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ヒト脂肪組織由来幹細胞の分離と脂肪・骨・軟骨への分化

―幹細胞の供給源としての脂肪組織―
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要　　　旨

近年，脂肪組織由来幹細胞（adipose-derived stem cells; ASCs）が発見され，骨髄間葉系幹細胞と同様の多分化能を

もつと報告されている．今回我々は，走査電子顕微鏡でのヒト正常脂肪組織の観察を行い，腹部皮下脂肪組織から分

離した ASCs を用いた脂肪・骨・軟骨への分化誘導を行った．さらに，ハイドロキシアパタイト上に播種した ASCs

に骨分化誘導を行い，3次元形状をもつ誘導骨の作成を試みた．ASCsは，脂肪・骨・軟骨すべての成熟細胞へ分化可

能であることが各種特殊染色により証明され，脂肪組織は再生医療において用いられる間葉系幹細胞の供給源として

有用であると考えられた．
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Abstract

Recently, human adipose-derived stem cells (ASCs) have been discovered and reported to show the same multilineage

potential as bone marrow mesenchymal stem cells. In this study, we observed normal human adipose tissue using a scanning

electron microscope, and induced the differentiation of ASCs isolated from abdominal subcutaneous tissue into adipose, bone,

and cartilage cells. Subsequently, we induced the differentiation of ASCs seeded on hydroxyapatite into osteocytes in an

attempt to promote the formation of bone with a three-dimensional morphology. We succeeded in preparing three-dimension-

ally cultured bone using human ASCs in the subcutaneous tissue of nude mice. It is revealed that collagen scaffolds are useful

for human ASCs as a three-dimensional bone tissue engineering scaffold in vitro and in vivo. Various staining techniques

demonstrated that ASCs were able to differentiate into mature adipose, bone, and cartilage cells, suggesting that adipose tissue

is a useful source of mesenchymal stem cells in tissue engineering.

緒　　言

脂肪組織由来幹細胞（adipose-derived stem cells;

ASCs）は骨髄間葉系幹細胞と同様の多分化能をも

つため，脂肪組織は骨髄に代替した幹細胞の供給

源であると報告されている 1,2)．脂肪組織は，形成

外科手術の際の余剰組織として採取することは容

易であり，局所麻酔下で採取可能である．また骨

髄幹細胞採取に比較して脂肪組織採取は侵襲も少

なく，採取後の疼痛も極めて少なく，ドナーサイ

トの変形・欠損も非常に少なく行なえる．このヒ

ト ASCs の分離・分化誘導方法の確立ができ，脂

肪組織が再生医療において幹細胞の普遍的供給源

となれば，理想的であると考えられる．
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今回我々は，ヒト腹部皮下脂肪から分離した

ASCsを用いた脂肪・骨・軟骨への分化誘導を行っ

たのち，ハイドロキシアパタイト上に播種した

ASCs による骨分化誘導を行い，3 次元形状をも

つ誘導骨の作成を試みた．ヒト ASCs の培養法に

おける注意点と，分化誘導における興味ある知

見，および幹細胞研究における ASCs の臨床的意

義について文献的考察を含め報告する．

材料と方法

ヒト脂肪組織由来幹細胞の分離・培養

形成外科疾患により植皮術を施行する患者で，

術前にインフォームド・コンセントが得られた 3

例（BMI 29～35，平均 32.3）を対象とした．ヒト

脂肪組織を扱うに先だち，関西医科大学医学倫理

委員会の承認を得て，遂行にはヘルシンキ宣言

を尊守した．ダルベッコ改変イーグル培地

（Dulbecco’s modified Eagle’s medium: DMEM）に

10％濃度の胎仔牛血清（fatal bovine serum: FBS），

100U/ml Penicillin G, 100mg/ml Streptomycin を添

加したものを基本培地とした．手術の余剰組織か

ら無菌的に得られた 1 g 前後のヒト脂肪組織を採

取後，PBS（phosphate buffered saline）で十分に洗

浄し，血管，結合組織等を除去後，組織を細分化

し，コラゲナーゼタイプ II（Sigma, ST Louis）に

て 40分 40°Cにて震盪させ，組織を消化した．消

化終了後，基礎培地を加えて 1,300 rpm 3minにて

遠心処理行い，下部に沈殿した細胞ペレット（cell

pellet）を新しい基礎培地の入った遠心管に移して

攪拌し，洗浄した．この作業を 3回繰り返し，十

分にコラゲナーゼを洗浄する．最後に細胞成分を

100mm のメッシュでろ過したのち，基礎培地に

て 37°C，5％CO2の条件下で培養を行い，3継代し

たものを以下の分化誘導実験に用いた．脂肪・骨

細胞への誘導は 24wellプレートに 1×104 cell/well

で播種した細胞を用い，軟骨細胞への誘導は遠沈

管培養法 10)を利用した．

なお実験に用いた正常脂肪組織を 3mm×3mm

に細切し，2.5％グルタールアルデヒド溶液にて前

固定を行い，Kakudo らの方法 3) に従って走査電

子顕微鏡標本を作成し，走査電子顕微鏡（日立，

4700-S）にて 30倍，100倍で観察を行った．

脂肪細胞への分化誘導

基礎培地に 0.5 mM isobutyl-methylxanthine

（IBMX），1 mM dexamethasone，10 mM insulin，

200mM indomethacin を添加したものを脂肪分化

誘導培地とした．コンフルエントになった ASCs

を脂肪分化誘導培地にて 21日間培養し，形態的

変化を位相差顕微鏡にて毎日観察した．培地交換

は 3日ごとに行った．分化誘導 3週間後に以下の

Oil red O染色，GPDH活性の測定を行い，基礎培

地で 21日間培養したコントロール群と比較した．

Oil red O染色

シャーレ内の培地を吸引し，PBSで 2回洗浄後，

4％paraformaldehydeにて 10分間固定した．0.5％

Oil red Oイソプロパノール溶液と純水を 3:2（v/v）

で混合して 10分間室温に放置し，ろ過ののち，染

色液として使用した．蒸留水で洗浄後，上記染色

液にて染色を室温にて 2時間行い，顕鏡した．

GPDH活性の測定

培養 21日目の細胞の GPDH活性をグリセロー

ル 3-リン酸脱水酵素（GPDH）活性測定キット

（TAKARA BIO INC, Japan）にて測定した．DNA

定量キット（Primary Cell Co., Ltd., Japan）を用い

て同一サンプルの DNA を定量し，GPDH 活性を

補正した．データは統計学的にMann-Whitnyの U

検定を行い，p<0.05を有意差ありと判定した．

骨細胞への分化誘導

基礎培地に 0.1mM dexamethasone, 50mg ascor-

bate-2-phosphate, 10mM b-glycerophosphateを添加

したものを骨分化培地とした．コンフルエントに

なったASCsを脂肪分化誘導培地にて 21日間培養

し，形態的変化を位相差顕微鏡にて毎日観察した．

培地交換は 3 日ごとに行った．分化誘導 21 日後

に Alkaline phosphatase 染色（ALP 染色），Kossa

染色を行い，基礎培地で 21 日間培養したコント

ロール群と比較した．

ALP染色

TRACP & ALP double-stain Kit（TAKARA BIO

INC, Japan）を用いて ALP染色を行った．

Kossa染色

シャーレ内の培地を吸引し，PBSで 2回洗浄後，

4％ paraformaldehydeにて 10分間固定した．その

後，5％ Silver nitrate（Sigma, ST Louis）にて室温
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の暗室で 10分間染色した．蒸留水で洗浄後，UV

ライトを 1時間照射した．

3次元培養骨の作製

コンフルエントになったヒト ASCsを 0.2％ト

リプシン（Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA）

にてはがし，1×106 cells/ml になるよう基礎培地

にて細胞懸濁液を調製した．24 well プレート

1well に 1 つずつ多孔体ハイドロキシアパタイト

（CELLYARD HA scaffold, PENTAX, Tokyo, Japan）

を入れ，細胞懸濁液を 1ml 注ぎ，一晩 CO2 イン

キュベーターにて浸漬した．細胞の接着したアパ

タイトを新しい 24wellプレートに 1wellにつき 1

個ずつ移し，骨分化誘導培地もしくは基礎培地に

て培養した．2 日に 1 回培地交換を行い，分化誘

導 21日目に ALP染色を行った．

軟骨細胞への誘導

基礎培地に 6.25mg/ml insulin, 10 ng/ml TGF-b3,

50 nM ascorbate-2-phosphate を添加したものを軟

骨誘導培地とした．軟骨への分化は，遠心管培養

法 4) にて行った．サブコンフルエントの細胞を

0.2％トリプシン（Invitrogen Corp., Carlsbad, CA,

USA）にてはがし，1×106 cells/ml になるよう軟

骨誘導培地にて細胞懸濁液を調製した．1.5ml

microfuge tubeに 1ml（1×106 cells/tube）ずつ分注

し，1,000 rpm, 5min遠心を行ったのち，cell pellet

を壊さないように，培養液の上澄み 500mlを静か

に取り除いた．毎日培養液を交換し，その度ごと

に 1,000 rpm, 5min 遠心を行い，cell pellet を崩さ

ないように注意した．キャップは気層が入るよう

に緩めておいた．14日間培養のちに，cell pelletを

4％paraformaldehydeにて 2時間固定を行い 4mm

のパラフィン切片を作製し，Kakudoらの方法 5)に

従って Alcian Blue染色，Collagen type II免疫染色

を行った．

結　　果

走査電子顕微鏡での正常脂肪組織の観察

典型的な脂肪組織の肉眼的観察像および走査電

顕観察像を図 1に示す．ヒト腹部脂肪組織は肉眼

上黄色を呈しており，今回分離した ASCs は表皮

より深さ 2 cm 前後の脂肪組織部（図 1A，矢印）

より調製した．走査顕微鏡にて 30 倍で観察を行

う（図 1B）と，球形の成熟脂肪細胞が集まって集

塊を作り，脂肪組織小葉を形成していた．小葉は

血管に富む皮膜で包まれており，割面は蜂の巣状

図 1 （A）ヒト腹部皮下脂肪組織（矢印が ASCs調製に

使用した脂肪部分）　（B）ヒト腹部皮下脂肪組織

の走査電顕標本（×30）　（C）ヒト腹部皮下脂肪

組織の走査電顕標本（×100，＊印が脂肪細胞間の

未熟脂肪細胞と線維芽細胞様細胞）
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の細胞膜の中に，脂肪滴が充満している様子も観

察された．さらに拡大し 100 倍にて観察を行う

（図 1C）と，成熟脂肪細胞はほぼ球形で大きさは

直径約 80mmであり，脂肪細胞周囲は豊富な膠原

線維と毛細血管で支持されており，脂肪細胞間に

は未熟脂肪細胞と線維芽細胞様細胞（図1C＊印）

が散見された．

脂肪細胞への分化誘導

脂肪分化誘導培地にて培養した細胞は，7 日目

ごろから細胞質内に小型の脂肪滴が出現し多胞性

の細胞へと変化した．この胞体は Oil red O染色に

て赤色に染色され，脂肪滴であることが確認され

た．培養期間が長くなるにつれて細胞質内の脂肪

滴は大きくなる様子が観察された（図 2）．コント

ロール培地で培養したものは，線維芽細胞様の細

長い形態のままであり，脂肪滴の出現は認められ

なかった．脂肪分化培地にて培養 21日目の GPDH

活性は，コントロール培地の 25 倍の活性を有し

ており有意に促進していた（図 3）．3検体から採

取した ASCs のうち，3 検体とも脂肪分化誘導可

能であった．

骨細胞への分化誘導

骨分化誘導培地にて培養した細胞は，7 日目ご

ろから線維芽細胞様の細長い形態から徐々に丸く

敷石状の形態へと変化していった．14日前後より

細胞周囲に細胞外基質が分泌されはじめ，肉眼で

も白色の石灰沈着を認めた．骨細胞への分化誘導

を確認するため行った ALP染色および von Kossa

染色では，培養 21 日目にて陽性の所見を呈して

いた．3検体から採取した ASCsのうち，3検体と

も骨分化誘導可能であった．コントロール培地で

同期間培養した細胞群では，陰性の所見であった

（図 3）．

多孔体ハイドロキシアパタイトに播種した細胞

群を上記と同様に ALP染色を行うと，培養 21日

目にて陽性の所見が確認された．

図 2 ヒト ASCsの脂肪細胞への分化（Bar, 100 mm）
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軟骨細胞の分化について

軟骨分化誘導培地で遠心管培養した細胞は，

microfuge tube の底面で白色細胞塊を形成し，培

養期間が長くなるに従い細胞塊の大きさが増大し

た．培養 14日目にて軟骨細胞への分化を確認す

る Alcian Blue 染色，Collagen type II 免疫染色に

て細胞塊は陽性所見を示した．2 検体から採取し

た ASCs のうち，2 検体とも軟骨分化誘導可能で

あった．

考　　察

脂肪組織由来幹細胞（ASCs）は，美容外科手術

のひとつである脂肪吸引手術より得られた液状脂

肪（lipoaspirates）より 2001 年に初めて精製され

た 1)．今回我々は，液状脂肪ではなく，切除した

ブロック状の皮下脂肪組織より精製したが，既存

の報告と同様に，それぞれの分化誘導培地で培養

された ASCs は，脂肪・骨・軟骨すべての成熟細

胞へ分化可能であることが各種特殊染色により証

明された．

本実験に用いた脂肪組織は，すべて腹部の皮下

脂肪を用いた．皮下組織は肉眼的には脂肪小葉と

筋膜とで構成され，基本的には浅筋膜をはさん

で 2 層構造をしている．浅層は PAFS; Protective

Adipofascial System（防御性脂肪筋膜系），深層は

LAFS; Lubricant Adipofascial System（潤滑性脂肪

筋膜系）と呼ばれている6)．本実験に用いた脂肪

は，形成外科の植皮術の際のドナーサイトから得

た余剰組織で，浅筋膜より浅層の脂肪組織である

ため，PAFS より精製された ASCsであると考え

られる．

杉原ら7) はヒト皮下脂肪組織 120例を走査電顕

により観察し，脂肪細胞の肥大と増殖について詳

細に検討した．その結果，日本人成人普通体重者

の成熟脂肪細胞は直径 70～90ミクロンであるが，

BMI 30以上の肥満では，脂肪細胞は肥大し，脂肪

細胞の間隙に増殖性の未熟脂肪細胞（小型脂肪細

胞と線維芽細胞様脂肪細胞）が見られたと報告し

た．本研究においては全ての症例で BMI 25以上，

平均 BMI が 32.3 と肥満の症例であり，脂肪細胞

周囲は豊富な膠原線維と毛細血管で支持されてお

り，脂肪細胞間には未熟脂肪細胞と線維芽細胞様

細胞が散見され上記の報告に一致した．また，吉

村ら8) は同一患者の吸引脂肪と切除脂肪組織それ

ぞれから ASCs を単離し比較をすると，吸引脂肪

からは正常脂肪と比べて有意に少ない数（平均 48

％）しか採取されないと報告した．すなわち，吸

引脂肪組織は正常脂肪組織と比べると，幹細胞が

相対的に欠乏している．走査電顕による脂肪組織

の観察の結果，その原因として，吸引脂肪組織に

は，大血管が乏しいことに加え機械的な破砕や内

因性の酵素反応などにより，吸引手術中や吸引瓶

内での保存中に ASCs が廃液中に遊離されている

可能性があると述べている．ASCs は脂肪組織中

の血管・間質分画（vascular stromal fraction）に含

まれているとされており，脂肪組織の走査電顕像

における毛細血管と膠原線維，未熟脂肪細胞と線

維芽細胞様細胞の数や形態が，採取できる ASCs

の数と関連がある可能性が示唆されており興味

深い．

切除脂肪組織からの ASCs 採取の際のポイント

として，脂肪組織を眼科剪刃にて十分に細切する

こと，コラゲナーゼの消化時間を厳守すること，

コラゲナーゼを十分に洗浄することが挙げられ

る．脂肪組織の細切が不十分であるとコラゲナー

ゼ消化に時間がかかるため，得られる ASCs の数

が減少する．コラゲナーゼでの消化時間が長すぎ

図 3 ヒト ASCsの脂肪細胞への分化（21日目）のGPDH

活性（n=4，3検体 3ヶ所のサンプルに加え 1検体

は 2ヶ所よりサンプリングを行い計 4 サンプルと

した．）
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る，またはその洗浄が不十分であると，得られる

ASCs の viability が低下するので注意が必要であ

る．また，ASCsの増殖率や分化率は，FBSのロッ

トの影響が大きいため，必ずロットチェックを行

い，細胞に適した FBSを使用する必要がある．

現在医療分野においては，外傷，疾病や老化に

よって失われたヒトの組織を再生させることに注

目が集まっている．再生医療の成功には，特定の

機能細胞への分化誘導系，医工学的な細胞増殖，

分化の足場や成長因子などの徐放技術の開発など

図 4 ヒト ASCsの骨細胞への分化（Bar, 100 mm），3次元誘導骨の作製
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が必要であるが，鍵となる必要技術の一つとして

幹細胞の応用が挙げられる．幹細胞とは，自己増

殖能と多分化能を兼ね備えた細胞であり，これま

では胚性幹細胞（ES細胞），体性幹細胞の利用が

考えられていた．マウス ES細胞株が 1981年に樹

立 9)のち，ヒト ES細胞が 1998年に米国で初めて

作成 10)され，強力な増殖能と多分化能が明らかに

なりつつある．しかしながら臨床的な再生医療応

用における問題点として，ヒト胚を医療に用いる

という倫理的問題や，拒絶反応という障害が挙げ

られている．体性幹細胞は，そのような免疫拒絶

がないうえに倫理的問題の少ない自己由来の細胞

であり，そのなかでもこれまで基礎的・臨床的研

究の先導的役割を果たしてきた細胞は，骨髄に

存在する造血幹細胞，間葉系幹細胞であった．そ

の中でも間葉系幹細胞は多系統の細胞に分化す

る 11,12)ことが示され，この骨髄由来間葉系幹細胞

を用いた骨再生医療，軟骨再生医療，血管再生医

療はすでに臨床研究が実地されている．しかしな

がらこの骨髄由来間葉系幹細胞は，獲得できる細

胞数が非常に少なく，そのため体外培養を施さな

い限り一度に大量の骨髄採取を必要とする点であ

る．したがって採取に当たっては全身麻酔を要す

るうえ，採取後の疼痛が避けられなく，ドナーの

負担が大きい．

ところが近年，この骨髄由来間葉系幹細胞と同

様の性質を有する細胞が，骨髄以外の組織にも存

在する 13–15)ことが示唆され，その中でも Zukらは

脂肪組織中に間葉系幹細胞に類似した多能性幹細

胞を発見した1)．脂肪組織は，形成外科手術の際

の余剰組織として採取することは容易であり，局

所麻酔下でも採取可能である．また骨髄幹細胞採

取に比較して脂肪組織採取は侵襲も少なく，採取

後の疼痛も非常に少なく，ドナーサイトの変形・

欠損も非常に少なく行なえる．

本研究により我々は，ヒト腹部皮下脂肪から分

離した ASCs を用いた脂肪・骨・軟骨への分化誘

導法を確立したのち，ハイドロキシアパタイト上

に播種した ASCs に骨分化誘導を行い，3 次元形

状を有す誘導骨の作成に成功した．今後，臨床応

用へむけて，in vivoにおける軟部組織・硬組織再

建における条件検討を行い実用化を目指した研究

を行うと同時に，遺伝子発現系，ベクター，移植

デバイスの改良による安全・確実な手法への発展

が期待される．

ま と め

我々はヒト腹部皮下脂肪から ASCs を分離し，

分化誘導培地で培養することにより脂肪・骨・軟

骨すべての成熟細胞へ分化可能であることを各種

特殊染色により証明した．ハイドロキシアパタイ

ト上に播種した ASCs に骨分化誘導を行い，3 次

元形状を有する誘導骨の作成に成功した．脂肪組

織は再生医療における間葉系幹細胞の供給源とし

て有用であると考えられる．
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関西医科大学医学会賞

「関西医科大学医学会賞」は関西医科大学医師会の後

援のもと，当該年本学で学位を授与された若手研究者を

鼓舞し，更なる飛躍を期待するために設けられた賞であ

る．

応募者は医学会賞選考委員会の厳正なる審査のもと，

優秀賞と奨励賞が決定される．

平成 18年は 13名の応募者の内から 1名に優秀賞と 2

名に奨励賞が交付された．

本号に掲載の受賞者研究内容を参照されたい．

医学会会長　山下　敏夫

関西医科大学医学会賞交付規程

第一章　総　則

（目的）

第 1 条 本規程は本学の学術研究振興を目的として，関

西医科大学医学会（以下「医学会」という）が当該年

度の優秀学位論文ならびに関連業績に対して褒賞す

るために定めた規程である．

（後援）

第 2条 前条の褒賞にあたっては，関西医科大学医師会

（以下「医師会」という）が後援する．

（財源）

第 3条 本賞の財源としては医学会，医師会双方の予算

をもってあてる．

（交付対象）

第 4条 研究業績および将来性を含めて本学学術集談

会での講演内容を審査して毎年若干名に交付する．

第二章　交　付　手　続

（交付申込）

第 5条 本賞の応募者は医学会事務室に備え付けの所

定の申込書に必要事項を記入し，関連論文 3篇以内を

添えて毎年 1月 15日迄に医学会に提出する．

第三章　選　考

（選考委員の構成）

第 6 条 選考委員会は，次の委員で組織する．

（1）職務上委員となるもの

医学会会長

医学会委員長

（2）選挙により委員となるもの

教授会　4名

助講会　5名

関西医科大学医師会　教授 3名

第 7 条 委員の任期は 2年間とし，再任を妨げない．但

し，2期を超えないものとする．

（選考委員会の開催）

第 8 条 毎年学術集談会開催日に選考委員会を催し講

演内容と業績内容について選考を行う．

（審査会の成立）

第 9 条 選考委員会は選考委員の 3分の 2以上の出席を

もって成立する．

（審査会の議長）

第10条 原則として医学会会長が議長となる．

（審査会の議決）

第11条 議決は出席選考委員の投票により決定する．

第四章　そ　の　他

（本規程変更）

第12条 本規程の変更は医学会委員の 3分の 2以上の承

認を得なければならない．

細則　1．選考結果は毎年学術集談会終了時に発表し交

付金を支給する．

なお，受賞者は関西医大誌誌上に講演内容を寄稿する

こととする．

付則　本規程は平成 13年 9月 1日から施行する．

付則　本規程は平成 15年 10月 10日から施行する．
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膵 癌 の 免 疫 機 能 評 価

柳本　泰明

（外科学講座）

Immunological Evaluation of Circulating Dendritic Cells

in Patients with Pancreatic Cancer

Hiroaki YANAGIMOTO

(Department of Surgery)

はじめに

我が国の膵癌による死亡者数は年々増加傾向に

あり，癌死亡の 6％を占め，年間 20000 人を超え

た．年間罹患患者数と死亡者数がほぼ等しい最も

予後の悪い固形腫瘍の代表的疾患である1)．その

主な原因は多くの症例が診断時既に高度の局所進

展や肝転移などにより切除不能な進行例であるこ

とや，切除例であっても高率に早期再発をきたす

ためである．

膵癌患者の予後因子としては腫瘍因子，治療

因子を中心に検討されてきたが，宿主因子とし

ての免疫機能の評価はされていない．樹状細胞

（dendritic cell: DC）はマクロファージなどととも

に抗原提示細胞（antigen presenting cell: APC）と

して働いているが，professional APC として DC

は癌免疫において特に重要な役割を果たしてい

る．癌免疫の成立，すなわち腫瘍抗原を認識し抗

原特異的に癌細胞を障害する細胞障害性Tリンパ

球（cytotoxic T lymphocyte: CTL）の誘導には，DC

が強く関わっており，最近では DCによる抗原提

示機構も明らかにされつつある．

今回我々は膵癌患者の免疫機能を評価し，進行

度および予後との関連について検討した．

樹状細胞群の細胞とその特性

生体内に広く分布する樹状細胞は表現型や細胞

機能において不均一な集団である．一般に，非リン

パ系組織に分布する Langerhans 細胞（Langerhans

cells）や間質細胞（interstitial cells）と呼ばれる樹

状細胞は未熟で食作用活性を持ち，取り込んだ物

質を消化分解することができる．このとき，侵入

した異物やその産物あるいは炎症応答により産生

されたサイトカインの作用を受けると，輸入リン

パ管に入りベール細胞（veiled cells）と呼ばれる

時期を経て所属リンパ器官へと移動する．そして

相互連結性かん入細胞（interdigitating cells）とし

て T細胞領域において抗原提示を行い，特異的 T

細胞を活性化することにより免疫応答を誘導す

る．この過程において樹状細胞は細胞接着分子や

共刺激分子の発現を増強するとともに，種々のサ

イトカインやケモカインの産生能を獲得して，よ

り有効な抗原提示細胞となる2)．

樹状細胞群の細胞は大きくミエロイド系樹状細

胞（DC1）とリンパ球系樹状細胞（DC2）の 2 群

に分けられると考えられている．DC1 はマクロ

ファージや顆粒球と同一の前駆細胞に由来するの

に対して，DC2は胸腺前駆細胞に由来し，リンパ

球と同じ起源である．ヒトにおいては，CD11cの

発現を指標に区別することができる．CD33+前

駆細胞から GM-CSFの作用により誘導され，末梢

非リンパ系組織に分布する CD11c+ 細胞が DC1，

CD11c−の形質細胞様 T細胞あるいは形質細胞様

単球と称される細胞が未熟な DC2 と考えられ，

IL-3の作用により分化し，CD40Lの作用で成熟す

る3)．
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対象・方法

対　象

関西医科大学附属病院外科に受診された膵癌患

者を対象とし，説明文書によりインフォームドコ

ンセントが得られた患者とした．また健常人ボラ

ンティアをコントロールとした．

方　法

担癌患者における免疫不全が DC機能障害に起

因していると仮定し，その機能障害を末梢血での

量的・質的変化と規定し，健常人における DC機

能と比較検討する．採血は空腹時に患者（治療開

始前）もしくは健常人の前腕皮静脈より静脈血約

30 mlをヘパリン加注射器に採取する．

リンパ球細胞数

採取した末梢血より Lymphoprep（Nycomed

Pharma, Oslo, Norway）を用いた比重遠心法によ

り分離した単核球（peripheral blood monocyte cell,

PBMC）を採取し細胞数を算定する．下記抗体

（PharMingen, San Diego, CA）を用いて各リンパ球

分画を flow cytometry（FACScan (Becton Dickinson,

Sunnyvale, CA)）にて解析した．末梢血単核球の中

で Lineage マーカー（CD3, CD14, CD15, CD16,

CD19）が陰性で HLA-DR陽性の細胞を DCとし，

さらにCD11c陽性細胞をミエロイド系DC（DC1），

CD11c陰性細胞をリンパ系DC（DC2）を同定した．

・ミエロイド系／リンパ系DC cell（PE-Cy5-HLA-

DR, FITC-*Lin, PE-CD11c）

* lineage-CD3, CD14, CD15, CD16, CD19

・ NK cell（PE-CD14, FITC-CD56）

・ CD 4/8 Tcell（PE-Cy5-CD3, FITC-CD4, PE-

CD8）

DCの表面抗原の解析

DC の表面抗原は FITC-Lin, PE-HLA-DR, PE-

Cy5-11c さらに ECD-CD40 もしくは ECD-CD86

抗体を用いて flow cytometry（EPICSRXL-MCL

(Coulter, Hialeah)）にて解析を行った．結果は蛍光

強度 mean fluorescence intensity（MFI）で表した．

末梢血からの DCの単離

私たちは Inaba ら 4) の方法を用いて末梢血から

ほぼ 100％pureな DCを単離した．PBMCを anti-

CD3（HIT3a, T cell表面認識マーカー）mAb，anti-

CD14（M5E2, Macrophage表面認識マーカー）mAb

（PharMingen, San Diego, CA）で培養した後 anti-

mouse Ig coated magnetic beads（M-450; Dynal, Oslo,

Norway）を用いて negative selectionを行い，T細

胞やマクロファージを取り除きその細胞数を算定

する．こうして得られた CD3-/CD14-細胞をさら

に anti-CD4-conjugated microbeads（Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach, Germany）と培養し positive

selectionを行った結果 CD4+細胞が回収され，さ

らに PE-anti-CD11c mAb, a mixture of FITC-anti-

CD3, -CD14, -CD15, -CD16, -CD19, and PE-Cy5-

anti-HLA-DR mAb で培養後，EPICS ELITER flow

cytometer（Coulter, Hialeah, FL）を用いて cell sorting

を行い DCのみが単離される．

パルスする物質（免疫刺激物質）への反応性

A 群溶血性レンサ球菌由来 OK-432 は，頭頚部

癌を含め多くの悪性腫瘍において，その有効性が

確認され，広く臨床で用いられている抗腫瘍免疫

療法剤であり，DCを OK-432でパルスすると IL-

12を産生することが知られている5)．分泌された

IL-12は Th1や細胞障害性 T細胞（CTL）を誘導

し 6)，Th1のインターフェロン g（IFNg）分泌を

Table 1. Comparison of Lymphocyte Subsets and Dendritic Cells between

Pancreatic Cancer Patients and Healthy Controls

Control (n=20) Patients (n=29) P value

PBMC (cell/ml) 2.8±0.9×106 2.7±0.8×106 n.s

Total DC (cell/ml) 13078±7793 13347±7274 n.s

NK (%) 11.5±7.1 12.9±5.2 n.s

NK activity (%) 33.5±17.7 29±20.0 n.s

CD4 (%) 32.1±9.5 31.4±9.5 n.s

CD8 (%) 12.2±7.8 8.9±4.5 n.s

CD4/8ratio 3.5±2.2 4.8±3.1 n.s

PHA (c.p.m) 48943±26798 49091±10706 n.s

PBMC: peripheral blood mononuclear cells, NK: natural killer cells, PHA: proliferative response of T lym-

phocytes towards Mitogen.
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促進することが知られている7)．単離した DC1，

DC2をそれぞれ 0.01 KE/ml濃度の OK432と 25％

monocyte conditioned medium で一昼夜パルスす

る．翌日培養上清中の IL-12濃度を ELISAにて測

定する．

異系リンパ球混合培養試験（allo MLR）

Allo MLR にて T 細胞分裂刺激能を測定するこ

とにより DCの抗原提示能を評価した．単離した

DC（1×103/well）と健常者の CD14, 20 で nega-

tive selectionして得られたリンパ球（アロ T細胞

2×105/well）とを 96 穴プレートにて 4 日間混合

培養後，[H+]-Thymidine（1 mCi/well：日本原子力

研究所，茨城）を添加する．[H+]-Thymidine 添

加16時間後に [H+]-Thymidineの取り込みを liquid

scintillation counter にて計測し T 細胞の増殖反応

を stimulatory indexにて評価した．

Fig. 1. Freshly isolated PBMCs were labeled with FITC-conjugated anti-CD3, CD14, CD15, CD16, and CD19 antibodies

and PE-Cy5-conjugated anti-HLA-DR antibodies and PE-conjugated anti-11c antibodies. In each sample, a total of

300,000 cells were analyzed. Typical profiles of one control and one cancer patient are shown. Using light scatter

properties, region R1 was defined to include lymphocytes and monocytes and exclude debris. DCs were detected as

fractions of the lin-, HLA-DR+ cell population (designed R2). By gating on R2, region R3 (DC1s) describes HLA-

DR+ and 11c+ cells. Region R4 (DC2s) describes HLA-DR+ and 11c− cells.
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結　　果

膵癌患者と健常人との比較

末梢血 DC細胞数

膵癌患者の末梢血中 DC細胞数は健常者と比較

して総 DC数に有意差は認めなかった（Table 1）．

典型的な DC 分画を示すフローサイトメトリー

を Fig. 1 に示す．DC1 数は膵癌患者で有意に減

少しており（patients: 5914±3420 cell/ml, controls:

8995±6617 cell/ml, p<0.05, Fig. 2A），さらにはDC2

数においては膵癌患者で有意に増加していた

（patients: 7226±4474 cell/ml, controls: 4083±2189

cell/ml p<0.05, Fig. 2B）．

DCのアロ T細胞に対する抗原提示能（allo MLR）

単離した DC1 と健常者の T リンパ球を用いた

培養リンパ球への活性化能を見るための allo MLR

では膵癌患者では健常人と比較して有意に stim-

Fig. 2. Cancer patients had a significantly lower number of DC1s than did the controls (p<0.05, Fig. 2A). In contrast, the

numbers of DC2s were significantly higher in patients than in controls (p<0.05, Fig. 2B). The mean values are

expressed as bars. Statistical significance was determined by Mann-Whitney U test.

Fig. 3. A; DCs isolated from peripheral blood were tested for the ability to stimulate allogeneic T lymphocytes in a standard

mixed leukocyte reaction. Patients’ myeloid-lineage DCs (DC1s) demonstrated a significantly reduced ability to

stimulate allogeneic control T cells as compared to those of gender and age-matched healthy controls (P<0.05). The

stimulatory activity was calculated by dividing the counts per minute (c.p.m) of patients or controls by the c.p.m of

healthy third party volunteers. The data are expressed as a median (interquartile interval). Statistical significance

was determined by Mann-Whitney U test. B; Myeloid-lineage DCs (DC1s) activity in patients with advanced disease

(Stages 3–4) was significantly lower than that in patients with early stages of cancer (Stages 1–2) (P<0.05).
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ulatory indexが低下していた（patients: 0.70±0.54

（1175.4±814.2 c.p.m: 1×103 cell/DC1），controls:

1.40±0.45（2283.5±1453.9 c.p.m），p<0.05, Fig. 3A）．

さらには進行膵癌でより低下することが分かった

（Stage 1–2: 1.03±0.68（1260.0±468.2 c.p.m），Stage

3–4: 0.50±0.34（854.0±547.4 c.p.m），p<0.05, Fig.

3B）．

DC1細胞表面上の共刺激因子とHLA-DRの発現

DC の重要な働きとして細胞表面上の共刺激因

子の発現増強にて抗原呈示を起こすことが知ら

れているが，膵癌患者では健常人と比較して DC1

における HLA-DR の発現が有意に低下している

ことが分かった．しかし CD40/CD86 の発現にお

いては両群間に有意な差は認められなかった

（Fig. 4）．

サイトカイン（IL-12）産生能

OK-432によって成熟されたDCは IL-12を産生

することが知られている5)．単離した DC1を OK-

432 で刺激し，その上清の IL-12 を測定した．膵

癌患者では健常人と比較して DC1 からの IL-12

産生能は有意に低下していることが認められた

（patients: 223±178 pg/ml, control: 728±422 pg/ml,

p<0.05, Fig. 5）．

他の免疫パラメーター

膵癌患者および健常人の両群間に末梢血単核球

数（PBMC），NK細胞数，CD4 Tリンパ球および

CD8 T リンパ球数に有意差は認められなかった．

さらに NK細胞活性，リンパ球幼若化試験におい

ても両群間に差は認められなかった（Table 1）．

切除症例における術後再発の指標としての有用性

手術症例について検討したところ，術後 DC1，

DC2 数に変化は認められなかったが DC1 機能が

有意に改善することが認められた（Fig. 6A）．術

後再発症例と術後無再発症例との比較において術

後には両群間に差は認められなかったが，術後 1

年後の DC1 数において無再発群で有意に増加す

Fig. 4. Phenotypic analysis of Lin-DR+11c+ (DC1s) from cancer patients and controls was done. Results are expressed as

mean fluorescence intensity (MFI).

