つく」（19.9％）であった．多職種によるチームカンファ
レンスについては，「実施していない」が51.7％，1 日
のうち処置等以外で終末期患者（複数）のベッドサイ
ドにいる時間は，「10 分以内」が最も多く（44.1％），次
が「30 分以内」（24.9％），「ほとんどない」（11.1％）の
順であった．「症状緩和のみの治療」等に関する説明や
相談は，51.0％の者が「たまに」，21.3％が「しばしば」

図 1.  終末期医療のフローチャートモデル（一般病院の場合）［一部抜粋］．
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実施しており，「全くしていない」は25.9％であった．
「看取りと尊厳死に関する家族教育」の実施は，「行
なったことはないが必要だと思う」が88.8％で最も多
く，「行なったことがある」は6.5％であった．延命処
置実施の確認は，大半の病棟で，「急変の可能性がある
と判断された時」に（77.7％），「2-3回繰りして」（60.5％）
実施されており，81.6％の看護師がそれにかかわっ
ていた．セデーションやDNR（do not resuscitate）に関
してはそれぞれ61.6％と38.6％の看護師が，何かしら
の形でそれらにかかわっていた．最後に，看護師対象
の「終末期看護」教育（研修）は，「実施されていない」
が55.8％と最も多く，｢年に1回くらい｣，「年に複数回」
がそれぞれ16.1％，12.7％であった．
3）終末期看護に関する看護師の意識
　次に，看護師の意識であるが，多職種によるチー
ムカンファレンスが有効か否かという問いに対し
て，「なんともいえない」が最も多く（51.5％），次が

「有効である」（27.5％），「大変有効である」（8.4％）
で，「あまり有効ではない」と「有効ではない」があわ
せて12.6％を占めた．望ましいと思う「終末期患者の
ベッドサイドにいる時間」は，「1 時間以内」が最も多
く（33.7％），次が「30 分以内」（27.5％）で，「1 時間以
上」を望ましいとする者は14.5％であった．また，終
末期患者の看護計画を立案する時，尊厳死を意識する
か否かについては，「看護計画は立てているが特に意
識してない」が46.9％と最も多く，次が「尊厳ある死を
迎えられるようにということを看護目標にしている」

（30.2％），「看護計画を立てていない」（15.1％）であり，
家族への援助で最も重視するのは「声かけ，話を聞く，
助言する」（69.2％）で，次が「終末期の看取り教育」

（25.0％）であった．なお，終末期看護を専門とする認
定看護師やCNSの存在については，「是非来てほしい」
と「できれば来てほしい」があわせて69.1％であり，「何
ともいえない」が19.6％，「自分たちでまかなえるので
必要ない」は3.3％であった．WHOがん疼痛緩和法に
ついては，「名前だけ知っている」が46.5％，「ある程
度は知っている」は33.1％であった．最後に，終末期患
者のうつ状態をみかける頻度は「4-5 人に1 人」が最も
多く（23.2％），次に「2-3 人に1 人」（19.0％），「10 人に
1 人」（18.1％）が続き，「尊厳死を全うされた」と思う
終末期患者の割合は，「ほとんどなし」と「1-2 割」が最
も多く（ともに24.7％），「3-4 割」と「半数」が13.5％と
13.9％であった．

4 . 考　察

1）終末期医療・看護の体制と看護実践
　終末期医療・看護の体制については，終末期患者に
対する看護方式でどれだけ担当制が導入されている
か，多職種によるチームカンファレンスがどれだけ実
施されているか，1 日のうち処置等以外で，看護師が

終末期患者のベッドサイドにいる時間がどれだけある
のか，また，看護師による「症状緩和のみの治療」等に
関する説明や相談，「看取りと尊厳死に関する家族教
育」の実施率などが，その充実度を示す一指標になり
得ると考える．とすれば，4 割近くの対象者（の回答）
において担当制がとられておらず，半数以上でチーム
カンファレンスが実施されていなかったこと，また，
8 割以上において，1 日のうち処置等以外で終末期患
者のベッドサイドにいる時間がトータルで「30 分以
内」であったこと，看護師による「症状緩和のみの治
療」等に関する説明や相談がルーチン化されているの
が2割にすぎなかったこと，「看取りと尊厳死に関する
家族教育」の実施が1 割に満たなかったという本結果
は，尊厳死をめぐる国として初のガイドラインである

「尊厳死に関するガイドライン」が示す，患者中心の終
末期医療・看護を実現するにふさわしい体制が，必ず
しも十分でない可能性を示唆しているといえる．しか
し一方で，延命処置実施の確認，セデーションやDNR

（do not resuscitate）に関する場面では，看護師が一定
以上かかわっていたことから（8 割と6 割と4 割），終末
期医療体制の基本的な部分（枠組みの部分）では，看護
師が重要な役割を果たしている可能性がうかがえた．
また，WHOがん疼痛緩和法に関する知識や認識が十
分とはいえなかった本結果（半数近くが名前のみを
知っていた）は，看護師を対象とした「終末期看護」教
育の必要性を示唆しているが，それが「実施されてい
ない」と回答した者が半数以上だったことからは，終
末期看護の教育や周知に関する病院や管理者側の意識
が，高くはない可能性が示された．石井ら 8)による先
行研究においても，一般病院における緩和ケアの研修
率が3 割前後であったと報告されていることから，本
所見の信憑性は低くないと考える．
2）終末期医療・看護に関する意識
　次に，看護師の終末期医療・看護に関する意識で
あるが，多職種によるチームカンファレンスが有効
と捉えている者が4 割に満たなかったこと，ベッドサ
イドにいる時間も「1 時間以上」を望ましいとする者が
2 割に満たなかったことから，終末期医療で強調され
ている「チーム医療」，「精神的社会的な援助を含めた
総合的なケア」の観点を認識している者が多くはない
ことが示唆された．ただし，終末期患者の看護計画が
8割以上の者で実施され，その立案時に「尊厳ある死を
迎えられるようにということを看護目標にしている」
という者が3 割を占めたことから，おそらくは，基本
的なところは抑えた終末期看護が提供されているこ
と，尊厳死の観点も看護師によっては視野に入れられ
ていること，また，家族への援助で「声かけ，話を聞
く，助言する」ことが重視されていたことから，家族
までを射程に入れた終末期看護が志向されているこ
とがうかがえた．なお，終末期看護を専門とする認定
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看護師やCNSの存在を希望する者が7 割を占めたこと
からは，彼らが終末期看護における専門性を重視し，
自らのその専門性向上を求めていることが示された．
3）終末期患者の尊厳
　最後に，終末期患者のうつ状態をみかける頻度は

「4-5 人に1 人」以上と回答した者が4 割以上いたこと
から，看護師がそのような状況にある患者を把握し
得ていること，であればそこで，介入者としての役割
を果たしている可能性，そうした機会を持っている
可能性が示唆された．そして，終末期患者の抑うつに
も連動するが，看護師の目から見て，終末期患者の中
で「尊厳死を全うされた」と思う者の割合が，「ほとん
どなし」ないし「1-2 割」が半数を占めたことは，一般
病院における終末期医療の不徹底ないし，限界を示唆
するものであり，今後，看護師をはじめとする医療職
者間に，終末期医療の基本的なコンセプトが十分浸透
することと，そのコンセプトが実現され得る環境整備
の充実が，切実に求められているといえよう．
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