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ProsodyandSubjectEllipsisinItTurnsOutThat-Clause
Construction

（２）a.ForrestreportsenemyhaveburnedChattanooga&

fled－thetruthturnsoutthathehasneverbeen

withinthreemilesoftheplace&theenemyarestill

there…

b.Firstthingofcoursewastofindthedogs.Which

turnsout,theywereholedupbackofthe－theplace

wherethelittlekidsgo,…

c.Andthatadjustmentisreallyhard,especiallyfor

thosewhohavepost-traumaticstressdisorderor

traumaticbraininjury.Thatturnsoutthatoneunfor-

tunatelycommonresultissuicide.

d.’Course,wefoundoutwhatwasgoingonintheend.

LeeJordan'sdadhadhadabitoftroublegetting

moneyoffBagmanaswell.Turnsouthe'sinbig

troublewiththegoblins.

（Otake２０１３a:１０-１４;underlinesinoriginal）

Otake（２０１３a:４）claimsthat,inspiteofitshighfre-

Introduction

Thispaperdiscussestheprosodyofitturnsoutthat-

clauseconstruction,asiscalledinOtake（２０１３b）.Thiscon-

structioncontainsthephrasalverbturnout,whichissyntac-

ticallyclassifiedasthesamegroupofverbsandphrasal

verbsasseem,appear,happen,andcomeaboutinthatthey

maybefollowedbyathat-clause,oranextraposedsubject.

（１）Itseemsthatyouaremistaken.

（Quirketal.１９８５:１１８３）

Whilethistypeofthat-clauseiscataphoricallyreferredto

bytheformalsubjectitthatusuallyappearsasthesentential

subject,theformalsubjectinitturnsoutthat-clausecon-

structioncanbereplacedbyothernominalsanditcanbede-

letedwithoutanynominaloccupyingthatposition:

KUWANAYasutomo＊

【Summary】
Thispaperdiscussestheprosodyofwhatiscalleditturnsoutthat-clauseconstruction.Ithasbeenobservedthatwhile

theconstructiontypicallyhastheformalsubjectitthatreferstothefollowingthat-clause,itcanalsoappearwithoutthesub-

ject,andthetwoversions,itturnsoutthat-clauseconstruction（thefullversion）andtheonewithouttheformalsubjectit

（theellipticalversion）,havebeendescribedandanalyzedinsemanticterms.Thequestiontobeaddressediswhetherthey

differprosodically.Theresultsoftheanalysesofpitchandpausesinthespokendatarevealthat,intheellipticalversion,the

downwardpitchmovementfromturnstooutisgreaterandthepausedurationbetweenoutanditsfollowingwordare

longerthanthoseofthefullversion.Itisarguedthat,intermsofprosody,thephrasalverbintheellipticalversionismore

likeacompoundservingasacommentclause.Prosodicvariationsobservedinthedataofthefullversionarealsodiscussed.

Keywords itturnsoutthat-clauseconstruction,subjectellipsis,pitch,pause

＊旭川医科大学 英語
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current English are necessary.

　Reviewing the previous studies concerning it turns out 

that-clause construction, I would like to address the ques-

tion whether the two versions, it turns out that-clause con-

struction（the full version）and the one without the formal 

subject it（the elliptical version）differ prosodically. The pur-

pose of this investigation is twofold. One is to describe pro-

sodic properties of each version, and the other is to discuss 

the results of the prosodic analyses in detail.

　The organization of this paper is as follows. Section ２ de-

scribes the method of data collection and its analyses. Sec-

tion ３ shows the results of the analyses and illustrates a 

representative example of each version. Section ４ discusses 

of the results in detail. Section ５ summarizes the discussion 

and concludes the paper.

Method

　In order to investigate the prosody of the two versions of 

it turns out that-clause construction, I collected a total of ３０ 

pieces of spoken data（a half of them contains the full ver-

sion and the other half the elliptical version）at Scientific 

American, an American science magazine, whose website 

offers podcasts that report scientific articles.　Using a 

speech analysis software, Praat, I judged the pitch（Hz）of 

turn and out and calculated the pitch difference between 

them. I also measured the pause duration（second）between 

out and its following word. I analyzed the results by t-test to 

see if there is any statistically significant difference between 

the two versions in pitch and pause.

Results

　The results of the investigation are listed in Tables １ and 

２ below, which reveal that, in the elliptical version, the 

downward pitch movement from turns to out is greater and 

the pause duration between out and its following word are 

longer than those in the full version（t=２.０１, df=２８, p<.０５ 

and t=２.７９, df=２８, p<.０１ respectively）. The typical exam-

ple of each version, No. １３ and No. １８, is shown along with 

its linguistic context in（５）and（６）and their pitch analyses 

in Figures １ and ２ below.

quency in use１, previous studies of it turns out that-clause 

construction have been inadequate in that they fail to de-

scribe its actual usages, and he attempts to provide a seman-

tic explanation to the construction and consider the 

mechanism of the ellipsis of the formal subject. He argues 

that the subject can be deleted if the semantic cohesion be-

tween the preceding sentence and the one of the construc-

tion is reinforced by such discourse markers as weird thing 

is and the long and short of it intervening the two sentences２:

（３） a.“We inspected the car, but it contained no bomb or 

weapons,”Marine Sgt. Michael Shahinian, ２５, said.

“Weird thing is, turns out the call came from this 画 臥蚊蚊蚊蚊
guy Bobby Adcock, who was two grades above me 

at Bakersfield High School.”

 b. So when I saw a BBC headline about a‘tipsy gene’ 

protecting against alcoholism I had to learn more. 

The long and short of it: turns out my being a light-画 臥蚊蚊蚊蚊蚊蚊蚊
weight could be a good thing.

（Otake ２０１３a: １９-２０; underlines in original）

　However, it is not clear why this is so, considering the 

fact that, as Otake（２０１３a）himself notes, these types of dis-

course marker can also appear in cases where the formal 

subject it actually occurs in this construction.

　In terms of prosody of it turns out that-clause construc-

tion, there seem to have been few studies.　As for the stress 

assignment of phrasal verbs composed of a verb and particle 

in general, it is pointed out that the primary stress is as-

signed on both of the elements（Watanabe １９９４: ９５）. In 

case of turn out, however, the description of its stress assign-

ment varies among linguists:

（４） a. t;rn 6ut　　　b. t<rn 6ut

　Konishi and Minamide（２００１: ２３０８）assign the primary 

stress on the second element and Takebayashi（２００２: ２６４９）

on both of the elements. Indeed, Inoue and Yagi（２００８: ５６）

argue that the descriptions of stress assignments on idio-

matic expressions in English-Japanese dictionaries may be 

inconsistent and inaccurate, and that, for English language 

teaching in Japan, more descriptive prosodic analyses of the 
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（６） No. １８

And the type of plants that thrived after the impact were dif-

ferent as well. Blonder and his colleagues studied thousands 

of fossil leaves from North Dakota, spanning about a mil-

lion years both before and after the impact. … Turns out 

that after the impact, the fossil record has more deciduous-

looking leaves…

（http://www.scientificamerican.com/podcast/episode/dino-

（５） No. １３

Now it's this latter muscle that's involuntary, so the crows 

feet smile is considered the real spontaneous emotion and is 

known as the Duchenne smile. It turns out the real thing has 

a lot of power.

（http://www.scientificamerican.com/podcast/episode/what-

makes-an-honest-smile-honest-10-12-11/; underline added）

Table １
Pitch of (A) Turns and (B) Out, Pitch Movement between 
(A) and (B), and Pause Duration between (B) and Its Fol-
lowing Word in the Full Version

Pause (Sec.)Pitch (Hz)No. (A)－(B)(B) out(A) turns
０.０２８.０１３７.０１４５.０１

０.００２３.３１５５.６１７８.９２

０.０５２８.９１７７.７２０６.６３

０.１０６２.９１２０.６１８３.５４

０.０７－７３.６２３８.９１６５.３５

０.００１３.７１９１.０２０４.７６

０.００５６.５１７４.６２３１.１７

０.０５２８.４７２.６１０１.０８

０.０２－９６.４２４７.５１５１.１９

０.０３３９.７１２８.４１６８.１１０

０.０９－１０９.６２４３.８１３４.２１１

０.００４.６１３１.６１３６.２１２

０.００１.８１７３.８１７５.６１３

０.００１７.４２１０.３２２７.７１４

０.０５２.９２１８.２２２１.１１５

０.０３０.６１７４.８１７５.３Ave.