Fig. 5. Purification of DC1s and stimulating conditions

were identical for pts and controls. The production

of IL-12 (p70) by DC1s from patients with pancre-

atic cancer was significantly lower than those from

healthy controls (p<0.05). The mean values are

expressed as bars. Statistical significance was deter-

mined by Mann-Whitney U test.
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ることが認められた（Fig. 6B）．このことから術後

再発のモニタリングとしての有用性が示唆され

た．

考　　察

我々は膵癌患者における免疫機能評価を DCに

注目して行い，DC1 数の減少および DC1 機能が

低下していることを示した．DCは免疫応答の中

心的細胞であり，癌抗原を貪食し，効率的に抗原

呈示をT細胞に行い細胞障害性活性を獲たT細胞

が癌細胞を攻撃する．そのことからも DC1数の減

少およびDC1機能の低下は癌における免疫応答全

体の働きを低下させていると思われる．また担癌

状態における免疫逃避機構を解明するために重要

なことかもしれない．今回の検討では骨髄レベル

での DCの産生低下もしくは分化過程での障害が

起こっているのか，腫瘍局所での消耗が起こって

いるのかについては検討していない．今後これら

についての検討が必要と思われる．さらには免疫

賦活するためのあらたな治療法の開発も急務であ

り，現在癌退縮抗原ペプチドを用いた癌免疫療法

を臨床試験として施行中である 8)．
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はじめに

蝸牛の感覚細胞として 2種類の有毛細胞，内有

毛細胞と外有毛細胞が存在する．音信号は内有毛

細胞より求心性繊維を通じて経由して伝えられ

る．外有毛細胞は能動的運動能を持ち音信号を増

幅するとされている（Dallos & Harris, 1978）．外有

毛細胞は少なくとも70 kHzまでの周波数に反応し

て機械的な力を発生する（Frank et al., 1999）．その

能動的運動は外有毛細胞側壁に高密度（少なくと

も 7,500/µm2，Huang & Santos-Sacchi, 1993）に存

在するプレスチンによっておこる（Zheng et al.,

2000）．しかし，外有毛細胞のプレスチンの代謝は

ほとんど解明されていない．

近年，蛍光色素 FM1-43を用いて endocytosisの

機能を検討した論文が多く見られる．FM1-43 は

可逆的に脂質二重層に結合し，細胞膜に結合して

いる間にendocytosisによって取り込まれることに

より，小胞の可視化を可能とする．内耳の有毛細

胞頂部における endocytosis は非常に早く，rapid

endocytosis と呼ばれ注目を集めている（Meyer

et al., 2001; Griesinger et al., 2002, 2004）．Rapid

endocytosisは内分泌細胞で有名な現象であり，細

胞内 Ca2+/Calmodulin によって制御されていると

考えられている．今回の報告においては，rapid

endocytosis によって取り込まれた細胞膜の運搬

先，そして，細胞内 Ca2+/Calmodulin の影響を検

討した．

方　　法

外有毛細胞の単離

200–400 g の有色モルモットから外有毛細胞を

単離した．側頭骨を取り出し冷却したハンクス氏

液（4°C）に保存し，実験を行う直前に側頭骨よ

り外有毛細胞を単離した．poly-L-lysine によって

コーティーングされた coverslip上の 1.0 mlハンク

ス氏液内に外有毛細胞を含むコルチ器を置き，

100-µL のマイクロピペットを用いて機械的に単

離，その後 coverslipに定着するように 10分間放

置した後，実験を行った．なお，外有毛細胞は健

康な状態に見える細胞のみを使用した．また，す

べての実験は 21.5±0.5°C の室温に調節された環

境で行われた．

蛍光色素

endocytosisや transcytosisを調べるため，蛍光色

素 FM1-43（Molecular Probes, Leiden, the Nether-

lands）を用いた．dimethiylsulphoxide を用いて作

られた 20 mM のストック溶液を −20°C で保存し

た．実験直前にハンクス氏液にて 20 µM の最終

濃度に調節した．FM1-43は borosilicate glass cap-

illary（GC150F-10, Harvard Apparatus, Edenbridge,

UK）に満たし，pressure application にて細胞に局

所投与した（Transjector 5246, Eppendorf）．キャピ

ラリーの先端は 2.5 µmに調節し（DMZ Universal

Puller, Zeitz-Instrumente, Augsburg, Germany），

キャピラリー先端はマイクロマニュプレーターに
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て細胞中央部から約 40 µm の位置に合わせた

（Mini 25, Luigs and Neumann, Ratingen, Germany）．

この方法によって局所投与することにより FM1-

43 は細胞全体を包み込む様に投与される．なお，

先端の位置（頂部，中央部，底部）による細胞内

蛍光信号への影響はなかった．

薬剤付加

rapid endocytosis は細胞内への Ca2+ 流入がト

リガーと考えられている（Neher & Zucker, 1993;

Artalejo et al., 1995; Meyer et al., 2001; Griesinger

et al., 2002, 2004）．細胞内 Ca2+依存性を調べるた

め，細胞内 Ca2+キレーターである BAPTA-AMを

用いた．BAPTA-AM（25 µM）を 30分間付加し，

ハンクス氏液にて wash outした後 FM1-43を局所

投与した．また Calmodulin の影響を調べるため，

Calmodulin依存性リン酸抑制剤であるTrifluopera-

zine（TFP; 20 µm; Levin & Weiss, 1978; Cook et al.,

1994; Vandonselaar et al., 1994）を 15 分間付加し，

wash-outせずに FM1-43を投与した．

共焦点レーザスキャン顕微鏡

蛍光の観察にはZeiss社の共焦点レーザスキャン

顕微鏡 LSM510を用いた（Oberkochen, Germany）．

正立型顕微鏡 Axioskop 2 FS MOTに対物レンズに

は Zeiss 40×（IR-achnoplan, water-immersion lens

NA0.8, WD 3.61 mm）を用いた．FM1-43の蛍光は

480 nmのアルゴンレーザーにて励起され，505 nm

以上のロングパスフィルターを用いて観察をし

た．観察した画像は 12ビットで 256×512ピクセ

ルか 512×512 ピクセルの解像度で保存した．蛍

光信号の解析には Zeiss LSM510，フォトショップ

6.0（Adobe），Origin 7（Origin Lab）を用いた．

結　　果

細胞内輸送

円筒形の外有毛細胞における細胞内輸送を詳

細に検討した．図 1A に示す細胞内各部位におけ

る FM1-43 の蛍光変化を観察した．蛍光の経時変

化を図 1B に示した．ピペットを用いて FM1-43

を 30 秒間，300 秒毎に局所投与を 3 回試みた．

stereocilia を含む細胞膜の部位では投与直後より

蛍光強度は上昇し，FM1-43 投与中止後は速やか

に exponentiallyに低下が見られ，ほぼ投与前の強

度になった．infracuticular zone（細胞頂部，細胞

内）においては FM1-43 投与中止後も蛍光強度の

上昇が見られ30秒程で信号強度のexponentiallyな

減少が始まった．しかし，蛍光強度は次の色素付

加までに initial levelにまでは低下しなかった．

細胞底部（細胞核近傍）における蛍光強度の変

化は特徴的で，蛍光強度は徐々に上昇し続けた．

細胞底部における蛍光は hot spot等も見られず均

一である（図 1D）．FM1-43 投与後の急激な蛍光

強度上昇も見られないことから，この部位での蛍

光強度の上昇は外有毛細胞頂部で取り込まれた小

胞が底部に transportされていると考えられる．

細胞内輸送速度

図 1A, Cに示すように外有毛細胞長軸に沿って

細胞内の何ヶ所か調べると，頂部から底部にいく

につれ，蛍光強度上昇の開始点の遅延が見られた．

これにより細胞内輸送速度を 0.37±0.01 µm/s.と

計算することが可能であった．15の細胞からの平

均では 0.36±0.03 µm/s.であった．

細胞内 Ca2+/Calmodulin依存性 rapid endocytosis

我々は細胞内 Ca2+ キレーターである BAPTA-

AMと calmodulin阻害剤 TFPを用いた．両者とも

コントロールの実験に比較して，rapid endocytosis

を著明に抑制した（図 2）．この結果により，rapid

endocytosis は細胞内 Ca2+/Calmodulin により制御

されていることが解った．

考　　察

rapid endocytosisと細胞内輸送

我々は細胞頂部より取り込まれた小胞がヘンゼ

ン体，細胞側壁そして細胞核近傍の細胞底部に輸

送されることを示した．Kachar（1997）は電子顕

微鏡を用いてウシガエルの前庭有毛細胞の頂部を

観察し，2種類の小胞；clathrin-coated pitsと non-

clathrin-coated pits を発見した．rapid endocytosis

は clathrin を必要としない現象と考えられており

（Artalejo et al., 1995），小胞形成必要な時間はわず

か 1 秒以下と考えれられている．一方，clathrin-

dependent endocytosis では小胞形成に数百秒の時

間が必要である（Henkel & Almers et al., 1996）．

Griesinger（2004）は外有毛細胞において，clathrin-

dependent endocytosis と non-clathrin-dependent
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endocytosis の両方が存在する事を示した．我々は

clathrin-dependent endocytosis については検討し

ていないが，今回の実験では細胞内の蛍光観察に

1秒以下の時間しか必要としておらず，我々が観

察した endocytosis は clathrin-independent である

rapid endycotisisと考えられる．

我々が今回観察した細胞内運搬速度 0.36±0.03

mm/s.（n15）は微小管に沿った細胞内運搬の過去

の報告に一致する（Nakata et al., 1998; Toomre et al.,

1999; Kipp & Arias, 2002; Mundy et al., 2002）．微

小管は一般的に細胞内小胞の運搬に重要な役割を

果たしていると考えれられている（Kachar et al.,

1997）．外有毛細胞でも微小管は細胞全体に見ら

れ特に細胞頂部，細胞底部により多く存在するこ

とが確認されている（Furness et al., 1990）．以上

より我々の観察した細胞内小胞の移動は微小管に

沿った現象と考えられる．

Ca2+/Calmodulinの影響

カルシウムの細胞内流入は rapid endocytosis の

トリガーと考えられている（Neher & Zucker, 1993;

Artalejo et al., 1995; Meyer et al., 2001; Griesinger et

al., 2002, 2004）．細胞内 Ca2+ キレーター BAPTA-

AMを用いた実験では，細胞内 Ca2+濃度低下では

rapid endocytosis の活動性が低下する事を確認し

た．rapid endocytosisでは calmodulinは Ca2+レセ

プターとして働く可能性の有ることが示唆されて

いる （Artalejo et al., 1996）．我々は今回 calmodulin

inhibitorである TFPを用いて rapid endocytosisの

抑制を確認した．

図 1 FM1-43付加による蛍光の経時変化．（A）上図；蛍光を付加した細胞．下図；610秒における蛍光変化．細胞全

体と内部に蛍光が見られる．スケールバーは 10 µm．（B）FM1-43は 30秒間，300秒ごとに付加した．stereocilia

を含む細胞膜の部位では投与直後より蛍光強度は上昇し，FM1-43投与中止後は速やかに exponentiallyに低下が

見られ，ほぼ投与前の強度になった（①）．infracuticular zone（細胞頂部，細胞内）においては FM1-43 投与中

止後も蛍光強度の上昇が見られ 30秒程で信号強度の exponentiallyな減少が始まった．しかし，蛍光強度は次の

色素付加までに initial levelにまでは低下しなかった（②）．細胞底部（細胞核近傍）における蛍光強度の変化は

特徴的で，蛍光強度は徐々に上昇し続けた（⑥）．（C）ヘンゼン体（頂部）から細胞核（底部）になるにつれて，

蛍光上昇開始点の遅延が見られる（②～⑥）．細胞内の小胞の移動速度が計算可能となる（0.37±0.01 µm/s.）．こ

の図は（B）の点線の部分を拡大している．（D）900秒の時点の蛍光変化．細胞核近傍（底部）に色素の集積が

見られる（矢印）．
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rapid endocytosisの役割

これまで transcytosisによって運搬される様々な

物質が同定されている（Tuma & Hubbard, 2003）．

細胞膜タンパク質は一定の寿命を持っており，そ

れゆえ持続的に交換される必要がある．Endo-

cytosis, exocytosis は細胞膜タンパク質代謝に関

わるメカニズムであることが知られている．過去

の報告では細胞側壁に存在するプレスチンは非常

に高密度であり（Huang & Santos-Sacchi, 1993），

活発なタンパク質代謝が必要と考えられている

（Meyer et al., 2001; Griesinger et al., 2004）．rapid

endocytosis はこのプレスチンのリサイクリング

に関わっているかもしれないと考察されている．

実際，今回の報告において endocytosisによって取

り込まれた細胞膜は，細胞頂部からタンパク質代

謝に関わる ER やゴルジ体の集合体であるヘンゼ

ン体（Saito, 1983）への運搬される事を確認して

いる．

rapid endocytosis の役割として我々は神経伝達

物質の運搬という可能性も考えている．神経伝達

物質のグルタミン酸塩とアスパラギン酸塩は有毛

細胞に存在するだけでなく，周辺の細胞にも存在

する（Altschuler et al., 1989; Usami & Ottersen,

1996）．また有毛細胞の支持細胞であるダイテルス

細胞には glutamate-aspartate transportor（GLAST）

の存在が確認されている（Furness et al., 2002）．ま

た，グルタミン酸塩とアスパラギン酸塩の濃度は

perilymph に比して endolymph に非常に高いこと

が示されている（Thalmann et al., 1981）．グルタミ

ン酸塩やアスパラギン酸塩は神経伝達物質とし

てだけでなく，細胞運動のエネルギー源としても

重要と考えられている（Erecinska & Silver, 1990;

Usami & Ottersen, 1996; Ottersen et al., 1998）．も

しかするとグルタミン酸塩とアスパラギン酸塩

は，外有毛細胞においては高周波数に伴う運動能

のエネルギー源として，内有毛細胞においては，

その運動能にを反映した神経伝達物質として必要

ではないかと考察する．

いずれにせよ，今回報告した細胞内輸送によっ

て運搬される物質を同定することが次の大きな目

標である．
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要　　　約

近年，Minaminoらはマクロファージコロニー刺激因子（M-CSF）が血管内皮前駆細胞（EPC）を骨髄から末梢血

に動員することにより虚血部位の血管数が増加し，血流が改善することを報告した．今回筆者らは M-CSF の EPC

動員のメカニズムについて研究をおこなった．M-CSFはその受容体を発現している骨髄細胞，特に骨髄球系細胞に作

用し，それらの細胞からの血管内皮成長因子（VEGF）の産生を増加させた．In vivo で抗 VEGF 抗体を投与すると，

M-CSFによる血流改善効果と EPC動員効果が阻害された．これらの結果からM-CSFは骨髄内の骨髄球系細胞から産

生されるVEGFを介してEPCを骨髄内から虚血部位に動員することにより，血流を改善させるということがわかった．

はじめに

Asaharaらは，血管内皮に分化しうる EPCが骨

髄中や末梢血中に存在することを報告した 1,2)．こ

れらの発見をもとに，Tateishiや Yuyamaらは閉塞

性動脈硬化症やバージャー病患者に骨髄単核球を

用いることで虚血肢の血流を改善させるだけでな

く，潰瘍や疼痛も減少させることを報告した 3)．

その後，骨髄細胞移植が虚血性心疾患にも有効で

あることも報告された4)．

現在 3種のコロニー刺激因子（G-CSF：顆粒球

コロニー刺激因子，M-CSF：マクロファージコロ

ニー刺激因子，GM-CSF：顆粒球マクロファージ

コロニー刺激因子）が知られている．G-CSF と

GM-CSF については骨髄細胞を刺激して造血系

前駆細胞や EPC を動員することが報告されてい

る 5–8)．G-CSF は虚血性心疾患に対し既に臨床応

用されているが，その効果は賛否両論である 9–12)．

近年，本学病理学第一講座のMinaminoと Adachi

らが，G-CSF と同様に M-CSF にも骨髄から末梢

血にEPCを動員する働きがあることを報告した13)．

G-CSFによるEPCの動員にはCXCR4と SDF-1の

down regulationが関わっていると報告されている

が 14)，M-CSFの作用機序は解明されていない．本

研究では血管新生に重要な役割を担うVEGFに注

目し，M-CSFの血流改善機序を解析した．

材料と方法

実験動物

清水実験材料より供給された C57BL/6 マウス

（B6マウス）6～ 8週齢の雄を使用した．

試薬

CD3，CD19，CD11b，CD11c，Ter119，CD45，

Flk-1，NK1.1に対する抗体は BD Bioscience社の

製品を使用した．

CD115（M-CSF 受容体）に対する抗体は

eBioscience 社の製品を使用した．抗 VEGF 抗体

は Lab Vision社の製品を使用した．

Human G-CSFは中外製薬株式会社から，Human

M-CSF は森永乳業株式会社から提供されたもの

を使用した．
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下肢虚血モデルの作成

B6マウスの右側鼠径部皮膚を切開し，鼠径動静

脈を結紮・離断したのち皮膚を縫合する．その後，

後述のレーザードップラーを用いて処置肢の血流

途絶を確認する 15)．

G-CSF，M-CSF，抗 VEGF抗体の投与

M-CSFおよびG-CSFをそれぞれ 250 µg/kgずつ

腹腔内投与する．抗 VEGF抗体は 250 µg/匹を腹

腔内投与する．

レーザードップラー法による血流測定

マウスの下肢を剃毛しpentobarbitalで麻酔する．

コルクボードに固定し，Laser Doppler Perfusion

Image analyzer（Moor Instruments社）を用いて血

流を測定した 15)．それにより得た血流分布画像を

虚血肢／健常肢の血流比として数値化した．

細胞培養

培養液として RPMI1640（10％FCS 含有）を使

用し CO2インキュベータ内で培養した．M-CSF添

図 1
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加群には培養液中に 10 ng/mlとなるよう M-CSF

を添加した．

また，骨髄中の各種細胞の分離には Ter119，

Gr-1，Mac-1，CD19の蛍光抗体で標識した骨髄細

胞を EPICS ALTRA（Beckman Coulter社）を用い

て選別し，同条件で培養した．

ELISAによる VEGF濃度の測定

Quantikine Mouse VEGF immunoassay kit（R&D

systems 社）を用いて血清および培養上清中の

VEGF濃度を測定した．

フローサイトメトリー

細胞表面抗原の解析には，FACScan（Becton and

Dickinson社）を使用した．また，本研究において

は，EPCを Flk-1陽性 /CD45陰性 /Ter119陰性の

細胞と定義した 17)．

結　　果

実験 1：抗 VEGF抗体は G-CSFではなくM-CSF

の血流改善効果を阻害する

図 1 に示す 5 群を設定した．Day 0 に下肢虚血

モデルマウスを作成し，抗 VEGF抗体は Day 0の

みに，G-CSF および M-CSF は Day 0, 1, 2 に投

与した．Day 0, 3, 7に血流を測定した．図1Aに

レーザードップラーで得た血流イメージを，図 1B

に血流イメージから解析した虚血肢／健常肢比を

グラフに示す．抗 VEGF 抗体を投与した群では

M-CSF の血流改善効果が抑制されるが，G-CSF

の効果は抑制されなかった．この結果から，M-

CSFはVEGFを介して血流を改善させるというこ

とがわかった．また，G-CSFの血流改善効果に関

しては CXCR4と SDF-1 とを介するメカニズムが

報告されているが，本結果とは矛盾しなかった．

実験 2：骨髄細胞におけるM-CSF受容体の発現

マウスの骨髄を採取し，M-CSF受容体（CD115）

図 2
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と種々の lineage marker で染色しフローサイト

メーターで解析した．図 2 に示すように，主に

Gr-1 陽性細胞と Mac-1陽性細胞が CD115 を発現

していた．

実験 3：M-CSF刺激による骨髄細胞の VEGF産生

ELISA法を用いて血清中のVEGF濃度を測定し

たが，無処置のマウスおよび M-CSF を投与した

マウスのいずれの血清からも VEGF は検出でき

なかった（data not shown）．次に細胞が産生する

VEGF を測定するために，骨髄細胞（BMCs）と

脾細胞とを 1×106/ml ずつ培養液に浮遊させ，M-

CSF 添加群と無添加群を作成し，Day 1, 3, 5 の

培養上清中の VEGF濃度を測定した（図3A）．脾

細胞の培養上清からはVEGFは検出されなかった

が，骨髄細胞からは VEGF産生がみられ，さらに

M-CSF添加群では VEGF産生が亢進していた．

そこで，骨髄中のどの種の細胞が VEGFを産生

しているかを検討するため，種々の lineage marker

で標識した骨髄細胞をセルソーターを用いて分

離・培養し，上清中の VEGF 濃度を測定した

（図 3B）．実験 2 で CD115 を発現していた Gr-1

陽性細胞と Mac-1 陽性細胞で，VEGF 産生と M-

CSF刺激による産生の亢進が認められた．

図 3
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実験 4：M-CSFの EPC動員効果を抗 VEGF抗体

が阻害する

実際に抗 VEGF 抗体が末梢への EPC の動員を

阻害するかを検討した（図 4）．M-CSF 単独投与

群，M-CSF・抗 VEGF抗体併用群，コントロール

群を作製し Day 0 に各試薬をマウスに投与する．

Day 4 に末梢血を採取しフローサイトメーターで

解析した．M-CSF を投与すると末梢血中の EPC

が増加したが，抗 VEGF抗体を同時に投与すると

末梢血での EPC動員が抑制された．

考　　察

従来，EPCを介した血管新生は胎生期におこる

と考えられていたが，Asahara らは成人の末梢血

中にも EPC が存在し，成人の血管新生にも働い

ていることを証明した．また彼らは EPCが骨髄細

胞の一部として存在し，骨髄から末梢血中に動員

されるということも報告した．これらの知見をも

とに，骨髄細胞が閉塞性動脈硬化症やバージャー

病の血流改善を目的に臨床応用されるようになっ

た．

それと平行してサイトカインを用いた血管新生

も盛んに研究されるようになり，G-CSF や GM-

CSF による末梢血中の EPC 増加効果とその機序

が次第に明らかになってきた．

今回の研究では M-CSF の血流改善機序につい

ての解析を行った．抗 VEGF 抗体が M-CSF の血

流改善効果を阻害することから，そのメカニズム

にVEGFが大きな役割を担っているということが

わかった（実験 1）．

VEGF は血管新生における最も重要なサイトカ

インのひとつで，あらゆる臓器で発現がみられる

が，虚血状態や腫瘍の発育にも関与している 23–29)．

VEGFは G-CSF，GM-CSF，エストロゲンなどと同

様にEPCを骨髄から末梢血中に動員する 13,22,30,31)．

しかしながら，VEGF を全身性に投与すると浮腫

の発生などの副作用が出現することがわかってい

る 32)．

実験結果から，M-CSF を投与すると骨髄細胞

（主に骨髄球系細胞）から VEGFが産生されるが，

血清中の VEGF 濃度は上昇しないことがわかっ

た．すなわちM-CSFの血流改善の機序において，

VEGF は全身性ではなく骨髄内局所で作用してい

ると考えられる．上述したように VEGFが骨髄内

のEPCを末梢血中に動員する作用があることは報

告されており，本実験結果と併せると，M-CSFが

骨髄中の顆粒球系細胞を刺激しVEGF産生を亢進

→末梢血中に EPCが増加→虚血部位に EPCが動

図 4
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員され血管新生が促進される，という機序が考え

られた．実験 4の抗 VEGF抗体を投与すると EPC

の動員が阻害されるという結果もこれを支持して

いる．

M-CSF は化学療法の補助療法としてすでに臨

床使用されており，重大な副作用は報告されてお

らず，虚血性疾患に対する新たな治療戦略として

有効であると考えられた．
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第 123回　関西医科大学学内学術集談会

日　時：平成 19年 3月 16日（金）　午後 1時 00分～午後 5時 00分

会　場：関西医科大学附属滝井病院　南館　臨床講堂

特別講演

特異な形態をとる悪性リンパ腫症例から学んだこと

臨床検査医学講座　診療教授 植村　芳子

一般演題

1．nicotinamide prevents N-methyl-N-nitrosourea-induced photoreceptor cell apoptosis functionally and

morphologically

眼 科 学 講 座 木内　克治

2．心身症患者における Psychophysiological Stress Profile（精神生理学的ストレス反応のプロファイル）

に関する研究

心療内科学講座 神原　憲治

3．Fyn kinase-mediated phosphorylation of NMDA receptor NR2B subunit at Tyr1472 is essential for

maintenance of neuropathic pain

心療内科学講座 阿部　哲也

4．膵癌の免疫機能評価と免疫化学療法への取り組み

外 科 学 講 座 柳本　泰明

5．Effects of obstructive jaundice on neutrophil production and acquisition of chemotactic activity in the bone

marrow

内科学第三講座 島谷　昌明

6．S100A12（EN-RAGE）タンパク質の発現調節に関する研究

内科学第二講座 長谷川隆正

7．Membrane traffic in outer hair cells of the adult mammalian cochlea（哺乳類蝸牛外有毛細胞におけ

る膜輸送）

耳鼻咽喉科学講座 金子　敏彦

8．Expression of an endoplasmic reticulum-resident chaperone, glucose-regulated stress protein 78, in the

spinal cord of a mouse model of amyotrophic lateral sclerosis（筋萎縮性側索硬化症モデルマウスの脊髄

における小胞体ストレス蛋白 GRP78の発現）

神経内科学講座 和手　麗香

9．急性心筋梗塞患者における tissue plasminogen activator（t-PA）の静脈内前投与と血栓吸引療法の併

用の効果

内科学第二講座 山本　哲史
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10．慢性維持透析患者の虚血性心疾患の診断：運動負荷後血圧反応と心エコー法による検出

内科学第二講座 福井　政慶

11．サルにおける頭頂葉後部の運動機能

生理学第二講座 中尾　和子

12．Quantification of mentolabial profile using lateral roentgen cephalography in healthy adults and patients

with scar contracture following severe facial burns, and profile reconstruction by mandibular osteotomy

形成外科学講座 下間亜由子

13．M-CSFによる血流改善機序の解明

小児科学講座 中野　景司

特別講演

特異な形態をとる悪性リンパ腫症例から学んだ

こと

臨床検査医学講座・枚方病院病理部

診療教授　　植村　芳子

近年，悪性リンパ腫の病型分類は目覚しい変遷

をとげてきた．演者は，新 WHO 分類でびまん性

大細胞型B細胞性リンパ腫の一亜型に設定された

T-cell/histiocyte rich B-cell lymphoma（T/HRBCL）

についての解析を試みたので紹介したい．T/HRBCL

は L&H や RS 細胞類似の大型細胞が 10％以下の

割合で出現するとされnodular lymphocyte predomi-

nant Hodgkin lymphoma との形態的な類似性があ

り，前者の進行した臨床病期や治療抵抗性など治

療戦略上その鑑別は重要ながら，病理診断基準の

不一致とも関連し，その詳細はいまだ明確なもの

ではない．さらに加齢による EBV関連リンパ増殖

性疾患との異同も問題となり，演者はこれらの鑑

別にCD20の強発現とEBV感染の有無が重要と考

えている．さらに化学療法によって組織像の変化

する症例もみられ，EBV感染の有無とともに，そ

の組織形態発現には生体側の免疫反応が深くかか

わっている可能性が考えられた．

病理診断部門では種々多数の症例から，主に免

疫組織学的手法を用いて疾患の解析が可能である

が，今後はさらなる分子病理学的手法もとりいれ

た展開が必要となり，その現状と展望についても

簡単に概説したい．

一般演題

1．nicotinamide prevents N-methyl-N-

nitrosourea-induced photoreceptor cell apop-

tosis functionally and morphologically

眼科学講座　　木内　克治

メチルニトロソ尿素（MNU）は発癌性・催奇形

性を有するアルキル化剤であるが，多種族の動物

の網膜視細胞にアポトーシスを誘発し，ヒト網膜

色素変性症の有用なモデルである．ニコチン酸ア

ミド（NAM）は水溶性ビタミン B複合体（ビタミ

ン B3）であり，種々の薬剤で誘発される神経障害

に対して神経保護効果があることが知られてい

る．よって，NAMがMNU誘発性視細胞アポトー

シスに対し，制御可能か否かを形態的・機能的に

検討した．

方法

1）7週齢の Sprague-Dawley（SD）ラット，6–8

週齢の C57BL マウスに対して，MNU（ラットで

は 60 mg/kg，マウスでは 50 mg/kg）の単回腹腔内

投与を行い，その後ただちに NAM（ラットでは

1000, 250, 50, 25, 10, 0 mg/kg，マウスでは1000, 250,

100, 0 mg/kg）を単回皮下投与，あるいは，MNU

投与 0, 2, 4, 6, 12時間後に 1000 mg/kg NAMを単

回皮下投与し，7日後に屠殺した．さらにMNUと

1000 mg/kg NAMを同時投与したラットに対し，長

期間の経過観察を行い，各の摘出眼球標本を作製

し，網膜厚の形態計測を行った．

2）8週齢の SDラットに対し 60 mg/kg MNUお

よび 0, 50, 1000 mg/kg NAMの投与 7日後に網膜

電図（ERG）を記録し，その後眼球摘出を行い，
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形態変化と比較した．

結果

1）ラット・マウスともにMNU投与により，投

与後 7日目には視細胞層の消失をみた．しかし，

ラットでは，25 mg/kg 以上の NAM の同時投与に

より視細胞の消失を完全に抑制し，10 mg/kgで部分

抑制効果を示し，マウスでは，完全抑制には

1000 mg/kg，部分抑制には 250 mg/kg以上の NAM

の同時投与が必要であった．また，ラットにおい

て，MNU投与 4時間後の 1000 mg/kg NAM投与で

は視細胞の消失を完全抑制し，6 時間後の投与で

は部分抑制を示し，マウスではMNU投与 2～6時

間後の 1000 mg/kg NAMに対して部分抑制を示し

た．なお，ラットにおける 1000 mg/kg NAMの同

時併用投与による（35日間）の観察でも網膜に明

らかな変化はみられなかった．

2）視細胞の杆体機能を反映する scotopic ERG

において MNU に 1000 mg/kg NAM を併用した群

では，対照群と同等の波型を示していたが，MNU

に 50 mg/kg NAMを併用した群ではわずかな低下

がみられた．一方，MNU 単独投与群では，ERG

は全ての刺激域において反応を示さなかった．視

細胞の錐体機能を反映する photopic ERG では，

MNU に 1000 mg/kg NAM を併用した群で，コン

トロール群と比較して最も弱い刺激域においての

み有意な低下を認めたものの，他の刺激域では対

照群と同等の波形を示し，MNUに 50 mg/kg NAM

を併用した群では，有意な低下を示す刺激域がみ

られたものの良好な波形を示した．一方，MNU

単独投与群では，ERGは全ての刺激域において反

応を示さなかった．なお，これら ERG 波形は網

膜形態変化と相関をみた．よって1000 mg/kg NAM

は，MNU 誘発視細胞アポトーシスに対し，視細

胞杆体・錐体細胞を機能的にも完全に保持するこ

とが示された．

結論　NAMはMNU誘発性視細胞アポトーシスを

形態的・機能的に抑制した．網膜変性症の予防法

および治療法解明の糸口になりうる可能性があ

る．

2．心身症患者における Psychophysiological

Stress Profile（精神生理学的ストレス反応の

プロファイル）に関する研究

心療内科学講座　　神原　憲治

緒言　心身症や機能性疾患の病態は従来の医学的

検査では捉えきれない面が多く，自律神経系を中

心とした機能的な評価や心身相関の評価が重要で

ある．そのような評価を行う方法の一つがPsycho-

physiological Stress Profile（PSP；精神生理学的ス

トレス反応のプロファイル）である．

我々は，機能性身体疾患（functional somatic

syndrome; FSS），及び心身症患者における精神生

理学的ストレス反応（Psychophysiological stress

profiling; PSP）を健常人と比較して検討した．ま

た，FSS群の反応にはばらつきがあり，いくつか

のサブグループの存在も示唆されたので，クラス

ター分析によって分類を検討した．

方法

（1）当科を受診し，同意を得た FSS患者，心身

症患者，及び対照群として健常人を対象として

PSP を行った．方法は，マルチバイオフィード

バックシステムを用いて精神生理学的指標（スキ

ンコンダクタンスレベル，スキンコンダクタンス

反応，皮膚温，容積脈波，前額筋電位，心拍数）

を同時に測定し，mental work のストレス負荷と

して暗算を用い，各指標の変化を解析，評価した．

平行して自覚的な緊張感を visual analogue scaleを

用いて評点し，精神生理学的評価との関係を検討

した．

（2）59例の FSS患者と 41例の健常人を対象と

して，6 つの精神生理学的指標のストレスによる

変動性スコア（autonomic lability score; ALS）を算

出した．6つの ALSを変数としてクラスター分析

を行い，FSS群は高変動群・低変動群の 2群に分

けられた．それに健常群を加えた 3 群について，

変動性スコアの因子分析による因子得点，POMS

（Profile of Mood States），自覚的緊張スコア，症状

の持続期間を比較検討した．

結果

（1）全体として心身症患者や FSS患者群におけ

るストレス反応は，健常群に比べて低い傾向がみ

られた．また，FSS群において，自覚的緊張スコ

アと精神生理学的指標による客観的緊張スコアを
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対比してストレス前後の変化をみると，客観的緊

張スコアは健常群に比べて低反応であり，自覚的

緊張スコアはストレス前後で健常群より高くスト

レスに対する反応は低かった．また，健常群では

客観的・自覚的スコア間の有意な相関が認められ

なかったのに対し，患者群では客観的スコアが低

反応であるほどストレス時の自覚的スコアが有意

に高かった．

（2）高変動群・低変動群間及び，低変動群・健

常群間にストレス変動の因子得点に有意差が認め

られた．POMS得点は高変動群が低変動群に比べ

て高く，症状の持続期間は高変動群の方が長かっ

た．クラスター間で症状の種類や診断分類による

偏りは認められず，それらとは独立した分類であ

ることが示された．

考察

（1）従来，各種病的状態における PSPは過剰反

応，すなわちストレスによる機能的変動が大きく

なることが病態の一部を構成するとするものが多

かった．一方，心身症や FSSのような持続的なス

トレスが関連した病態におけるPSPの特徴につい

ての報告はみられず，今回その特徴の一端を示す

ことができた．精神生理学的指標のストレス反応

の低下は，ストレスに対する反応の柔軟性や対処

能力の低下の一側面を表している可能性がある．

また，患者群の自覚的スコアがストレス前後に

高いという特徴は，持続的な緊張感や不必要な緊

張感，メリハリのない対処パターンなど，これら

の疾患群における認知的特徴の一面を表している

と考えられた．

（2）FSS群の精神生理学的指標のストレスによ

る変動性について，高・低変動群の 2種類のクラ

スターが存在し，症状や従来の臓器診断とは独立

した診断軸の一つになる可能性が示唆された．ま

た，文献的考察から，低変動群は alexithymia（失

感情症）との関連も示唆された．

3．Fyn kinase-mediated phosphorylation of

NMDA receptor NR2B subunit at Tyr1472 is

essential for maintenance of neuropathic pain

心療内科学講座　　阿部　哲也

基礎研究では，疼痛反応が長期間持続する神経

因性疼痛が慢性疼痛のモデルとされており，脊髄

後角シナプスにおけるNMDA受容体から一酸化窒

素（NO）へのシグナル伝達経路を介した痛みの中

枢性感作が注目されている．NMDA受容体を構成

するサブユニットの 1つである NR2には，NR2A

から NR2Dの 4種類が存在し，その組み合わせに

よって受容体の機能や局在が異なっている．今回，

疼痛への関与が注目されている NR2Bの関わる神

経伝達経路について検討した．

マウスは野生型，および NMDA 受容体サブユ

ニットの NR2A や NR2D，Src ファミリーに属す

るリン酸化酵素のチロシンキナーゼ Fynそれぞれ

のノックアウトマウスを用いて，選択的 L5 脊髄

神経切断による神経因性疼痛モデルと，起炎物質

CFAの皮下投与による炎症性疼痛モデルを作製し

た．足底への触覚刺激で誘発される痛みであるア

ロディニアに対するNR2BアンタゴニストCP-101,

606の効果を，行動実験の von Frey試験で評価し

た．腰部脊髄標本を作製し，NR2B，1472番目のア

ミノ酸残基であるチロシン（Tyr1472）をリン酸化

した NR2B（pTyr1472-NR2B），神経型 NO合成酵

素（nNOS）抗体を用いた免疫組織染色や，nNOS

活性化の指標となる NADPHジアホラーゼ染色を

行った．上記抗体を用いた実験結果は脊髄後角に

よるウエスタンブロット法で確認し，NADPH ジ

アホラーゼ染色は陽性ニューロン数と染色濃度を

定量化して評価した．また，pTyr1472-NR2Bの局

在を電子顕微鏡で確認した．

NR2A，NR2D各ノックアウトマウスでは，神経

因性疼痛モデルでアロディニアが出現した．野生

型マウスの神経因性疼痛モデルでは，CP-101, 606

が用量依存性にアロディニアを抑制した．脊髄後

角の組織染色で NR2B，nNOS には変化がなかっ

たが，pTyr1472-NR2Bと NADPHジアホラーゼ反

応は神経因性疼痛モデルで増強し，CP-101, 606

投与で減弱した．電子顕微鏡で解析した結果，

pTyr1472-NR2Bはシナプス後肥厚部（PSD）に局

在していた．神経因性疼痛モデルの作製早期や炎

症性疼痛モデルでは，脊髄の免疫染色で pTyr1472-

NR2Bの発現をほとんどみとめなかった．Fynノッ

クアウトマウスでは神経因性疼痛が出現せず，

脊髄の免疫染色やウエスタンブロット法でも

pTyr1472-NR2Bの発現をみとめなかった．

神経因性疼痛では，Fynによる NR2Bの Tyr1472

でのリン酸化が nNOS活性化を引き起こし，脊髄
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での中枢性感作を形成していることを証明した．

臨床場面では慢性疼痛には難治例が多いが，その

形成には神経回路の再構築といった非可逆的な変

化ではなく，NR2B のリン酸化という機能的かつ

可逆的な変化が重要であることを示した．さらに

この変化は炎症による急性痛や早期の神経因性疼

痛では発現していないことより，慢性疼痛にはこ

のような特異的な神経科学的病態が存在すると考

える．また NR2Bの C末端部には，Tyr1472を含

んだ内在化モチーフ YEKL配列と，nNOS等の細

胞内蛋白と結合するPDZドメインの結合モチーフ

ESDV配列が存在することより，NR2Bの Tyr1472

におけるリン酸化には，NR2B の内在化を抑制す

ることで PSD への局在を維持し，かつ下流への

シグナル伝達を有効に引き起こす働きがあると考

えられる．最後に，海馬での長期増強の促進と脊

髄での痛覚感作は，ともに Fyn による NR2B の

Tyr1472 でのリン酸化を介しており，記憶・学習

と慢性疼痛との間に共通のメカニズムの存在が考

えられる．

4．膵癌の免疫機能評価と免疫化学療法への取

り組み

外科学講座　　柳本　泰明

癌治療におけるさらなる治療成績の向上のため

には免疫学的反応の維持・増強・抑制を評価し戦

略的に使いわけることが重要である．これまで膵

癌 104 例の末梢血中樹状細胞（以下 DC1）につい

て評価してきた．免疫機能検査には樹状細胞（DC:

DC1, DC2），NK細胞，CD4/8リンパ球などを評価

した．膵癌患者では健常者に比べ DC1 数の減少，

DC1 機能の低下が認められた（〈DC1 数〉膵癌患

者：0.27±0.18％，健常者：0.32±0.16％，p<0.05．

〈DC1機能：MLR〉膵癌患者：0.55±0.38％，健常

者：1.05±0.70％，p<0.05．Yanagimoto et al., Clin

Immunol. 2005）．切除症例（n=41, 0.31±0.21％）

の入院時 DC1 数は非切除症例（n=63, 0.23±0.15

％）に比べ有意に高値であった（p<0.05）．切除症

例に関して，stage 4a/4b群の DC1数（0.26±0.22

％）は stage 1/3 群（0.38±0.19％）の DC1 数に比

べ有意に低値であった（p<0.05）．DC1 数高値群

（DC1≧0.27％，n=20，1/3年生存率 =100％/64％）

は DC1 数低値群（DC1<0.27％，n=21，1/3 年生

存率=68％/26％）に比べ有意に予後良好であった

（p<0.05, Yanagimoto et al., ASCO 2004, Satoi et al.,

ASCO 2006）．膵切除例においては術後 1ヶ月で

DC1機能は回復し，無再発症例では 1年後の DC1

数が術前に比べ有意に増加することが認められた

（Takahashi et al., Cancer Immunol Immunother.

2006）．癌ペプチドワクチンを用いた免疫化学療

法施行例では特異的免疫反応増強効果が細胞性

免疫・液性免疫共に認められ（Yanagimoto et al.,

Cancer Sci. in press），予後が延長する症例が得ら

れ，さらには同療法での DC1数増加群において有

意に予後延長が認められた（p<0.05）．

まとめ　膵癌症例において末梢血中のDC1数は腫

瘍の進行に関与し，新たな予後予測因子となり得

る可能性が示唆された．患者個々の免疫状態に応

じた癌ペプチドワクチンを行うことにより，膵癌

治療の新たな展開が期待される．

5．Effects of obstructive jaundice on neutro-

phil production and acquisition of chemotac-

tic activity in the bone marrow

内科学第三講座　　島谷　昌明

目的　我々は，胆管閉塞が末梢白血球数を増加さ

せ，末梢好中球走化能を亢進させることを報告し

てきた．しかしながら，これらの変化が骨髄レベ

ルで生じているかどうかについては不明であっ

た．そこで今回，ラット胆管閉塞―内瘻モデルを

用いて，骨髄における好中球産生および好中球の

走化能に及ぼす胆管閉塞の影響について検討し

た．

方法　200–240 g Wistar 系雄性ラットを用いた．

胆管をポリエステルテープとステンレスコイルで

圧迫，屈曲させた，胆管閉塞モデル（BDO群）を

作成した．また，一部のラットでは胆管閉塞 4日

後にポリエステルテープを抜去し，6 日間胆汁内

瘻を施行した（胆管閉塞―内瘻モデル：BDOR

群）．BDO群と BDOR群各々に対する偽胆管閉塞

群（Sham）も作成した．BDO群では術後 Day 2，

Day 4，Day 7，Day 10 に，BDOR 群においては

Day 10に末梢血および骨髄を採取し，血清 T-Bil，

末梢好中球数，骨髄細胞分画および末梢・骨髄好

中球走化能を検討した．走化能はModified Boyden

法を用いた．3 μm大の millipore filterで仕切った
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Chamber の上層に 1×105 個の好中球を，下層に

50 ng/mlの Gro-βを静置した．37°Cで 60分間培

養した後，filterの下面に遊走した好中球を光学顕

微鏡（×400）でカウントし，対照液（培養液）に

対する走化好中球数（random migration）を差し引

いた値（actual chemotaxis）を好中球走化能の指標

とした．

結果　sham群における上記パラメーターは，今回

の実験を通して正常ラットとの間に有意な差を認

めなかった．

BDO 群：血清 T-Bil 値は，Day 2 以降で有意に

上昇した（Normal 0.3±0.2 mg/dl，Day-2 BDO

10.9±3.9 mg/dl，Day-4 BDO 8.8±1.3 mg/dl，Day-7

BDO 7.7±1.5 mg/dl，Day-10 BDO 7.0±0.6 mg/dl）．

末梢好中球数は，Day 2 以降で有意に上昇した

（Normal 1,158±238/ml, Day-2 BDO 3,246±432/ml,

Day-4 BDO 3,098± 1,250/ml, Day-7 BDO

4,811±945/ml, Day-10 BDO 6,887±1,130/ml）．骨髄

のMyeloid :Erythroid（M:E）ratioは，Day 4以降

で有意な上昇を認めた（Normal 0.90±0.29, Day-4

BDO 1.60±0.31, Day-7 BDO 2.39±1.09, Day-10

BDO 2.32±0.52）．骨髄細胞分画中の neutrophil

proliferative pool（myeloblasts, promyelocytes,

myelocytes）の占める割合は，Day 4以降で有意に

増加した（Normal 17.5±3.4％，Day-4 BDO 25.6±3.6

％，Day-7 BDO 26.8±3.5％，Day-10 BDO 26.9±4.0

％）．neutrophil storage pool（metamyelocytes, band

cells, segmented neutrophils）の占める割合は，

Day 7以降で有意な増加を示した（Normal 13.2±3.3

％，Day-7 BDO 23.3±4.1％，Day-10 BDO 22.9±2.3

％）．

BDOR 群：胆汁内瘻により末梢好中球数は，

BDO群の Day 4，Day 10に比して有意な低値を示

し（1,723±297/ml），sham と同レベルにまで低下

した．M:E ratioも BDO群の Day 4，Day 10に比

して有意に低値を示し（1.10±0.40），shamとの間

に有意差は認められなかった．neutrophil prolifer-

ative poolの占める割合は，BDO群の Day 4, Day 10

に比して有意に低値で（17.3±3.3％），shamとの間

に有意差は認められなかった．neutrophil storage

poolの占める割合は，BDO群の Day 10に比して

有意に低値で shamと同レベルであった（13.8±0.8

％）．

好中球走化能：BDO群の末梢および骨髄好中球

走化能は，Day 2 以降で有意に亢進した（末梢好

中球走化能：Normal 9.6±1.2 Cells/HPF, Day-2

23.9±7.1 Cells/HPF, Day-4 26.2±3.6 Cells/HPF,

Day-7 25.8±3.7, Day-10 30.3±2.0 Cells/HPF，骨髄

好中球走化能：Normal 11.5±2.5 Cells/HPF, Day-2

26.3±4.0 Cells/HPF, Day-4 26.1±2.7 Cells/HPF,

Day-7 26.4±1.3, Day-10 31.7±2.6 Cells/HPF）．胆

汁内瘻により末梢および骨髄の好中球走化能は

BDO群の Day 4，Day 10に比して有意に低値を示

し（末梢好中球走化能 12.1±3.4 Cells/HPF，骨髄

好中球走化能 11.9±3.1 Cells/HPF），shamとの間

に有意差は認められなかった．

結論と考察

1．胆管閉塞により，骨髄における顆粒球系細

胞の生成亢進が認められ，胆汁内瘻により正常化

した．

2．胆管閉塞により，骨髄好中球の走化能亢進

が認められ，胆汁内瘻により正常化した．

3．胆管閉塞時の末梢血における好中球数増加

および好中球走化能亢進に対し，骨髄が重要な役

割を担っていることが強く示唆された．

6．S100A12（EN-RAGE）タンパク質の発現調

節に関する研究

内科学第二講座　　長谷川隆正

糖化蛋白 AGE（advanced glycation endproducts）

はその受容体 RAGE（receptor for AGE）を活性化

し血管内皮細胞において VCAM-1，ICAM-1などの

接着因子を誘導し，血管平滑筋細胞において増殖

促進的に作用する．また AGE は糖尿病患者血中

において増加することより糖尿病性細小血管障害

および大血管障害の進展機序において最も重要な

因子のひとつであると考えられている．

最近 RAGE へのリガンドとして S100蛋白が報

告された．S100蛋白は 2個の EF-handをもつ分子

量約 10 kDa のカルシウム結合蛋白として現在 16

種類以上のサブタイプが確認され，その機能は多

岐にわたっている．これらのサブタイプの内

S100A12（EN-RAGE）は AGEと同様に RAGEを

介して血管平滑筋細胞のNF-κBを活性化し増殖を

促進し，また単球の遊走能を亢進させることが報

告されその細小血管および大血管障害への関連が

注目されている．
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しかし，S100A12（EN-RAGE）遺伝子発現の調

節因子についてはまだ不明な点が多い．そこでヒ

トTHP-1マクロファージ細胞においてノーザンブ

ロット法および RT-PCR 法を用いて S100A12

（EN-RAGE）遺伝子発現の調節因子について検討

した．

ヒト THP-1単球細胞を 160 nM PMAと 16時間

ふ置しマクロファージに分化後 total RNA を抽出

し，ノーザンブロット法で S100A12 mRNAの存在

を確認した．この THP-1マクロファージを用いて

動脈硬化を促進させる様々なサイトカイン（IL-1β,

IL-6, TNF-α, MCP-1）をふ置し S100A12 mRNA量

への効果を検討した．その結果，S100A12 mRNA

は IL-6のみで有意な増加を認めたがその他のサイ

トカインでは有意な変化を認めなかった．用量依

存性を検討すると IL-6（100 ng/ml）により S100A12

mRNA量は 16時間後で約 2倍に増加し，16時間

ふ置による用量依存性を検討すると ED50 は約

3 ng/mlであった．また，THP-1マクロファージか

ら実際にS100A12タンパク質が分泌されているか

を検討したところTHP-1マクロファージ上清中に

S100A12タンパク質を ELISAにより確認でき（約

0.67 ng/dl），IL-6 添加後 20 時間すると約 20％の

有意な増加を認めた．

THP-1マクロファージにタンパク合成阻害薬で

ある cycloheximide（2 μg/dl）を 90 分間前ふ置し

IL-6 をふ置すると IL-6 による S100A12 mRNA の

増加は完全に抑制された．

次に，この S100A12 mRNAやタンパク質がこれ

まで明らかになっている IL-6シグナル伝達系のう

ち JAK-STAT系と SHP2-MAPK系のどちらを介し

ているのかを検討した．THP-1マクロファージを

JAK inhibitorであるAG490と前ふ置すると IL-6に

よる S100A12 mRNA の増加は完全に阻害された．

しかしMEK inhibitorである PD98509では阻害さ

れなかった．

最後に，動脈硬化促進に働く遺伝子発現を抑制

するといわれている PPARγ アゴニであるピオグ

リタゾンを用い S100A12 遺伝子に対する効果を

検討した．ピオグリタゾン（50 μM）添加により

THP-1 マクロファージの S100A12 mRNA は減少

し，12時間後に約 50％に，24時間後には 30％以

下となった．ピオグリタゾン 24 時間ふ置による

用量依存性を検討すると ED50は約 10 μMであっ

た．またピオグリタゾン（25 μM）と前ふ置後に

IL-6（100 ng/ml）を添加しても IL-6による S100A12

mRNAの増加は認めらなかった．

THP-1マクロファージにおいて，IL-6は SHP2-

MAPK 系を介さず JAK-STAT 系のみを介して

S100A12 mRNA を増加させそのタンパク質合成

を促進した．また，cycloheximide により IL-6 に

よる S100A12 mRNA の増加を阻害したことから

JAK-STAT 系を介した新規タンパク質が S100A12

mRNA 発現に関与していることが明らかとなっ

た．一方，PPARγアゴニストであるピオグリタゾ

ンは S100A12 mRNA を低下させ，また IL-6 によ

る S100A12 mRNAの増加作用も阻害した．

このようにヒトマクロファージでS100A12タン

パク質が合成・分泌され，動脈硬化巣において増

加していると言われている IL-6により発現増強さ

れ糖尿病性合併症を含む各種血管障害への増悪因

子となり，またチアゾリジン誘導体であるピオグ

リタゾンが PPARγを活性化することにより，これ

らのS100A12たんぱく質増加の抑制を介して各種

血管障害の進展を抑制する可能性を明らかにし

た．

次に，ヒト血中において S100A12たんぱく質が

存在するのか，存在するのであればどのような臨

床病態学的意義があるのかを，合成ヒト S100A12

タンパク質に対するエピトープの異なる 2種類の

モノクローナル特異抗体を用いたサンドイッチ

ELISA 法を作成し，2 型糖尿病患者 41 例（DM

群）・非糖尿病患者 35例（Non-DM群）における

血漿S100A12タンパク質濃度の測定を試み検討し

た．この 2群において血漿 S100A12タンパク質濃

度を比較すると，DM 群 19.6±5.26 vs Non-DM 群

8.1±0.81 ng/ml（p<0.001）と DM群において 2倍

以上の有意な高値を認めた．

また全患者での単相関を観ると，血漿 S100A12

濃度と HbA1c（p<0.001, R=0.455），血糖値（p=

0.019, R=0.281），高感度 CRP値（p=0.048, R=

0.223）および白血球数値（p=0.007, R=0.325）と

有意の正相関を認めた．しかし上記の全てを独立

変数としてステップワイズ重回帰分析を行なうと

HbA1c 値（p=0.0001, R=0.467）および白血球数

（p=0.0001, R=0.316）のみが血中 S100A12濃度の

有意な独立規定因子であった．

ヒトの血中におけるS100A12タンパク質濃度の
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高感度測定系を構築した．この測定系を用いて血

漿中のS100A12タンパク質濃度に血糖調節因子と

炎症関連因子が関与する可能性を明らかにした．

以上の研究結果よりS100A12タンパク質が糖尿

病における細小血管および大血管障害への促進因

子である可能性が示唆された．

7．Membrane traffic in outer hair cells of the

adult mammalian cochlea（哺乳類蝸牛外有毛

細胞における膜輸送）

耳鼻咽喉科講座　　金子　敏彦

はじめに　音波として人の内耳に伝わった情報

は，蝸牛有毛細胞において電気信号に変換され聴

神経に送られる．その意味において有毛細胞は重

要な役割を担っている．有毛細胞頂部における細

胞内取り込み機構（Endocytosis）は非常に速く

Rapid Endocytosisと呼ばれ，近年注目を集めてい

る．蛍光色素 FM1-43 を用いるとこの膜輸送をリ

アルタイムに観察することが可能となる．この研

究の目的は，FM1-43 を用いて Rapid Endocytosis

により取り込まれた細胞膜の運搬先を調べること

である．

研究方法　モルモット蝸牛外有毛細胞を単離．

FM1-43 をピペットにて局所投与し，Endocytosis

及びそれに続く Transcytosis を調べた．FM1-43

の蛍光観察には共焦点レーザースキャン顕微鏡を

用いた．

FM1-43の機械電気変換（MET）チャネル，P2X

レセプター経由での細胞内流入の可能性を否定す

るため各々のブロッカーである DHSM，PPADSを

用いて検討した．

円筒形の外有毛細胞頂部より取り込まれた小胞

のターゲットを調べるため，i）FM1-43 付加後の

細胞内での頂部，中間部，底部における蛍光変化

の観察，ii）細胞側壁の Subsurface cisternae（SSC）

を染色する DiOC6と FM1-43の二重染色，および，

iii）Micropipette Aspiration Technique を用いて細

胞側壁を SSCと細胞膜に分離し FM1-43の蛍光変

化を観察した．

Rapid EndocytosisのCa2+/calmodulinとの関係を

調べるため，i）細胞外 Ca2+ 濃度を変化させて

ii）細胞内 Ca2+キレーター BAPTA-AMを用いて，

iii）Calmodulinアンタゴニスト TFPを用いて実験

を行った．

Whole cell clampにて −60 mVに電位固定．そこ

から 0 mVに脱分極させ，また −60 mVに戻し，細

胞内電位変化による膜輸送への影響を調べた．こ

の実験系では電位依存性 Ca2+ チャネルブロッ

カー，CdCl2を用い Ca2+依存性も調べた．

結果と考察　DHSM 及び PPADS を用いた実験で

は，コントロールに比べて細胞内に取り込まれる

FM1-43 の蛍光変化に優位な差を認めなかった．

よって細胞内で観察される FM1-43 の蛍光は，

Endocytosis により取り込まれた細胞膜を示して

いることを確認した．

有毛細胞頂部で取り込まれた細胞膜は円筒型を

した外有毛細胞の底部に運搬されており，また

DiOC6 との二重染色，および，Micropipette Aspi-

ration Technique により細胞側壁の主に SSC にも

運搬されている事が明らかになった．細胞内運搬

速度は 0.37±0.01 μm/sであった．

FM1-43を細胞へ付加しつつ，細胞外 Ca2+濃度

を 25 μM から 2 mM に増加させると，細胞内

FM1-43蛍光強度の上昇が見られた．BAPTA-AM，

TFPを用いた実験では，コントロールに比して細

胞内 FM1-43 蛍光強度の低下が見られた．以上よ

り Rapid Endcytosisは Ca2+/calmodulinにて制御さ

れていると考えられる．

FM1-43 を細胞に付加しつつ，Whole cell clamp

にて脱分極させた結果，脱分極している間は蛍光

強度の上昇率の減少が外有毛細胞頂部，底部とも

に見られた．CdCl2 を付加した実験では，頂部に

おいては変化がなかったが，底部において脱分極

中の蛍光強度上昇率の減少が抑制された．これ

らの結果により外有毛細胞の脱分極中における

Transcytosis，Exocytosisの活発化，また底部にお

ける電位依存性 Ca2+ チャネルの Exocytosis への

関与が考えられる．

以上，まとめとして，i）モルモット外有毛細胞

頂部において Rapid Endocytosis にとり細胞内に

取り込まれた細胞膜は細胞底部，及び，側壁―主

に SSC―に運搬されている．ii）細胞の膜輸送は

Ca2+/calmodulinにて制御されている．今後，この

現象により如何なる物質が運搬されているのか検

討していく必要がある．
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8．Expression of an endoplasmic reticulum-

resident chaperone, glucose-regulated stress

protein 78, in the spinal cord of a mouse

model of amyotrophic lateral sclerosis（筋萎

縮性側索硬化症モデルマウスの脊髄における

小胞体ストレス蛋白 GRP78の発現）

神経内科学講座　　和手　麗香

背景と目的　筋萎縮性側索硬化症（ALS）におい

て，運動ニューロンが選択的細胞死に陥る機序に

ついては多くの仮説が提唱されているが，詳細は

現在も不明である．一方，近年，パーキンソン病

において小胞体（ER）ストレスが神経変性に関与

するという報告がなされ注目されている．今回

我々は，ER膜局在蛋白 GRP78/BiPの発現を ALS

モデルマウスにおいて検討し，ALSの神経変性に

おいても ER ストレスの関与が示唆されるデータ

を得たので報告した．

対象と方法　発症前の 12週齢から，末期の 20週

齢までの雌の G93A mutant superoxide dismutase 1

（mSOD1）transgenic（Tg）マウスを，各週齢 2匹

ずつ，合計 18 匹を用いた．腰髄横断切片を作成

し，H&E染色および抗 GRP78抗体，抗 SOD1抗

体，抗 ubiquitin抗体の免疫染色にて異常構造物を

検討した．

結果　GRP78免疫染色では，Tgマウスで観察さ

れる Lewy body-like hyaline inclusion（LBHI）は陽

性であった．不整形で haloを伴わない大型の好酸

性構造物（不整形構造物）は，GRP78免疫染色で

弱くびまん性に陽性のものも見られたが，多くは

陰性であった．Cord-like swollen neurite は点状に

染色性を呈した．ubiquitinと SOD1では，これら

の異常構造物は全て陽性であった．Ubiquitin・

SOD1の LBHIにおける分布は GRP78と類似して

いたが，不整形構造物と swollen neuriteにおいて

は異なっていた．経時的な異常構造物数の検討で

は，LBHIは発症前の 14週齢から，不整形構造物

は 15 週齢から出現し，週齢を追うごとに増加し

た．抗 GRP78抗体での陽性率は，LBHIは週齢に

関わらずほぼ全て陽性であったのに対し，不整形

構造物の各週齢における陽性率は 0～ 25％であっ

た．

考察　本研究において我々は，GRP78が G93A Tg

マウスに見られる LBHI に発症前から蓄積してお

り，LBHI 内での分布が SOD1 の分布に類似して

いることを示した．近年，凝集した mSOD1 が

GRP78 と共存していることが in vitro において示

されているが，in vivoにおいて示したものは本研

究が初である．SOD1 は細胞質内で修飾を受ける

とされ，成熟の過程に ER は関与しないとされて

いるが，肝細胞における検討では，病的状態下で

は SOD1が ER内に観察されることが示されてお

り，凝集した mSOD1 は ER の分布に一致した核

周囲で観察されることも報告されている．従って

本マウスにおいては，過剰発現した mSOD1 が

ER 内に輸送され，GRP78 によって認識され，結

合した可能性が考えられる．その結果，GRP78は

mSOD1 とともに凝集し，異常構造物を形成した

と考えることが出来る．これにより GRP78 の機

能が低下し，unfolded protein response が惹起さ

れ，細胞死へと導かれる可能性が示唆された．

本研究のデータは，ALSにおいても ERストレ

スを介して神経細胞死を生じている可能性を示唆

したものであり，「ER ストレスによる神経細胞

死」が神経変性疾患において普遍的に認められる

病的機序である可能性を示唆している．

9．急性心筋梗塞患者における tissue plasmino-

gen activator（t-PA）の静脈内前投与と血栓

吸引療法の併用の効果

内科学第二講座　　山本　哲史

はじめに　急性心筋梗塞（AMI）の発症には，冠

動脈内の不安定プラークの破綻と，それに伴う冠

動脈の血栓性閉塞が大きく関与している．AMI患

者の再灌流療法において，これら血栓への対処の

成否が心筋救済に大きく関わっている．経皮的冠

動脈インターベンション（PCI）は，梗塞責任動

脈（IRA）の完全血行再建が可能な手技であるが，

血栓性，動脈硬化性デブリスによる末梢塞栓の危

険性を伴う．末梢塞栓は心筋微小循環を障害し，

PCI後の no reflow現象，slow flow現象を引き起こ

し，PCI のもたらすべき心筋救済を阻害する．い

くつかの研究で PCIに先立って行われる血栓溶解

療法，血栓吸引療法の有効性は各々において報告

されており，no reflow, slow flow現象の抑制，心筋

微小循環の改善，左室機能の保持が証明されてい

る．しかし，血栓溶解療法と血栓吸引療法の併用
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の効果については，これまでに報告がない．本研

究では，AMI患者における PCI前の血栓溶解療法

と血栓吸引療法の併用について検討を行った．

研究方法　対象は本研究に対して書面によるイン

フォームド・コンセントが得られた初回 ST 上昇

型 AMI患者で，遺伝子組み換え型 tissue plasmino-

gen activator（Mt-PA）の投与が禁忌でない連続 44

症例である．これら症例を封筒法によりMt-PA投

与群（T群，n=23）と，非投与群（N群，n=21）

に分けた．まず初期治療を行った上，冠動脈造影

（CAG）を，T 群では Mt-PA モンテプラーゼを

13,750 IU/kg を静脈内投与した後に，N 群では直

ちに行った．CAG にて PCI の適応があると判断

された症例には，T 群，N 群を問わず全例に血栓

吸引療法を行った．血栓吸引後は，通常の手法に

従ってステント留置を含めた PCIを行った．評価

項目として，CAG時の TIMI flow grade，PCI後の

TIMI frame count（TFC），TIMI myocardial perfu-

sion（TMP）gradeを用いた．さらに，AMI発症後

3日以内に撮影した 99mTc-quantitative electrocardio-

graphically gated single-photon emission computed

tomographic scintigraphy（QGS）による左室駆出

率（QGS-EF），6ヶ月後に左室造影で計測した左室

駆出率（LVG-EF）の評価を行った．

結果　対象 44症例すべてで，PCIに成功したが，

T 群で 1 例，N 群で 3例において PCI 後に TIMI

flow grade 3 が得られなかった．主要出血性合併

症は両群ともで認めなかった．PCI前の CAGでの

TIMI flow grade は有意に T 群で grade 2 が多く，

N群で grade 0が多く（p<0.01），PCI直後の TMP

gradeは有意にT群で grade 3が多く，N群で grade

2が多かった（p<0.05）．しかし，PCI直後の TFC，

QGS-EFに有意差はなく，慢性期の LVG-EFの改

善にも有意な差を認めなかった．観察期間中では

主要心血管イベントの発生率にも有意差は認めな

かった．

10．慢性維持透析患者の虚血性心疾患の診断：

運動負荷後血圧反応と心エコー法による検出

内科学第二講座　　福井　政慶

はじめに　冠動脈疾患（CAD）を代表とする動脈

硬化性心血管病変は，慢性維持透析患者において

罹患率が高く，予後を左右する重要な要因となっ

ている．心血管病変は多因子が絡み合い生じてい

るが，慢性の腎機能障害も心血管疾患の独立した

危険因子の一つである．また，透析患者の心血管

イベントによる死亡率は，非透析患者と比べ 20

から 40倍と高く，慢性腎不全の存在そのものが，

急性心筋梗塞の発症頻度をあげ，冠動脈形成術後

の予後も悪化させると報告されている．さらに，

無症候性心筋虚血の頻度が高いことも報告されて

いる．これらのことより，透析患者の予後を向上

させるためには CAD の早期診断と治療がきわめ

て重要であると考える．しかしながら，透析患者

は運動耐容能の低下を認めること，左室肥大を高

頻度に合併することから，運動負荷試験による心

電図 ST-T変化を用いた虚血評価には限界がある．

それに変わる指標として，運動負荷試験における

運動後の収縮期血圧（SBP）の回復遅延を評価す

ることで，CADの診断が可能であるとする報告が

ある．加えて，超音波断層心エコー法の進歩はす

ばらしく，壁運動評価は CAD 診断にとって必須

となっている．

本研究は，透析患者の CADを診断する上で SBP

反応を用いた運動負荷試験が CAD の検出に有用

であるか否かを検討した（第 1編）．続いて，透析

患者における CAD のスクリーニング検査として，

心臓超音波検査法の役割を検討した（第 2編）．

研究方法　対象は本研究に対する informed con-

centを書面にて得ることの出来た外来通院中の透

析患者である．CAD を疑われた 44 例（30 men，

14 women; age 41 to 81 years）に対し，症候限界性

トレッドミル運動負荷試験と冠動脈造影検査を

施行した．運動後 SBP の回復遅延の指標（SBP

ratio）は，運動後 3 分時の SBP を最大運動時の

SBP で割ったものと定義した（第 1 編）．外来通

院中の透析患者連続 78 例（男性 60 例，女性 18

例，平均年齢 64±9歳，平均透析歴 51±55ヶ月）に

対し，安静時心電図，症候限界性トレッドミル運

動負荷試験，心臓超音波検査，冠動脈造影検査を

施行した．冠動脈支配領域に一致した高度な局所

壁運動異常（高度壁運動低下領域，または無収縮

領域）を認める場合，Advanced asynergyありと評

価した（第 2編）．

結果　冠動脈造影上有意狭窄を認めた症例は

25 例（CAD 群），認めない症例は 19 例であった

（NO CAD群）．SBP ratioの至適 cutoff pointを 0.92
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とすると，SBP ratioを用いた CAD診断は，ST変

化を用いた場合より感度・特異度・精度とも上昇

した（76％ vs. 56％，90％ vs. 53％，82％ vs. 55％）

（第 1 編）．Advanced asynergy を有する症例では

CAD を高頻度に認めた（p<0.002）．Advanced

asynergyを用いた CADの診断精度を検討すると，

感度，特異度はそれぞれ 32.6％，96.9％であった．

安静時心電図変化，トレッドミル運動負荷試験の

結果，運動負荷中の症状の有無，Wall motion

score，Advanced asynergyを用いた多変量解析に

て，Advanced asynergyが最も CADの診断に有用

であった（p=0.01, odds ratio=2.54, 95％confidence

interval 2.09-298.1）（第 2編）．

考察　本研究において，CADの合併は約 60％の

症例で認め，透析患者における CAD の罹患率は

高いことが再確認された．貧血，心肥大，高血圧，

溢水状態などの心血管異常に直接関わる，あるい

は修飾する因子を多く有する透析症例では，CAD

の有無を簡便に評価することは未だに困難であ

る．現時点では透析患者に対して，有用性が証明

された非侵襲的なスクリーニング法が確立されて

いないために，侵襲的検査である冠動脈造影検査

を用いざるを得ないことがしばしばである．ベッ

ドサイドで施行できる心臓超音波検査は，心室の

局所壁運動異常の確認とそれによる罹患冠動脈枝

の推定が可能である．Advanced asynergyを指標と

した心臓超音波診断法は，CAD診断に有用であっ

た．つまり，心臓超音波検査で Advanced asynergy

を認めた場合，CADを合併している可能性が強く

疑われ，積極的に冠動脈造影検査を進めることが

出来る．ただし Advanced asynergy を認めないか

らといって CAD を否定することは出来ず，他の

非侵襲的検査も考慮されるべきである．トレッド

ミル検査時，従来の ST-T 変化による虚血評価で

はなく SBP反応を評価することで，感度，特異度

ともに高精度に CADを診断し得ることが出来た．

結論　透析患者の CAD を診断する上で，SBP

反応を用いた運動負荷試験は CAD の検出に有用

であり，さらに心臓超音波検査における Advanced

asynergyの検出を組み合わせることにより，CAD

に対するスクリーニング検査の精度はより一層大

となる．

11．サルにおける頭頂葉後部の運動機能

生理学第二講座　　中尾　和子

我々は先行研究においてサルに様々な体部位

を用いた自発的な運動をさせると，運動前野，運

動野および体性感覚野だけでなく頭頂葉後部

（posterior parietal cortex: PPC，5野と 7野）の表

面と2.0–3.0 mm深部に慢性的に埋め込んだ電極か

らも表面―陰性，深部―陽性の大脳皮質電場電位

が運動開始前に記録でき，この表面―陰性，深部

―陽性の電場電位がヒトの運動準備電位に相当す

るように考えられることを報告した．他方，運動

前野，運動野および体性感覚野から出現する運動

前電場電位の振幅は運動実施に必要な筋力に応じ

て運動前に変化することがわかっている．しか

し，PPCから出現する運動前電場電位の振幅と筋

力の関係については不明であるので本研究におい

て検討してみた．2 頭のサルに手を用いた自発的

なレバー上げ運動を訓練し，その後多くの大脳皮

質領野の表面と2.0–3.0 mm深部に電極を慢性的に

埋め込む手術をした．術後回復したサルに負荷有

り（200, 400 g），もしくは負荷無しのレバーを自

発的に手で上げる運動を行わせ，運動施行中の大

脳皮質電場電位を埋め込んだ電極から記録し，解

析した．負荷が大きくなって，レバーを上げるた

めに必要となる筋力が増加するに伴い，運動前

野，運動野および体性感覚野と同様に PPC から

記録された運動前電場電位の振幅は大きくなっ

た．

さらに，この運動前電場電位が真に運動を開始

するための筋電活動を引き起こす準備電位である

かどうかを確かめるために，PPCを含む様々な大

脳皮質領野を電気刺激してどの体部位の筋肉がど

の程度の刺激強度で活性化されるかについても検

討した．上記の研究で用いたサルにもう 1頭を加

えた合計 3頭のサルを使って，多くの大脳皮質領

野の埋め込み電極に単発のパルス電流を与え，両

側の顔，胴，手首および足首の全 8筋から筋電図

を同時記録し，比較した．5 野および 7 野を電気

刺激すると，運動野を刺激した時と同様に体部位

局在性の筋電活動が生じた．筋電活動を誘発する

のに必要な刺激強度は 5野を刺激する場合は運動

野の場合に比べてわずかに高い程度であったが，

一方，7 野を刺激する場合は運動野の場合に比べ
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てかなり高かった．

以上のことから，PPCは運動野と同様，筋力の

予測制御に関わっていることがわかった．さら

に，我々の先行研究において明らかなように，

様々な体部位を用いた自発的な運動の開始前，

PPCに出現する運動前電場電位が体部位局在性で

あり，本研究において，PPCの運動前電場電位の

出現する部位を電気刺激すると，筋活動の誘発に

必要な刺激強度は運動野より高かったが，運動野

と同様の体部位局在性の筋活動が記録できた．こ

れらはPPCが運動野と同様に純粋な運動機能に関

わっていることを示している．

一方，最近の我々の研究から，サルの正中神経

を電気刺激すると，刺激と対側の体性感覚野だけ

でなく PPC からも極めて短潜時の体性感覚誘発

電位が記録できた．これは受動的もしくは能動的

な手の運動により生じる興奮性の体性感覚神経イ

ンパルスが体性感覚野とPPCを活性化するのに有

用なことを示唆する．他方，サルの運動野の機能

低下を体性感覚野が代償して運動機能をある程度

回復させることは佐々木と玄番により報告されて

いる．

以上，本研究で PPC が純粋な運動機能に関与

することを明らかにしたことにより，例えば，運

動野の障害による運動機能低下の場合，体性感覚

野だけでなく PPC を積極的に活性化することが，

運動機能の回復に有用であると期待される．そし

てそれら頭頂葉を活性化するのに，皮膚のマッ

サージや運動トレーニングなど末梢の体性感覚神

経を興奮させる治療法は有効なように考えられ

る．

12．Quantification of mentolabial profile using

lateral roentgen cephalography in healthy

adults and patients with scar contracture

following severe facial burns, and profile

reconstruction by mandibular osteotomy

形成外科学講座　　下間亜由子

重度顔面熱傷症例では瘢痕拘縮を生じ，下口唇

の外反やオトガイ唇溝の消失やオトガイ部の後退

による下顎頚角の鈍角化など，きわめて特徴的な

外見上の小顎症様顔貌をきたす．この重度顔面熱

傷例の外見上の小顎症様顔貌については経験的に

は知られているものの，数量的に顔貌評価された

報告はこれまで見当たらない．顔面の輪郭の基礎

となるのは顔面骨および軟骨であるが実際に外観

として把握する輪郭は軟組織最外層の輪郭であ

る．軟部組織の contour を計測し，表示すること

が過去においてなされてこなかった理由の一つは

基準点の設定が非常に難しいからである．軟部組

織は表情，重力による下垂，炎症による一時的な

腫張などにより容易に変化し，基準点の設定その

ものが不可能に近い．必然的に安定している硬組

織を基準とした軟組織の計測となる．そのため，

硬組織を基準点とした軟部組織の計測を行った．

良い再建治療を目指す第一歩はこの外見上の小顎

症様顔貌の成因を客観的に評価することである．

今回，日本人一般成人の下顎軟組織の分析を行

い標準値を求めると共に“重度顔面熱傷後顔貌”