Table ２
Pitch of (A) Turns and (B) Out, Pitch Movement between 
(A) and (B), and Pause Duration between (B) and Its Fol-
lowing Word in the Elliptical Version

Pause (Sec.)Pitch (Hz)No. (A)－(B)(B) out(A) turns
０.３１１６１.５８２.５２４４.０１６

０.００３０.４１５４.４１８４.８１７

０.１３３４.３１４９.７１８４.０１８

０.０２３４.７１８３.１２１７.８１９

０.１０２５.０１９４.５２１９.５２０

０.１２－２８.６１８２.７１５４.１２１

０.００１６.６１３０.２１４６.８２２

０.０８３４.１１９２.７２２６.８２３

０.１１６５.０１２２.０１８７.０２４

０.０８１０１.４７９.１１８０.５２５

０.４４－５０.４１３７.３８６.９２６

０.１９５１.９１７１.８２２３.７２７

０.０７２８.２１６４.６１９２.８２８

０.００１９.７１３７.６１５７.３２９

０.２１４２.５１６７.９２１０.４３０

０.１２３７.８１５０.０１８７.８Ave.

Figure １　Pitch Analysis of No. １３
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contour takes place, and the phrasal verb is separated from 

the rest of the sentence by a pause. These differences are 

most likely due to the possibility that, unlike the one in the 

full version, turns out in the elliptical version is more like a 

compound independent from the rest of the sentence serving 

as a comment clause. In what follows, I show the general 

characteristics of compounds and comment clauses, and dis-

cuss turns out in the elliptical in those terms.

　First, it is well-known that, in a concatenation of two 

nouns, the positions of the primary and secondary stresses 

depend on whether it is a phrase or a compound; the former 

receives the primary stress on the second element and the 

latter on the first element.

（７） a. Phrase

　　　bl!ck b6ard　d!rk r6om

 b. Compound

　　　bl"ckb5ard　d"rk r5om

　Turns out in the two versions of it turns out that-clause 

construction can be considered parallel to the contrast be-

tween（７a）and（７b）above. In terms of the stress assignment, 

turns out in the elliptical version is similar to that in（７b）

and hence the phrasal verb can be treated as a compound. In-

deed, look at（８a）and（８b）below, in which the stress assign-

ment of the concatenations of a verb and a particle and their 

corresponding compound nouns are shown３:

devastator-also-ravaged-veggies1/; underline added）

　Based on the analyses in this section, it can be argued 

that, in the elliptical version, the stress assignment of turns 

out is characterized as the relatively high pitch on turns and 

the pause duration between out and its following word sug-

gests the separation of turns out from the rest of the sen-

tence, both of which are in sharp contrast with those of the 

full version.

　In the next section, I discuss the results presented in more 

detail.

 Discussion

　In this section, I discuss the prosodic differences ob-

served in the previous section and argue that turns out in the 

elliptical version is more like a compound functioning as a 

comment clause as is defined by Quirk et al.（１９８５）. I also 

discuss some specific examples of the full version that seem 

prosodically similar to those of the elliptical version and 

point out that their prosodic property is due to a rhythmic 

reason. 

４.１ The status of turns out in the elliptical version

　The results of the analyses show that there are prosodic 

differences between the two versions in the pitch movement 

and the pause duration. In the elliptical version, the pitch on 

turns is higher than that of out, and hence the downward 

Figure ２.　Pitch Analysis of No. １８
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construction can be considered parallel to the contrast be-

tween（９a）and（９b）above. In terms of the pause duration 

forming tone units, turns out in in the elliptical version can 

be seen as a comment clause.

４.２ Variations in the full version

　Although the difference between the average of the pitch 

movements in the full version and the elliptical version is 

statistically significant, a careful look at Tables １ and ２ sug-

gests that the former contains more inconsistent data than 

the latter. That is, some of the data in the full version are op-

posite to its general tendency. Here, I discuss why that is the 

case.

　Consider the data of No. ４ in Table１. Its pitch movement 

and the pause duration are ６２.９ Hz and ０.１０ seconds, 

which means a downward movement with a longer pause 

duration. This may be due to a rhythmic reason.　Look at 

the sentence and its linguistic environment in（１０）:

（１０）No. ４

　Take, for example, bees. These flying foragers are re-

nowned for their ability to remember which flowers are best 

and where to find them. But it turns out bees can be bollixed.

（http://www.scientificamerican.com/podcast/episode/anima-

ls-can-be-given-false-memories/; underline added）

　In No. ４, the construction in question is preceded by the 

（８） a. Verb and Particle

　　　br)ak d6wn　st!nd bý　t!ke 6ff

 （Konishi and Minamide ２００１）

 b. Compound Noun

　　　br*ak d5wn　st"ndbỳ　t"ke 5ff

（Namiki １９８５: ９２）

　Therefore, turns out in the elliptical version can be said to 

be compound-like.

　Second, the pause between out and its following word in 

the elliptical version shows the detachment of turns out 

from the rest of the sentence. That further implies that turns 

out can be considered a comment clause, not a main verb of 

the sentence. Quirk et al.（１９８５: １１１２）define a comment 

clause as a parenthetical disjunct that may appear at various 

positions with a separate tone unit.　Consider（９）below, 

in which the thin vertical lines and the thick vertical lines 

represent the beginning and the end of the tone unit 

respectively:

（９） a. You |know（that）I think you're WRANG|.

［You know is a matrix clause］

 b. You KNBW,| |I think you're WRANG|.

［You know is a comment clause］

（Quirk et al.１９８５: １１１３）

　Turns out in the two versions of it turns out that-clause 

Figure ３　Pitch Analysis of No. ４
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and the pause duration between out and its following word 

are longer than those of the full version, which implies that, 

in terms of prosody, the phrasal verb in the elliptical version 

is more like a compound and a comment clause which is 

separated from the rest of the sentence.

　In conclusion, it must be reminded that a more sufficient 

amount of data is necessary to strongly support the argu-

ment of this paper. It is also important to discuss theoretical 

implications of this study. I leave these tasks for the future 

research.
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Notes

１. In order to investigate the frequency of phrasal verbs 

used in conversations by native speakers in the United 

States, Lee（２０１５）conducts a corpus-based study, the 

result of which shows that turn out is ranked as １３th 

among the top ２５ phrasal verbs in an academic spoken 

corpus.

２. The other discourse markers Otake（２０１３a）notices 

are: the funny thing is, anyway, in any event, and in the 

end. In the present paper, however, neither of these nor 

any markers whatsoever are found preceding the construc-

tion in the elliptical version. In the full version, as is 

shown in ４.２, some examples have a conjunction and an 

interjection preceding the construction.

３.  According to Takebayashi（２００２: ３１１）, the primary 

stress is assigned on both elements of the combination of 

the verb and particle, break down, which is the same kind 

of inconsistency as in（４）in Section １.

４. The presence/absence of the conjunction that can af-

fect the prosody of turns out in each construction, and it 

can be interrelated to the ellipsis of the formal subject it. 

While the conjunction that appears seven times out of the 

１５ examples investigated in the full version, it appears 

four times in the elliptical version. I leave these issues for 

the future research.

conjunction but, which may lead to the succession of the 

two function words, but and it, neither of which is stressed. 

Rhythmically, in that case, turns rather than out is predicted 

to be stressed. If out were to be stressed instead of turns, 

there would be a series of three unstressed words and it 

would be undesirable. Table ３ below lists the result of the 

analyses of the seven instances in which the construction is 

preceded by a function word. It shows that, with the excep-

tion of No. ５, the explanation above applies to all the 

instances５.