の顔面軟部組織の変形を Computed Radiography

（以下 CR）による側方頭部 X線規格写真撮影を用

いて数値化し，一般成人の標準値を対照とし比較

検討した．

また重度顔面熱傷後瘢痕拘縮症例の小顎症様

顔貌改善の目的でオトガイ骨切りを行い数値の正

常化に裏づけられた形態的改善を見た症例を提示

する．

一般成人群では男性の方が女性より下顎の軟組

織が各計測値において最大 1.7 倍分厚く，男性の

方が軟組織の凹凸の変化が大きい形態をとること

が証明された．

また男女とも，正常顔貌における陥凹部の厚み

は他の部位より厚く，突出部の厚みは薄いことが

示され，硬組織の輪郭と軟組織の輪郭が平行線を

作っていないことが分かった．

ついでこれら一般成人の標準値を基にして重度

顔面熱傷後瘢痕拘縮症例の外見上の小顎症様顔貌

評価を行った．重度顔面熱傷後瘢痕拘縮症例では

各計測値が一般成人群より最大 1.4 倍大きい結果

を示した．これは我々が臨床現場で感じている熱

傷後瘢痕拘縮症例の下顎は分厚いというイメージ

と一致する．また重度熱傷後瘢痕拘縮症例の外見

上の小顎症様顔貌の原因はオトガイ唇溝の消失に

因るものであり，赤唇の前突が小顎症様顔貌をよ

り強調していることを客観的に評価した．

顔面側貌は視覚的かつ直感的に美醜の判断が付

くものの，この明らかな基準を持つことが変形診
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断や再建において極めて有用であろう．今後，重

度顔面熱傷後瘢痕拘縮症例の側貌改善に正常人側

貌との数量的な比較検討した今回の計測結果が有

用であり，外見上の最適の輪郭を設定するための

重要な基盤になるものと考える．

しかしこのような小顎症様顔貌を改善するため

にさまざまな軟組織へのアプローチによる再建方

法を駆使しても満足のいく結果が得られず外見上

の小顎症様顔貌を認めることをしばしば経験す

る．こういった症例に対し我々はオトガイ骨切り

術という硬組織の再建によって軟組織の contour

の再建を図るという方法を試みた．Contour をあ

くまで相対的なものと認識しオトガイ骨切り術に

よりオトガイ唇溝を形成することは極めて意義の

あることである．オトガイ骨切りという単純な手

術手技で確実な結果が得られるためこの方法は重

度熱傷後瘢痕拘縮症例の小顎症様顔貌の改善に非

常に有用であると考える．

13．M-CSFによる血流改善機序の解明

小児科学講座　　中野　景司

はじめに　近年，心筋梗塞や閉塞性動脈硬化症な

どの虚血性疾患に対する治療として，細胞移植療

法やサイトカイン療法などが開発され良好な成績

をあげている．サイトカイン療法には，G-CSFや

HGF，VEGFなどが試みられているが，これらの

サイトカインには炎症を増強したり，腫瘍を増大

させたり，浮腫を助長するという副作用がある．

このような背景から我々は，血管新生の臨床で

は使用例が少ないサイトカインM-CSFに着目し，

G-CSF と M-CSF を併用することにより，G-CSF

単独使用に比して，血管新生がより促進されるこ

とを見出した．（Minamino K, et al., Stem Cells. 2005;

23: 347–54.）

今回，我々は M-CSF の血管新生効果に VEGF

が関与しているのではないかという仮説のもとに

以下の実験を行った．

方法　野生型マウスを用いて，M-CSFの血流改善

効果（既報）が抗 VEGF抗体を投与することによ

り阻害されるかを以下の方法で検証した．

・レーザードップラー血流計で虚血肢の血流変

化を観察

・虚血肢の凍結切片を作成し，血管新生を組織

学的に検討

また，M-CSF の作用点を明らかにするために，

M-CSF 受容体に対するモノクローナル抗体で標

識した末梢血細胞や骨髄細胞をフローサイトメー

ターおよびセルソーターを用いて解析した．

結果　M-CSFは骨髄内のVEGF濃度を上昇させる

ことにより血管内皮前駆細胞（EPC）を末梢血中

に動員し，血管新生を促進している事がわかっ

た．またこれにより血管新生がおこっている場で

のみ作用すると考えられてきた VEGFが，EPCの

貯蔵庫としての骨髄にも作用している事がわかっ

た．

結語　VEGF は非常に強力な血管新生作用をもつ

が，全身に投与すると高度の浮腫などを引き起こ

すため，治療に応用することが困難であった．今

回の実験結果から M-CSF などを用いることによ

り，間接的に骨髄内に VEGFを作用させる事で血

管新生を誘導できる可能性を見出せた．
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学位論文題目

Adenosine and a Nitric Oxide Donor Enhances 

Cardioprotection by Preconditioning with 

Isoflurane through Mitochondrial Adenosine 

Triphosphate-sensitive K+ Channel-dependent 

and -independent Mechanisms

論文審査委員 主査（教授）稲垣千代子　

（教授）今村洋二　（教授）新宮　興

論文内容の要旨

【はじめに】

先行する短時間の心筋虚血により，その後に生

じる致死的な虚血性の心筋障害が抑制される現象

は ischemic preconditioning（IPC）とよばれ，内因

性心筋保護作用として重要な生理現象である．今

日，IPC は心筋保護を必要とするさまざまな領域

で臨床的にも応用されている．その発現機序は未

だ不明であるが，G蛋白質を介したアデノシン受

容体や ATP感受性カリウム（KATP）チャネルが強

く関与することが示唆されている．我々が毎日の

臨床で用いている吸入麻酔薬にも IPC類似のプレ

コンディショニング効果があるといわれている．

その機序も IPC と同様にアデノシンおよび KATP

チャネルが関与していると考えられているがなお

明らかではない．

【研究目的】

我々はラット心筋において，吸入麻酔薬である

イソフルランのプレコンディショニング効果を，

薬理学的プレコンディショニングとして既に用い

られているアデノシンおよび一酸化窒素ドナーの

心筋保護効果と比較した．また，イソフルランに

よる心筋プレコンディショニングにおけるミトコ

ンドリア KATP（mitoKATP）チャネルの役割につい

ても調べ検討した．

【研究方法】

ラット心臓を摘出し，ランゲンドルフ法を用い

て灌流した．mitoKATPチャネル活性の指標として

フラボ蛋白の自家蛍光をモニターした．バルーン

を左室に挿入し，左室等容性収縮力をモニター

して心機能を評価するとともに，再灌流後 tri-

phenyltetrazolium chloride 染色法を用いて心筋梗

塞巣を測定した．また，選択的 mitoKATPチャネル

阻害薬を投与し，イソフルランによる心筋プレコ

ンディショニングにおけるmitoKATPチャネルの役

割について検討した．

【結果】

mitoKATPチャネル開口薬であるdiazoxideおよび

イソフルランは mitoKATP チャネルを活性化した．

mitoKATPチャネルの活性は 0.5～ 3.0％イソフルラ

ンでは濃度依存性に増加し，4.0％では減少した．

Diazoxide による mitoKATP チャネルの活性化は

diazoxide存在下でのみ認められたが，イソフルラ

ンのそれはイソフルランを灌流液から除去しても

持続した．このことからイソフルランの mitoKATP

チャネルの活性化は IPCのそれと同様にいわゆる

“メモリー”を有すると考えられた．

アデノシンや一酸化窒素ドナーである S-

nitroso-N-acetyl-penicillamine（SNAP）単独では

mitoKATPチャネルの活性化はみられず，明らかな

心機能の改善も認められなかった．しかし，イソ

フルランと共に三剤を同時投与すると，イソフル

ラン単独投与時以上にmitoKATPチャネル活性化は

認められなかったが，心筋梗塞巣は有意に減少

し，左心室機能も有意に改善した．

mitoKATP チャネル拮抗薬である 5-hydroxy-

decanoateを，イソフルランを含む三剤を投与前お

よび三剤投与中も同時投与すると，mitoKATPチャ

ネルの活性は完全に抑制され，心筋梗塞巣の減少

も完全に抑制された．しかし，イソフルランを含

む三剤投与後 5-hydroxydecanoateを投与すると，

mitoKATPチャネルの活性は完全に抑制されたが，

心筋梗塞巣の減少は完全には抑制されなかった．

【考察】

イソフルラン単独投与でも心筋梗塞巣は減少し

プレコンディショニング効果はみられたが，更な

る心筋梗塞巣の減少，および心機能の改善にはイ

ソフルランと共にアデノシン，SNAP の三剤を同

時投与する必要があった．

イソフルランによる mitoKATP チャネルの活性

は，アデノシンおよび SNAPの同時投与によって
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増強されなかったが，mitoKATPチャネルはその強

力なプレコンディショニング作用の trigger とし

て重要な役割を果たすことが示唆された．また

mitoKATPチャネルの活性は，イソフルラン単独投

与時の心筋保護効果においてmediatorとしての役

割も果たすが，三剤同時投与時の強力な心筋保護

効果における mediatorには，mitoKATPチャネルの

活性に依存する機序と依存しない機序が存在する

ことが示唆された．

審査の結果の要旨

従来からイソフルランに心筋プレコンディショ

ニング作用があることがしられているが，本研究

は従来の心筋梗塞巣の計測のみならず左心室機能

の改善を指標とした．また，イソフルランにアデ

ノシン，SNAPを併用することでプレコンディ

ショニング作用が増強することを明らかとし，同

作用におけるフラボ蛋白自家蛍光強度により計測

したミトコンドリアKATPチャネル開口の役割を明

らかとした．本研究は医学博士論文に値すると判

断する．

【1406】

氏　名（本　籍）山
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学位論文題目

Propofol acts at the sigma-1 receptor and 

inhibits pentazocine-induced c-Fos expression 

in the mouse posterior cingulate and 

retrosplenial cortices

論文審査委員 主査（教授）稲垣千代子　

（教授）山田久夫　（教授）新宮　興

論文内容の要旨

【目的】

シグマ 1受容体は精神症状を引き起こす様々な

薬剤と機能的に相互作用し，学習・記憶，神経保

護，薬物耽溺などの多彩な生理作用に関連してい

るだけでなく，統合失調症との関連も指摘されて

いる．脳後帯状・後板状皮質（PC/RS）は統合失

調症の責任部位の一つと考えられ，統合失調症の

薬物モデルであるフェンサイクリジン（PCP）や

ケタミンなどの非競合性 NMDA受容体拮抗薬は，

げっ歯類に異常行動を引き起こすとともにこの

部位の神経傷害を引き起こす．一方，PCPやケタ

ミンによるPC/RSの神経細胞傷害にもシグマ受容

体の関与があることが報告されている．多くの麻

酔薬はシグマ 1受容体を介する作用と類似の作用

を有する．これまで一部の麻酔薬には非競合性

NMDA受容体拮抗作用があることが明らかにされ

ているが，麻酔薬のシグマ受容体に対する作用は

全く不明である．本研究は，シグマ 1受容体に対

する静脈麻酔薬の作用を細胞および組織レベルで

検討したものである．

【方法】

1．結合実験：ラット脳小胞体膜を調整した後，

固定濃度（6.6 nM）の選択的シグマ 1受容体作用

薬である (+)[3H]SKF-10,047 の特異的結合に対す

るプロポフォール（10–10−10–5M），デクスメデト

ミジン（10–10−10–4M），ドロペリドール（10–10−

10–5M），チオペンタール（10–10−10–2M）の効果

を検討した．また，プロポフォールのシグマ 1受

容体に対する作用様式を確認するために，

(+)[3H]SKF-10,047 の濃度を変化させてプロポ

フォール 20 μM 存在下または非存在下における

濃度結合曲線を作成した．

2．細胞内カルシウム動態への作用実験：小胞

体膜上に存在するシグマ 1 受容体・アンキリン

B・IP3受容体複合体のシグマ 1受容体へのアゴ

ニスト結合により，シグマ 1受容体・アンキリン

B複合体が IP3受容体から解離して IP3受容体の

活性化をおこす．これにより IP3受容体を介する

細胞内カルシウム濃度（[Ca2+]i）上昇が増加する．

NG108細胞を用いて，1 μMブラジキニン（BDK）

による [Ca2+]i増加作用に対する，選択的シグマ

1受容体作用薬である（+）ペンタゾシン（100 nM）

およびプロポフォール（1, 10, 100 μM）の効果を

調べた．

3．PC/RSへの c-fos発現への作用実験：ペンタ

ゾシンは PC/RS にシグマ 1 受容体を介して c-fos

を発現する．このペンタゾシンによる c-fos発現作

用に対し，プロポフォールがどのような影響を与
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えるか，ICRマウスを用いて調べた．

【結果】

1．(+)[3H]SKF-10,047（6.6 nM）の特異的結合

に対する Ki50 は，プロポフォール 10.2±0.6 μM

（約 2.4 μg/ml）であり，臨床使用濃度内でシグマ

1 受容体に作用する可能性が示唆された．これに

対して，ドロペリドール 0.17±0.03 μM，デクス

メデトミジン 5.73±1.2 μMであり，臨床使用濃度

以上でしか作用しなかった．またチオペンタール

は10 mM以下ではシグマ1受容体に全く作用しな

いことが認められた．プロポフォール非存在下で

は受容体最大結合量（Bmax）は 59.4±4.2 fmol/mg

protein，解離定数（Kd）は 11.4±1.1 nMであった

のに対し，プロポフォール 20 μM存在下では

Bmax 33.3±2.1 fmol/mg protein，Kd 11.0±1.8 nM

であり，プロポフォールがシグマ 1受容体に対し

て非競合的に結合を抑制することが示された．

2．1 μM BDK による [Ca2+]i 増加作用を（+）

ペンタゾシンは有意に増強したが，プロポフォー

ルは増強しなかった．

3．プロポフォールは PC/RS でのペンタゾシン

誘導性 c-fos発現を有意に抑制した．

【考察】

静脈麻酔薬プロポフォールは臨床使用濃度でシ

グマ 1受容体拮抗作用をもつことが示された．プ

ロポフォールには精神作用，脳保護作用，制吐作

用，耽溺作用など，シグマ 1受容体を介する作用

と同様の作用が多くある．シグマ 1受容体がプロ

ポフォールの作用に何らかの形で関与している可

能性があり，本研究はプロポフォールの中枢神経

系への作用機序解明に新しい視点を加えたものと

考えられる．

審査の結果の要旨

本研究は静脈麻酔薬であるプロポフォールがシ

グマ受容体と結合し，シグマ受容体の活性薬と考

えられているペンタゾシンによる後帯状・後板状

皮質の c-Fos 発現を抑制することから，シグマ受

容体の拮抗薬作用を有する可能性を初めて示唆し

たものであり，今後プロポフォールの薬理作用を

考える上で重要な結果を示した．したがって，博

士号に値する研究であると審査の結果判断した．

【1407】
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（大阪府）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 765号

学位授与の日付 平成 18年 7月 28日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Mechanisms Underlying Acceleration of Blood 

Flow Recovery in Ischemic Limbs by 

Macrophage Colony-Stimulating Factor 

(M-CSF)

論文審査委員 主査（教授）薗田精昭　

（教授）池原　進　（教授）金子一成

論文内容の要旨

はじめに

近年，心筋梗塞や閉塞性動脈硬化症などの虚血

性疾患に対する治療として，細胞移植療法やサイ

トカイン療法などが開発され良好な成績をあげ

ている．サイトカイン療法には，G-CSFや HGF,

VEGF などが試みられているが，これらのサイト

カインには炎症を増強したり，腫瘍を増大させた

り，浮腫を助長するという副作用がある．

このような背景から我々は，臨床ではまだあま

り使用されていないサイトカイン M-CSF に着目

し，G-CSFと M-CSFを併用することにより，G-

CSF単独使用に比して，血管新生がより促進され

ることを見出した．（Minamino K, et al. Stem Cells.

2005; 23: 347–354.）

今回，我々は M-CSF の血管新生効果に VEGF

が関与しているのではないかという仮説のもとに

以下の実験を行った．

方法

①6～8週例の C57BL/6マウス（B6マウス）の大

腿動静脈を結紮・離断し下肢の虚血モデルを

作成し，直ちに抗 VEGF 抗体（250 μg/body）

あるいは生理食塩水を静脈内投与した．同日か

ら 3 日間，M-CSF（250 μg/kg）または G-CSF

（250 μg/kg）あるいは両者を腹腔内投与した．

0・3・7 日目にレーザードップラーを用いて血

流を測定した．

②M-CSF が末梢血細胞と骨髄細胞のいずれに作
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用しVEGFの産生を亢進させているかを検討す

るため，同マウスから脾臓細胞と骨髄細胞を同

数採取し，M-CSFを添加し培養を行った．3日

目に培養上清を集め，ELISA法を用いて VEGF

濃度を測定した．

③骨髄細胞の中でいかなる細胞が M-CSF 受容体

を発現しているかを検討するため，血球系表面

マーカー（Ter119, CD19, Gr-1, CD11b）で標識

し，フローサイトメーターを用いて測定した．

また，標識した細胞は M-CSF の刺激により

VEGFの産生が亢進するかを検討するため，セ

ルソーターを用いて各 Lineageに分け，サイト

カイン添加培養を行い ELISA法で検討した．

④抗 VEGF 抗体を投与することにより，M-CSF

による末梢血への血管前駆細胞（以下 EPC）動

員が阻害されるか，同マウスに抗 VEGF抗体と

M-CSFとを投与し3日目の末梢血をフローサイ

トメーターで解析した．

結果

①抗 VEGF 抗体を投与することにより，M-CSF

群の血流改善効果が抑制されたが，G-CSF群で

は抑制されなかった．

②培養液中に M-CSF を添加することにより，骨

髄細胞からの VEGF産生が有意に亢進した．

③M-CSF受容体（CD115）は，骨髄細胞中の Gr-1

陽性細胞（顆粒球系），CD11b 陽性細胞（マク

ロファージ系），Lineage Marker 陰性細胞に発

現していた．それぞれをセルソーターで分離

し，M-CSF を添加し培養すると，M-CSF 受容

体を発現する細胞から VEGF 産生が認められ

た．

④コントロール群に比し，M-CSF群では末梢血中

の EPC は増加するが，抗 VEGF 抗体を投与す

ることにより EPCの動員が阻害された．

結語

以上の結果から，M-CSFによる血管新生効果に

は骨髄内での VEGF産生が関与しており，M-CSF

は骨髄内でのVEGF産生を介して末梢血中にEPC

を動員し，血流を改善させると考えられた．

審査の結果の要旨

近年，心筋梗塞や閉塞性動脈硬化症などの虚血

性疾患に対する治療として，細胞移植療法やサイ

トカイン療法などが開発され良好な成績をあげて

いる．本研究は，M-CSF の血管新生効果に着目

し，マウスの大腿動静脈結紮・離断による下肢虚

血モデルを用いて，その血流改善効果について検

討している．その結果，M-CSFが骨髄細胞からの

VEGF 産生を介して，末梢血液中に血管内皮前駆

細胞（EPC）を動員し，この EPCが血管新生に関

与することを明らかにしている．

以上のように，本研究によって，近い将来のM-

CSFを用いる閉塞性動脈硬化症などの虚血性疾患

に対する血管新生療法の可能性が示唆された点

で，医学的に価値ある論文と認められる．

【1408】

氏　名（本　籍）澤
さわ
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ひろ
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（大阪府）

学 位 の 種 類 博士（医学）
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学位論文題目

T Cell Costimulaton by Fractalkine-Expressing 

Synoviocytes in Rheumatoid Arthritis

論文審査委員 主査（教授）池原　進　

（教授）木梨達雄　（教授）飯田寛和

論文内容の要旨

【研究目的】

関節リウマチは滑膜の過形成と慢性炎症が特徴

である．それは滑膜中の繊維芽細胞と抹消より浸

潤してきたリンパ球が原因の一つであると考えら

れる．すでに報告されている様にMHC class II蛋

白を発現している活性化された繊維芽細胞はスー

パー抗原を介して T 細胞を活性化することが分

かっている．

T 細胞は関節リウマチに特徴的な様々なケモカ

インにより遊走されるリンパ球の一つであり関

節リウマチにおいて T 細胞の老齢化とそれに伴

い Killer like immunoglobulin receptors（KIRs）や

NKG2D などの新しい制御レセプターの存在も分

かっている．

私が焦点を当てました FKN は上記のケモカイ

ンの一つでありその構造は他のケモカインにはな
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い特徴がある．構造は 2 種類あり 1 つは膜結合

型，他は浮遊型である．機能的にもリンパ球遊走

機能，更に接着因子としての 2つの機能を兼ね備

えている．

滑膜中において FKN は Endothelial cells, DC,

Macrophage に発現が認められている．一方で

FKNのレセプターである CX3CR1は唯一 FKNと

結合出来るという特徴があり抹消血中には CD4+

Tcells, CD8+ Tcells, NKcells に発現が認められて

いる．

この特徴的 FKN というケモカインとレセプ

ターの結合によりどのように自己免疫疾患が形成

されるか ?という問題に焦点をあてました．

FKNをブロックする抗体治療によりマウスの

コラーゲン誘発性関節リウマチが改善されたとの

報告もありこのケモカインとレセプターとの結合

は何らかの慢性炎症を引き起こす原因になると予

測されました．

この研究では関節リウマチで発現が見られる

FKN と CX3CR1 の結合によるシグナルが T 細胞

にどのような影響を及ぼすのかを検証しました．

【研究方法】

FKN の発現に関してはリアルタイム PCR と免

疫染色を施行した．

末梢血中のT細胞上のCX3CR1の発現はフロー

サイトメトリーを用いて検討した．T 細胞の活性

機構に関しては増殖能，サイトカインの分泌，細

胞内顆粒の放出実験を施行．繊維化細胞様滑膜細

胞と T 細胞との接着実験は 5-carboxyfluorescein

diacetate succinimidyl ester（CFSE）を用いて施行

した．

【結果】

FKN は培養したリウマチの繊維化細胞と滑膜

組織中の肥厚した滑膜細胞中に発現が認められ

た．CD4+ T 細胞の中で唯一老齢化した CD28 陰

性のT細胞にレセプターであるCX3CR1の発現が

認められた．

また，繊維芽細胞培養実験から TNFα，IFN-δと

いう preinflammatoryサイトカインが FKNの発現

をコントロールしていた．

これらCD4+ CD28– CX3CR1+ T細胞は非常に強

く繊維化細胞と接着し FKN と CX3CR1 との結合

を阻害する事により容易に接着性が失われた．

繊維化細胞上に発現した FKN は CX3CR1 を介

してT細胞が活性化する為の補助刺激を送りT細

胞の増殖，各サイトカイン分泌，細胞内顆粒の放

出を司っていた．

【考察】

滑膜中の繊維芽細胞は DC や Macrophage と同

じように抗原提示細胞としての働きを持ち FKN

というケモカインを通じて CD28– T 細胞を活性

化し慢性炎症を引き起こす原因となっていると考

えられた．つまりFKNのレセプターであるCX3CR1

もまたKIRやNKG2Dと同じようにCo-stimulator

としての機能を持っていると考えられた．

審査の結果の要旨

本研究は関節リウマチの滑膜中に見られる繊維

芽細胞に，リンパ球遊走機能と接着因子としての

機能を持つフラクタカインが発現し，CD28-T細

胞を活性化してその増殖，各種サイトカイン分泌，

細胞内顆粒の放出を司っていることを明らかにし

たものである．関節リウマチの慢性炎症を生じる

メカニズムに貴重な知見を加えたもので，学位に

値するものと認められる．

【1409】

氏　名（本　籍）京
きょう

　井
い

　志
し

　織
おり

（大阪府）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 767号

学位授与の日付 平成 18年 10月 31日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Dystrophin is a possible end-target of ischemic 

preconditioning against cardiomyocyte oncosis 

during the early phase of reperfusion

論文審査委員 主査（教授）岩坂壽二　

（教授）今村洋二　（教授）松田博子

論文内容の要旨

【目的】

虚血や再潅流に伴う心筋細胞死の機序がその他

の細胞死と異なる点は，心筋細胞は再潅流時に筋

原繊維の収縮に伴って壊死に陥ることである．こ

の再潅流時における心筋細胞膜の脆弱性の機序は
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長く不明であった．Dystrophin は心筋細胞と骨格

筋細胞に特異的に多く存在する膜タンパクであ

り，筋肉細胞の収縮に伴う share stressから細胞

膜を保護する役割を果たしている．したがって，

もし虚血中に細胞膜 dystrophinの減少が惹起され

れば，これが再潅流時における心筋細胞膜の脆弱

性を引き起こす可能性がある．Ischemic precondi-

tioning（IPC）はミトコンドリア機能を保護する

ことで，虚血再灌流障害を予防することが知られ

ている．そこで本研究では，IPC が再灌流後心筋

収縮による心筋細胞壊死の予防効果の機序解明に

おけるミトコンドリア機能と細胞膜 dystrophinと

の関係を検討した．

【方法】

S - D 系雄性ラット 250–300 g の摘出心を

Langendorff法で潅流し，30分間の虚血後 120分

間の再灌流を行なった．IPC の描出の為に，5 分

間の虚血と 5分間の再潅流を 3回繰り返して行っ

た．再潅流時の心筋細胞壊死における心筋収縮の

役割を検討するために心筋収縮抑制薬である

2,3-butanedione monoxime（BDM）を投与した．ま

た，ミトコンドリア機能と細胞膜 dystrophinの回

復程度および心筋細胞壊死との関連を検討するた

めにミトコンドリア脱共役剤である 2,4-dinitro-

phenol（DNP）あるいはミトコンドリア F(1)F(0)-

ATPase阻害薬である oligomycinを投与した．ミト

コンドリア膜電位は tetramethylrhodamine ethyl-

ester（TMRE）の取り込みで評価した．心筋細胞

壊死は Evans blue の取り込みと triphenyltetra-

zolium chloride 染色法による心筋梗塞巣の定量に

よって評価した．

【結果】

IPCは虚血中の心筋 ATPと細胞膜 dystrophinの

減少を導かなかったが，再潅流時にはミトコンド

リア膜電位と心筋 ATPを有意に増加させ，細胞膜

dystrophinの回復を促進した．これに伴って再潅

流後の心筋細胞壊死は抑制され，その効果は再潅

流後一過性に BDM を投与することによって著明

に増強された．一方，DNPはミトコンドリア膜電

位を低下させ，oligomycin はこれに影響を与えな

かった．しかし，いずれの薬剤も IPCによる再潅

流後の心筋 ATPの増加を抑制し，細胞膜 dystro-

phinの回復を妨げた．単離ミトコンドリアと細胞

膜を用いた in vitroの実験系でも，IPC処置後に虚

血状態としたミトコンドリアは無処置の虚血性ミ

トコンドリアと比較して有意に ATP 産生が多く，

細胞膜分画へのdystrophinの移行は良好であった．

【結論】

細胞膜 dystrophinが虚血に伴うATP低下によっ

て細胞膜から失われることが再潅流障害の成因と

して重要であることが示唆された．IPC は再潅流

後のミトコンドリア機能を改善し，ATP産生を増

加させ，細胞膜 dystrophinの回復を促進すること

から，dystrophin は IPC による心筋保護効果の最

終標的タンパクであると考えられた．また，IPC

のごとくミトコンドリアの機能温存をもたらす心

筋保護的処置と再潅流時に一過性収縮抑制を併用

することによって再潅流障害が著明に軽減される

ことが示唆された．

審査の結果の要旨

本研究は新規な内容を含んでおり，医学に資す

るところ大と考え，学位に値すると判断された．

【1410】

氏　名（本　籍）矢
や

　木
ぎ

　泰
やす

　弘
ひろ

（大阪府）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 768号

学位授与の日付 平成 18年 10月 31日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Involvement of Rho signaling in PAR2-mediated 

regulation of neutrophil adhesion to lung 

epithelial cells

論文審査委員 主査（教授）伊藤誠二　

（教授）稲垣千代子　（教授）福原資郎

論文内容の要旨

【研究目的】

Protease-activated receptor（PAR）は細胞外特定

領域を限定分解されることにより活性化される G

蛋白共役型受容体で，現在 PAR1 から PAR4 まで

がクローニングされている．呼吸器系において

PAR2 は上皮細胞を含めたさまざまな細胞に発現

しており，これらの受容体の活性化が炎症性疾患
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に関与することが報告されている．また，肺上皮

細胞への好中球接着は，肺線維症，acute respira-

tory distress syndromeといった炎症性疾患に認め

られ，その病態生理に関与することが報告されて

いる．好中球接着にはさまざまな接着分子が関与

し，これらの分子は focal adhesion kinase（FAK）

などの細胞骨格関連蛋白と相互作用することが知

られており，さらに細胞骨格の制御因子として

Rho, Rac, Cdc42 などの低分子量 GTP 結合蛋白の

役割が近年注目されている．我々は PAR2 を刺激

した肺上皮細胞において好中球の接着が亢進する

ことを見い出し，その機序についてアクチンフィ

ラメント再構築の観点から検討した．

【研究方法】

（1）ヒト肺上皮癌由来細胞株（A549細胞）を 24

穴培養皿もしくはガラスカバースリップ上で

培養し，薬物刺激 24 時間前に血清を含まな

い培養液に交換した．

（2）A549細胞をトリプシン 0.5 U/mlまたは PAR2

合成リガンド（SLIGKV-NH2）100 μMにて

一時間刺激後洗浄し，健常者末梢血より

フィコールパーク法で調製した好中球を 106

個／well加えた．

（3）好中球添加 30分後上清を除去し，接着した好

中球の peroxidase 活性を o-phenylenediamine

発色法により測定し，好中球 106個の標準値

から％表示した．

（4）PAR2刺激後の上皮細胞を3％パラホルムアル

デヒドにより固定し，FITC標識 phalloidinと

反応後，共焦点レーザー顕微鏡で得られた蛍

光染色像からアクチンの重合を観察した．

（5）PAR2 刺激後の上皮細胞を radioimmunopre-

cipitation assay bufferにて溶解し，9000 g，5分

間遠心分離後の上清を 7.5％SDS ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動展開した後，抗チロシ

ンリン酸化または非リン酸化FAK抗体による

Western blot解析を行った．

【結果】

（1）トリプシン（0.05–1 U，30分―3時間）及び

SLIGKV-NH2（0.1–100 μM，30分―3時間）刺

激により好中球接着は無刺激群と比べて濃度

および時間依存性に亢進し，接着亢進は少な

くとも 3時間持続した．PAR1 刺激薬である

thrombin 3 U/mlでは好中球接着の亢進は認め

られなかった．

（2）PAR2 刺激による好中球接着の亢進はアク

チン重合阻害薬であるサイトカラシン D

（1 μM），Rho 不活化薬である mevastatin

（50 μM），および Rho キナーゼ（ROCK）阻

害薬である Y-27632（10 μM），または tyrosine

kinase 阻害薬である genistein（10 μM）前処

置により抑制された．

（3）Phalloidin染色により，PAR2刺激 1時間後の

上皮細胞でアクチンフィラメントの重合が認

められ，この反応はmevastatinまたは Y-27632

前処置により抑制された．

（4）トリプシンおよびSLIGKV-NH2によりチロシ

ンリン酸化 FAK（pFAK Y397）の免疫反応性

は無刺激群に比し 1.5～2.0倍に増加し，この

反応は mevastatinまたは Y-27632前処置によ

り抑制された．

【考察】

肺上皮細胞の PAR2 を刺激すると好中球接着亢

進が認められた．この接着亢進はサイトカラシン

Dの前処置により抑制されたことからアクチンの

重合の関与が考えられた．アクチン重合を調節し

ているシグナルにRho/ROCKの関与が知られてお

り，Rho 不活化薬および ROCK 阻害薬は肺上皮

細胞の好中球接着の亢進とアクチン重合を抑制

し，さらに PAR2刺激による FAKチロシンリン酸

化レベルの上昇が認められたことから，PAR2刺

激による肺上皮細胞への好中球接着の亢進には

Rho/ROCKの活性化に続くアクチンフィラメント

の再構成およびFAKのチロシンリン酸化が関与す

る可能性が示された．

審査の結果の要旨

G 蛋白共役型受容体である PAR2 の炎症反応に

おける役割が検討されている．すなわち，ヒト肺

上皮細胞に発現する PAR2 を刺激すると好中球の

接着が亢進し，その機序としてアクチンフィラメ

ントの再構成およびFAKのチロシンリン酸化の関

与が示唆された．本研究は，炎症性肺疾患の基礎

的データーを提供したものであり，学位に値する．
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【1411】

氏　名（本　籍）髙
たか

御
み

堂
どう

　祥
しょう

一
いち

郎
ろう

（愛知県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 769号

学位授与の日付 平成 18年 11月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

INTRAPANCREATIC AXONAL HYPER-

BRANCHING OF DORSAL ROOT GANGLIA 

NEURONS IN CHRONIC PANCREATITIS 

MODEL RATS, AND RELATION TO 

PANCREATIC PAIN

論文審査委員 主査（教授）伊藤誠二　

（教授）山田久夫　（教授）岡崎和一

論文内容の要旨

慢性膵炎の本態は，膵実質の脱落とその部位の

線維化の持続的進行であり，臨床的には頑固な上

腹部痛を特徴とする．病理組織所見として膵内の

線維化に伴い膵内神経線維の増生が観察され，ま

た各種神経ペプチドや神経成長因子の受容体など

がそれらの神経線維に過剰発現することが報告さ

れており，本疾患の疼痛症状や炎症の増悪との関

連が想像されるが，増生している神経の起源や機

能・増生のメカニズムについては明らかでない．

今回，申請者らは自然発症慢性膵炎モデルラッ

トの WBN/Kob 系雄性ラットを用いて慢性膵炎時

に膵内で増生する知覚神経の終末構造について神

経トレース法と免疫組織化学的手法を組み合わせ

て検討した．さらに膵内神経増生と疼痛症状との

関連について免疫組織化学法および行動生理学的

手法を用いて検討した．

【研究方法】

WBN/Kob系雄性ラット（慢性膵炎モデル群）は

特殊繁殖用飼料MB-3にて飼育することで12週齢

頃より組織学的に膵炎像が観察され，20 週齢を

過ぎると膵実質の脱落と線維化が著明となる．対

照として標準飼料で飼育した同週齢の正常Wistar

ラット（コントロール群）を用いた．逆行性神経

トレース実験として，24 週齢ラットの膵実質内

に逆行性軸索輸送物質（0.5％ WGA-HPR+15％

HRP：以下 HRP）を注入し，3日後に脊髄後根神

経節，副交感神経節（節状神経節）を摘出する．

それぞれの神経節における HRP 陽性細胞数をカ

ウントし，膵内神経支配について本モデルラット

と正常 Wistarラット間で比較検討した．次に順

行性神経トレース実験として，膵支配レベルの脊

髄後根神経節内に順行性軸索輸送物質（10％

Biotinylated dextran amine：以下 BDA）を注入し，

2週間後に膵臓を摘出，凍結連続切片を作成．膵

内 BDA 陽性神経をカウントし顕微鏡下に追究し

た．さらに，シナプスタンパク質，末梢神経マー

カー，神経突起発芽マーカー，膵内分泌細胞の

マーカー，各種神経ペプチドとその受容体

（Substance P, CGRP, NPY, VIP など）との蛍光二

重染色をもおこなった．

またコレシストキニン（CCK）のアナログであ

る caerulein を負荷し膵外分泌刺激を加えた際の，

脊髄後角における神経興奮のマーカーである c-

fosの発現量を免疫組織化学的手法にて評価し，さ

らにhome cage activityを用いた行動生理学的手法

を組み合わせて，疼痛症状について考察した．

【結果】

膵実質から各神経節への HRP 逆行性神経ト

レース実験では，慢性膵炎モデル群の脊髄後根神

経節においてラベルされた HRP 陽性神経細胞の

減少がみられた．節状神経節においては両群間に

差はみられなかった．

脊髄後根神経節から膵内神経への BDA 順行性

トレース実験では，慢性膵炎モデル群の膵内で

synaptophysin 共陽性の BDA 陽性神経終末が増加

していた．トレースされた神経の一部は膵内在性

の神経細胞・神経節にその終末を伸ばしており，

特に慢性膵炎モデル群では神経突起発芽部のタン

パク質である GAP-43 が強く発現していた．さら

に，この終末部は PGP9.5 陽性のサテライト細胞

様小型細胞を取り囲むような構造をとっていた．

c-fosを用いた免疫組織化学的検討では，慢性膵炎

モデル群の膵支配レベルの脊髄後角において c-

fos 陽性ニューロンの数が増加していた．さらに

caeruleinにて膵外分泌刺激を加えると，慢性膵炎

モデル群では c-fos陽性ニューロンの数が著明に

増加した．行動実験においては，慢性膵炎モデル

群で Grooming の減少がみられ，膵外分泌刺激を

加えるとその変化はより明確となった．
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【考察】

慢性膵炎時には組織荒廃に伴って末梢神経も変

性し，膵臓を支配する後根神経節細胞の数は減少

するが，慢性膵炎時に膵内で増生・伸長している

神経線維の多くは後根神経節細胞から投射された

軸索の分枝が増生したものであり，その神経終末

と膵内在性の神経細胞との密接な関連が示唆され

た．膵内で後根神経節細胞の神経終末が増加して

いた脊髄レベルでc-fos陽性脊髄後角ニューロンの

数が増加しており，このことは痛覚刺激の持続を

裏付けている．また行動生理学の所見から，膵内

神経支配様式の変化と疼痛症状との関連が示唆さ

れた．

審査の結果の要旨

慢性膵炎の疼痛症状に関する神経の機能・増生

の機序は明らかでない．申請者らは自然発症慢性

膵炎モデルラットを用い，慢性膵炎の膵内で増

生・伸長している神経線維の多くは後根神経節細

胞から投射された軸索分枝の増生であること，c-

fos 陽性脊髄後角ニューロンの増加が痛覚刺激の

持続に関与すること明らかにした．さらに行動生

理学的手法を用いて膵内神経支配様式の変化と疼

痛症状との関連を明らかにし，学位に値すると考

えられた．

【1412】

氏　名（本　籍）李
り

　　　　　強（中国）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 770号

学位授与の日付 平成 18年 11月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Lin-CD34-bone marrow cells from adult mice 

can differentiate into neural-like cells

論文審査委員 主査（教授）薗田精昭　

（教授）池原　進　（教授）河本圭司

論文内容の要旨

神経疾患に対する幹細胞移植療法は，失われた

神経細胞を補充し，神経変性を緩和し，神経回路

を再構築する可能性の高い療法として期待されて

いる．臨床応用に伴う倫理問題，拒絶反応，単離

技術などの面から考慮すると，自己移植を実現さ

せる骨髄細胞（BMCs），特に幹細胞移植は最も魅

力のある細胞ソースとして注目されている．

最近，骨髄由来の CD34+ 細胞から神経系細胞

への分化誘導が可能であることが指摘された

が，CD34-BMCs についての報告はまだ少ない．

このような背景から，我々は成体骨髄由来の Lin-

CD34-BMCs から神経系細胞への分化誘導の研究

を行った．

今回，我々は 16 週齢の eGFP+ or GFP-C57B

L/6（B6）マウスの BMCs を使用した．大腿骨や

上腕骨から取り出した whole BMCsは ficollで分

離し，低比重分画を用いた．その後，anti-lineage

markers（CD4, CD8a, CD11b, CD45R, Gr-1 and

TER-119）抗体と anti-CD34 抗体で染色し，細胞

をフローサイトメーターで分析し，99.5％以上の

純度の細胞を用いて，培養や移植を行った．

In vitroで Lin-CD34-BMCsの神経分化能を評価

するため，神経誘導剤の retinoic acid（RA）と神

経誘導因子のPDGF-BB, EGF, FGF-bを添加し培養

した．添加なしの実験グループはコントロールと

した．経時的に，免疫蛍光染色と RT-PCRの検討

を行った．

In vivo で Lin-CD34-BMCs の神経分化能を観察

するため，eGFP+の細胞を生後 2–3日目の B6マ

ウスの脳内 subventricular zone に注入し，経時的

に免疫蛍光染色で検討した．

In vitro の誘導試薬添加したグループでは，有

意に高い細胞増殖や生存率を認め，浮遊状態の細

胞は 1日目に培養プレートに付着し，2，3日目か

ら bipolar，multipolar の細胞が現れ，また，一部

の細胞には二つ以上の長い細胞突起が観察され，

ニューロン様またはグリア様の形態を示した．コ

ントロールのグループでは，細胞の増殖は認めら

れず，8日目以降に大部分の細胞は死滅し，形態

学の変化も不明瞭であった．

蛍光免疫染色にて，誘導グループには経時的

に，神経系細胞のマーカーが観察された．4日目

に 15.3±6.2％の nestin と 1.6±0.8％の TUJI を発

現し，8 日目に 23.2±9.4％の nestin や 13.9±6％

の TUJI，16日目に 12.7±6.1％の nestin，17±7.6％

の TUJI，7.9±3.6％のMAP2，3.3±1.3％の GFAP，

きょう
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2.7±1.7％の CNPaseが同定できた．但し，コント

ロールのグループでは，陽性結果は認めなかった．

RT-PCR にて誘導グループには経時的に，神経

系細胞のマーカーである nestin, NF-H, GABA,

GFAP，MBPが観察された．また，特異的な神経

発生に関する転写因子の pax5, sox1, oxt2 も発現

した．コントロールのグループでは，陽性結果は

認められなかった．

脳内移植の実験では，注入後 3日目に，ドナー

由来の細胞が注入点を中心に生着しており，一部

の細胞が注入点からの遊走を観察した．3 週間

後，ドナー由来の細胞は脳内の皮質，皮質下白質

など，幾つかのエリアに見られ，形態学的にも不

規則の形態を示し，短い突起を持つ細胞も見られ

た．蛍光免疫染色にて一部のドナー由来の生着細

胞にはマイクログリアのマーカーである MAC-1

（34.2±6.6％）が発現していた．また，一部の細胞

にニューロン，グリアのマーカーである MAP2

（1.3±0.5％），GFAP（3.8±0.7％），CNPase（2.5±0.7

％）もそれぞれ観察された．

審査の結果の要旨

本研究は，適当な微小環境があれば，少数なが

ら，成体由来の CD34-MBCs中には神経系へ分化

できる細胞が存在することが明らかになった．こ

の事実がヒトの細胞でも発見されれば，CD34-

BMCs は自己移植の細胞ソースとして，神経移

植・再生療法の臨床応用に期待ができることか

ら，学位に値するものと考えられた．

【1413】

氏　名（本　籍）三
み

　谷
たに

　有
ゆう

　子
こ

（徳島県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 771号

学位授与の日付 平成 18年 11月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Evaluation of Psychophysiological Asymmetry 

in Patients with Fibromyalgia Syndrome

論文審査委員 主査（教授）日下博文　

（教授）木下利彦　（教授）中井吉英

論文内容の要旨

広範な部位の慢性・持続性の疼痛とこわばりを

主訴とし，疲労感，しびれ，抑うつ症状などの多

彩な症状を伴い原因不明の病態を有する線維筋

痛症（Fibromyalgia syndrome; FMS）がわが国で

も最近注目されている．臨床的知見として FMS

患者では，Surface electromyography（SEMG）from

trapezium muscle，Skin temperature（TEMP），Skin

conductance level（SCL）の左右差が示唆される．

そこで FMS 群 31 名と健常群 47 名を対象に安

静椅座により，SEMG を左右肩僧帽筋の皮膚表

面に計 2ヵ所，TEMP, SCL測定センサーを左右

手掌部に計 4ヵ所装着し，安静 10分の後，baseline

period 5分で測定した．解析は，baseline測定開始

2 分後からの 4 分間の平均値を各被験者の代表値

とした．その後，左右差（利き手の平均値－非聞

き手の平均値）を被験者毎に算出し，平均値を各群

の左右差とした．その結果，FMS群では，TEMP,

SCL, SEMG の左右差が大きく SEMG 左右差と

TEMP, SCL左右差間に有意な相関が認められた．

左右差の発現には様々な要因が考えられるが，

FMS 患者は長期に渡る疼痛からの逃避姿勢と動

作をとり，これらの継続が体幹部の筋緊張の左右

差として身体のアンバランスを一層強め，筋血流

の低下，熱産生の低下から交感神経の過緊張が生

じ，末梢血管収縮により TEMP, SCLの左右差と

して出現した可能性が示唆される．これらの仮説

より FMS における疼痛は神経学的な機序だけで

なく，患者自身の行動科学的観点（疼痛行動）よ

り理解する必要性がある．また，左右差を指標に，
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FMS 患者への治療的アプローチを行なうことの

有用性が示唆された．

審査の結果の要旨

本研究は，TEMP, SCL, SEMG の左右差が FMS

の治療における行動科学アプローチの一つの指標

になる可能性が示唆された．本症患者の左右差の

結果は新知見であり，厚生労働省研究班が組織さ

れた難治性疾患でもあり，今後さらに研究を深め

ることで，FMS 患者の病態と治療法の確立に貢

献するものと考えられ，学位に値するものと認め

られた．

【1414】

氏　名（本　籍）内
うち

　田
だ

　洋
よう

一
いち

朗
ろう

（埼玉県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 772号

学位授与の日付 平成 18年 11月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Long-Term Outcome of Adult-to-Adult Living 

Donor Liver Transplantation for Post-Kasai 

Biliary Atresia

論文審査委員 主査（教授）岡崎和一　

（教授）池原　進　（教授）上山泰男

論文内容の要旨

【はじめに】

胆道閉鎖症（BA）は，閉塞性黄疸を呈する代表

的な先天性疾患であり，未治療であれば 2年以内

に肝不全に至る．1950年代に導入された葛西手術

（肝門部小腸吻合術）により劇的な生存率の改善を

認め，世界的に標準根治術式とされるに至った．

しかし，20 年生存率は 23～29％と報告され，長

期生存症例では胆管炎・門脈圧亢進症などに伴う

合併症が多く，肝移植（LT）を必要とする症例が

少なくない．移植手術が導入され BA に対する

LT 後の長期成績が明らかになりつつある現在，

小児症例に対する LT の成績は良好であるが，成

人症例における LTの成績は報告されていない．

【目的】

BA，特に成人 BAに対する生体肝移植後の周術

期管理および長期成績について検討する．

【対象と方法】

1990年 6月から 2004年 12月までに京都大学病

院で行った生体肝移植（LDLT）は 1056 例あり，

うち BA は 464 例であった．移植時年齢 16 歳未

満の小児 BA 417例と，16歳以上の成人 BA 47例

を対象とし，術前，手術，そして移植後から現在

に至るまでの術後経過を検討した．

【結果】

成人BAの LDLT後の 10年生存率は 52.3％であ

り，小児 BAの 80.8％に比べ有意に不良であった

（P<0.005）．手術因子において，手術時間（868.0

min vs 647.5 min; p<0.0001）と冷阻血時間（133

min vs 104 min; p<0.05）は成人 BAで有意に長く，

GRWR（graft-to-recipient weight ratio, 1.05 vs 2.65;

p<0.0001）は小児 BAで有意に高かった．移植後

においては，消化管穿孔（31.9％ vs 8.4％; P<

0.0001），再開腹を要した腹腔内出血（27.7％ vs

9.6％; P<0.001），胆管吻合部縫合不全（23.4％ vs

7.9％; P<0.001）の発症が成人 BAで有意に高かっ

た．成人 BA において，ABO 血液型不適合移植，

肺内シャント合併症例（30％以上）の予後は，各々

血液型適合移植，肺内シャント非合併症例（30％

未満）と比べ有意に不良であった（P<0.05）．成

人 BAで LDLT 術後の予後規定因子は，多変量

解析の結果，末期肝疾患の予後予測法である

MELDscoreの高値（20以上；p=0.027, OR=6.94,

95％CI=1.24−38.78）と移植後の再開腹（p=0.044,

OR=11.87, 95％CI=1.07−131.39）であった．

【考察】

本研究より，成人期での LTは小児期の LTと異

なり，手術も煩雑となり，術後合併症も多く良好

な予後は期待できない．成人になればより多くの

グラフト重量が必要となり，生体ドナーにより負

担がかかる場合もある．葛西手術は BA に対する

根治手術ではなく，移植までの bridging surgery

の役割を負っている．LT の技術が確立された現

段階においては，LT が根治手術となりうる．LT

を避けるために葛西手術，保存的治療，姑息手術

を繰り返すことは避けるべきである．LT に踏み

切るタイミングの決定は臨床的には非常に困難で

あるが，MELDscoreを参考とし，繰り返す胆管炎
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や進行性の門脈圧亢進症の出現時に加え，特に肺

内シャント（30％以上）と門脈肺高血圧症が出現

した場合には，できるだけ早期に移植を行うべき

である．

審査の結果の要旨

我国で生体肝移植の導入による小児における先

天性胆道閉鎖症の予後は良好となったが，成人症

例での術後成績や予後規定因子はこれまで報告さ

れていない．本臨床研究は成人症例での生体肝移

植術後の 10 年生存率が 50％以上であること，予

後規定因子は術前の MELD score及び移植後の再

開腹であることを示している．成人症例において

も肝障害の増悪する以前に移植するべきであるこ

とを示す貴重な臨床研究である．博士号に値する

と認められた．

【1415】

氏　名（本　籍）張　　　建
けん

　化（中国）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 773号

学位授与の日付 平成 18年 11月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Altered distributions of nucleocytoplasmic 

transport-related proteins in the spinal cord of 

a mouse model of amyotrophic lateral sclerosis

論文審査委員 主査（教授）杉本哲夫　

（教授）伊藤誠二　（教授）日下博文

論文内容の要旨

【研究目的】

近年，核―細胞質間輸送システムについての知

見がめざましく蓄積してきており，このシステム

が細胞生存と機能の維持に重要な役割を演じてい

ることが明らかとなってきた．さらに，ある種の

自己免疫疾患や腫瘍性疾患においては，このシス

テムの異常が特定の細胞障害につながっているこ

とが示されている．

そこで我々は，筋萎縮性側索硬化症（ALS）の

病態メカニズムにおける核―細胞質間輸送システ

ム異常の関与の有無を検討するため，変異 SOD1

（G93A）transgenic（Tg）マウスの腰髄において，

このシステムに関与する蛋白の局在を免疫組織化

学的に検討した．

【対象と方法】

雌の G93A Tgマウスを，臨床症状発症前と発症

後早期・中期・末期に深麻酔下に灌流固定して脊

髄を摘出し，腰髄の横断切片を作成して，免疫染

色した．用いた一次抗体は，核―細胞質間輸送に

関与する蛋白（importin (Imp) β family, importin

(Imp) α, histone H1, β-catenin）および caspase-3

に対する抗体である．週齢を合わせた雌の同胞

wild type（WT）マウスの腰髄を正常対照とした．

【結果】

WTマウスでは週齢による相違はなく，核―細

胞質間輸送関連蛋白の免疫反応産物は脊髄前角細

胞の核に強い反応が見られた．発症前の Tg マウ

スでは，これらの蛋白の分布はWTマウスと同様

であった．一方，臨床症状発症後の Tg マウスで

は，いずれの蛋白に対する抗体においても，その

免疫反応性が核内で低下し，細胞質で増強してい

る前角細胞が多く認められた．また，異常構造物

であるレビー小体様封入体はいずれの抗体に対し

ても陽性反応を示した．

抗 Imp β 抗体により免疫染色した Tg マウス腰

髄切片を，経時的定量解析したところ，核により

強い染色性を呈する前角細胞の割合は臨床症状の

進行に伴って統計学的に有意に減少した．一方，

細胞質により強い染色性を呈する前角細胞の数

は，病状進行とともに有意に増加することが示さ

れた．

抗 caspase-3 抗体を用いて免疫染色した切片を

脱色し，Imp β で再染色する検討では，caspase-3

免疫反応性が認められない前角細胞においても

Imp β が細胞質内に蓄積しているものが認められ，

これらの蛋白の局在異常がアポトーシスに続発し

て生じている可能性は否定的と考えられた．

【考察】

我々は本研究において，ALSモデルマウスでは

核―細胞質間輸送システムに異常が生じている可

能性を初めて指摘した．

核―細胞質間輸送システムの主要なcarrier蛋白

である Imp β family 分子は，病状の進行に伴って

核内で減少し，細胞質に異常蓄積していることが

かちょう
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経時的定量解析によって示された．さらに，Imp

βと複合体を形成して核―細胞質間輸送に寄与す

るアダプター蛋白 Imp α，および，これらの複合

体によって核内に輸送される histone H1 も Imp β

と同様の分布異常を呈することが示された．これ

らの事実は，Imp β の核内移行に障害が生じてい

る可能性を示唆している．

この異常が Imp βの機能異常によるものか，核

膜孔複合体の異常によるものかを明らかにするた

め，Imp β/α 複合体に非依存性に核内に移行する

β-cateninの分布を検討したところ，発症後の Tg

マウスでは β-cateninも核内で減少し細胞質に蓄

積していた．従って，これらの蛋白の分布異常は

核膜孔複合体自体の異常によると考えられた．こ

れらの事実は，ALSモデルマウスにおいては核膜

孔複合体の異常により細胞質から核への蛋白輸送

が障害されていることを示唆している．

神経細胞は軸索切断などの障害を受けると修復

のためのシグナルを発し，核に伝えることにより

種々の修復蛋白を発現して生存を維持していると

考えられている．本研究の結果，ALSでは核―細

胞質間輸送システムの異常のためこれらの修復シ

グナルが核に到達せず，有効な修復システムを発

動できず，神経細胞死が助長されている可能性が

示唆された．

審査の結果の要旨

最近注目されている核―細胞質間輸送システム

の障害が，筋萎縮性側索硬化症の病態に関与して

いる可能性を示した初の研究である．時期を同じ

くしてアルツハイマー病においても同様の知見が

報告され，これらに共通の病態が存在する可能性

が出てきた．本研究は，神経変性疾患の病態解明

に新たな局面を開いたという意味において意義深

く，学位に値すると判断した．

【1416】

氏　名（本　籍）和
わ

　手
て

　麗
れい

　香
か

（大阪府）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 774号

学位授与の日付 平成 18年 12月 28日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Expression of an endoplasmic reticulum-

resident chaperone, glucose-regulated stress 

protein 78, in the spinal cord of a mouse model 

of amyotrophic lateral sclerosis

論文審査委員 主査（教授）杉本哲夫　

（教授）玄番央恵　（教授）日下博文

論文内容の要旨

【背景と目的】

筋萎縮性側索硬化症（ALS）において，運動

ニューロンが選択的に細胞死に陥る機序について

は多くの仮説が提唱されているが，詳細は現在も

不明である．一方，近年，パーキンソン病におい

て，小胞体（ER）ストレスが神経変性に関与する

という報告がなされ，注目されている．今回我々

は，ER 膜局在蛋白である glucose-regulated pro-

tein 78（GRP78/BiP）の発現を，ALS モデルマウ

スにおいて免疫組織法によって検討し，ALSの神

経変性においても ER ストレスの関与が示唆され

るデータを得たので報告した．

【対象と方法】

発症前の 12週齢から，末期の 20週齢までの雌

の G93A mutant superoxide dismutase 1（mSOD1）

transgenic（Tg）マウスを，各週齢 2 匹ずつ，合

計 18 匹を用いた．深麻酔下に灌流固定して脊髄

を摘出し，腰髄横断切片を作成した．H&E染色に

て異常構造物を写真撮影した後脱色し，免疫染色

を行った．免疫染色には，抗 GRP78 抗体（poly-

clonal, 1:50, Santa Cruz），抗 SOD1 抗体（mono-

clonal, 1:50, NeoMarkers），抗 ubiquitin抗体（poly-

clonal, 1:100, Sigma）を用いた．対照には同胞の

wildマウスを用いた．

【結果】

抗 GRP78抗体による免疫染色で，Tgマウスで

観察される Lewy body-like hyaline inclusion（LBHI）
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は陽性であり，その core と halo の両方が陽性に

染色されたが，haloのより外側の部分ではやや染

色性が低く，また core の最中心部分では染色性

は低かった．不整形で haloを伴わない大型の好酸

性構造物（不整形構造物）においても抗 GRP78

抗体による免疫染色では一部陽性に観察された

が，陰性の構造物も多く，陽性のものでも一部が

弱くびまん性に観察されるのみであった．cord-

like swollen neurite においては点状に染色性を呈

した．

一方，抗 ubiquitin抗体と抗 SOD1抗体では，こ

れらの異常構造物はすべてびまん性に染色され

た．この染色結果は LBHI においては GRP78 と

同様であったが，不整形構造物と cord-like swollen

neuriteでは GRP78とは異なっていた．

また，LBHIと不整形構造物について，異常構

造物数の週齢ごとの経時的変化を検討した．LBHI

は発症前の 14週齢から，不整形構造物は 15週齢

から出現し，週齢を追うごとに増加した．抗GRP78

抗体に対する陽性率は，LBHI では週齢に関わら

ずほぼすべてが陽性であったのに対し，不整形構

造物の陽性率は 0～25％であった．

【考察】

本研究において，我々は GRP78が ALSモデル

マウスに出現するほぼ全ての LBHI に発症前から

発現しており，その発現の形態は SOD1の分布に

類似していることを示した．近年の研究で，凝集

したmSOD1がGRP78と共存していることがvitro

において示されているが，vivoにおいて示したも

のは本研究が初のものである．SOD1 は通常，細

胞質に存在し，ERで折りたたまれるものではな

いとされる．しかし肝細胞における検討で，病理

状態下では SOD1が ERで観察されることが示さ

れており，また凝集した mSOD1 は ER の分布に

類似した核周囲で観察されることも報告されてい

る．従って，本マウスの病理状態において，過剰

発現した mSOD1 が ER 膜内に輸送され，GRP78

によって認識され，結合した可能性が考えられる．

その結果，GRP78は mSOD1とともに凝集し，異

常構造物を形成したと考えることが出来る．結果

として，この分子シャペロンの機能が低下し，

unfolded protein responseが惹起されている可能性

を示唆するものである．

本研究のデータは，ALSにおいても ERストレ

スを介して神経細胞死を生じている可能性を示唆

したものであり，「ER ストレスによる神経細胞

死」が神経変性疾患において普遍的に認められる

病的機序である可能性を示唆している．

審査の結果の要旨

本研究は，近年注目されている小胞体ストレス

が，筋萎縮性側索硬化症の神経細胞死の病態機序

に関与している可能性を vivo において示した初

の研究である．最近，パーキンソン病において同

様の病態が報告されており，「小胞体ストレスに

よる神経細胞死」が神経変性疾患において普遍的

に認められる可能性を示した．本研究は，神経変

性疾患の病態解明に新たな知見を得た点で意義深

く，学位に値すると判断した．

【1417】

氏　名（本　籍）山
やま

　田
だ

　貴
たか

佑
ゆ

記
き

（静岡県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 775号

学位授与の日付 平成 19年 1月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Regulation of cytokinesis by mgcRacGAP in 

B lymphocytes is independent of GAP activity

論文審査委員 主査（教授）木梨達雄　

（教授）　池原　進　（教授）伊藤誠二

論文内容の要旨

【はじめに】

免疫系は生体防御を司る中心的システムであり

無数の外来性抗原を認識し反応する一方，自己抗

原に対して不応答性を示す（寛容性），極めてユ

ニークなシステムを築き上げている．この機能を

担っているのは B 細胞の場合 B 細胞レセプター

（BCR）である．従って，BCR を介する抗原認識

によって引き起こされるシグナル伝達機構の研究

は B 細胞の分化・増殖・細胞死，ひいては多様

性・寛容性獲得機構を解明するための必須の課題

である．

低分子量 Gタンパク質（Small G）の Rhoファ
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ミリーに属する Racはさまざまな重要な生命現象

に関与していることが知られている．

Rac は上流からのシグナルにより GDP/GTP 交

換反応促進タンパク（GEF）により ONの状態と

なり，その後 GTP加水分解促進タンパク（GAP）

により OFF となる．mgcRacGAP は Rac に対し

GAP作用を持つ一つの分子である．

これまでの報告により mgcRacGAP は血液細胞

における増殖や分化に関わっていること．細胞分

裂時に mitotic spindle に局在が見られる．セリン

残基のリン酸化によりRhoAに対してGAP活性を

持つようになることなどが知られている．

しかしながら，mgcRacGAP の持つ生理的意義

についてはまだまだ解決しなければいけない点が

残されており，さらに B細胞における機能に関し

ては未解決のままである．

【研究方法】

高率に染色体の相同組み換えがおこるニワトリ

B 細胞株である DT40 を用いて mgcRacGAP の

KO 細胞株を樹立した．この樹立した細胞株を用

いて，細胞分裂，細胞死に焦点を置き解析を行っ

た．また，mgcRacGAP のさまざまな変異体コン

ストラクトを作製して，KO 細胞株への戻し実験

を行うことにより mgcRacGAP の機能発現につい

ての解析を行った．

【結果】

mgcRacGAPを欠失した DT40細胞は，これまで

の報告どおり細胞質分裂の異常から多核化を示

し，細胞死に陥ることが観察された．

驚くことに，GAP活性を失うことで知られてい

る 386番目のアルギニンをアラニンへと置換した

変異体 mgcRacGAP を導入した細胞では多核化及

び，細胞死の回復が見られた．しかしながら，ド

メイン欠損変異体 mgcRacGAPでは，その機能回

復が見られなかった．

【考察】

B 細胞の細胞分裂，生存において mgcRacGAP

は必須であることが明らかとなった．

これまでの報告では mgcRacGAP の GAP 活性

が mgcRacGAP の主な機能と考えられていたが，

GAPの不活性化型変異体ではKO細胞株の機能回

復がみられたことから，B 細胞の細胞分裂および

生存には GAP 活性は必要でないことが明らかと

なった．一方，N末および C末ドメインの欠失変

異体においてはその機能発現の回復がみられな

かった．これは mgcRacGAP にアダプター的な役

割が存在し，その機能が細胞分裂，生存に必須で

あるということを示唆する結果となった．

審査の結果の要旨

山田氏はB細胞，血液細胞におけるmgcRacGAP

の機能を遺伝子改変細胞，およびマウスを作成し

て，細胞質分裂に必須の役割をもつこと，その欠

損によって G2・M 期の停止やアポトーシスが誘

導され，血液幹細胞，B細胞発生に必須であること

を明らかにした．さらにこの機能にはmgcRacGAP

活性が必要ではないことを始めて明らかにした．

質疑応答にも明確な返答を行い，学位に十分値す

ると結論した．

【1418】

氏　名（本　籍）小
こ

　池
いけ

　保
やす

　志
し

（兵庫県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 776号

学位授与の日付 平成 19年 1月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Allogenic Intra-Bone Marrow-Bone Marrow 

Transplantation plus Donor Lymphocyte 

Infusion Suppresses Growth of Colon Cancer 

Cells Implanted in Skin and Liver of Rats

論文審査委員 主査（教授）薗田精昭　

（教授）池原　進　（教授）上山泰男

論文内容の要旨

はじめに

近年，白血病などの血液疾患に対してだけでは

なく，固形癌に対する骨髄移植とドナーリンパ球

注入療法の抗腫瘍効果が注目されており，臨床応

用も行われているが，様々な副反応，特に GvHD

の発症が大きな問題となっている．このような背

景から我々は最近，骨髄内骨髄移植とドナーリン

パ球注入療法を併用することにより，マウスの肉

腫モデルで抗腫瘍効果が得られることを見出し

た．
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今回，我々はラットにおいて大腸癌細胞株の皮

下接種モデルを作成，またこの細胞株を門脈内に

投与し肝転移モデルを作成し，これらの担癌ラッ

トに骨髄内骨髄移植とドナーリンパ球注入療法を

併用し，その抗腫瘍効果を検討した．

方法

recipient に Fisher（F344），donor に Brown

Norway（BN）を使用した．最初に大腸癌細胞株

ACL-15の皮下腫瘤モデルで，抗腫瘍効果を観察

した．作成した実験群は control群（腫瘍を接種

し経過を観察した群），syngeneic IBM-BMT群，

syngeneic IBM-BMT+whole DLI（whole spleen

cellsを用いた DLI）群，allogeneic IBM-BMT群，

allogeneic IBM-BMT+whole DLI 群，allogeneic

IBM-BMT+CD4– DLI（CD4 陽性細胞を除去した

spleen cells を用いた DLI）群，allogeneic IBM-

BMT+CD8– DLI（CD8陽性細胞を除去した spleen

cellsを用いた DLI）群の 7群で行った．control群

と比較して，allogeneic IBM-BMT+CD4– DLI 群

で，GvHDを抑制しつつ，強い抗腫瘍効果が得ら

れた．次に同じ細胞株を門脈より注入して大腸癌

肝転移モデルとし，control 群と allogeneic IBM-

BMT+whole DLI群，allogeneic IBM-BMT+CD4–

DLI群，allogeneic IBM-BMT+CD8– DLI群で検討

を加えた．皮下腫瘤モデル同様に allogeneic IBM-

BMT+CD4– DLI 群では GvHD を抑制しつつ，強

い抗腫瘍効果と有意な生存率の改善を認めた．

肝転移モデルにおいては，allogeneic IBM-BMT+

CD4– DLI の後，さらに週に一回死亡するまで

CD4– DLI を追加した群も作成しその効果を検討

したところ，コントロールや allogeneic IBM-

BMT+CD4– DLI群と比較して，追加 CD4– DLIを

行った群では，有意に転移巣の腫瘍の発育抑制と

寿命の延長が認められたがGvHDの増強は認めら

れなかった．

結論

骨髄移植による抗腫瘍効果では，免疫抑制によ

る腫瘍の増大や，GvHDを制御することの困難さ

が指摘されている．今回の実験で IBM-BMT と

CD4– DLIの併用により，原発巣のみならず転移

巣に対しても抗腫瘍効果がみとめられ，また，追

加 CD4– DLIを行うことによって，抗腫瘍効果は

さらに増強されたが，GvHDの発症は認められな

かった．よって，IBM-BMTと CD4– DLIの併用に

より GvHD を抑制しつつ GVT 効果が期待できる

可能性が示唆された．

審査の結果の要旨

固形癌に対する骨髄移植とドナーのリンパ球注

入療法が臨床で行われ始めているが，生存率を高

めGvHD発症を予防する手段はまだ確立されてい

ない．本研究は大腸癌モデルで骨髄内骨髄移植と

CD4– ドナー由来リンパ球の投与により，腫瘍の

発育抑制のみならず，生存率の上昇が得られるこ

と，しかし GvHDの増強は起こらなかったことを

明らかにしている．より副作用の少ない固形癌の

免疫治療の開発に重要な研究成果である．

博士号に値すると認められる．

【1419】

氏　名（本　籍）吉
よし

　賀
か

　正
まさ

　亨
みち

（奈良県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 777号

学位授与の日付 平成 19年 2月 28日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Novel Digitalis-Like Factor, Marinobufotoxin, 

Isolated From Cultured Y-1 Cells, and Its 

Hypertensive Effect in Rats

論文審査委員 主査（教授）稲垣千代子　

（教授）岩坂壽二　（教授）髙橋伯夫

論文内容の要旨

【はじめに】

内因性ジギタリス様物質（DLF）は細胞膜の

Na+, K+-ATPaseに作用し Naポンプ抑制活性を示

し，心筋，血管平滑筋，交感神経活動などに作用

して細胞内カルシウム濃度を増大させる．そのこ

とにより心筋収縮力，末梢血管抵抗を増大させて

血圧を高める．他方，腎では尿細管でのナトリウ

ムの再吸収に抑制的に作用し，水・食塩代謝に関

与することにより，電解質のバランス維持と高血

圧発症に関与していると考えられている．ただ

し，血管内皮細胞にも作用して一酸化窒素の放出

を促す作用も明らかにされている．近年，DLFの
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中で marinobufagenin（MBG）を代表とする bufadi-

enolide が ouabain をはじめとする cardenolide よ

り強く水・食塩代謝に関わっていると報告され

ている．また，ヒキガエルでは MBG 関連物質と

してスベロイルアルギニンがエステル結合した

marinobufotoxin（MBT）が存在するが，哺乳類で

の MBT に関する報告はない．そこで，本研究者

はEDLFの産生臓器と考えられている副腎由来細

胞培養系において新規DLFとしてMBTを発見し，

ラットにおいて MBT の血圧に対する作用につい

て研究した．

【研究方法】

研究室で作成した抗MBG抗体がMBTとも交叉

活性をしめすことを利用して MBG 様免疫活性物

質（MBGi）を測定する enzyme-linked immunosor-

bent assay（ELISA）を用い副腎皮質由来細胞株で

ある Y-1細胞上清中のMBGiを測定した．さらに，

MBGi の成分を同定するため Y-1 細胞上清を high

performance liquid chromatography（HPLC）を用

い，1分毎の分画に分け，それぞれの分画を ELISA

で測定するとともに liquid chromatography-mass

spectrometry（LC/MS）を用いて MBGi の成分の

検索を定量と定性両面から実施した．また，ラッ

トの腹腔内に浸透圧ミニポンプを留置すること

により MBT を 1 週間連続投与し，血圧と尿中

MBGi排泄量を測定した．

【結果】

Y-1 細胞上清の ELISA 測定の結果，経時的に

MBGi の増加を認めた．また，HPLC の結果で標

品のMBTの溶出位置と一致する 37分の分画で最

も高いMBGiのピークを認め，LC/MSでMBTの

親イオンとそのフラグメントイオンを検出した．

また，標品のMBGの溶出位置と一致する 46分の

分画にも低いピークを認め，LC/MS の結果 MBG

の親イオンとそのフラグメントイオンと同定し

た．このことから Y-1細胞上清の MBGiの増加は

MTが中心であることを明らかにした．またMBT

を連続投与したラットでコントロールラットと比

べて有意な血圧の上昇（135±3.0 versus. 126±2.0

mmHg p<0.05）と尿中 MBGi 排泄量の増加

（1.41±0.286 versus. 0.34±0.064 ng/day p<0.01）を

認めた．

【考察】

従来から報告されているDLFはステロイドある

いはステロイド骨格に糖が結合した構造である

が，今回ステロイド骨格にアミノ酸が結合した新

しいDLFであるMBTを哺乳類の副腎皮質由来細

胞が分泌していることを世界で初めて確認した．

さらにその生体機能に対する影響を検索した結

果，MBT に血圧上昇作用があることを明らかに

した．本研究は，EDLF の主要成分と考えられる

bufadienolide の哺乳類，特にヒトにおける産生・

分泌機構の解明や高血圧の病態生理解明につなが

る重要な発見であると考える．

審査の結果の要旨

本論文中で記載されている MBT については，

血中濃度が測定法上の問題から不可能であるので

明確ではないが，LC/MSによる半定量でも Y-1細

胞培養上清中と同様にMBTがMBGより多量に存

在することを示唆しており，過去 50 年間以上に

亘って追求されている内因性ジギタリスとして，

現在，発見されている物質の中では最も本質に近

い物質を発見したもので，学位に値する研究とし

て評価できる．

【1420】

氏　名（本　籍）速
はや

　水
み

　淳
じゅん

　史
じ

（大阪府）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 778号

学位授与の日付 平成 19年 3月 30日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Immunosuppressive effects of Photodynamic 

Therapy by topical aminolevulinic acid

論文審査委員 主査（教授）薗田精昭　

（教授）池原　進　（教授）堀尾　武

論文内容の要旨

【研究目的】

紫外線療法や光化学療法には免疫抑制作用が

あり，この作用が光線治療の治療効果や光発癌

に深く関与することを明らかにしてきた．一方，可

視光線を照射する Photodynamic Therapy（PDT）

の免疫抑制作用については十分に解明されてい
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ない．この奏功機序をより明らかにするために，