　Given this argument is on the right track, it can be argued 

that the pitch of turns out in it turns out that-clause construc-

tion depends on the presence of its preceding words, or the 

formal subject it and a function word, and their realization 

in pitch４.

　To summarize, the results of the prosodic analyses in this 

paper suggest that, in terms of the stress assignment of turns 

and out and the pause duration between out and its follow-

ing word, the elliptical version is more like a compound and 

a comment clause detached from the subordinate clause. 

Prosodic variations observed in the full version may be due 

to the preceding word affecting rhythm.

Conclusion

　This paper discussed the prosody of the two versions of it 

turns out that-clause construction, the full version and the el-

liptical version. In order to answer the question whether 

they differ prosodically, the relevant pitch and pauses were 

analyzed. The results revealed that, in the elliptical version, 

the downward pitch movement from turns to out is greater 

Table ３
Pitch Movement between Turns and Out, Pause Duration 
between Out and Its Following Word, and the Words Preced-
ing the Full Version

Preceding WordPause(Sec.)Pitch Movement
(Hz)No.

Well０.００２３.３２
But０.０５２８.９３
But０.１０６２.９４
But０.０７－７３.６５
But０.００１３.７６
So０.００５６.５７

Because０.００１７.４１４
－０.０３１８.４Ave.
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エッセイ

クロード・ベルナールと私

黒　島　晨　汎

　昨年（２０１５年）１２月、私は、此の度の叙勲を機に、かねてより敬愛して止まない「生理学の父」クロード・

ベルナール（１８１３～１８７８）の全集（全１９巻）、および彼に関連する研究資料を、旭川医科大学図書館に寄贈し

た（写真）。そのほとんどが現在の日本では極めて手に入りにくい貴重書である。殊に全集の方は、現在、日本の

図書館でこれを全巻揃って所蔵している大学は皆無と思われ、旭川医大の貴重な「お宝」となることは間違いない。

　また、今回の寄贈に合わせ、本年（２０１６年）６月１５日には、旭川医科大学フォーラム第１００回記念の会にお

いて、「クロード・ベルナールと私　～図書館へのベルナール全集寄贈を機に～」と題して講演することになった。

　以下は、予定されているその講演内容のレジュメの一部である。

　１８４８年ベルナールはコレージュ・ド・フランスでの最初の講義を“これか

ら私がここで話さなければならない科学的医学はいまだ存在しない”という言

葉で始めた。それから１８７８年に没するまでの３０年に亘るベルナールの生涯は

まさしくそれまでの単に経験と観察に基づいていた医学（観察医学）を実験的

探究に基づく科学的医学に変革するために捧げられたといえる。勿論ベルナールの展開した実験医学の世界がベ

ルナールのみが主張した独創的なものと考えるのは正確ではない。ベルナールが説いた実験医学的方法論は、フ

ランスでは彼の師マジャンデイーが、またドイツではヨハネス・ミュラーとその門下のルドヴィヒ、ヘルムホル

ツ、デュボアーレイモン、ブリュッケら俊英たちによって相前後して推進されていた。しかしベルナールの自分

自身の研究体験に基づく考察によって展開された議論はその後の医学の発展に大きな影響と有益な示唆を与える

ものである。その主な思索の成果は次の２点にまとめられる。

　１　生理学、医学における研究方法の確立

　　　『実験医学研究序説』（１８６５年）で研究における三段階の方法：「事実の観察―予備的説明（仮説）―仮説

の検証」　を具体的な研究で示し、生体の決定論的特性を明らかにした。

　２　生体の内部環境の認識の確立

　　　最後の著作「動物および植物に共通の生命現象に関する講義」（１８７８年）のなかで次のように述べている。：

　　　“動物にとって実際には二つの環境、生体が置かれている外部環境と、組織　の要素が生きている場である

内部環境とがあるという考えを最初に主張したのは私である。”

　　　“内部環境の定常状態が自由で独立した生命の条件である。”

　　　“生命の機構はすべて、どのように変わっても、常に唯一の目的、すなわち内部環境のなかでの生命のため

の諸条件の統合性を維持するということにある。”

＊　　　　　　＊　　　　　　＊

　私はこれまで、ベルナールの更なる理解に資するためにその足跡を辿ってみたいと、ベルナールの活動したフ



― 10 ―

旭川医科大学研究フォーラム　１６　：９～１０，２０１５

ランスの地を何度か訪ねてきた。以下は、かつて私が「北海道医報」第５００号（１９８０年１１月１日発行）に寄稿

した「クロード・ベルナールへの旅」と題するエッセイの全文である。ここに転載し上記講演の参考に供したい。

　今年の７月２５日、パリ・ペレティエ通りのシャモナール古書店でベルナール全集１９冊を眼にした時の感慨は

終生忘れ得ない。夢にまでみた瞬間であった。夢にまでみたベルナールとの解逅であった。１９世紀の初めフラ

ンスは医学の分野で世界の先頭を切っていた。またフランスは現代医学の出発の地でもあった。現代医学は１９

世紀のパリを中心とした純粋に経験主義に基づく「病院の医学」と実験科学としての医学を目指す「研究室の医

学」の統合の過程によって第一歩を踏み出した。このような医学の一大転換期の中心人物が「生理学そのもの」

と言われた実験医学の祖、生理学者クロード・ベルナール（１８１３～１８７８）であることは彼の著書『実験医学研

究序説』とともに良く知られている。彼の著作全集が没後３年を経て１８８１年に出版されてベルナール研究の基

本的参考文献になっていることを知ったのは生理学の研究生活に入ってから間もなくであった。「科学は心を怠

惰にさせる。どうか諸君、科学はもう少し少なく、技術はもう少し多く」と主張する人物が当時の医学界の大物

として君臨し、観察と経験のみに基づく医学が主流であった時代に研究室の医学を主張し、現代医学の基盤を創

りあげたベルナールは単なる優れた研究者であるばかりでなく医学の革新者として評価されるべきであり、この

認識なしにベルナールを真に理解することはできないと考えられる。研究生活を通して段々とこのようなベルナ

ールへの理解が深まるにつれて、彼の思索と業績を全体として追体験することが自分の選んだ道を進む上にどう

しても必要なのだと思うようになってきた。そのためにはどうしてもベルナール全集を繙読しなければならな

い。しかし仄聞したところでは我が国ではベルナール全集は東北大学に所蔵されているのみで、個人の所有は分

からないという。以上のような理由でこの十数年間ベルナールの全著作を手にしてその息吹を汲み取り、この偉

大な医学者の理解と自分の発展のための推進力にしたいと願ってきた。そして欧米の主な医学専門の古書店のカ

タログを取り寄せ探索を続けたが遂に見つけることができなかった。１９７８年ベルナール没後１００年記念シンポ

ジュウムが米国スタンフォードで開催されその記録単行本を手に入れて読むことができたが、やはり全集を持た

なければの想いは募るばかりであった。

　店主シャモネール氏と「自分は日本の生理学者で今ハンガリーの国際生理科学会議からの帰路であり、持ち合

せが充分でない。しかしベルナールは私の敬愛して止まない人物でこの全集（１６５,０００フラン）は長年探してい

たもので是非欲しい。帰国してから工面をして送金するから待ってくれないか。」「よろしい、送料（４８０フラン）

はこちら持ちで航空便で送ってあげましょう」と交渉が成立した。９月３日、待望のベルナール全集は無事届い

た。この全集は全集のために再製版して印刷したものではなく、ベルナールの生前、没後に刊行された著作の初

版を革装丁してそれに索引、評伝の一巻を加えて全集としてまとめたものである。手前に開いてあるのは『実験

医学研究序説』の初版本（１８６５年）である。従って一冊一冊からベルナールが生き生きと話しかけてくれるよう

な思いがする。今ベルナール全集を手に、妻や子に理解されることのなかった寂莫とした私生活を送ったが、医

学界の巨匠として多くの人々から愛され、揺ぐことのない尊敬を勝ち得た我がベルナールの偉大な思索をどれ程

わがものにできるであろうかと思い、心して励めと言い聞かせているところである。（１９８０．９．１７記）

（くろしま・あきひろ　旭川医科大学名誉教授　元生理学第一講座教授　元図書館長）
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依 頼 稿（報告）