PDTの免疫抑制作用を検討した．

【研究方法】

照射装置には Omnilux PDT（Waldmann Medical

Division社）の可視光源を用い，照射距離は 5 cm，

強度は 90 mW/cm2 にて実験を行った．20％ 5-

aminolevulinic acid（ALA）親水軟膏を C57B/6 マ

ウスに 10 mg/cm2 塗布し，4 時間後に可視光線を

照射した．

【結果】

1，Langerhans細胞（LC）への影響：ALA-PDT

施行 5 日後に最も ADPase 陽性の LC 数の減少を

20 J/cm2照射で認め，その後徐々に回復し，14日目

でもとの値に戻った．この変化は dose-dependent

であった．形態的にも ALA-PDT にて樹状のもの

が円形の LC へと変化した．可視光線のみ，およ

び ALA塗布のみでは LC数は変化しなかった．

2，ALA-PDT による LC の表皮から真皮・リン

パ節への遊走：ALA-PDT施行後，表皮内 LC数の

減少に伴ってリンパ節内の CD11c 陽性，I-Ab 陽

性細胞数が増加した．

3，局所性免疫抑制：ALA-PDT（40 J/cm2）施行

部皮膚にDNFBを塗布して接触アレルギー感作を

誘導したマウスは，無処置で感作した陽性コント

ロールマウスと比較して耳介の惹起反応が抑制さ

れた．可視光線のみ，および ALA塗布のみでは接

触アレルギー感作は抑制されなかった．

4，全身性免疫抑制：ALA-PDT（80 J/cm2）施行

部皮膚より離れた部位にDNFBを塗布して感作を

誘導したマウスは，ALA-PDT を行わずに感作し

た陽性コントロールマウスと比較して耳介の惹起

反応が抑制された．可視光線のみ，および ALA塗

布のみでは接触アレルギー感作は抑制されなかっ

た．

5，免疫学的寛容（トレランス）：ALA-PDT 施

行によりDNFBに対する接触アレルギーを抑制し

たマウスに，惹起後期間をおいて再度 DNFBで感

作を試みたが，依然として惹起反応が抑制されて

おりトレランスの誘導が確認された．

6，抗原特異的免疫抑制：一方，ALA-PDT施行

によりDNFBに対する接触アレルギーを抑制した

マウスに，惹起後期間をおいて別の感作物質であ

る oxasoloneで接触皮膚炎を誘導したところ，

ALA-PDT を行わずに感作した陽性コントロール

マウスと同等の耳介の腫脹が観察された．これに

より ALA-PDT による接触アレルギーの抑制は抗

原特異的であるといえる．

7．DNA損傷：紫外線による免疫抑制には DNA

損傷が関与する．しかし，ALA-PDT 施行した皮

膚では，紫外線（UVB）照射でみられるような

cyclobutane pyrimidine dimmer型の DNA損傷は形

成されなかった．

【考察】

光力学療法でも紫外線照射と類似の免疫抑制が

誘導されることを確認した．一旦成立した免疫抑

制は，抗原特異的で他の免疫能には影響なく，し

かもトレランスが誘導される．その機序として

は，抗原提示細胞（樹状細胞）である Langerhans

細胞に対する作用が重要な役割を演ずると思われ

る．

【結論】

光力学療法は，現在では主に悪性腫瘍の治療に

用いられているが，本研究の結果から，アレル

ギー性疾患への適応拡大が期待される．

審査の結果の要旨

光感作物質投与と可視光線照射による光力学療

法は，おもに悪性腫瘍の治療に行われてきた．最

近では，尋常性乾癬，扁平苔癬，尋常性白斑など

の治療にも試みられるようになったが，その奏効

機序は明らかにされていない．速水らは，腫瘍以

外の炎症性疾患に対する光力学療法の奏効機序と

して免疫抑制作用を想定して実験を行った．その

結果，アミノレブリン酸塗布と可視光線照射によ

り，表皮ランゲルハンス細胞が所属リンパ節へ遊

走すること，接触アレルギー感作が抑制されるこ

と，抗原特異的トレランスが誘導されることを示

した．この研究は，光力学療法の適用症拡大や副

作用の防止など臨床的にも有意義であり，学位に

値するものと評価された．
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【1421】

氏　名（本　籍）竹
たけ

　田
だ

　浩
ひろ

　子
こ

（兵庫県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 779号

学位授与の日付 平成 19年 3月 30日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Hyposmotic stimulation-induced nitric oxide 

production in outer hair cells of the guinea 

pig cochlea

論文審査委員 主査（教授）伊藤誠二　

（教授）稲垣千代子　（教授）杉本哲夫

論文内容の要旨

【緒言】

遠心性の聴覚情報伝達機構において重要な役割

を演じている内耳の蝸牛外有毛細胞には，求心性

の聴覚情報伝達機構における内有毛細胞と違い，

細胞自身が能動的に伸展および収縮することが知

られている．さらに，この能動的運動には速い運

動と遅い運動があることが報告されている．速い

運動には，聴覚シグナルを増幅し，周波数弁別を

鋭くして内有毛細胞に送る働きがあると言われて

いる．他方，遅い運動は，速い運動を修飾すると

考えられ，これらの外有毛細胞の遅い動きは，音

受容の調節において重要な役割を演じていると考

えられている．今までの報告では，この遅い運動

は，浸透圧やイオン環境の変化による運動と，ATP,

Ach等の神経伝達物質により，細胞内 Ca2+の濃度

変化を通してのアクチン，ミオシンを介する能動

的運動が知られている．

近年，蝸牛外有毛細胞を含む内耳の様々な細胞

において，細胞内 Ca2+ に依存する神経型及び内

皮型一酸化窒素合成酵素（NOS）の存在が組織的

に同定され，他の組織と同様に一酸化窒素（NO）

が聴覚情報伝達機構においても重要な役割を果

たしている可能性が示唆されている．最近，モル

モット渦巻外有毛細胞において，ATP刺激による

NO産生及び，NOと細胞内 Ca2+との相互作用に

ついての報告がなされた．

今回申請者は，モルモット外有毛細胞において，

低浸透圧刺激時の NO産生と形態変化との同時測

定を行い，遅い運動における，NOと細胞内 Ca2+

の相互作用について検討を行った．さらに，浸透

圧／機械的感受性チャンネルである TRPV4 の受

容体の関与についても検討をおこなった．

【実験方法】

プライネル反射陽性の白色モルモット（体重

250–360 g）を用い，機械的処理のみで外有毛細胞

の単離を行った．外有毛細胞の細胞内 Ca2+ 濃度

測定は Ca2+感受性蛍光色素である fura-2AMを用

い，細胞内 NO 測定には NO 感受性色素である

DAF-2DA を用いた．Ca2+ 測定用画像解析蛍光顕

微測光装置（ARGUS100, Hamamatu, Japan）に 2

光路アダプターを設置し，赤色光及び fura-2AMや

DAF-2DA に影響のない波長フィルターを用いて，

1つの光路で従来通り蛍光像の観察と蛍光強度の

変化を記録し，もう 1 つの光路で形態の観察を

行った．形態変化の解析には別の画像解析装置

（Lumina Vision, Mitani Corporation, Japan）を用い

た．

【結果と考察】

DAF-2DA を用いた形態との同時測定実験にお

いて，低浸透圧刺激により外有毛細胞の腫脹に引

き続く細胞内の NO 産生がみられた．細胞外に

Ca2+が含まれない場合，低浸透圧刺激による NO

産生はみられなかった．非特異的 NOS 合成阻害

剤である L-NAME 及び stretch-activated channel

blockerである gadoliniumは，低浸透圧刺激による

NO 産生を抑制したが，P2 receptor antagonist で

ある suramin は抑制しなかった．このことから，

低浸透圧刺激による外有毛細胞の腫脹によって惹

起された細胞膜の伸展が，細胞外から細胞内への

Ca2+流入を引き起こし，結果 NOが産生されたと

考えられた．

さらに，NO donorである SNAPは低浸透圧刺激

による外有毛細胞の細胞内Ca2+濃度の増加を抑制

したが，L-NAME, Guanylate cyclaseの inhibitorで

ある ODQ 及び cGMP-dependent protein kinase の

inhibitor である KT5823 は，これを増強した．こ

れらのことから，浸透圧刺激により産生された

NOは，NO-cGMP-PKG pathwayを介して negative

feedbackに外有毛細胞の細胞内Ca2+の反応を抑制

していると考えられた．

本研究において，申請者は，さらに分子生物学

的および免疫組織化学的方法により，モルモット
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外有毛細胞における TRPV4 受容体の存在を明ら

かにした．また TRPV4 受容体合成の activator で

ある 4
α
-PDD は NO 産生を引き起こした．これら

の結果から，低浸透圧刺激により外有毛細胞にお

いて，TRPV4受容体の活性化を介した細胞外から

細胞内への Ca2+ 流入がおこり，結果細胞内 Ca2+

濃度の増加により外有毛細胞の NO産生が引き起

こされたと考えられた．

【結語】

内耳において，メニエール病や変動する感音性

難聴における内耳液イオン環境とイオン透過性の

変化は，局所の浸透圧変化を引き起こし，外有毛

細胞の運動能に影響を与え，結果として聴覚機能

に何らかの影響を与える可能性が考えられてい

る．さらに，細胞外の浸透圧の変化による外有毛

細胞の持続的な細胞の短縮と腫脹を引き起こすこ

とが，聴力低下や耳鳴の原因となりうるとする報

告がある．本研究から，低浸透圧刺激による外有

毛細胞の形態変化（腫脹）に伴い，細胞内 Ca2+濃

度上昇とそれに引き続き NO産生が引き起こされ

ること，この一連の反応は TRPV4 の受容体の活

性化を介していること，さらに産生された NOは

細胞内 Ca2+ の反応を抑制していることが判明し

た．これらの結果は，内耳液の恒常性の破綻に

よって引き起こされるであろう局所の浸透圧変化

による外有毛細胞の腫脹などの形態変化が，聴覚

情報伝達機構に何らかの影響を与える可能性を示

唆した．

審査の結果の要旨

遠心性の聴覚情報伝達機構の主役を演ずる蝸牛

外有毛細胞には，細胞自身が能動的に伸縮するこ

とが知られている．この伸縮には早い運動と遅い

運動があるが，後者を生ずる 1つの誘因に浸透圧

変化が考えられている．本研究は低浸透圧刺激に

よる外有毛細胞の形態変化に伴う細胞内のCa2+や

NO の変化を測定し，それらの解析から外有毛細

胞の形態変化が聴覚情報伝達機構に何らかの影響

を与える可能性に示唆し，十分学位に値すると評

価された．

【1422】

氏　名（本　籍）沈
しん

　　　　　静
せい

（中国）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 780号

学位授与の日付 平成 19年 3月 30日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Involvement of the nitric oxide-cyclic GMP 

pathway and neuronal nitric oxide synthase in 

ATP-induced Ca2+ signalling in cochlear inner 

hair cells

論文審査委員 主査（教授）稲垣千代子　

（教授）伊藤誠二　（教授）山下敏夫

論文内容の要旨

【はじめに】

近年，求心性の聴覚路の一次ニューロンである

ラセン神経節細胞および，感覚受容器である蝸牛

内有毛細胞の細胞外 ATP 刺激による細胞内 Ca2+

の上昇が観察され，ATPが求心性の聴覚情報伝達

機構における重要な神経伝達物質のひとつとして

考えられている．一方，生体内で作られるラジカ

ルである一酸化窒素（NO）が神経伝達物質や修飾

物質として，さまざまな細胞において細胞内情報

伝達機構において重要な役割を果たしていること

が明らかにされつつある．内耳においても，蝸牛

の内有毛細胞を含むさまざまな細胞において，

Ca2+ 依存性の神経型及び内皮型 NO 合成酵素

（NOS）の存在が証明されることから，NOが聴覚

情報伝達機構においても何らかの役割を果たして

いる可能性が示唆されている．

本研究では，蝸牛内有毛細胞における ATP刺激

による細胞内 NO産生および産生された NOと細

胞内 Ca2+の相互作用について検討をおこなった．

更に，NOの作用におけるサイクリック GMPおよ

び神経型 NOS（nNOS）の関与についても検討し

た．

【研究方法】

実験は，モルモットの内耳蝸牛から急速単離し

た内有毛細胞を用いた．

細胞内 NO 測定は，NO 感受性の蛍光色素であ

る DAF-2DAを用い，励起フィルター 485–495 nm，
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干渉フィルター 510–540 nm を用い，蛍光強度の

変化を ARGUS100（浜松ホトニクス）画像解析装

置にて解析した．

細胞内 Ca2+ 濃度の測定は，Fura-2AM を用い

て，340 nm/380 nm の双励起波長で蛍光像を観察

した．画像の記録，解析は ARGUS/HiSCAシステ

ムを使用した．DAF-2DAと Fura-2AMを同一の内

有毛細胞に負荷することにより，細胞内 NO と

Ca2+ の同時測定を行った．Fura-2AM を用いる

Mn2+の quenchingの実験は，Ca2+-freeの細胞外

溶液を用いて，励起波長 360 nm の条件で，ATP

刺激後に 50 μM のマンガンを投与した．また蛍

光免疫染色法により単離蝸牛内有毛細胞の nNOS

の局在と，さらに二重蛍光免疫染色法を用いて，

nNOS と P2X2 受容体の同一細胞における局在を

観察した．

【結果】

① ATP刺激による内有毛細胞の NO産生：

細胞外 ATP刺激によって，内有毛細胞において

経時的な DAF-2 の蛍光強度の増加すなわち NO

の産生が見られた．この NO産生は非特異的 NOS

阻害剤である L-NAME 及び P2 レセプターの

antagonistである suramin，calmodulinの antagonist

である calmidazolium によって抑制された．細胞

外に Ca2+ を含まない場合は，ATP 刺激による内

有毛細胞の NO産生が認められなかった．

② ATP 刺激による NO 産生における細胞内 Ca2+

の関与：

細胞外に Ca2+ を含む場合，ATP 刺激に対する

細胞内 Ca2+濃度の上昇と NO産生が認められた．

他方，細胞外に Ca2+ が含まない場合には，ATP

刺激に対する細胞内 Ca2+ 濃度の上昇が認められ

たにもかかわらず，NO産生が認められなかった．

細胞内 Ca2+貯蔵部位より Ca2+放出を引き起こす

と考えられているThapsigargin投与によりCa2+濃

度が上昇したが，NOの産生が認められなかった．

細胞内Ca2+とNOの同時測定により同一内有毛細

胞において ATP刺激による Ca2+濃度の上昇に引

き続き，NO産生がおこることが観察された．

③ATP刺激によって産生されたNOの細胞内Ca2+

動態に対するフィードバック作用：

ATP 刺激による細胞内 Ca2+ 濃度の上昇は非特

異的 NOS阻害剤である L-NAMEによって増強さ

れたが，NO donorである SNAPによって抑制され

た．Mn2+ quenchingの実験で，L-NAMEは ATP

刺激による Mn2+ の細胞外から細胞内への流入を

促進したが，SNAP は抑制作用を示した．膜透過

型 cGMPである 8-Br-cGMPはATPによるCa2+反

応を抑制したが，NO の標的酵素 soluble guanylyl

cyclase（sGC）の抑制剤である ODQ 及び cGMP-

依存性 protein kinase（PKG）の抑制剤である

KT5823は増強した．更に，SNAPの ATPによる

Ca2+ 反応への抑制作用は，ODQ 或は KT5823 に

よって消失した．

④ATP刺激によるNO産生に関与するNOSの同定：

選択的 nNOS 阻害剤である 7-NI は，非特異的

NOS阻害剤である L-NAMEと同様に ATPによる

NOの産生を抑制した．さらに，7NIは，L-NAME

と同様に ATPによる Ca2+反応を増強した．両者

の作用には有意差が認められなかった．免疫組織

学的に，nNOSは P2レセプターが局在すると考え

られている細胞の頂部に強く発現していた．

【考察】

以上より内有毛細胞における ATP 刺激による

NO の産生は，細胞頂部に存在する P2X レセプ

ターの活性化により細胞外から細胞内への Ca2+

の流入がおこり，結果細胞内 Ca2+ 濃度が上昇し

て，同じ部位に局在すると考えられる nNOSが活

性化され，NO 産生を引き起こすと考えられた．

又，産生された NOが NO/cGMP/PKG経路を介し

て，negative feedback に ATP による Ca2+ の流入

を抑制すると考えられた．本研究より，NO が求

心性の聴覚情報伝達機構において重要な役割を演

じている可能性が考えられた．

審査の結果の要旨

聴覚情報伝達機構は近年かなり解明されてきた

が，尚不明な点も多い．一方生体内で作られるラ

ジカルである一酸化窒素（NO）が神経伝達物質や

修飾物質として，さまざまな細胞において情報伝

達に重要な役割を果たしていることが明らかに

なりつつある．本研究は細胞生物学的手技を用い

て，NO が求心性の聴覚情報伝達機構においても

重要な役割を演じている可能性を初めて示したも

のであり，十分学位に値すると認められた．
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【1423】

氏　名（本　籍）片　野
の

　泰
た

　代
よ

（大阪府）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 781号

学位授与の日付 平成 19年 3月 30日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Proteomic identification of a novel isoform of 

collapsin response mediator protein-2 in spinal 

nerves peripheral to dorsal root ganglia

論文審査委員 主査（教授）杉本哲夫　

（教授）日下博文　（教授）伊藤誠二

論文内容の要旨

【はじめに】

神経細胞は高度に分化した細胞であり，軸索と

樹状突起という極性の異なる神経突起を有する．

神経の伝達方向が一方向であるのに対し，合成さ

れた物質はそれぞれの神経突起に分別輸送され

る．他方，慢性疼痛は末梢性および中枢性の 2つ

の感作機構によって発症することが知られてお

り，このような生理機能変化に伴い 1次求心性線

維による機能性分子の輸送は変化する．そのこと

から 1次求心性線維の極性を明らかにする目的で

その細胞体が存在する後根神経節（DRG）の中枢

側と末梢側の神経組織を用いたプロテオミクス解

析をおこなった．

【研究方法】

5 週齢の Wistar ラットから DRG の末梢側と中

枢側の神経組織をそれぞれ回収し，ホモゲナイズ

後，7 M urea, 2 M thiourea, 4％ CHAPS, 0.5％ Triton

X-100と 0.25％ SDSを含むバッファーにて可溶化

し試料を調製した．各 360 μg の蛋白を高解像度

（1次元目 24 cm，pH 5–6，2次元目 22×70 cmポリ

アクリルアミドゲル）の 2 次元電気泳動（2-DE）

を行った．蛋白スポットは銀染色にて可視化し比

較解析を行った．一方の画分に特異的，あるいは

有意に発現量変化が認められ，再現性が確認され

たスポットを MALDI-TOF MS を用いて測定，ぺ

プチドマスフィンガープリント法にて同定した．

同定分子の局在および発現量解析をウェスタンブ

ロット法にて行った．翻訳後修飾および，蛋白を

構成するペプチド断片の特異性を明らかにするた

めに，脱リン酸化酵素を用いた解析，MS および

MS/MS 解析を行った．末梢神経損傷に伴う発現

量変化を，2D-ディファレンシャルゲル電気泳動

（2D-DIGE）法およびウェスタンブロット法にて

解析した．

【結果】

2 つの画分のゲルからそれぞれおよそ 800 個の

蛋白スポットを検出し，各画分に特異的な分子の

検出および同定を行った．DRG の末梢側の神経

組織に特異的な蛋白スポットの一つをcollapsin

response mediator protein-2（CRMP-2）と同定した．

CRMP-2は特異的な抗体を用いた 2-DEウェスタ

ンブロットにて異なる分子量，等電点をもつ複数

のスポットとして，脳，脊髄，DRGそして末梢神

経組織に認められた．しかしながら，同定した

CRMP-2スポット（M
r
 60 kDa，pI 5.6）は DRGの

末梢側の神経組織にのみ検出されたことから

periCRMP-2と名付けた．リン酸化修飾の有無を

明らかにする目的で脱リン酸化酵素処理を行った

結果，すでにリン酸化修飾が報告されている高分

子量の CRMP-2 スポットは塩基性側へ収束した

が，periCRMP-2 の等電点は変化しなかった．MS

および MS/MS を用いた解析から糖鎖の修飾は認

められず，既知の CRMP-2より電気泳動上，低分

子量に検出される periCRMP-2は C末端のトラン

ケーションフォームであることが示唆された．ま

た periCRMP-2は末梢神経結紮 1，3および 7日後

では発現量が減少することがわかった．

【考察】

CRMP-2は神経の発生および再生に関与する分

子であり，神経系に広く存在することが知られて

おり，セマフォリンシグナルの下流で作用し，成

長円錐を退縮させる機能を有する．一方，海馬を

用いた初期培養細胞で成長円錐に濃縮して存在

し，軸索決定および伸展，神経の回路網形成に関

与する極性決定分子としての機能も報告されてい

る．CRMP-2 の機能は Rho-kinase, GSK3β および

Cdk5 といった複数のリン酸化酵素によって調節

されることが知られている．そして，神経変性疾

患であるアルツハイマー患者脳で CRMP-2の糖鎖

修飾は減少し，リン酸化が増加していることから

糖鎖修飾によるリン酸化調節が示唆されている．

これらの報告から，CRMP-2 の機能調節における

かた
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翻訳後修飾の重要性がわかる．他方，本研究の成

果と時期を同じくして，CRMP-2が in vitroで虚血

による神経細胞死に伴いプロテアーゼで切断され

ることが報告された．periCRMP-2の切断が示唆

された C末端部位には，糖鎖修飾部位と機能が明

らかされているRho-kinaseのリン酸化部位が含ま

れ，また periCRMP-2 と類似した分子量を示す C

末端 24残基の欠損体を in vitroで過剰発現させる

と複数形成される軸索が単一となる．これらのこ

とから，in vivo においても periCRMP-2 は他の

CRMP-2 と異なる機能を有し，神経損傷後の末梢

組織に特異的な機能性分子として神経再生に関与

することが示唆された．

審査の結果の要旨

片野泰代氏は，医化学講座にてプロテオミク

ス解析系を立ち上げ，軸索伸長因子 collapsin

response mediator protein-2（CRMP-2）の新規 iso-

form（periCRMP-2）を同定した．本研究では，

periCRMP-2 の組織特異性を明らかにし，蛋白化

学的性格付けを行った．periCRMP-2 が末梢神経

再生に関与することを示唆した本研究は博士の学

位に値する．

【1424】

氏　名（本　籍）李
り

　　　勁　松
そん

（中国）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 782号

学位授与の日付 平成 19年 3月 30日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

An alpha-helical burst in the src SH3 folding 

pathway

論文審査委員 主査（教授）伊藤誠二　

（教授）藤井　茂　（教授）木原　裕

論文内容の要旨

【はじめに】

蛋白質の機能は，その立体構造が担っている．

したがって，蛋白質の立体構造がどのように決め

られているかを知ることは，構造生物学の中心課

題の一つである．我々のグループでは，ユビキチ

ン，β-ラクトグロブリンなどの主に βシートから

なる蛋白質のフォールディング機構の解明を精力

的に進めてきた．その結果は衝撃的で，今まで研

究してきた蛋白質はすべてまず αヘリックスから

なる中間体を生じ，それを経由して主に βシート

からなる蛋白質に理フォールドしていくことが分

かった．我々はこれは一般的に成り立つかどうか

を検討するために，生理的条件下では，全く αヘ

リックスを含まない蛋白質の例として，src ホモ

ロジードメイン 3（SH3）を対象としてフォール

ディング実験を行った．

【研究方法】

実験に用いた SH3は，大腸菌 BL21 DE3 pLysS

（Novagene）に src SH3-pET 15b プラスミドをク

ローンし，発現させたものを用いた．

フォールディングは，変性剤である塩酸グアニ

ジンを変性条件から生理的条件に希釈して行っ

た．希釈法としては，特別に製作したストップト

フロー法（SF）を用いた．プローブとして α ヘ

リックの量を測定する円偏光二色姓（CD），蛍光

および蛋白分子の大きさを表すX線溶液散乱法を

用いた．X 線溶液散乱法は高エネルギー加速器研

究機構放射光研究施設で行った．

【結果】

SH3は，塩酸グアニジン（変性剤）を添加して

いくと 3 M 以上では完全に変性（アンフォール

ド）する．一方，1 M 以下では生理的条件下と変

わらないコンパクトな構造を示す．

SFフロー法により，塩酸グアニジン濃度を 5 M

から 0.7 Mに急速に希釈したときの蛋白質の構造

を上記の三つのプローブで観測した．どのプロー

ブを用いた場合にも SF の測定限界時間（6 ms）

の間に大きなバースト（中間体）が観測された．

特に CDでは，全体の 26％に相当するアミノ酸を

含む αヘリックスが生じることが観測された．こ

の中間体は，X 線散乱の観測の結果，すでにコン

パクトな形をしていて，慣性半径もアンフォール

ドしているときの 27 Å から 18.5 Å に縮小してお

り，生理的条件下での 14.7 Åに 近い値を示した．

これらのデータを総合すると，フォールディング

の初期に表れる中間体は主に αヘリックスからな

るコンパクトな形をしていることが証明できた．

じん
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【考察】

ここで得られた結果を一般的に考察するため

に，さらにリボヌクレアーゼ A，リゾチームなど

いくつかの蛋白質についても測定し，2次構造予

測の多くのプログラムから得られた予測値と比較

検討した．多くの 2次構造予測のプログラムは，

我々の結果と相関がなかったが，ただ一つボール

ドウィンらが開発したヘリックス 2による結果だ

けは高い相関を示した（r=0.86）．ヘリックス 2

は，ポリペプチドがヘリックスとコイルからのみ

なっているとしてヘリックスコイル転移の理論を

基に構築されたヘリックス含量予測プログラムで

ある．このことから，フォールディングの初期に

は，まず不安定な αヘリックスが生じ，それらの

間で相互作用が起こり，準安定なコアができる．

蛋白質の安定な構造は，αへリックスからなる蛋

白質の場合も，βシートだけからなる蛋白質の場

合も，この αへリックスからなる中間体（フォー

ルディングコア）を経て形成されてゆくというス

キームが我々によって初めて提唱されるに至っ

た．

審査の結果の要旨

李氏は，従来の説と異なり，生理的条件で β-

シートを多く含む構造を取る蛋白質の場合でさえ

も，最初に α-ヘリックスを多く含む中間体を形

成し，その後それら蛋白質本来の構造を形成する

という新しい説を src SH3 をはじめ数種の蛋白質

で証明した．また，その意義についても充分納得

できる明快な説明を加えた．李氏の研究は医学の

基礎科学に大きな貢献をすることが期待され，学

位に十分値すると考える．

【1425】

氏　名（本　籍）孫
そん

　　　瑛
よん

　洙
す

（韓国）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 783号

学位授与の日付 平成 19年 3月 30日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Prostaglandin E2 is a negative regulator on 

human plasmacytoid dendritic cells

論文審査委員 主査（教授）池原　進　

（教授）伊藤誠二　（教授）福原資郎

論文内容の要旨

【はじめに】

樹状細胞（dendritic cells: DCs）は生体に広く分

布し，抗原特異的にナイーブ T細胞を活性化，免

疫応答を誘導する抗原提示細胞であり，獲得免疫

応答の発動拠点としてその重要性が認識されてい

る．また，獲得免疫のみならず，自ら産生するサ

イトカインなどにより自然免疫系への関与もみら

れる．

DCs はその起源および属性より myeloid DCs

（MDCs）と plasmacytoid DCs（PDCs）に大別さ

れ，それぞれ異なる機能をもつことが知られてい

る．

ProstaglandinE2（PGE2）は，アラキドン酸から

シクロオキシゲナーゼの触媒を受けて生成される

物質で生理化学物質の一つであり，炎症性刺激に

より産生が誘導される．PGE2 は炎症局所で産生

され，免疫担当細胞へ作用し，自然免疫・獲得免

疫の制御に関与することが知られている．

【研究目的】

PGE2は全身に分布し生体内の機能を制御して

いるが，組織障害や抗原を介した免疫反応の際

には，他の炎症性メディエーター（histamine,

bladykininなど）と共に局所で，炎症反応に深く

関与することが知られている．当然，炎症局所に

は抗原提示細胞として DCsが存在するため PGE2

は DCsに何らかの作用効果を持つと推測される．

これまでの報告では，PGE2 が抗原提示細胞に

与える影響について，単球・マクロファージ・単

球由来 DCs・骨髄由来 DCs について解析されて
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いるものの PDCsに対する報告はない．

PDCs は，近年の研究により I 型インターフェ

ロン産生細胞としてウィルス感染時の生体防御や

自己免疫性疾患及びアレルギー性疾患での免疫応

答の起点としての重要性が示唆されており，病態

により PDCsが炎症局所に集積されることも知ら

れる．

それ故，今回 PGE2による PDCsへの免疫学的

影響を検討する事は，炎症環境下（感染症・アレ

ルギー性疾患）で発生している免疫系の機構の解

明に繋がり，炎症性疾患への治療戦略に寄与する

可能性があると考えられる．

【研究方法】

インフォームドコンセントを得た健常者の末

梢血を採取し，単核球層を比重遠沈法にて分離し

たあと，抗 CD3 抗体・抗 CD14 抗体を用いた

immunoselectionにより T細胞・単球を除去した．

更に，磁気ビーズ標識抗 CD4 抗体を用い posi-

tive selection を行い，CD4+ CD3- CD14- の樹状

細胞濃縮分画を調整し CD11c+，lineage-，DR+:

MDCs と CD11c-，lineage-，DR+: PDCs をセル

ソーターにて単離した．MDCs，PDCsをそれぞれ

に感受性のある TLR ligand:Poly（I:C）（TLR-3

ligand），LPS（TLR-4 ligand），Sendai Virus（TLR-

7 ligand），CpG-ODNs（TLR-9 ligand）で刺激し，

PGE2 添加による生存率やサイトカイン産生を検

討した．更に，allo naive CD4+ T cell と共培養を

行い，PGE2処理 PDCsの T細胞刺激活性化能も

調べた．

【結果・考察】

PGE2添加によりMDCsの生存率は維持される

のに対し，PDCs の生存率は抑制された．また，

PGE2は MDCsが産生する IL-12産生を抑制する

だけでなく PDCsが産生する I 型インターフェロ

ンの産生をも抑制した．I 型インターフェロンの

産生抑制が生存率の低下によるものではないこと

を RT-PCR，細胞内サイトカイン産生をみること

により証明した．PGE2 処理後のそれぞれの DCs

が，allo naive CD4+ T cellからの Th1サイトカイ

ンである IFN-γ 産生を制御する結果が得られた．

すなわち，PGE2が DCs由来の IL-12や I型イン

ターフェロンを抑制することによって，Th1応答

を抑制し，Th2応答を誘導することが示唆された．

感染が起こった際，生体内ではMDCs, PDCsか

らそれぞれTh1誘導型サイトカインが産生される

が，炎症環境下で PGE2は，それぞれの DCsから

産生されるこれらTh1誘導型サイトカインを抑制

させることによって病原性 Th1 応答を制御する

と考えられる．この事象は炎症環境下で発生する

過剰な免疫応答を制御するネガティブフィード

バック機構であると推測される．

審査の結果の要旨

本研究は，Prostaglandin E2（PGE2）が plas-

maytoid DC（PDC）によるインターフェロン α

（IFNα）産生を抑制し，炎症反応を負に制御する

ことを明らかにした．すなわち，PGE2は myeloid

DC（MDC）による IL-12の産生抑制と同様，PDC

の特性を抑制することによって，過剰な免疫応答

を制御している．巧妙な免疫反応の一端を明らか

にしたものであり，学位に値する．

【1426】

氏　名（本　籍）李
り

　　　　　清
せい

（中国）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 784号

学位授与の日付 平成 19年 3月 30日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Analyses of Very Early Hemopoietic Regenera-

tion After Bone Marrow Transplantation: 

Comparison Between Intravenous and Intra-

Bone Marrow Routes

論文審査委員 主査（教授）薗田精昭　

（教授）福原資郎　（教授）池原　進

論文内容の要旨

ドナーの骨髄細胞を静脈から移入する方法が骨

髄移植では一般的に行われているが，ドナー骨髄

細胞が肺等で捕捉されるため，その生着率は非常

に低い．最近，骨髄内移植法（IBM-BMT）は静脈

内法（IV-BMT）と比べて移植効率が非常に高いこ

とが，我々のみならず他の研究室においても報告

されるようになった．そこで，IBM-BMT が有用

である理由を解析するため，特に骨髄移植後早期
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の造血系再構築機構を両移植法で比較検討した．

ドナー骨髄細胞を IBM-BMTしたマウスの脛骨

においては，骨髄移植後 2 から 6 日目までの間，

ドナータイプの骨髄細胞数や造血前駆細胞数は，

レシピエントの他の部位の骨に比べて有意に高

く，IV-BMT 群の生理食塩水を注入した脛骨と比

べても差は顕著であった．造血幹細胞数もドナー

骨髄細胞移入脛骨において有意に高い値を示し

た．また，組織学的にも，IV-BMT 群の生理食塩

水を注入した脛骨と比べて，著しく高い造血幹細

胞とストローマ細胞の集積が骨髄移植 4日目のド

ナー骨髄細胞移入脛骨において確認された．さら

に，脛骨内の骨髄細胞の培養によって得られたス

トローマ細胞中のドナータイプ細胞数は，ドナー

骨髄細胞移入脛骨において有意に高かった．放射

線照射マウスの骨髄培養上清中に骨髄ストローマ

細胞の走化誘導活性が検出されたが，血清中には

認められないことから，IV-BMT によって血液循

環系に入ったドナー骨髄ストローマ細胞がレシピ

エントの骨髄内へ homing できる可能性は低いと

思われた．

以上の結果から，ドナー骨髄細胞移入脛骨にお

いては，移植後早期に造血幹細胞とストローマ細

胞の集積による造血微小環境の再構築が認めら

れ，これが，IBM-BMT 法の有用性の一因である

と結論できる．

審査の結果の要旨

本研究は，骨髄内移植法（IBM-BMT）が従来の

静脈内法（IV-BMT）と比べて移植効率が非常に高

い理由を解析するため，骨髄移植後早期の造血系

再構築機構を両移植法で比較検討したものであ

る．IBM-BMT 部位においては，造血幹細胞とス

トローマ細胞の集積による造血微小環境の早期再

構築が認められ，これが IBM-BMT法の有用性の

一因であることが明らかになった．この知見は，

IBM-BMT 法の臨床応用への基礎的実験として非

常に重要であり，学位に値するものと認められた．

【1427】

氏　名（本　籍）石
いし

　川
かわ

　有
ゆ

加
か

里
り

（福岡県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 785号

学位授与の日付 平成 19年 3月 30日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Senescence in cultured trabecular meshwork 

cells

論文審査委員 主査（教授）螺良愛郎　

（教授）伊藤誠二　（教授）松村美代

論文内容の要旨

【研究目的】

正常細胞は分裂回数に限界があり，最終的には

セネッセンスと呼ばれる分裂できない状態に陥

る．セネッセンスはウェルナー症候群やアテロー

ム血栓性疾患など加齢が関係する疾病と関連があ

ると言われている．原発開放隅角緑内障は高眼圧

が関与する視神経症で，高齢者に多く失明に至る

こともあるため眼科領域では重要な疾患である．

本疾患の患者や高齢者では眼内の房水流出路であ

る隅角線維柱帯の細胞数が減少して細胞外基質に

置き換わり，これが房水流出抵抗を増大させて眼

圧上昇の原因となっていることが示唆されてい

る．本研究では原発開放隅角緑内障の病態と加齢

の関連を考察するため，分裂を繰り返した培養線

維柱帯細胞がセネッセンスに陥るかどうかを検討

した．

【研究方法】

組織および細胞培養

ブタ眼球から線維柱帯組織とテノン嚢の結合組

織を採取して初代培養とした．それぞれの組織か

ら遊走，増殖した線維柱帯細胞と線維芽細胞を継

代培養した．また角膜内皮細胞を採取して同様に

継代培養した．コンフルエント状態になった初代

培養の細胞を細胞分裂レベル 0（PDL0）と定義

し，トリプシンを用いて 1 : 4の比率で継代培養し

た．このようにすれば細胞は各々の継代で 2ずつ

PDL が増加する．線維柱帯細胞を同定するため，

線維柱帯細胞のマーカーである低比重リポ蛋白を

蛍光標識したもの（DiI-Ac-LDL）で各々の細胞を
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染色して蛍光顕微鏡で観察した．