平成２５・２６年度「独創性のある生命科学研究」個別研究課題

１例であった。

　TNDMでは、６q２４異常が２１例で最も多く、次いで

KCNJ１１、ABCC８ の順であった。KATPチャネル異常は

２２%を占めた。PNDMでは、KCNJ１１ が１６例と半数

を占め、ABCC８、GATA６、INSが２症例であった。KATP
チャネル異常２６例中１８例（６９％）がPNDMであった。

【考　察】

　６q２４、KCNJ１１、ABCC８は既報と同様の結果だっ

た。INSについては少なく、日本人の特徴であると考

えられた。

【文　献】

１） Chantal M et al.: J Pediatr. ２００２:１４１:８３-９
２）  Rubio-Castlo et al.:Pediatric Diabetes ２０１２:１３: 

３２２-３２５

１） 新生児糖尿病における網羅的原因遺伝子検索

研究代表者　古谷　曜子

【目　的】

　新生児糖尿病（NDM）は単一遺伝子異常により引き

起こされる生後６か月以内に発症する糖尿病である。

経過から一過性（TNDM）と永続性（PNDM）に分類

される。本研究では、NDM症例において既報の原因

遺伝子を網羅的に検索することを目的とした。

【方　法】

　１９８７年１２月から２０１３年１月までに発症したNDM 

７１症例を対象とした。TNDMの５１症例については、

６q２４領域のメチル化解析とpUPD、重複の解析を行っ

た。陰性例、発症６か月以降のPMDM症例は、

KCNJ１１、ABCC８、INS、HNF１A、HNF１B、HNF４A

の解析を行った。また合併症、経過などから、FOXP３

遺伝子解析を１例、GATA６ 遺伝子解析を２例行った。

各遺伝子の解析はcoding exonおよびexon-intron境界

部についてPCR－ダイレクトシークエンス法により

塩基配列を決定した。

【結　果】

　７１例の発症日齢は中央値１３（０-１３３）、在胎週数の

中央値３８週３日（２４週１日‐４１週３日）、出生体重

は２０３０.０±６８１.３g、発症時の血糖値は５７４.７±３４５.３gで

あった。TNDMは３９症例（５４.９%）、PNDMは３２症

例（４５.１%）であった。発症日齢、在胎週数、出生体

重、発症時血糖ともにTNDMはPNDMと比較し有意

に小さい結果であった。

　７１症例中５２症例（７３%）に遺伝子異常を認めた。

KATPチャネル異常は２６症例（３６.６%）であった。６q２４

異常、KCNJ１１ 異常はともに２１症例で最多であった。

次いでABCC８ で、INS、GATA６ は２例、FOXP３ は

表Ⅰ　NDM71症例の概要

pPNDMTNDM
１７/９/６２２/１６/１性別（M/F/NA）

０.０２４５(８-１３３)８.５(０-６０)発症日齢（day）
０.００１３９.２(３４.２-４１.３)３６.５(２３.５-４１.３)在胎週数（wk）
０.０１２３３６.０±５６２.１１８１０.６±６８１.４出生体重（g）

０.００１８０１.９±３６１.８４２５.５±２３９.５発症時の血糖
（mg/dl）

　表Ⅱ　NDMの原因遺伝子の割合

本検討既報

２９.６２２.０　１）６q２４（%）
３６.６３６.４　２）KATPチャネル異常（%）
２９.６２６.２　２）KCNJ１１（%）
７.０１０.２　２）ABCC８（%）
２.８１１.６　２）INS（%）
２.８No reportGATA６（%）
１.４No reportFOXP３（%）
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FIBTEMで測定し、それぞれ、CT（Coagulation Time、

凝固時間、秒）、CTF（Clot Formation Time、血餅形成

時間、秒）、α（α角度）、A１０（振幅が２mmに達してか

ら１０分後の振幅、mm）、MCF（Maximum Clot Firmness、

最大血餅高度、mm）を計測した。統計学的解析は、

相関係数を求め、単回帰分析を行った。

【結　果】

　対象症例は１７例（開心術５例、胸部大動脈手術５

例、腹部大動脈手術２例、脳神経外科手術２例、肝切

除術１例、前立腺全摘１例、前置胎盤による帝王切開

術１例）で、３４検体得られた。性別は、男性１１例、

女性６例。平均年齢は６９（３９－８８）歳であった。

　PTとEXTEMの各パラメータの相関係数は、CT、

CFT、α、A１０、MCFそれぞれ、r＝－０.３０、－０.５０、

０.７２、０.７０、０.６２であり、PTとEXTEM－α、A１０、

MCFにおいて相関があった。APTTとINTEMの各パ

ラメータの相関係数は、CT、CFT、α、A１０、MCFそ

れぞれ、r＝０.７１、０.２６、－０.４０、－０.４５、－０.４４で

あり、APTTとINTEM－CTにおいて相関があった。

FibとFBTEMの各パラメータの相関関係は、CT、

A１０、MCFそれぞれ、r＝－０.３９、０.８２、０.８５であり、

FibとFIBTEM－A１０において相関が、FIBTEM－MCF

と強い相関があった。FibとFIBTEM－MCFの回帰式

は、y（Fib）＝７２.４＋１２.４x（FIBTEM－MCF）であった。

【考　察】

　FIBTEM-MCFで、FIBと強い相関関係を認め、

EXTEM-α、A１０、MCF、INTEM-CTで相関関係を認め

た。一般的に、EXTEM、INTEMのCTがPT、APTT

を反映すると考えられているが、ROTEMは全血での

凝固能の測定であり、PT、APTTと比べ、出血による

血小板の減少の影響を受け、強い相関関係が得られな

かったと考える。また、今回の対象症例は、半数以上

が心臓大血管手術であり、INTEMに関してはヘパリ

ンの影響を受けていたと考えられ、HEPTEMも測定

し、比較検討する必要もあったと考える。

　PT、APTTに関しては、強い相関関係のROTEMの

パラメータはなかった。また、EXTEM－MCFは結果

が表示されるのに、測定から２０分程度時間を要して

いた。今回測定したEXTEM、INTEMのパラメータか

ら、血液製剤を投与するためのPT、APTTの値を推定

２） ROTEMと一般凝固検査との比較検討

研究代表者　黒澤　　温

【はじめに】

　手術中に大量出血が生じた場合、血小板や凝固因子

の消費・喪失、希釈性凝固障害が起こり、凝固因子の

補充として新鮮凍結血漿（FFP）、フィブリノゲンの補

充としてクリオプレシピテート（クリオ）、血小板など

を輸血することがある。厚生労働省からの血液製剤の

使用指針（平成２６年１１月一部改正）では、FFPの適

正使用として、投与前にプロトロンビン時間（PT）、

活性化トロンボプラスチン時間（APTT）を測定し、大

量出血ではフィブリノゲン値（Fib）も測定すると記載

されている。また、投与基準として、PT、APTTが延

長している場合、PT-INR２.０以上またはPT％３０％以

下、APTTが、基準の上限の２倍以上または２５％以下、

低フィブリノゲン血症として１００mg/dL未満と記載さ

れている。

　通常、一般凝固検査を中央検査室に緊急オーダーし

た場合、遠心分離などを行うため結果が出るまで３０

分から１時間程度かかる。手術中の大量出血の場合、

刻々と凝固能・血小板数は変化しており、１時間程度か

かる従来の検査では、凝固因子の補充の目安としては

適切ではない。そのため、迅速に結果が得られる凝固

検査が必要と考える。

　ROTEM遺（フィンガルリンク）は、全血を用いて行

う止血機能検査であり、ベットサイドで医療従事者が

行い、検査時間の短縮が期待できるpoint of care test

（POCT）である。手術室で採血を行い、その場で止血

能（フィブリノゲン不足、血小板不足、ヘパリンの影

響、線溶系の亢進）を短時間で判定できる。

　今回我々は、ROTEMの測定値と一般的な凝固検査

とを比較検討し、血液製剤（FFP、クリオ）の投与基

準に対するROTEMのPOCTとしての有用性について

考察した。

【方　法】

　周術期に大量出血、凝固異常を来し、クリオまたは

FFPを投与した患者を対象とした。クエン酸ナトリウ

ム採血管に採血を行い検討検体とした。測定項目は、

一般凝固検査として、PT（％）、APTT（s）、フィブリノ

ゲン値（Fib、mg/dL）を測定（coapresta ２０００；積水メ

ディカル）した。ROTEMでは、INTEM、EXTEM、
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的IP欠損マウスは、IP欠損マウスの骨髄細胞を放

射性照射済のヌードマウスに投与して作成した。

【２】 腫瘍肺転移モデルの作成と転移の定量；骨髄移

植したヌードマウスに肺癌細胞株を尾静脈より投

与した。投与３週後に腫瘍組織の病理学的解析を

行なった。

【３】 EPCの分離精製と細胞導入；骨髄移植ドナー群

（wildおよびIP欠損）マウス骨髄細胞から磁気細

胞分離システム（MACS）を用いて、Lineage（－），

cKit＋/Sca１＋細胞（＝EPC）を分離精製した。

【４】 腫瘍内血管新生度、EPC同定と定量；腫瘍組織

片を免疫染色し評価した。外因性EPCの腫瘍内で

の局在および量測定のため、導入細胞はGFP過剰発

現マウス由来のEPCを利用し、免疫組織解析した。

【５】 PGI２誘導体/阻害薬投与実験；PGI２誘導体

（beraprost）は作用時間が短いため、osmotic pump

を用いて腫瘍細胞移植翌日から持続的に皮下投与

（１～６μg/kg/day）した。IP受容体阻害薬（CAY 

１０４４１）は疎水性であり、安定性・利便性に問題

があったため、前立腺癌のホルモン療法にも使用

されているPoly Lactic-co-glycolytic acid（PLGA）

で修飾することによりそれらの問題を解決した。

PLGAで修飾することにより徐放性を持たせたた

め腫瘍細胞移植翌日のみ皮下投与（１～２０mg/kg）

した。

【結　果】

　Wild type（WT）マウスにGFPを発現しているWT

マウスもしくはIP欠損マウスの骨髄を移植し、それぞ

れにLLC/DsRed（DsRedで標識したマウスの肺癌細胞）

を肺転移させて比較したところ、IP欠損群では肉眼上

も切片上も明らかに転移を認め、WT群より転移巣は

増加した（図１）。EPCは腫瘍の周囲に存在し、その全

てが周細胞のマーカーを発現しているわけではなかっ

た。以上から骨髄選択的なIP欠損マウスでは腫瘍肺

転移モデルにおける腫瘍増殖・転移が促進された。

　次に上記IP欠損群にwild EPCを導入したが、腫瘍増

殖・転移の促進は解除されなかった（図２）。

　次にWTマウスにGFPを発現しているWTマウスの

骨髄を移植し、LLC/DsRedを肺転移させ、それぞれに

プロスタサイクリン誘導体もしくはプロスタサイクリ

ン受容体阻害薬を投与したところ、プロスタサイクリ

する有用性は少ないと考える。

　FIBTEM－MCFはFIBと強い相関関係を示し、ま

た、FIBTEM-MCFは、測定から１０分以内にほとんど

結果が表示された。FIBTEM-MCFは、手術室でのフィ

ブリン値を推定できるPOCTとして有用であると考え

る。FIBTEM-MCFの回帰式よりFib ２００mg/dL-FIB-

TEM-MCF１０.３mm、Fib１５０mg/dL-FIBTEM-MCF６.３mm、

FIBTEM-MCF２.２mmと求められ、FIBTEM－MCFが

２mm以下の場合、クリオもしくはFFPの投与を行う基

準となりえると考える。

【結　語】

　FIBTEM-MCFは、Fibと強い相関を示し、また、迅

速に結果が得られるため、周術期の凝固機能に関する

POCTとして有用である可能性が示唆された。

３） 骨髄由来血管内皮前駆細胞（EPC）の制御による

肺癌肺転移の制御

研究代表者　南　　幸範

【目　的】

　骨髄由来血管内皮前駆細胞（EPC）は腫瘍の血管新

生に重要な役割を果たしていることが報告されてい

る。本研究は、この細胞の機能を制御することで腫瘍

血管新生を抑制する、というがん治療に対する新たな

アプローチを検証するものである。

　我々の知見に基づき、以下のような仮説を立てた。

仮説１　腫瘍の転移巣の形成・増殖においてEPCの

PGI２-IP系が重要な役割を担っている。

仮説２　EPCのPGI２-IP系の活性化は、転移巣の抑制

に有効である。

（PGI２；プロスタサイクリン、IP受容体；プロスタサイ

クリンの特異的な受容体）

　上記の仮説を証明するために以下の目的を掲げた。

目的１　腫瘍の転移における「IP欠損によるEPC機能

低下」の効果を明らかにする。

目的２　EPCの機能及び腫瘍の転移におけるプロスタ

サイクリン誘導体とプロスタサイクリン受容体阻害薬

の効果を明らかにする。

【方　法】

【１】 骨髄移植ヌードマウスモデルの作成；骨髄選択
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図１

図２

図３

図４

度について検討する必要があると考えられる。

　プロスタサイクリン誘導体は腫瘍転移モデルにおけ

る腫瘍増殖・転移を抑制し、一方でプロスタサイクリ

ン受容体阻害薬は同モデルにおける腫瘍増殖・転移を

促進したが、プロスタサイクリン誘導体は末梢血に動

員しているEPCの機能を促進させ、一方でプロスタサ

イクリン受容体阻害薬はEPCの機能を抑制させてい

る可能性があり、EPCの遊走や接着に関してのさらな

る検討が必要と考えられる。さらに、骨髄以外の臓器

のPGI２制御による効果ではないことを確認するため

に、骨髄選択的なIP欠損マウスで、プロスタサイクリ

ン誘導体と受容体阻害薬による追加効果を認めないこ

とを証明する必要があると考える。

【文　献】

１） Gao D, Nolan DJ, Mellick AS, et al. Endotherial 

Progenitor cells control the angiogenic switch in mouse 

lung metastasis. Science. ２００８ Jan １１；３１９（５８６０）：

１９５-８．

２） Wickersheim A, Kerber M, de Miguel LS, et al. 

ン誘導体を投与した群はcontrolと比較し、転移巣の大

きさは小さくなり、その数も減少した（図３）。一方、

プロスタサイクリン受容体阻害薬を投与した群は

controlと比較し、転移巣の大きさは大きくなり、その

数も増加した（図４）。つまり、プロスタサイクリン誘

導体は腫瘍転移モデルにおける腫瘍増殖・転移を抑制

し、一方でプロスタサイクリン受容体阻害薬は同モデ

ルにおける腫瘍増殖・転移を促進した。

【考　察】

　以上の結果から、腫瘍の転移巣の形成・増殖におい

てEPCのPGI２-IP系が重要な役割を担っており、EPC

のPGI２-IP系の活性化は、転移巣の抑制に有効である

可能性がある。骨髄選択的なIP欠損マウスの腫瘍肺

転移モデルにwild EPCを導入しても腫瘍増殖・転移の

促進は解除されなかったが、その理由として次のこと

が考えられた。今回wild EPCは肺癌細胞を尾静脈か

ら投与する前日に１回だけ投与した。この前日の単回

投与が十分な期間や量ではなかった可能性がある。ま

た、EPC以外の骨髄由来細胞のPGI２-IP系制御による

効果ではないことを証明するには、IP欠損EPCを導入

しても腫瘍増殖・転移の促進が解除されないことを示

す必要があると考える。また、詳細な差をみるために

は腫瘍血管構成細胞におけるEPC数と腫瘍血管形成
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も使用されているエンタカポンは、末梢のカテコー