β -ガラクトシダーゼ染色

細胞老化を意味するガラクトシダーゼ活性は

pH 6の環境下で，またライソゾームのガラクトシ

ダーゼ活性は pH 4の環境下で最大の酵素活性を

示すため，各々の pHで PDL 2, 8, 16の線維柱帯

細胞にガラクトシダーゼにより青く発色する試

薬 X-galを反応させて染色し，蛍光顕微鏡で観察

した．

染色体終端の制限酵素断片（テロメア）長の測定

PDL 2, 8, 16の線維柱帯細胞から染色体 DNAを

抽出し，制限酵素 Rsa Iと Hinf Iで切断した．1 μg

のDNAサンプルを 0.7％のアガロースゲルで電気

泳動した後，テロメアに特異的なオリゴヌクレオ

チド (TTAGGG)3 に
32P 標識したものをプローブ

としてサザンハイブリダイゼーションを行った．

【結果】

DiI-Ac-LDL 染色では線維柱帯細胞は殆ど全て

が陽性で，線維芽細胞と角膜内皮細胞は陰性で

あった．PDL 2の線維柱帯細胞は pH 4における

ライソゾームのガラクトシダーゼ染色だけが陽性

で，細胞老化を示す pH 6のガラクトシダーゼ染色

は陰性であった．PDL 16 の線維柱帯細胞は pH 4

およびpH 6の両方のガラクトシダーゼ染色に陽性

を示した．染色体 DNA のサザンブロット分析で

は継代数が増加した線維柱帯細胞でテロメア長が

短くなるのが観察された．

【考察】

共同研究者の松永らは培養を繰り返した網膜色

素上皮細胞がセネッセンスに陥ることを報告し

た．また線維芽細胞でセネッセンスに伴い細胞外

基質成分の遺伝子発現が変化することや，網膜色

素上皮細胞でセネッセンスに伴って網膜色素上皮

細胞由来因子が減少することなどが報告されてい

る．松永らが行った網膜色素上皮細胞の結果と比

較すると，線維柱帯細胞は PDL 16 と少ない細胞

分裂レベルでセネッセンスに陥った．この違いは

線維柱帯細胞が初代培養で網膜色素上皮細胞が株

化細胞であったこと，あるいは線維柱帯細胞がブ

タで網膜色素上皮細胞がヒトの細胞であり，種の

違いために見られたのではないかと推察される．

もし加齢に伴い生体内で線維柱帯細胞のセネッセ

ンスが起こるのであれば，線維柱帯細胞のセネッ

センスは原発開放隅角緑内障の病態に重要な役割

を果たす可能性があると考えられた．

審査の結果の要旨

原発性解放隅角緑内障の原因を探るために，ブ

タ線維柱帯細胞の培養系を作製して老化の出現を

検索した．その結果，繊維柱帯細胞のマーカーで

ある低比重リポ蛋白陽性細胞は，継代 16 代に至

ると老化を示唆する β-ガラクトシダーゼ活性を

発現し，かつテロメア長の短縮も認めたため，老

化に陥ることが判明した．このことは，原発性開

放性隅角緑内障の原因のひとつを同定し，併せて

治療にも示唆を与える結果と考え，学位に値する

と判断した．

【1428】

氏　名（本　籍）阪
さか

　本
もと

　幸
さち

　世
よ

（大阪府）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 786号

学位授与の日付 平成 19年 3月 30日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

The Differential Effects of Nitrous Oxide and 

Xenon on Extracellular Dopamine Levels in 

the Rat Nucleus Accumbens: A Microdialysis 

Study

論文審査委員 主査（教授）杉本哲夫　

（教授）稲垣千代子　（教授）新宮　興

論文内容の要旨

【はじめに】

中脳辺縁系ドパミンシステムは中脳腹側被蓋野

から側坐核にいたる神経回路網であり，妄想や幻

覚といった薬物の精神異常誘発作用や薬物耽溺に

深く関与する部位であると考えられている．フェ

ンサイクリジン（PCP）やMK-801など NMDA受

容体 PCP結合部位に作用する拮抗薬は，側坐核ド

パミン放出を増加させ妄想や幻覚を引き起こすこ

とが報告されている．われわれは，NMDA受容体

拮抗作用を有する静脈麻酔薬ケタミンが，側坐核

のドパミン濃度を増加させ，この増加をバルビツ

レートが抑制することをすでに報告している．
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ガス麻酔薬キセノンと亜酸化窒素はどちらも

NMDA受容体拮抗作用を有するが，その精神・神

経に対する作用は大きく異なることが報告されて

いる．例えば，亜酸化窒素は精神異常誘発作用を

有するがキセノンにはほとんどない．また，ラッ

ト脳後帯状皮質・脳梁膨大後皮質（PC/RS:NMDA

受容体拮抗薬による精神異常誘発作用のもう一つ

の責任部位と考えられ，ひいては統合失調症の責

任部位とも考えられている）の神経細胞傷害や c-

fos発現（げっ歯類異常運動の良い指標となる）を

亜酸化窒素は引き起こすがキセノンは引き起こさ

ない．さらに，ケタミンや MK-801による同部位

の細胞傷害や c-fos発現を亜酸化窒素は増強しキ

セノンは抑制する．

そこで，亜酸化窒素とキセノンの側坐核ドパミ

ン放出に対する作用に違いがあるかどうか，さら

にケタミンによる同部位のドパミン放出増加作用

に対する作用に違いがあるかどうかを調べた．

【研究方法】

オスのウィスターラットを用い，自由行動下の

マイクロダイアリシス法により側坐核のドパミン

濃度を測定した．実験 1：ラットを箱に入れて，

40％酸素，60％亜酸化窒素（0.27 MAC），43％キ

セノン（0.27 MAC）をそれぞれ 1時間投与した．

実験 2：各ガスを 10分間投与した時点でケタミン

80 mg/kgを腹腔内投与し，その後各ガスを 1時間

投与した．サンプルは 20 分毎に採取しドパミン

濃度は高速液体クロマトグラフィーを用いて測定

した．各時間のドパミン濃度は薬物投与前値を 100

とした相対値で示し，平均±標準誤差で表示した．

統計処理は二元配置分散解析の後，Boneferroni法

を用いて各群間差を検定し，p<0.05 を有意とし

た．

【結果】

側坐核のドパミン放出は，亜酸化窒素で有意に

増加した（最大 144％）が，キセノンでは低下傾

向を示した（82％）．また，ケタミン投与による

ドパミン放出の増加（243％）をキセノンは抑制

した（143％）が，亜酸化窒素は抑制しなかった

（232％）．

【考察】

側坐核のドパミン放出に対して，同様に非競合

性 NMDA 受容体拮抗作用を有するガス麻酔薬，

キセノンと亜酸化窒素では大きく作用が異なるこ

とが示された．このことが，亜酸化窒素とキセノ

ンの精神・神経系に対する作用が異なる一因であ

る可能性がある．興味深いことに，中脳辺縁系に

対する亜酸化窒素とキセノンの違いは，PC/RSに

対する両者の作用の違いと同様であった．中脳辺

縁系ドパミンシステムと PC/RS の明らかな関連

は認められていないが，最近の研究で，ケタミン

はラットやヒトのPC/RSのドパミン放出を増加さ

せるという報告もあり，さらに研究を進めていき

たい．

審査の結果の要旨

ガス麻酔薬である亜酸化窒素とキセノンが共に

NMDA受容体拮抗薬でありながら，精神・神経作

用に異なることがある．本研究は側坐核における

ドパミン放出作用に両薬が異なる作用を有するこ

とをラットにおいてマイクロダイアリシス法を用

いて明らかとした．本研究は両薬の精神・神経系

作用の違いが中脳辺縁系ドパミンシステムの違い

に起因する可能性を示しており，博士号に値する

研究であると判断した．

【1429】

氏　名（本　籍）柴
しば

田
た

清
せい

児
じ

ブルース（東京都）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 甲　第 787号

学位授与の日付 平成 19年 3月 31日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 1項該当

学位論文題目

Administration of amitriptyline attenuates 

noise-induced hearing loss via glial cell line-

derived neurotrophic factor (GDNF) induction

論文審査委員 主査（教授）杉本哲夫　

（教授）稲垣千代子　（教授）山下敏夫

論文内容の要旨

【はじめに】

近年，中枢や末梢神経において神経栄養因子

（NTF）の働きが研究され注目されている．内耳に

おいてもこのようなNTFが重要な役割を担ってお

り，内耳初期発生，形態維持，細胞死などに関与
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している．さらに Glia cell line-derived neurotrophic

factor（GDNF）や Brain derived neurotrophic factor

（BDNF）及び fibroblast growth factor（FGF）など

のNTFは内耳有毛細胞やラセン神経節細胞の保護

作用を有することが報告されている．

GDNF をはじめとする NTF は分子量が大きい

ため末梢より投与した場合，血液脳関門を通過す

ることは困難である．過去の報告では，音響外傷

や聴器毒性に対しGDNFをポンプやアデノウィル

スベクターなどを用い内耳に投与し，保護作用を

認めている．しかし，いずれも手術を伴う投与方

法で外科的侵襲による難聴を引き起こす可能性が

あるため臨床応用は容易ではない．最近の研究で

は三環系抗うつ薬のひとつである Amitriptyline

（AT）を in vitroで投与することにより，rat C6

glioblastoma cell における GDNF mRNA の発現と

GDNFの遊離作用が増強されることが報告されて

いる．そこで本研究では AT 投与により誘導され

た内因性のGDNFが内耳における神経保護作用を

示すことを推定し，モルモットを用いて音響外傷

に対するATの内耳保護作用を in vivoで検討した．

【方法】

250～300 gのモルモット（雌）を用いて，AT投

与前に ABR を測定し AT を 30 mg/kg で腹腔内投

与した．また対照には同量の生食を腹腔内投与し

た．投与後，モルモットに 4 kHzのバンドノイズ

を 117 dB で 24 時間負荷した．その後，3 日目と

7日目の ABRを測定し AT投与群と生食投与群と

を比較検討した．7日目の ABRを測定後，両群の

モルモットから蝸牛を取り出し Surface Prepara-

tion を行うことにより，損傷を受けた有毛細胞数

を組織学的に比較した．蝸牛内の GDNFの産生を

確認するため，ATおよび生食を投与したモルモッ

トの蝸牛を摘出し，ホモゲナイズ後 SDS-PAGE並

びに Western Blot を行い，AT 投与群と生食投与

群を 3, 12, 24 時間で GDNF の発現を経時的に調

べた．また騒音環境下での AT 投与群と生食投与

群を同様に調べ比較した．

【結果】

ABRにおいて AT投与群は生食投与群に比べ聴

力の閾値上昇が 3, 7日目ともに有意に低下してい

た．Surface Preparation では音響外傷後の有毛細

胞の減少がAT投与群は生食投与群に比べ少なく，

外有毛細胞の減少に有意差を認めた．Western

Blot Analysisでは AT投与してから 3, 12時間後に

GDNFの発現を強く認め，24時間後および生食群

ではその発現は認められなかった．騒音環境下で

は 3, 12時間後に GDNFの発現を強く認め，さら

には 24 時間後と生食投与群でもその発現が認め

られた．

【考察】

本研究では AT 投与および騒音負荷による

GDNFの発現の可能性が示唆された．その発現は

AT投与のみでは 24時間後に消失したが，騒音を

負荷した場合 24時間後まで発現が維持されてい

た．また，生食投与群と AT投与群の騒音負荷 24

時間後を比較した場合，AT 投与群の GDNF の発

現が強く認められた．過去の報告では，騒音負荷

8 時間と 12 時間後に GDNF が誘導されることが

知られており，内耳のストレスに対する防御反応

機構の一つと考えられている．このことから我々

は AT と騒音負荷の相加的効果により内因性の

GDNFの産生が強まり，作用が延長し細胞死や損

傷に対し保護的に働くと推察した．

GDNFは GDNF familyレセプターとレセプター

型チロシンキナーゼ遺伝子（Ret）というレセプ

ター複合体を介して情報伝達されることが知られ

ており，内耳における GDNFの産生およびレセプ

ターの局在は in situ hybridization および RT-PCR

で確認されている．その細胞保護作用機序として

free radical の発生抑制，カルシウム結合蛋白を介

しての細胞内カルシウムの調節などが報告されて

いる．本研究では音響外傷に対し AT投与により

機能および組織学的に内耳保護作用がある可能性

が示唆されたが，AT 投与による GDNF の発現が

内耳のどこで起こり保護作用がいかに機能するか

は明らかではなく有毛細胞以外の蝸牛組織にも働

いている可能性がある．AT による GDNF の誘導

はセロトニンを介したMAPKカスケード，GDNF

以外の NTFとの相互作用，サイトカインを介し

起因する可能性があると考えられている．しか

し，本研究ではその機序の解明には至っておら

ず，今後は AT投与による GDNFの発現部位やそ

の詳しい誘導，作用機序を検討することが必要で

あると考える．

審査の結果の要旨

三環系抗うつ薬のひとつである Amitriptyline
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（AT）を in vitroで投与することにより神経栄養因

子の 1つであるGDNFが発現することが知られて

いる．本研究ではモルモットを用いて音響外傷に

対する AT の内耳保護作用を in vivo で証明した．

将来，臨床応用にもつながる研究で十分学位に値

すると認められた．

【1430】

氏　名（本　籍）生
いく

　田
た

　明
あき

　子
こ

（広島県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 644号

学位授与の日付 平成 18年 7月 28日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

Correlation p53 expression and human 

papilloma virus deoxyribonucleic acid with 

clinical outcome in early uterine cervical 

carcinoma

論文審査委員 主査（教授）螺良愛郎　

（教授）池原　進　（教授）神崎秀陽

論文内容の要旨

子宮頸癌は HPV16, 18, 33 型をはじめとする

悪性型 HPV との因果関係が証明されている．ま

た，癌抑制遺伝子である p53遺伝子との関与が報

告され，発癌との関連性や進行度・予後因子とし

ての有用性も示唆されている．一方，子宮頸癌の

予後因子としては，臨床進行期・リンパ節転移・

子宮旁組織への浸潤が確立されている．今回，初

期子宮頸癌において，p53 発現および HPV の

typingが，年齢・月経の有無・進行期分類（FIGO

stage）・組織型・リンパ節転移・子宮旁組織への

浸潤の有無・再発などと関係し，予後推定因子と

なり得るかを検討した．

1998 年から 2002 年に関西医科大学附属病院婦

人科にて取り扱った子宮頸癌症例 Ia～ IIb 期のう

ち，子宮摘出術を施行した 49 症例につき検討し

た．進行期は FIGO 分類に基づいて決定した．内

訳は Ia期 8例（16.3％），Ib期 29例（59.2％），IIa

期 1 例（2％），II b 期 11 例（22.4％）であった．

組織型は WHO の規約に基づき分類し，扁平上皮

癌 36 例（73.5％），腺癌 11 例（22.4％），腺扁平

上皮癌 2 例（4.1％）であった．全 49 症例で p53

モノクローナル抗体（DO-7）を用い，SAB 法で

p53 発現を確認し，光学顕微鏡 200 倍視野下で癌

細胞核の 10％以上が染色された場合を陽性と判

定した．HPV DNA typingは 25例において −80°C

の凍結切片からスタンダード SDS プロテアーゼ

K法に従い DNAを抽出後，HPV typing を PCR-

RFLP法で行った．ウェスタンブロットは凍結切

片から蛋白を抽出し，p53 モノクローナル抗体

（DO-7）を用い施行した．

免疫組織学的染色において，49例中 25例（40.8

％）に p53発現を認めた．ウェスタンブロット法

にても蛋白発現を認めた．p53の発現は，年齢・

月経の有無・FIGO stage・再発症例間で有意差を

認めた．p53発現症例では，生存率が低い傾向は

あったが有意差はなかった．また扁平上皮癌で

p53 発現が多い傾向にあったが有意差はなかっ

た．リンパ節転移の有無との相関は見られなかっ

た．子宮旁組織に浸潤したものでは p53発現が多

い傾向はあったが有意差はなかった．HPV DNA

を検索し得た 25例中，19例（76％）が HPV DNA

陽性，6例（24％）が陰性であった．HPVの陽性

と年齢については，FIGO stage・組織型・リンパ

節転移・子宮旁組織への浸潤の有無・再発・生存

率との間にはいずれも有意差を認めなかった．

p53 の発現と HPV DNA の陽性との間には有意差

を認めなかった．また，p53の発現と HPVの type

にも相関はなかった．

臨床的予後因子のうち，子宮旁組織への浸潤例

での再発は有意に高率であった．年齢および

FIGO stage は再発に関連する傾向はあったが有

意差はなかった．またリンパ節転移症例では再発

が多い傾向にあったが有意差は認められなかっ

た．49例中 11名に再発を認め（22.4％），このう

ち 8例（72.7％）が p53陽性であった．

これらの結果より，子宮頸癌においては p53の

発現は年齢・月経の有無・FIGO stage と相関し，

かつ予後因子，特に再発を予測するマーカーにな

り得る可能性が示唆された．

審査の結果の要旨

本研究は，子宮頸癌における p53遺伝子発現が

予後と関連しかつ再発リスクの予知にも有用であ
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ることを始めて明らかにしたもので，実地臨床上

も非常に有意義な研究であり，学位を授与するに

値するものと認める．

【1431】

氏　名（本　籍）四
しの

　宮
みや

　敏
とし

　章
あき

（香川県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 645号

学位授与の日付 平成 18年 7月 28日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

Plasma acylated ghrelin levels correlate with 

subjective symptoms of functional dyspepsia in 

female patients

論文審査委員 主査（教授）岡崎和一　

（教授）稲垣千代子　（教授）中井吉英

論文内容の要旨

グレリンは主として胃内分泌細胞より分泌され

る脳―腸管ペプチドである．グレリンの生理作用

には成長ホルモン分泌促進，摂食促進作用が知ら

れているが，胃酸分泌促進，胃蠕動運動促進，胃

食物通過時間の短縮などの弛緩作用も報告されて

いる．

Functional dyspepsia（FD）は上部消化管の代表

的な機能性胃腸障害の一つであり，胃痛，嘔気，

膨満感などの症状を訴え医療機関を受診する患者

の 60～ 70％と報告されている．また，消化管の

motilityや sensitivityが FDの病態に関与している

可能性が示唆されている．グレリンが FD の病態

に関与している可能性を検討するため，FD 患者

の血清グレリンを測定し検討した．

18 名の女性 FD 患者と 18 名の女性健常者を対

象に同意を得た上で採血した．アシル化グレリ

ン濃度および脱アシル化グレリン濃度を，それ

ぞれ市販されている「Active Ghrelin ELISAkit」，

「Desacyl-Ghrelin ELISA kit」を用いて測定した．

その結果，両者に有意の差はみられなかつたが，

FD 患者群におけるアシル化グレリン濃度と各パ

ラメーター（症状スコア，成長ホルモン，IGF-1，

インスリン，血糖値，HOMA-IR，レプチン，遊離

脂肪酸）との相関を調べたところ，自覚的症状ス

コアと有意に相関した．しかし，脱アシル化グレ

リン濃度において相関は認められなかった．ま

た，アシル化グレリン濃度はアシル化グレリンと

脱アシル化グレリンの比（A/D ratio）と強い相関

が認められた．血漿アシル化グレリン濃度と A/D

比との相関は，アシル化に関わる酵素が高グレリ

ン濃度の際に増加し，低グレリン濃度の際に減少

している可能性を示唆している．また，血漿アシ

ル化グレリン濃度が自覚症状スコアと相関する

点は，アシル化グレリンが FD 患者の消化管の

motilityやsensitivityに影響している可能性が示唆

された．

審査の結果の要旨

本研究により，FD患者の機能異常が胃由来の

グレリンの分泌あるいは生産に影響を与えている

という知見と可能性が確認された点は，本症の病

態の解明や治療薬の開発に大変有益であり，学位

に値するものと認められた．

【1432】

氏　名（本　籍）長
は

谷
せ

川
がわ

　隆
たか

　正
まさ

（大阪府）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 646号

学位授与の日付 平成 18年 10月 31日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

The regulation of S100A12 (EN-RAGE) protein 

expression

論文審査委員 主査（教授）伊藤誠二　

（教授）木梨達雄　（教授）岩坂壽二

論文内容の要旨

【背景 1】

糖化蛋白 AGE（advanced glycation endproducts）

の受容体である RAGE（receptor for AGE）へのリ

ガンドとして最近 S100 蛋白が報告された．S100

蛋白は現在 16種類以上のサブタイプが確認され，

その機能は多岐にわたっている．これらのサブタ

イプの内 S100A12（EN-RAGE）は AGEと同様に
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RAGEを介して血管平滑筋細胞のNF-kBを活性化

し増殖を促進し，また単球の遊走能を亢進させる

ことが報告されその細小血管および大血管障害へ

の関連が注目されている．

しかし，S100A12（EN-RAGE）遺伝子発現の調

節因子についてはまだ不明な点が多い．そこで，

まず THP-1 マクロファージ細胞を用い S100A12

（EN-RAGE）遺伝子発現の調節因子について検討

した．（主論文 -1）

【方法 1】

ノーザンブロット法および RT-PCR法を用いて

S100A12 mRNAを定量した（n=5）．また培養上清

中のS100A12タンパク質濃度をその特異抗体を用

いた ELISA法にて定量した．

【結果 1】

ヒト THP-1単球細胞を 160 nM PMAと 16時間

布置しマクロファージに分化後 total RNA を抽出

し，ノーザンブロット法で S100A12 mRNAの存在

を確認した．この THP-1マクロファージを用いて

動脈硬化を促進させる様々なサイトカイン（IL-

1β, IL-6, TNF-α, MCP-1）を布置し S100A12 mRNA

量への効果を検討した．その結果，S100A12 mRNA

は IL-6のみで有意な増加を認めたがその他のサイ

トカインでは有意な変化を認めなかった．用量依

存性を検討すると IL-6（100 ng/ml）により S100A12

mRNA量は 16時間後で約 2倍に増加し，16時間

布置による用量依存性を検討すると ED50 は約

3 ng/mlであった．また，THP-1マクロファージか

ら実際にS100A12タンパク質が分泌されているか

を検討したところTHP-1マクロファージ上清中に

S100A12タンパク質を ELISAにより確認でき（約

0.67 ng/dl），IL-6添加後 20時間すると約 20％の

有意な増加を認めた．

THP-1マクロファージにタンパク合成阻害薬で

ある cycloheximide（2 μg/dl）を 90分間前布置し

IL-6 を布置すると IL-6 による S100A12 mRNA の

増加は完全に抑制された．

次に，この S100A12 mRNAやタンパク質がこれ

まで明らかになっている IL-6シグナル伝達系のう

ち JAK-STAT系と SHP2-MAPK系のどちらを介し

ているのかを検討した．THP-1マクロファージを

JAK inhibitorであるAG490と前布置すると IL-6に

よる S100A12 mRNA の増加は完全に阻害された．

しかしMEK inhibitorである PD98509では阻害さ

れなかった．

最後に，動脈硬化促進に働く遺伝子発現を抑制

するといわれているPPARγアゴニストであるピオ

グリタゾンを用いS100A12遺伝子に対する効果を

検討した．ピオグリタゾン（50 μM）添加により

THP-1 マクロファージの S100A12 mRNA は減少

し，12時間後に約 50％に，24時間後には 30％以

下となった．ピオグリタゾン 24 時間布置による

用量依存性を検討すると ED50は約 10 μMであっ

た．またピオグリタゾン（25 μM）と前布置に IL-

6（100 ng/ml）を添加しても S100A12 mRNAの増

加は認められなかった．

【考察 1】

THP-1マクロファージにおいて，IL-6は SHP2-

MAPK 系を介さず JAK-STAT 系のみを介して

S100A12 mRNAを増加させそのタンパク質合成を

促進した．また，cycloheximideにより IL-6による

S100A12 mRNA の増加を阻害したことから JAK-

STAT系を介した新規タンパク質が S100A12

mRNA 発現に関与していることが明らかとなっ

た．一方，PPARγアゴニストであるピオグリタゾ

ンは S100A12 mRNA を低下させ，また IL-6 によ

る S100A12 mRNAの増加作用も阻害した．

このようにヒトマクロファージでS100A12タン

パク質が合成・分泌され，動脈硬化巣において増

加していると言われている IL-6により発現増強さ

れ糖尿病性合併症を含む各種血管障害への増悪因

子となり，またチアゾリジン誘導体であるピオグ

リタゾンが PPARγ を活性化することにより，こ

れらのS100A12タンパク質増加の抑制を介して各

種血管障害の進展を抑制する可能性を明らかにし

た．

【背景 2】

次に，ヒト血中において S100A12タンパク質が

存在するのか，存在するのであればどのような臨

床病態学的意義があるのかを，糖尿病患者におけ

る血漿S100A12タンパク質濃度の測定を試み検討

した．（主論文 -2）

【方法 2】

合成ヒトS100A12タンパク質に対するエピトー

プの異なる 2種類のモノクローナル特異抗体を用

いたサンドイッチ ELISA法を作成し，2型糖尿病

患者血漿を用い血中S100A12蛋白質濃度を測定し

た．
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【結果 2】

本研究で作成した血中 S100A12 濃度測定用

ELISAの測定限界は 0.2 ng/mlであった．このELISA

での intra-assay の CV 値は 4％未満で inter-assay

の CV値は 9％未満であった．そこで，この ELISA

法を用いて 2型糖尿病 41例（DM群），非糖尿病

35例（Non-DM群）において血漿 S100A12タンパ

ク質濃度を比較すると，DM群 19.6±5.26 vs Non-

DM群 8.1±0.81 ng/ml（p<0.001）と DM群におい

て 2倍以上の有意な高値を認めた．また全患者で

の単相関を観ると，血漿 S100A12 濃度と HbA1c

（R=0.455, p<0.001），血糖値（R=0.281, p=0.019），

高感度 CRP値（R=0.223, p=0.048）および白血球

数値（R=0.325, p=0.007）と有意の正相関を認め

た．しかし上記の全てを独立変数としてステップ

ワイズ回帰分析を行なうと HbA1c 値（R=0.467,

p=0.0001）および白血球数（R=0.316, p=0.0001）

のみが血中S100A12濃度の有意な独立規定因子で

あった．

【考察 2】

ヒトの血中におけるS100A12タンパク質濃度の

高感度測定系を構築した．この測定系を用いて血

漿中のS100A12タンパク質濃度に血糖調節因子と

炎症関連因子が関与する可能性を明らかにした．

【まとめ】

主論文 1，2 の研究結果より S100A12 タンパク

質が糖尿病における細小血管および大血管障害へ

の促進因子である可能性が示唆された．

審査の結果の要旨

本研究は新規な内容を含んでおり，医学に資す

るところ大と考え，学位に値すると判断された．

【1433】

氏　名（本　籍）稲
いな

　田
だ

　武
たけ

　文
ふみ

（和歌山県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 647号

学位授与の日付 平成 18年 11月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

A new method of measuring gastric emptying 

and gastrointestinal transit in mice and its 

application in the fields of anesthesiology

論文審査委員 主査（教授）岡崎和一　

（教授）稲垣千代子　（教授）新宮　興

論文内容の要旨

【目的】

集中治療室（ICU）では，しばしば重症患者に

対し栄養管理が行われる．経腸栄養はその有用性

より近年広く用いられているが，その成否は腸管

機能に依存している．一方 ICUの重症患者は，さ

まざまな疾患を有し，また治療のため多くの薬剤

が投与されており，これらによる腸管運動抑制が

大きな問題となっている．したがって ICUで頻見

される疾患や頻用される薬剤の腸管運動に対する

作用を知ることは，麻酔科医にとって興味ある事

項である．

ラットやマウスを用いての胃・腸管運動の研究

では，以前より放射性同位元素を用いた方法が

Gold standardとされてきた．この方法は，放射性

同位元素で標識された粒子を動物の胃内に投与

し，標識物質の胃・腸管内での分布をみるもので

ある．しかしながら，放射性物質の使用には，放

射性崩壊や保管・廃棄に伴う物理的，法的な問題

などさまざまな制約が多い．そのような不便さゆ

え，従来放射性物質を用いてきた実験の多くが，

今や非放射性標識物質を用いたものに取って代わ

られている．われわれは，胃・腸管運動測定分野

において，蛍光標識粒子が放射性標識粒子に取っ

て代われないものかと考えた．

本研究の第一の目的は，蛍光標識粒子とフロー

サイトメトリーを用いた新しい胃・腸管運動測定

法をマウスを用いて開発することである．第二の

目的は，この方法を用いて，ICUで広く用いられ
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ている麻酔鎮静薬であるプロポフォルとミダゾラ

ムの，胃・腸管運動に及ぼす影響を明らかにする

ことである．第三の目的は，ICUで最も頻度の高

い疾患の一つである敗血症において，その原因物

質であるエンドトキシンの胃・腸管運動に対する

影響を調べることである．

【方法および結果】

1．マウスでの，蛍光標識粒子とフローサイトメ

トリーを用いた胃・腸管運動測定法の開発

【方法】　Balb/c雄マウス（6–7週）を用いた．16–

24時間の絶食ののち，ポリスチレン微小蛍光ビー

ズを含む生食 200 μlをハロタン浅麻酔下に胃内に

投与した．30分後胃・腸管を採取し，管内のビー

ズ数をフローサイトメーターを用い測定し，胃排

泄率および小腸通過速度を計算した．また，モル

ヒネ（1, 10 mg/kg），デクスメデトミディン（0.003,

0.01 mg/kg）を腹腔内投与した 30分後，胃排泄率

および小腸通過速度を測定した．

【結果】　薬剤非投与マウスにて 2 μmの蛍光ビー

ズと 6 μm の蛍光ビーズを投与し比較したところ

前者では腸管からの有意な吸収が認められたのに

対し，後者ではその様なビーズの体内への吸収は

認められなかったため，蛍光ビーズの大きさは

6 μmが妥当だと考えた．また，モルヒネ投与マウ

スで，6 μmビーズを用いたところモルヒネ投与

により腸管からの有意なビーズの吸収が認められ

た．そのため，6 μmの蛍光ビーズに加え過大量の

0.85 μm 非蛍光ビーズを同時投与したところ腸管

からの蛍光ビーズの吸収は有意に阻害された．

従って以後の実験では 6 μm の蛍光ビーズに加え

0.85 μm の過大量の非蛍光ビーズを投与すること

とした．その結果，モルヒネは用量依存的に胃排

泄および小腸通過を抑制したのに対し，デクスメ

デトミディンでは小腸通過は抑制したが，胃排泄

は抑制しなかった．これらの結果は従来の放射性

同位元素を用いての結果と同様であり当フローサ

イトメトリーを用いた方法の有用性が示されたこ

とになる．

2．プロポフォルおよびミダゾラムの胃排泄およ

び小腸通過に対する影響

【方法と結果】　プロポフォル（50, 100 mg/kg）あ

るいはミダゾラム（25, 50 mg/kg）を腹腔内投与 10

分後，胃排泄および小腸通過を測定したところ，

低用量では，何れの薬剤も胃排泄を同程度に軽度

抑制したが，小腸通過はミダゾラムで有意な抑制

が認められた．高用量では何れの薬剤も同程度に

胃・腸管運動を抑制した．

3．エンドトキシンの胃排泄および小腸通過に及

ぼす影響

【方法と結果】　リポ多糖体（LPS）投与後胃排泄

および小腸通過を測定したところ，投与後 1.5 時

間（早期エンドトキシン血症）および 8時間（晩

期エンドトキシン血症）において胃排泄および小

腸通過の抑制が認められた．また，エンドトキシ

ン血症時にみられる胃・腸管運動障害は，LPSに

より誘導される因子が関与すると考えられるの

で，その主な因子である一酸化窒素（NO），腫瘍

壊死因子 (TNF)-α，インターロイキン (IL)-1βおよ

び IL-6の胃・腸管運動に対する影響を調べた．そ

の結果 NO，TNF-α で胃排泄および小腸通過の抑

制が認められることがわかった．従って LPSによ

る胃・腸管運動抑制作用は NOや TNF-αの影響と

類似することが示された．早期エンドトキシン血

症では，選択的誘導型 NO合成酵素阻害薬である

1400 Wにより，胃排泄および小腸通過抑制の改善

がみられたが，抗 TNF-α 抗体投与では改善は認

められなかった．一方晩期エンドトキシン血症で

は，1400 W および抗 TNF-α 抗体により胃排泄抑

制は改善されたが，小腸通過抑制は抗 TNF-α抗

体によってのみ改善が認められた．したがって

LPSによる胃・腸管運動抑制の機序は，LPS投与

後の時期により異なることが示唆された．

【結語】

マウスでの，蛍光ビーズとフローサイトメト

リーを用いた新しい胃・腸管運動測定法を開発し

た．本方法は，放射性同位元素を使用しないとい

う利点があり，薬剤や疾患の胃・腸管運動に対す

る影響を調べるのに大変有用となりうる．

審査の結果の要旨

本研究は，胃・腸管運動研究に従来用いられて

きた放射性同位元素の欠点を克服するために，蛍

光標識粒子とフローサイトメトリーを用いた新た

な方法を胃・腸管運動研究手法として開発し，麻

酔科・集中治療領域研究への応用に有益であるこ

とを示した．さらに菌血症における胃排泄・小腸

通過時間の遅延に一酸化窒素および TNF-α が関

与していることを示した．審査の結果，医学博士
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を授与するに値することを認めた．

【1434】

氏　名（本　籍）中
なか
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（京都府）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 648号

学位授与の日付 平成 18年 11月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

Motor functions of the posterior parietal cortex 

in monkeys

論文審査委員 主査（教授）杉本哲夫　

（教授）日下博文　（教授）玄番央恵

論文内容の要旨

【研究目的】

我々は先行研究においてサルに様々な体部位を

用いた自発的な運動をさせると，運動前野，運動

野，体性感覚野および補足運動野だけでなく頭頂

葉後部（posterior parietal cortex: PPC，5野と 7野）

の表面と 2.0–3.0 mm 深部に慢性的に埋め込んだ

電極からも表面―陰性，深部―陽性の大脳皮質電

場電位が運動開始前に記録でき，この表面―陰

性，深部―陽性の電場電位がヒトの運動準備電位

に相当するように考えられることを報告した．他

方，運動前野，運動野および体性感覚野から出現

する運動前電場電位の振幅は運動実施に必要な筋

力に応じて運動前に変化することがわかってい

る．しかし，PPCから出現する運動前電場電位の

振幅と筋力の関係については不明であるので本研

究において検討してみた．さらに，この運動前電

場電位が真に運動を開始するための筋電活動を引

き起こす準備電位であるかどうかを確かめるため

に，PPCを含む様々な大脳皮質領野を電気刺激し

てどの体部位の筋肉がどのくらいの刺激強度で活

性化されるかについても本研究で検討した．

【研究方法】

1．2頭のサルに手を用いた自発的なレバー上げ運

動を訓練し，その後多くの大脳皮質領野の表面

と 2.0–3.0 mm 深部に電極を慢性的に埋め込む

手術をした．術後回復したサルに負荷（200–

400 g）のかかった，もしくは負荷のかかって

いないレバーを自発的に手で上げる運動を行

わせ，運動施行中の大脳皮質電場電位を埋め込

んだ電極から記録し，解析した．

2．上記の研究で用いたサルにもう 1 頭を加えた

合計 3頭のサルを使って，多くの大脳皮質領野

の埋め込み電極に単発のパルス電流（強度；

0.050–4.000 mA：刺激時間；1 ms）を 6秒間隔

で 10 回与えて筋電図を記録した．筋電図は両

側の顔，胴，手首および足首の全 8筋から表面

皿電極を用いて同時記録し，比較した．

【結果】

1．負荷が大きくなって，レバーを上げるために必

要となる筋力が増加するに伴い，運動前野，運

動野および体性感覚野と同様に PPC から記録

された運動前電場電位の振幅は大きくなった．

2．5野および 7野を電気刺激すると，運動野を刺

激した時と同様に体部位局在性の筋電活動が

生じた．筋電活動を誘発するのに必要な刺激強

度は 5 野を刺激する場合は運動野の場合に比

べてわずかに高い程度であったが，一方，7野

を刺激する場合は運動野の場合に比べてかな

り高かった．

【考察】

以上のことから，PPCは運動野と同様，筋力の

予測制御に関わっていることがわかった．一方

PPC，特に 7 野は，純粋な感覚機能や運動機能と

いうよりもむしろ，視覚刺激を用いた眼球運動や

手を使った視覚的到達運動のような感覚運動統

御機能に関連していると従来考えられてきたが，

我々の先行研究において明らかなように，様々な

体部位を用いた自発的な運動の開始前，PPCに出

現する運動前電場電位が体部位局在性であり，さ

らに本研究において，PPCの運動前電場電位の出

現する部位を電気刺激すると，筋活動の誘発に必

要な刺激強度は運動野より高かったが，運動野と

同様の体部位局在性の筋活動が記録できた．これ

らは PPC が運動野と同様に純粋な運動機能に関

わっていることを示している．

一方，最近の我々の研究から，サルの正中神経

を電気刺激すると，刺激と対側の大脳半球におい

て極めて短潜時の体性感覚誘発電位が体性感覚野

だけでなく 5野および 7野からも記録できた．こ

れは受動的もしくは能動的な手の運動により生じ
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る興奮性の体性感覚神経インパルスが体性感覚野

と PPC を活性化するのに有用なことを示唆する．

他方，サルの運動野の機能低下を体性感覚野が代

償して運動機能をある程度回復させることは佐々

木と玄番により報告されている．

以上，本研究で PPCが純粋な運動機能に関与す

ることを明らかにしたことにより，例えば，運動

野の障害による運動機能低下の場合，体性感覚野

だけでなく PPCを積極的に活性化することが，運

動機能の回復に有用であると期待される．そして

それら頭頂葉を活性化するのに，皮膚のマッサー

ジや運動トレーニングなど末梢の体性感覚神経を

興奮させる治療法は有効なように考えられる．

審査の結果の要旨

独創的な手法を駆使してサルの頭頂葉後部が筋

力の予測制御に関わることを明らかにし，さらに

それらの部位を電気刺激して体部位局在性の筋活

動を誘発したことにより，頭頂葉後部が運動野と

同様の純粋な運動機能に関わることを明らかにし

た本研究は学位に値すると判断される．本研究に

より，運動野障害により低下した運動機能の改善

に，頭頂葉後部活性化の有用なことが示唆され

た．

【1435】

氏　名（本　籍）山
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学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 649号

学位授与の日付 平成 18年 10月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

Effect of beta-blockers on the mortality of 

Japanese patients with myocardial infarction

論文審査委員 主査（教授）岩坂壽二　

（教授）今村洋二　（教授）稲垣千代子

論文内容の要旨

【研究目的】

急性心筋梗塞（AMI）後の死亡や再狭窄予防と

して β-ブロッカーはこれまで様々な臨床研究が

なされてきた．それは虚血抑止，降圧効果，抗不

整脈，抗血栓効果と考えられているが，一方で日

本人に多いとされている冠動脈攣縮には β-ブ

ロッカーは悪化させるとの報告が多い．これまで

日本人での AMI後の β-ブロッカーの予後効果（2

次予防）は明らかにされてはおらず，本研究は β-

ブロッカーの AMI後の臨床経過に与える影響を

単一施設の症例をもとに明らかにすることを目的

とした．

【研究方法】

1994年 5月から 2001年 12月まで関西医科大学

附属病院 CCUに初回発症の AMIで入院した連続

646例の中で，入院中の急性期死亡 57例と冠動脈

バイパス術を受けた 43 例を除く 546 例を対象と

した．経口 β-ブロッカーは禁忌がない限り投与

し，外来通院状況や電話などにより調査した．

患者背景の中から抽出した要因は加齢，性別，

Q波梗塞，急性期の再環流療法の有無，Killip分

類，入院時 CPK値，危険因子としての喫煙，高血

圧，糖尿病，高コレステロール血症，治療薬とし

てアンギオテンシン I変換酵素阻害薬の投与，Ca

拮抗薬の投与，HMG-CoA阻害剤の投与，そして，

β-ブロッカーの投与の有無を用いた．

【結果】

546例を 2.0±1.1年間経過観察し 46例（8.4％）

が死亡した．400例（73.3％）で退院時に β-ブロッ

カーの投与を受けた．146例（26.7％）が β-ブロッ

カーの投与を受けず，理由として 51 例（34.9％）

が心不全のない低血圧，44例（30.1％）が徐脈性

不整脈，19 例（13％）がうっ血性心不全，11 例

（7.5％）が慢性腎不全，11例（7.5％）が慢性閉塞

性肺疾患，5例（3.4％）が末梢動脈疾患，4例（2.7

％）が冠動脈攣縮，1例（0.7％）が β-ブロッカー

による肝障害であった．

525 例が冠動脈造影を受けており，梗塞に関係

した冠動脈病変がなかったのは 27例（5.1％），そ

のうち 23例（85.2％）で Ca拮抗薬が投与されて

いた．β-ブロッカーは有意狭窄がない例では 44％

の症例でのみ投与され，有意狭窄を有する例の 75

％に比して有意に投与例数は少なかった．かつ β-

ブロッカー非投与例のすべてで Ca 拮抗薬が投与

されていた．使用された β-ブロッカーの種類では

metoprolol（80％），次いで propranolol（11％），

atenolol（6％）という順であった．



2008 年　第 2・3・4 号 37

次に退院後の生存に独立した因子として最も有

意な因子は β-ブロッカーであった（hazard ratio=

0.51, 95％ confidence interval: 0.27 to 0.95, p=

0.0344）．他の独立した因子には高齢，男性，血清

クレアチニン値，Killip 2以上が有意であった．

【考察】

冠動脈攣縮を有する虚血性心疾患に β-ブロッ

カーを使用することは冠動脈攣縮の頻度が高い日

本人では特に懸念されている．その背景として，

血管拡張性 β-アドレナリン受容体を遮断するこ

とは，交感神経の影響すなわち a-アドレナリン性

血管収縮反応のため冠攣縮を悪化させる可能性が

考えられるからである．一方，欧米での 2次予防

の第 1選択薬は β-ブロッカーである．これらの背

景が日本人に対する β-ブロッカー投与頻度を低

くしている．その一方，α-ブロッカーには長期二

重盲検無作為試験で冠攣縮を予防しないと報告さ

れている．これまでの報告で少数の例では β- ブ

ロッカーが冠動脈攣縮を悪化したとあるが，確立

したデータはない．Maseriたちは，断片的な冠動

脈攣縮は自律神経の異常でなくレセプターの刺激

活動の反応による動脈壁の局所的な過度の反応で

あることを明らかにした．ゆえに本研究で示した

日本人においても β-ブロッカー投与により高い生

存率に寄与した結果は Maseri らの成績を支持す

るものであった．

代表的メタアナリシスでは 23％の死亡率低下

であったが，本研究では日本人が有する β-ブロッ

カーの冠動脈攣縮に対する悪影響を含めたとして

も 49％も死亡率の低下を示した．

【結語】

日本人での虚血性心疾患に対する β-ブロッカー

療法は冠動脈の攣縮を増やし生存率を悪化させる

と考えられていたが，日本人でも心筋梗塞後の退

院後の生存率を改善することが明らかになった．

審査の結果の要旨

本研究は新規な内容を含んでおり，医学に資す

るところ大と考え，学位に値すると判断された．

【1436】

氏　名（本　籍）森
もり

　　　伸
のぶ

　生
お

（富山県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 650号

学位授与の日付 平成 18年 12月 28日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

Development of a New Method for Diagnosis 

of Rubella Virus Infection by Reverse 

Transcription-Loop-Mediated Isothermal 

Amplification

論文審査委員 主査（教授）西山利正　

（教授）藤澤順一　（教授）金子一成

論文内容の要旨

【研究目的】

風疹は小児の日常感染症の一つであり，多くは

後遺症を残さずに治癒する．一方，風疹ウイルス

に対する免疫がない妊婦が，妊娠初期に風疹に感

染すると，難聴，白内障，先天性心奇形などを合

併した先天性風疹感染症・症候群（以下，CRS）

の児を出産する危険性がある．WHO は，発展途

上国を中心に毎年 100,000例の CRS症例が出生し

ていると推測している．また，43％の国で風疹ワ

クチンが定期接種に導入されておらず，公衆衛生

上の問題は大きい．

風疹と CRS は，無症状感染例や典型的な症状

を認めない例があり，臨床症状だけでは診断が困

難な時もある．現在，臨床現場で利用されている

検査法には，ウイルス分離法，HI法，EIA法があ

るが，それぞれ問題がある．検査法の向上は，風

疹と CRSの正確な診断に重要である．我々は，風

疹ウイルス遺伝子を検出する遺伝子増幅検査法

（RT-LAMP 法）を開発し，RT-PCR 法とウイルス

分離法と比較検討した．

【研究方法】

RT-LAMP 法の検出限界の感度について，風疹

ワクチン株（高橋株）を用いて RT-PCR法と比較

した．次に，2004年に風疹の流行があった栃木で

得られた風疹罹患患者 9人の検体を用いて，RT-

LAMP法，RT-PCR法，ウイルス分離法を行い，

陽性率を比較した．
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【結果】

風疹ワクチン（高橋株）ウイルスの培養液（感

染価 10–5.5 PFU/0.1 ml）200 μl から抽出された

RNA を 10 倍階段希釈し，その希釈溶液を用いて

検出限界を測定した．RT-LAMP 法と RT-PCR 法

ともに，10–5までに希釈された RNA溶液での検

出が可能であり，検出限界は 30 PFU/mlと推定さ

れた．

風疹と臨床診断された患者 9 人（0–8 歳，男 6

人女 3人，風疹ワクチンは 8人が未接種で，1人

は不明）から得られた検体で，RT-LAMP法，RT-

PCR法，ウイルス分離法の検査を行った．風疹に

対する IgM抗体が 9人中 4人で測定され，4人と

も陽性であった．風疹ウイルスは 3人（33.3％）

で分離され，遺伝子は RT-PCR法で 6人（66.7％），

RT-LAMP法で 7人（77.8％）から検出された．風

疹ウイルスが分離された 3 人からは，RT-PCR 法

と RT-LAMP 法の両方で遺伝子が検出された．分

離されなかった 6人では，RT-PCR法で 3人，RT-

LAMP法で 4人から検出された．2人で 3方法と

も陰性であったが，そのうちの 1人は風疹 IgMが

陽性で，もう 1人は検査診断された家族との接触

があった．IgM 陽性であった 4 人中 3 人で RT-

LAMP法と RT-PCR法で検出できた．そして，IgM

の検査を受けていない 5人中 4人で検出された．

【考察】

ワクチン（高橋）株と近年に日本国内で分離さ

れた風疹ウイルスともに，RT-LAMP法で遺伝子の

検出が可能であった．RT-LAMP法では，30 PFU/ml

の風疹ウイルスの遺伝子（RNA）の検出が可能で，

RT-PCR 法と同等の感度であった．また，臨床診

断された風疹患者 9人から得られた検体で，ウイ

ルス分離法と RT-PCR法と比較し，同等以上の検

出が可能であり，臨床現場での利用が期待される．

RT-LAMP法の手技は，ウイルス分離法や RT-PCR

法より，簡便で，かつ，迅速である．

RT-LAMP 法を用いた風疹の検査法の開発に

より，早期に正確な診断ができ，診断の誤分類

（misclassification）の発生を抑制でき，検査診断の

精度が向上される．集団発生の早期発見にも役立

つため，CRSの排除に向けた風疹対策に貢献でき

る．

審査の結果の要旨

申請者は，風疹の流行や先天性風疹症候群撲

滅を目的として，迅速かつ鋭敏な RT-LAMP法

（reverse transcription-loop-mediated isothermal

amplification）による風疹感染症診断法の確立を試

み，従来法（RT-PCR，ウイルス分離）と比較検討

の結果，臨床応用の期待できることを示した．

審査会では「RT-LAMP法の理論」「検査の特異

度」「早期診断の意義」や「ランニングコスト」な

どについて質問が出たが申請者は論理的に回答で

きていた．したがって十分，学位に値する研究と

考えられた．

【1437】

氏　名（本　籍）馬
ば

　殿
でん

　徹
てつ

　也
や

（兵庫県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 651号

学位授与の日付 平成 18年 12月 28日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

Sequential endoscopic findings and histological 

changes of N-nitrosomethylbenzylamine-

induced esophageal carcinogenesis in rats

論文審査委員 主査（教授）岡崎和一　

（教授）上山泰男　（教授）螺良愛郎

論文内容の要旨

食道癌の発生頻度や死亡率には地域差をみる．

疫学的に地域差は遺伝的素因と言うよりも環境因

子によると考えられており，なかでもニトロソ化

合物は食道発癌の一つの重要な要因であることが

実証されている．実験動物にも様々な種類のニト

ロソ化合物によって食道癌モデルは作製されてい

るが，今回 N-nitrosomethylbenzylamine（NMBA）

によりラットに食道癌を誘発し，発癌過程を胆道

ファイバーを用いて肉眼的に検索し，得られた内

視鏡所見を病理組織像と対比した．方法としては

F344/Jcl雄ラットを用い，7週齢より 15週間にわ

たり DMSOに溶解した 0.5 mg/kgの NMBAを週

1 回，計 15 回皮下注射する群（24 匹）と，等量

の DMSOを皮下注射した対照群（4匹）を作製し
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た．いずれの群も，7 週齢より隔週で食道内視鏡

検査を行い，適宜生検および剖検を施行した．食

道内視鏡所見は i）redness of mucosa，ii）loss of

visible blood vessel network，iii）plaque，iv）smooth

polyp，v）irregular polyp，vi）rough elevation の 6

つのカテゴリー分類を行い，病理組織像について

は i）blood vessel dilatation，ii）hyperkeratosis，iii）

acanthosis，iv）papilloma，v）dysplastic papilloma，

vi）carcinoma in situ，vii）invasive carcinoma の 7

つのカテゴリーに分類し，経時的な進展を観察す

るとともに互いの所見の対応を行った．その結

果，NMBA処置ラットの食道内視鏡所見を経時的

にみると，まず粘膜の充血を認め，その後充血が

消失し，限局性もしくはびまん性に粘膜下の血管

網が透見できなくなった．次いで plaque様の限局

した隆起を認め，隆起は高さを増し，楕円形で平

滑なポリープや表面に不整を見るポリープとな

り，やがて粗造な粘膜が確認された．食道の病理

組織像を経時的にみると，まず粘膜下の血管拡張

を認め，hyperkeratosis, acanthosisを経て異形成

のない papillomaとなる．さらに papillomaは異形

成を獲得し，carcinoma in situへと進み，粘膜の細

胞は時間依存性に悪性化する事が認められた．さ

らに内視鏡所見を病理組織像を対応したところ，

粘膜の発赤は粘膜下の血管拡張によるものであ

り，粘膜下の血管網の不透見性は hyperkeratosis

によるものであり，plaque は上皮の肥厚に対応

し，ポリープ形成は dysplastic papilloma，粗造粘

膜隆起は dysplastic polyp, carcinoma in situや inva-

sive carcinomaに対応していることが確認され，内

視鏡所見と病理学的所見に相関をみた．よって，

今回，小動物に対して経時的な内視鏡検査を可能

とした．そして，内視鏡所見を 6つのカテゴリー

に分類したところ，各々の内視鏡所見は組織像と

対応をみた．従って，小動物に対しても低侵襲的

に食道癌の進展過程が観察しうる．

審査の結果の要旨

化学発癌物質により誘発したラット食道癌モデ

ルを作製して，食道扁平上皮癌の形成過程を経時

的に内視鏡的に観察し，組織所見との対比を試み

た実験的研究である．その結果，内視鏡的には経

時的に粘膜の発赤，血管条の消失，プラーク形成，

平滑なポリープ，不整を呈するポリープ，粗造な

隆起といった像が順次出現し，各の組織学的悪性

進展経過と対応した．小動物を用いた食道癌形成

過程の内視鏡的観察は今日までなされておらず，

学位に値するものと評価された．

【1438】

氏　名（本　籍）入
いり

　澤
さわ

　　　聡
さとし

（京都府）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 652号

学位授与の日付 平成 19年 1月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

Increased omega complexity and decreased 

microstate duration in non-medicated 

schizophrenic patients

論文審査委員 主査（教授）玄番央恵　

（教授）日下博文　（教授）木下利彦

論文内容の要旨

統合失調症は，思考障害，妄想，幻覚等の臨床

症状を特徴とするが，これらは，統合失調症者に

絶えず持続するのではなく，僅かな時間ごとに変

化し，かつ，正常な思考と混在すると考えられて

いる．このような臨床症状の不安定さは，統合失

調症の診断や重症度の判定を困難にさせる一因と

なっている．思考障害のような，時々刻々と変化

する障害を検証するには，高い時間解像能をもつ

手段が有用である．脳波検査は，その意味におい

て非常に優れた非侵襲的手法であり，その潜在能

力は極めて高い．多誘導脳波記録は，様々な脳神

経活動情報を含有することから，この電位情報の

空間的特性を考慮した検証の有用性が提唱されて

いる．多誘導脳波記録によって構成される脳電場

の空間構造は，時々刻々と変化する脳機能状態を

反映しており，その連続した電位図は，脳機能状

態の空間的変動過程を描写している．Lehmannら

は，このような多誘導から記録された電位情報の

空間的および時間的特性を踏まえた評価の重要性

を指摘している．本研究においては，未治療の統

合失調症者の多誘導脳波記録を用いて，主に空間

的特性を評価する global Omega complexity analysis
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と時間的特性を重視する EEG microstate analysis

の二手法を用いた．global Omega complexity anal-

ysis は，電位図を，電極数を次元とする状態空間

における点の連続（軌道）として捉え直し，この

軌道の形状を定量的に評価する指標である．これ

により，脳機能状態の空間的変動過程は，軌道の

複雑性を表す Omega Complexity（Ω），電位情報

を表わす Total Power（Σ），周波数情報を表わす

Generalized Frequency（Φ）により代表される．一

方，頭皮上から記録される電位図は，一定の類似

する電位構造が持続した後に急速な他の電位構造

に変化する．このほぼ安定した電場構造が連続し

て出現する区間を，Lehmannらは脳のmicrostates

と定義し，情報処理過程を担う電気的最小単位と

考えた．EEG microstate analysis は，脳電位図の

主成分およびクラスター解析により至適電位図と

その数を決定し，各至適電位図の duration（持続

時間）や occurrence（出現回数）を算出するもの

である．本研究の対象は，未治療の統合失調症者

24名（男性 12名，女性 12名，平均年齢 25.3±6.8

歳）と対照群 24名（男性 12名，女性 12名，平均

年齢 24.6±5.6歳）である．脳波記録は，頭皮上 19

部位（10/20法）より導出し，視察的にアーチファ

クトの混入しない安静覚醒閉眼時記録を34.2±8.6

秒選び，平均基準導出波形に変換した後，FFT-

filter を通して解析に供した．global Omega com-

plexity analysis の結果，統合失調症群の脳電位場

において，Ωは対照群に比して有意に高値を示し

た．また，Φは対照群に比して有意に低値，Σは

有意に高値を示した．EEG microstate analysis で

は，統合失調症群で，左前―右後の方向性をもつ

電位図の durationが有意に短縮していた．これら

の結果は，統合失調症者の脳電位場の同期化の減

少と神経活動の抑制，さらに，正常な情報処理の

中断によって引き起こされる統合失調症者の逸脱

した脳機能状態，すなわち，「脳神経活動の協調性

や連結性の低下」，さらに「逸脱した情報処理過

程」を示唆するものと考える．本研究は，包括的

な空間的時間的解析手法を組み合わせることによ

り，統合失調症者の脳機能に関する新たな知見を

供したと考える．

審査の結果の要旨

本研究は，未治療統合失調症者の多誘導脳波記

録を，global Omega complexity analysis と EEG

microstate analysisの二手法を用いて解析した．統

合失調症者の脳電位場の同期化の減少と神経活動

の抑制，さらに，正常な情報処理の中断によって

引き起こされる統合失調症者の逸脱した脳機能状

態を証明した点で，すぐれた研究であり，十分に

学位に値するものと認められた．

【1439】

氏　名（本　籍）狩
かり

　谷
や

　秀
しゅう

　治
じ

（和歌山県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 653号

学位授与の日付 平成 19年 1月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

COMPARISON OF PRIMARY PATENCY 

IN CUTTING BALLOON ANGIOPLASTY 

AND CONVENTIONAL BALLOON 

ANGIOPLASTY FOR DIFFERENT TYPES 

OF HEMODIALYSIS ACCESS STENOSIS

論文審査委員 主査（教授）岩坂壽二　

（教授）今村洋二　（教授）澤田　敏

論文内容の要旨

【研究目的】

慢性維持血液透析の長期化に伴ない透析アクセ

スの維持が困難になってきており経皮的血管形成

術（PTA）によるアクセスの開存期間の延長は重

要である．われわれは PTA にカッティングバ

ルーンを使用することで PTA 後の開存率を改善

できると考えた．この研究の目的はカッティング

バルーン PTA と通常バルーン PTA を比較しカッ

ティング PTAの開存率を評価することである．

【研究方法】

カッティングバルーン群は，2003年 1月から 9

月に PTA が適応となった全例にカッティングバ

ルーンのみを使用してPTAを行い前向きに調査し

た（72患者 87狭窄，男性 32人，女性 40人，平

均年齢 64.7±9.9 歳）．通常バルーン群は，通常バ

ルーンのみを使用した 2000年 10月から 2002年 8

月に PTA が適応となった全症例（67 患者 98 狭
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窄，男性 32 人，女性 35 人，平均年齢 61.8±10.6

歳）とした．すべての症例の観察期間は 450日．

血管壁の構造の違いから自家静脈狭窄，人工血管

自家静脈吻合部狭窄，人工血管内狭窄，ステント

内再狭窄の 4タイプの狭窄に分類した．カプラン

マイヤー法による両群の一次開存率をログランク

テストにて 4タイプ別に比較した．また χ2テスト

またはフィッシャーの直接法にて両群の開存率を

4タイプ別に比較した．

【結果】

自家静脈狭窄ではカッティングバルーン群の

6ヶ月一次開存率はそれぞれ 84.6％であり，通常

バルーン群のそれは 55.0％であり，両群に有意差

はなかったが（p=0.369），開存曲線上カッティン

グバルーン群の方が高く，さらに χ2テストでは

5，6，9ヶ月でカッティングバルーン群のほうが有

意に開存率は高かった（p=0.016, 0.014, 0.003）．

人工血管自家静脈吻合部狭窄ではカッティングバ

ルーン群の 6ヶ月一次開存率は 71.4％であり，通

常バルーン群の6ヶ月一次開存率は39.0％であり，

カッティングバルーン群のほうが有意に高かっ

た．（p=0.0394）．人工血管内狭窄ではカッティン

グバルーン群の6ヶ月一次開存率は50.0％であり，

通常バルーン群の 6ヶ月一次開存率は 75.0％であ

り，両群に有意差はなかった（p=0.379）．ステン

ト内再狭窄ではカッティングバルーン群の 6ヶ月

一次開存率は 30.0％であり，通常バルーン群の

6ヶ月一次開存率は 57.1％であり，両群に有意差

はなかった（p=0.923）．

【考察】

血管壁の脆弱な部分に過度な拡張力が加わり損

傷を生じさせる通常バルーン PTA に比べ，カッ

ティングバルーン PTAは，バルーンに装着したブ

レードが狭窄した血管壁に切痕を加え低圧で拡張

するので血管壁の損傷が少なく慢性期での再狭窄

が生じにくいとされる．われわれの結果でも人工

血管自家静脈吻合部狭窄と自家静脈狭窄ではカッ

ティングバルーンPTAのみで低圧にて拡張したほ

うが開存期間を長く保つ可能性を示した．しかし

血管壁に人工物があるため脆弱な部分がないと考

える人工血管内狭窄とステント内再狭窄では有意

差はなかった．これらの狭窄では通常バルーン

PTAにて高圧で拡張しても血管壁に人工物がある

ため脆弱な部分がなく損傷を免れ，むしろ狭窄の

原因である新生内膜を人工物構造とバルーンで高

圧にて圧迫するほうが有利ではないかと考えた．

【結語】

人工血管自家静脈吻合部狭窄ではカッティング

バルーンPTAのみを選択したほうが一次開存率は

高かったが，自家静脈狭窄，人工血管内狭窄，ス

テント内再狭窄では一次開存率に有意差は認めな

かった．

審査の結果の要旨

本研究は人工透析時のシャント狭窄に対する治

療方法をインターベンショナル ラジオロジの観

点から分析検討したもので，結果的に人工血管自

家静脈吻合部狭窄に対してはカッテイングバルー

ンの有用性を示しえた．この研究結果は新しい知

見を含んでいるのみならず，この分野の臨床研究

を今後遂行する上での学問的一里塚としての価値

が認められる．学位に値する研究結果であると考

えられた．

【1440】

氏　名（本　籍）岡
おか

　田
だ

　智
とも

　行
ゆき

（広島県）

学 位 の 種 類 博士（医学）

学　位　番　号 乙　第 654号

学位授与の日付 平成 19年 1月 29日

学位授与の要件 学位規則第 5条第 2項該当

学位論文題目

Comparative immunobiology of thymic DC 

mRNA in autoimmune-prone mice

論文審査委員 主査（教授）福原資郎　

（教授）池原　進　（教授）薗田精昭

論文内容の要旨

【はじめに】

New Zealand Black（NZB）マウスは，自然発症

自己免疫疾患モデルマウスとして知られている．

NZBマウスにおける自己免疫疾患の発症機序は不

明であるが，胸腺上皮細胞の萎縮を含む胸腺の異

常が加齢に伴い発生することが報告されている．

胸腺の樹状細胞（Dendritic cell：DC）は，自己反

応性 T細胞の除去，いわゆる“Negative Selection”
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における自己抗原提示細胞として働いており，自

己免疫疾患の発症に関与することが推測される．

これまで我々は，自己免疫疾患マウスの胸腺 DC

の異常を検出するために，NZB マウスの胸腺 DC

についてチロシンキナーゼ（増殖や分化などの細

胞機能に関与する）の遺伝子発現プロファイルを

解析し，NZB マウスの胸腺 DC では，c-met チロ

シンキナーゼの遺伝子発現量が正常マウスに比べ

て亢進していることを見出した．（Okada T, et al.

Dev Immunol, 9: 29–34, 2002）

今回，他の自己免疫疾患マウスでも，NZBマウ

スと同様に胸腺 DCの異常があるのではないかと

考え，以下の実験を行った．

【研究方法】

①NZBマウスの胸腺 DCにおける c-met mRNAの

発現量の亢進が胸腺組織に特異的であるかを

検討するために，4週齢の NZBと正常 BALB/c

マウスの胸腺と脾臓の c-metのmRNAレベルを

リアルタイム PCRで測定した．

②他の自己免疫疾患マウスでも胸腺 DCにおける

c-met mRNAの発現量の亢進が検出されるかを

検討するために，4 週齢の MRL/lpr，NZB X

NZW F1（B/WF1），BXSB-Yaa，NODマウスの

胸腺 DCの c-met mRNAレベルをリアルタイム

PCRで測定した．胸腺と脾臓 DCを対照として

用いた．

③自己免疫疾患マウスの胸腺 DC における c-met

mRNA の発現量の亢進が，c-met の下流にある

E-cadherin（細胞間の接着に関与する）の発現

に関与するかを明らかにするために，E-cadherin

mRNAの発現量をリアルタイム PCRで測定し

た．

④自己免疫疾患マウスの胸腺 DC における c-met

mRNAの発現量の亢進が，胸腺ストローマ細胞

における肝細胞増殖因子（HGF：c-met のリガ

ンド）の発現と関連するかを明らかにするため

に，胸腺ストローマ細胞の HGF mRNA レベル

をリアルタイム PCRで測定した．胸腺ストロー

マ細胞は，胸腺細胞を 2週間培養し，フラスコ

に付着した細胞を使用した．

【結果】

①胸腺と脾臓における c-met mRNA レベルは

BALB/cとNZBマウス間で差が認められなかっ

た．

②一方，自己免疫疾患マウスの胸腺 DCにおいて

は，c-met mRNA レベルの発現亢進が共通に認

められた．一方，自己免疫疾患マウスの胸腺と

脾臓 DCにおいては，正常マウスに比べて c-met

mRNA レベルの差は認められず，c-met mRNA

レベルの亢進は胸腺 DCに特異的な現象と考え

られた．

③自己免疫疾患マウスの胸腺 DC において，E-

cadherin mRNAレベルの低下が認められた．

④自己免疫疾患マウスの胸腺ストローマ細胞に

おける HGF mRNA レベルは，正常マウスと差

が認められなかった．

【考察】

注目すべき発見は胸腺DCにおけるc-met mRNA

の発現量の亢進は自己免疫疾患を自然発症するマ

ウスで共通に認められたことである．また，c-met

の下流に位置する E-cadherin（細胞間の接着に関

与する）の発現量低下も観察されたことから，自

己免疫疾患マウスの胸腺DCにおけるc-met mRNA

の発現量の亢進が，胸腺内における細胞教育の異

常（胸腺 DCと T細胞の相互作用の低下）に関与

する可能性が示唆された．

審査の結果の要旨

本研究は，自己免疫疾患自然発症モデルマウ

スの共通の異常として，胸腺樹状細胞（DC）の

mRNAの発現量が亢進し，E-cadherinの発現量が

低下していることを見出した．これは，胸腺内で

の DCと T細胞の interactionが低下することによ

り，negative selectionの異常が惹起される可能性

があり，自己免疫疾患の病因を明らかにする上で，

重要な研究として充分学位に値するものとして評

価された．
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論文内容の要旨

【はじめに】

造血系細胞には，赤血球，白血球，血小板を作

る巨核球などがあり，これらは造血幹細胞から分

化・増殖するが，この分化・増殖に骨髄ストロー

マ細胞は不可欠の存在である．骨髄ストローマ細

胞は，造血幹細胞と cell-to-cell contactを行い，造

血幹細胞の維持，また成熟した造血系細胞を生涯

にわたり安定して供給し続けるために働いてい

る．我々は，以前骨髄ストローマ細胞と造血系細

胞の MHC が一致した方が，一致しないより，造

血が促進されることを報告した（Stem Cells 15;
461: 1997, Stem Cells 19; 46: 2001, Blood 89; 49:

1997）．また，最近，骨髄移植に際して，ドナーの

骨髄細胞を骨髄内に投与（Intra-bone marrow-bone

marrow transplantation: IBM-BMT）した方が，静

脈内に投与するより，ドナー由来の造血が促進さ

れることを報告した（Blood 97; 3292: 2001）．今回

の研究では，骨髄ストローマ細胞をドナー骨髄細

胞と共に骨髄内に移植し，ドナーの造血細胞に対

する作用を検討した．

【研究方法】ならびに【結果】

まず，C57BL/6由来の骨髄ストローマ細胞であ

る PA6を用いて実験を行った．ドナーを C57BL/

6(H-2b)としレシピエントをC3H(H-2k)とする同種

移植において day 12 の CFU-S のコロニーの形成

能の検討を行った．PA6（1×105）と骨髄細胞

（1×105）を，致死量の放射線照射を行った C3H

マウスに，それぞれ単独あるいは，混合して，静

脈内または骨髄内に投与した．ストローマ細胞

（PA6）と骨髄細胞を同じ骨の骨髄内に移植した場

合［IBM-(PA6+BMCs)］には，骨髄細胞のみを移

植した場合［IBM-BMCs］や PA6と骨髄細胞を静

脈内に投与した群［IV-(PA6+BMCs)］と比較して，

有意に多数のコロニーの形成が認められた．ま

た，移植後 12日の末梢血で比較しても，白血球

数，赤血球数，血小板数いずれも，［IBM-(PA6+

BMCs)］は［IBM-BMCs］や［IV-(PA6+BMCs)］

と比較して増加していた．また，増加している白

血球中でのドナー由来細胞の割合を検討すると，

［IBM-(PA6+BMCs)］では［IBM-BMCs］や［IV-

(PA6+BMCs)］と比較して増加が認められた．ま

た，同様の移植を行い，生存率の検討を行ったと

ころ，［IBM-BMCs］や［IV-(PA6+BMCs)］では 25

日以内に全例死亡したが，［IBM-(PA6+BMCs)］で

は 60％が 60 日以上生存した．この現象は，移植

後，ドナー骨髄細胞が早期に造血を回復すること

によると考えられた．

以上の結果をふまえて，細胞株である PA6に替

えて培養により増殖させた骨髄ストローマ細胞と

骨髄細胞を共に同種骨髄内骨髄移植を行った．

C57BL/6マウスの骨髄を in vitroで培養すること

により骨髄ストローマ細胞を増殖させ，これを

C57BL/6マウスから得られた骨髄細胞と共に前日

に致死量の放射線照射を行ったC3Hマウスに移植

した．ストローマ細胞と骨髄細胞を同時に同じ骨

の骨髄に移植した群では，骨髄細胞のみを移植し

た群やストローマ細胞と骨髄細胞を静脈内に投与

した群と比較して，より多くの day 12 CFU-Sの形

成が認められた．よって，細胞株のみならず，培

養によって増殖させたストローマ細胞も骨髄細胞

との同時骨髄移植により，ドナーの造血を促進出

来ることが明らかとなった．

【結語】

骨髄内骨髄移植は，ドナーの骨髄細胞をレシピ

エントの骨髄内に投与する骨髄移植法で，ドナー

造血細胞の早期造血の回復が望め，GvHDの発症

も抑制出来る方法であるが，さらに同じドナーか

ら前もって，骨髄を得て培養によってストローマ

細胞を増殖させ，同時に同じ骨髄内に移植するこ

とで，さらにドナーの造血を促進させうることが

明らかとなった．

ちょう
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審査の結果の要旨

本研究は，骨髄内骨髄移植の際に，前もって培

養により増殖させておいた，ドナーの骨髄スト

ローマ細胞を補充することによって，造血能の回

復を促進し，生着率，生存率を高めることをマウ

スで証明したもので，将来，ヒトへの応用にも役

立つ，大変重要な研究として充分学位に値するも

のとして評価された．
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g．英文抄録の記載順序は，表題，氏名，所属，

内容要旨（500語以内）とする．英文は専門的知識

のある人の校正を経たものでなければならない．

7．原稿の提出は編集委員宛とし，受付順に掲載す

るのを原則とする．

8．原稿は原著3部，その他の論文は2部を提出する．

9．著者による校正は原則として 2回とする．校正に

際して組版面積に影響を与える改変や極端な組替

えは許されない．

10．原稿の届け先は下記とする．

〒 570–8506 大阪府守口市文園町 10番 15号

関西医科大学内

関西医科大学医学会編集委員会宛

電話（06）6992–1001（大代表）

掲載料について

原著及び症例報告等の投稿については，投稿料が

必要であるが，その他のものについては原則として

無料とする．

1．和文普通組，欧文，文献組，組表，トレース，凸

版，写真版（カラーを含む）等はすべて時価（実

費負担）とする．

2．別刷は 30部まで贈呈，それ以上は実費負担．

3．学内会員については，各頁につき，和文 500円，

欧文 800円の割引を行う．



平成 19 年度予算 平成 18 年度決算

収入の部 収入の部

科　　　　目 予 算 額 科 目 予 算 決 算

前年度繰越金 7,301,477円 前年度繰越金 12,077,100円 12,077,100円

会　　　　費 1,500,000〃 会 費 1,650,000〃 1,734,000〃

投 稿 料 120,000〃 投 稿 料 120,000〃 131,972〃

広 告 料 396,000〃 広 告 料 396,000〃 396,000〃

預 金 利 息 769〃 預 金 利 息 769〃 4,312〃

大学補助金 950,000〃 大学補助金 950,000〃 950,000〃

寄 付 金 500,000〃 寄 付 金 500,000〃 500,000〃

雑 収 入 0〃 雑 収 入 0〃 471〃

収 入 合 計 10,768,246円 収 入 合 計 15,693,869円 15,793,855円

支出の部 支出の部

科 目 予 算 額 科 目 予 算 決 算

印刷製本費 9,068,246円 印刷製本費 13,993,869円 2,241,750円

通信運搬費 400,000〃 通信運搬費 400,000〃 188,140〃

消 耗 品 費 300,000〃 消 耗 品 費 300,000〃 312,488〃

会 合 費 500,000〃 会 合 費 500,000〃 0〃

雑 費 500,000〃 雑 費 500,000〃 5,750,000〃

小 計 15,693,869〃 8,492,378〃

次年度繰越金 7,301,477〃

支 出 合 計 10,768,246円 支 出 合 計 15,693,869〃 15,793,855〃

収 支差 引残 0円 収 支差 引残 0円 0円
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