ル-O-メチルトランスフェラーゼ（COMT）を阻害し､

L-dopaの最高血中濃度（Cmax）に変化を与えずに、半

減期（t１/２）を延長させ、血中濃度－時間曲線下面積

（AUC）を増大させるという特徴を持ち、wearing-offの

改善に有効とされている。しかし、臨床的にはエンタ

カポンが有効な例と無効な例が存在することが知られ

ている。また、COMTは遺伝子変異（Val１５８Met）に

より酵素活性が低下することが報告されている。そこ

で、L-dopaおよびその代謝物である３-O-methyldopa（３-

OMD）の血中濃度に及ぼすエンタカポンおよびCOMT

の遺伝子多型の影響を検討することを目的とした。

【方　法】

　パーキンソン病患者１０名、レビー小体型認知症患

者１名を対象とした。内訳は男８名、女３名、平均年

齢７４.０±６.５６歳、罹病期間１～８年、Hohen-Yahr２-５、通

常のL-dopa内服量は０－６００mg/dayであった。これら

の患者にL-dopa（１００mg）単独またはL-dopa（１００mg）

とエンタカポン（１００mg）を同時に服用し、服薬前と

服薬後に経時的に静脈血を採取し、L-dopaおよび血中

濃度をHPLC-ECDにより測定した。COMTの遺伝子

多型はtetra-primer ARMS-PCR法により調べた。本研

究は旭川医科大学倫理委員会の承認を得て行った。

【結果と考察】

　COMTの遺伝子型は、高活性型の野生型（H/H）が

６例、ヘテロ型の変異（H/L）が４例および低活性型

のホモ型（L/L）が１例であった。エンタカポンの投与

によるL-dopaのAUC０-４の変化については、H/H群で約

１.７倍、H/L群で約１.３倍の増加傾向が見られたが、L/L

の１例ではほとんど変化が見られなかった。また、３-

OMDの濃度増加（ΔC３-OMD）は、L-dopa単独投与

時はL/L＜H/L＜H/Hの順で増加したが、エンタカポ

ン併用時は、全ての遺伝子型で増加は抑制されてい

た。このことにより、エンタカポンがL-dopaおよび３-

OMDの血中濃度に及ばす影響は、COMT遺伝子多型

により変動を受けることが示唆された。３-OMDは、

血液脳関門（BBB）においてL-dopaと脳への輸送が競

合するため、エンタカポンによりL-dopaから３-OMD

への代謝を阻害することはL-dopaの脳移行性を改善

するとされている。遺伝型の違いにより代謝物の増加

Endothelial progenitor cells do not contribute to tumor 

endothelium in primary and metastatic tumors. Int J 

Cancer. ２００９ Oct １５；１２５（８）：１７７１-７．

３） Kawabe J, Yuhki K, Okada M, et al. Prostag-landin I２ 

promotes recruitment of endothelial progenitor cells and 

limits vascular remodeling. Arterioscler Thromb Vasc 

Biol. ２０１０ Mar；３０（３）：４６４-７０. Epub ２００９ Dec １０．

４） パーキンソン病薬物治療における薬物動態関連遺

伝子情報応用の検討

研究代表者　山本　　譲

【目　的】

　パーキンソン病は、我が国において認知症に次いで

発生頻度の高い神経変性疾患であり、黒質線条体にお

けるドパミン神経細胞の選択的な変性、脱落が原因と

考えられている。近年、iPS細胞移植などの新技術の

利用による根治治療が話題を集めているが、実現まで

にはまだ相当な年数を要する為、既存の薬剤を効率的

に投与せざるを得ず、より適正な使用方法を検討し続

けていく必要がある。現在、パーキンソン病治療の主

流は、L-dopaやドパミンアゴニスト投与を中心とした

薬物療法であり、病態の進行に応じて、ドパミン遊離

促進薬、MAO-B阻害薬、COMT阻害薬、L-dopa賦活

薬等種々の薬剤が併用される。我々が現在進行してい

る臨床研究においても、半数以上の患者がL-dopa製剤

と他剤を併用しているのが現状である。それらの投与

量設定においてはガイドラインや経験則を基に処方さ

れ、患者の臨床症状改善状況や副作用発現状況を確認

しながら投与量を調節し、投与薬剤の変更を行ってい

るのが現状である。また５０～６０代で発症することか

ら、薬物治療期間が長く、病態の進展に応じてさまざ

まな薬物治療における問題が生じてくることが特徴で

ある。

　パーキンソン病治療薬の体内動態においては個人差

が大きいという報告が多く、我々のこれまでの研究も

それを示唆している。その原因として吸収や代謝に関

与する分子の遺伝子変異が挙げられる。パーキンソン

病治療薬の中でもL-dopaは、現在においても中心的な

役割を担っている。しかし、L-dopaを長期間使用する

ことにより病態の進行と相まって薬効が減弱し、

wearing-offの発現等が問題となってくる。近年本邦で
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発現を指標にOPCsへの分化効率を評価した。

　次にOPCsからOLsへの分化誘導実験を行った。分

化誘導には一般的に良く用いられている甲状腺ホルモ

ンT３を用いた（既存の報告の多くは～２０％程度の分

化効率）。OLsの特異的マーカー（O１、O４、MBPなど）

の発現を指標に分子生物学および形態学的な検討によ

り分化状態や効率を評価した。

【結　果】

　マウスES細胞（CMTI-１）を用いて検討したところ、

２０～２４日でPDGFRα陽性のOPCsに高純度に分化

させることに成功した。このタイムスケジュールは胎

児脳由来の初代培養OLsの場合とほぼ同様であった。

しかしながら、CMTI-１は１２９Sv由来であり、DISC-１

変異を持つことが知られており（DISC-１は統合失調症

関連遺伝子）、最適な条件とは言い難い。そこで、次に

C５７Bl/６マウス系統のES細胞（DSファーマ社）に変

更し、CMTI-１を用いた先行実験を元にOPCsの作成を

試みた。これまでの検討からCMTI-１に比べて若干困

難を伴うが、C５７Bl/６マウス由来のES細胞でもOPCs

までCMTI-１とほぼ同様のタイムスケジュールで分化

誘導を行えることを確認した（図１）。これらのOPCs

は凍結ストックが可能であり、ES細胞からOPCsへの

分化誘導に要する時間は短縮できることを確認した。

　次に、成熟OLsへの分化効率や髄鞘化に関して解

析・評価を行ったところ、T３ １-３μMによる分化効率は

免疫染色法による評価を行った限りではほとんどの細

胞がMBP陽性細胞のOLsに分化していた。また、ウ

ェスタンブロット法によってもMBPの発現を確認した。

抑制率が異なることから、COMTの遺伝子多型情報は

パーキンソン病薬物治療における有用なバイオマーカ

ーとなる可能性が考えられた。

５） 多発性硬化症における再髄鞘化療法を目指した基

盤研究

研究代表者　板東　良雄

【研究の背景と目的】

　多発性硬化症（multiple sclerosis：MS）は中枢性炎

症性脱髄疾患であり、オリゴデンド ロサ イト

（oligodendrocytes：OLs）が形成する髄鞘が炎症性に壊

されることにより脱髄や２次的に軸索障害が生じると

考えられている。本邦における罹患率は約１０人/１０万

人とされており、北欧・北米といった高緯度地域ほど

高い罹患率になる傾向がある。したがって、本邦では

北海道（特に十勝・旭川地方）での罹患率が他の地域

に比べて高いことが報告されている。本疾患に対する

根治療法は現在のところ存在せず、対症療法が主な治

療法となっている。一方、病理学的には脱髄を起こし

ている病変部位近傍にオリゴデンドロサイト前駆細胞

が存在しているにも関わらず、髄鞘再生が起こってい

ないことも明らかとなっており、このような前駆細胞

が何故髄鞘化しないのか、どのようにして髄鞘化に導

くかが重要な問題となっている。さらに、ES細胞や

iPS細胞を用いた分化誘導実験においてもOLsを高純

度に採取する方法は未だ確立されていない。そこで本

研究では、生体内で髄鞘化を効率よく起こすための

“質 の 良 い オ リゴ デ ンド ロ サ イト 前 駆 細 胞

（Oligodendrocyte Precursor Cells: OPCs）”を如何に作成

するかについて検討を行った。

【研究方法】

　ES細胞からOPCsへの分化誘導に関しては発生学に

基づいた既存の方法（Chandran et al., Development 

２００３; Bouhon et al., Stem Cells ２００６）の一部を改良し

たものを用いた。具体的には、培地に含まれるinhibitor

や栄養因子などの組成を随時変えながら、ES細胞か

ら誘導した神経幹細胞を一度olig１陽性の運動神経分

化に方向付けを行い、bFGF/PDGF-AA添加によって

OPCsへの分化を行った（脊髄の発生を模倣）。OPCsは

一般的にPDGFRαを発現しているので、PDGFRαの

図１　ES細胞から誘導されたOPC
　　　　（FGFによる分化誘導２８日目）
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などを生食に溶解し充填した浸透圧ポンプを埋め込ん

だ。その後、経時的に灌流固定し、O.C.T compound（光

顕免染用）、Epon樹脂（光顕及び純形態電顕観察用）、

LRW樹脂（免疫電顕用）に包埋した組織試料を作成し

た。また細胞内微細構造を立体的に観察するためオス

ミウム浸軟処理を施した走査電顕観察用試料を作成し

た。さらにホルモンアッセイを行うため血漿を採取

し、光顕・電顕を用いた形態学的解析と機能的解析を

併せて行った。

【結　果】

　GnRH agonistの持続投与４時間後、血中LH濃度は

ピークに達し、その後速やかに低下した。一方で

GnRH agonistの持続投与８-１２時間経過後にLH/FSH産

生細胞において一過性に管状細網構造をとる特殊な小

胞体（ER patch）の出現が見られた。antide投与後には

ER patchの出現は見られなかった。ER patchには小胞

体シャペロンであるBiPやcalnexinの強い集積が見ら

れた。また、小胞体関連分解（ERAD）に関わるE３リ

ガーゼHRD１が集積した。さらにGnRH agonistの持続

投与後にLH/FSH産生細胞ではオートファジー特異的

分解蛋白であるP６２の発現が一過性に増強しており、

オートファゴソームの膜を形成する機能分子LC３もER 

patch近傍に集積した。走査電子顕微鏡ではER patchの

近傍や内部に膜が重層した構造が出現していた（図）。

【考　察】

　GnRH agonistによる過度な刺激を受け、貯蔵された

ホルモンが枯渇したLH/FSH産生細胞では、GnRH受

容体を介したシグナル伝達系による同一のインプット

【本研究の成果と将来性】

　本研究ではES細胞から高効率にOLsに分化誘導を

行える方法を確立した。次のステップとして、生体内

でこのようなOPCsが髄鞘化を起こせるか否かを検討

することを計画している。具体的には、生直マウスや

髄鞘形成不全shivererマウスに移植を行い、in vivoで

も髄鞘化が起こることを明らかにする。さらに、マウ

ス多発性硬化症モデルなどの病態モデルへ細胞移植を

行い、再髄鞘化療法を目指した基盤研究やこのような

OPCsを用いた創薬への応用を検討していきたい。

　また、本技術はiPS細胞からOPCsを作成する際にも

応用できる基盤的技術であり、将来的にはMS患者か

らiPS細胞を樹立することを視野に入れつつ、産学連

携プロジェクトに発展させていきたいと考えている。

【謝　辞】

　今回、このような機会を与えていただきましたこと

をこの場を借りて厚く御礼申し上げます。

６） ＬＨ／ＦＳＨ産生細胞における細胞内蛋白分解系制

御システムの解明

研究代表者　暮地本宙己

【目　的】

　生体における性成熟および生殖機能は視床下部－下

垂体－性腺系のフィードバック調節機構で制御されて

いる。このフィードバック調節機構に位置する下垂体

前葉性腺刺激ホルモン（LH/FSH）産生細胞ではGnRH

受容体への刺激を介して生理的機能が制御されてい

る。これまでに私たちはGnRH agonistである酢酸リュ

ープロレリンの徐放性製剤を投与したラットの

LH/FSH産生細胞において、タンパク質の品質管理や

細胞内での分解に関わる分子シャペロンが集積する管

状細網構造をとる特殊な小胞体（ER patch）が出現す

ることを報告した（Bochimoto et al．２０１３）。本研究で

は、GnRH受容体の刺激によるLH/FSH産生細胞の細

胞内蛋白分解系の変化を細胞の機能状態に応じて形態

学的に検討した。

【方　法】

　Wistar系雄ラットの皮下にGnRH agonistのLeupro-

lide acetateやbuserelin、GnRH antagonistであるAntide

図　リュープロレリン投与１日後のLH/FSH細胞の走
査電顕像

　　膜が集積した管状細網構造をとる特殊な小胞体の

内部や近傍に、膜が重層しテクスチャーが異なる構

造物が出現している。
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トマウスの四肢を固定し、暗闇で３０分暗順応させた

後、LEDの光刺激を用いて対光反射を誘発させ、記録

は赤外線から可視光まで記録可能なCMOSカメラに

顕微鏡用の対物レンズを直結したものを用いてLED

照射前から記録し、その画像データから暗順応中の瞳

孔経、縮瞳後の瞳孔経、収縮の時定数を求め、野生型

と遺伝子改変マウスとで比較を行った。

　ダブルノックアウトマウスの作製は１２９Sv系統の

TRPC３ノックアウトマウスとTRPC６ノックアウトマ

ウスを交配させることで行った。まず両者の交配によ

ってTRPC３およびTRPC６ともにヘテロの個体を得

た。交配によって得られた仔マウスは耳片をサンプル

としたgenotypingをKAPA MG KIT（KAPA BIOSYS-

TEMS）を用いて行い、そこから得られた遺伝子型に応

じて選別し、交配を繰り返し行うことで作製を進めた。

　

【結果と考察】

　TRPC３およびTRPC６、さらに野生型を加えた３系統

での比較において、収縮前後における瞳孔径、および

収縮速度において、現在までに有意な差を確認するこ

とはできなかった。しかし眼内平滑筋を材料にしては

いないものの、TRPC３とTRPC６はそれぞれ単独のノ

ックアウトでは野生型と有意な差は見られないが、両

方をノックアウトすることではじめて影響が出るとい

う報告１）もあることから、TRPC３とTRPC６は瞳孔括

約筋においても相補的に働いている可能性が考えら

れ、このことを確かめるためにダブルノックアウトマ

ウスを用いた検証が必須である。しかしながら、結果

としてTRPC３/６ダブルノックアウトのマウスを得る

ことはできたものの、ヘテロマウスからのダブルノッ

クアウトマウス産生は極めて効率が悪く、また設備の

問題から繁殖が小規模にしか行えなかったために、ノ

ックアウトマウスを得るまでに予想以上の時間を要し

た。加えて少数の得られたマウスはすべて繁殖のため

に維持せねばならなかったため、現在までに実験遂行

に必要な個体数を確保することはできなかった。今回

の研究期間内でダブルノックアウトマウスの測定結果

を比較検討するには至らなかったが、今後も交配によ

る繁殖を進め、このダブルノックアウトマウスと

TRPC３およびTRPC６それぞれのノックアウトマウ

ス、および野生型マウスを比較することによって、瞳

孔括約筋収縮の持続相におけるTRPCチャネルの関与

を契機として、異なった細胞内分解システムである小

胞体関連分解系とオートファジー系が協調的に変化

し、細胞内で機能を果たしている可能性が考えられた。

【文　献】

１） Bochimoto H, Koga D, Sakai Y, Hira Y, Hosaka M, 

Ushiki T, and Watanabe T（２０１３）Sustained treatment 

with a GnRH agonist（leuprorelin）affects the ultrastruc-

tural characteristics of membranous organelles in male 

rat pituitary gonadotropes. Arch Histol Cytol, ７４, ４１. ５７.

７） TRPCノックアウトマウスを用いた瞳孔括約筋収

縮機構の解明

研究代表者　金子　智之

【目　的】

　眼内平滑筋の自律神経刺激に伴う収縮の持続相は、

他の多くの平滑筋の場合と同様、細胞外からのCa２＋流

入を必要とするが、その分子実体や作用機序に関して

はいくつかの候補があるものの、詳細は分かっていな

い。これまでに本研究室では、ウシ毛様体筋（遠近調

節のための眼内平滑筋）における実験により、持続相

におけるCa２＋流入が単位コンダクタンスの異なる２種

類の非選択性陽イオンチャネル（NSCC）を介するこ

とを示した。それらの分子候補としてのTRPC１、

TRPC３、TRPC４、TRPC６やOrai１などの発現もすでに

確認しているが、ウシ材料では遺伝子ノックダウンな

どの適用が困難で、また遺伝子改変動物の利用は事実

上不可能あるためNSCCとの関連についての検討は行

き詰まっており、詳細はいまだ不明である。そこで、

血管平滑筋においてNSCCとの関連が注目されている

TRPC３とTRPC６に着目し、これらのノックアウトマ

ウスを用いた実験系の構築を進めており、現在までに

非侵襲的に実験可能な対光反射による瞳孔収縮径の解

析手法を確立し測定を続けている。本研究ではマウス

の瞳孔括約筋という微小な平滑筋の持続相にTRPC３

とTRPC６の遺伝子欠損が与える影響を詳細に調べる

ことでその分子実体を明らかにすることを最終目標と

して研究を遂行した。

【方　法】

　８～１２週齢の雄のTRPC３およびTRPC６ノックアウ
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の指標を測定して行った。体表面温度の解析は、尻尾

基部の表面温度をサーモグラフィーカメラで撮影して

行った。ストレスホルモンの解析は、血漿コルチコス

テロン濃度をELISAで測定して行った。次に、抗不安

薬エチゾラムの効果を検証するために、エチゾラムを

経口投与（５mg/kg）したマウスにおける３つの恐怖反

応（忌避・不動行動および体表面温度）を測定した。

薬剤非投与マウスには溶媒のみを経口投与した。

【結　果】

　P-mixにより誘起される恐怖情動を定量化するため

に、マウスをP-mixに暴露したところ、忌避・不動・

危険確認行動の増加、毛繕い・立ち上がり行動の減少、

体表面温度の低下、ストレスホルモン放出の増加が見

られた３）。これらの恐怖反応は、P-mix非存在下の約３

～８倍に変化した。次に、エチゾラムの効果の検討の

ため、エチゾラムを投与したマウスの恐怖反応を測定

し、非投与マウスと比較した。その結果、投与マウス

では、匂い接近行動の減少は６分の１程度に抑制され

た。また、体表面温度の低下は見られなかった。これ

らの結果は、エチゾラムが恐怖反応を抑制したことを

示唆した。また興味深いことに、投与マウスの不動行

動は、P-mixに暴露していなくても約４倍に増加し、P-

mixによって半分ほどに低下した。このような不動行

動の変化は、非投与マウスとは逆であった。以上よ

り、エチゾラムの効果の評価において、不動行動は指

標には不向きであるが、匂い接近行動および体表面温

度は指標に適することが示唆された。

【考　察】

　本研究で扱った匂いによって誘起される生得的恐怖

は、条件付けによって想起させる恐怖や高所等で生じ

る不安とは異なる性質を持つ可能性があるので、この

先天的恐怖に関する研究は恐怖や不安といった情動の

研究分野に新たな知見をもたらすと期待する。本研究

では、７個の恐怖反応を指標として、恐怖情動を定量

的に評価する系を確立した。７個の指標はP-mixによ

ってP-mix非存在下の約３～８倍に変化するので、抗

不安薬の効果の定量的評価は十分に可能であると考え

られる。また、行動や生理的変化である体表面温度は

生きた動物で非侵襲的に測定できるので、これらを指

標とすることは実験動物を用いた研究倫理の観点から

が明らかになっていくと期待される。

【文　献】

１） Quick K, Zhao J, Eijkelkamp N, Linley JE, Rugiero F, 

Cox JJ, Raouf R, Gringhuis M, Sexton JE, Abramowitz 

J, et al（２０１２）TRPC３ and TRPC6 are essential for 

normal mechanotransduction in subsets of sensory 

neurons and cochlear hair cells. Open Biology２：

１２００６８-１２００６８

８） 新規抗不安薬の恐怖情動に対する定量的評価系の

確立

研究代表者　宮園　貞治

【目　的】

　恐怖情動はヒトや動物が外敵などの危険から身を守

るための本能であるが、その情動の異常は恐怖症や心

的外傷後ストレス障害（PTSD）などの不安障害の原因

となる。不安障害の治療薬の開発には、実験動物に一

定の恐怖情動を誘起し、その強度を定量的に評価する

系が必要である。一昨年に我々は、オオカミの尿から

マウスに対して強い恐怖情動を引き起す匂い物質ピラ

ジン化合物（２，６-dimethylpyrazine、２，５-dimethyl-３-

ethylpyrazine、２，３，５-trimethylpyrazine）を見出した１）。

他の恐怖誘発物質と同様に２）、これら３種のピラジン

化合物（pyrazine-analog mixture;P-mix）も、マウスに

生得的な恐怖情動を誘起して様々な行動および生理的

な反応をもたらすと予想される。本研究では、不安障

害の原因となり得る恐怖情動に対する抗不安薬の候補

物質の効果を定量的に評価する系を確立することを目

的とした。まず、P-mixによって誘起される恐怖情動

を定量的に評価した。そして、この評価系を用いて、

現在日本で非常に多く処方されている抗不安薬のひと

つであるエチゾラムの効果を検証した。

【方　法】

　まず、P-mixにより誘起される恐怖情動を定量的に

評価するために、マウス（BALB/c、オス、３～６月

齢）をP-mix存在下に置き、行動（忌避・不動・危険

確認・毛繕い・立ち上がり）および生理的変化（体表

面温度・ストレスホルモン放出）について調べた。個々

の行動解析は、マウスの行動を撮影した動画から各々
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ステロイドを含む性特異的なホルモンにより、からだ

全体の性分化が起こる。ゆえに、性差の構築は、精巣

と卵巣が、性特異的なホルモンを産生するよう分化す

ることであると言える。これら性の決定から分化に至

る一連の過程を制御しているのは生殖腺の特定の体細

胞群（精巣のセルトリ細胞やライディッヒ細胞、卵巣

の顆粒膜細胞や莢膜細胞）である。よって、ホルモン

産生を行う生殖腺体細胞の性差を知ることは、性分化

の本質を知ることになると考えられる。私は、過去の

研究で成体幹細胞である間葉幹細胞から生殖腺体細胞

を分化誘導する系を確立した（Yazawa et al., ２００６, 

２００８, ２００９, ２０１０, ２０１１, ２０１２, ２０１４, ２０１５）。そして、

幹細胞由来の細胞を解析することにより、これまでに

報告されていない性差を持って生殖腺に発現する遺伝

子群を同定している。本研究は、これらの遺伝子のう

ち核内受容体のコアクチベーターとして知られる

PGC-１αの発現と機能を解析し、生殖腺体細胞の性差

とその構築における役割を調べることを目的に行った。

【方　法】

１．生殖腺におけるPGC-１αの発現解析

　ヒトの精巣や卵巣から抽出したRNAやタンパク質

を用いて、Q-PCRやウエスタンブロッティングによ

り、生殖腺におけるPGC-１αの発現量の解析を行っ

た。また、免疫組織化学法により、生殖腺内における

PGC-１αの局在を調べた。

２．生殖腺体細胞におけるPGC-１αの機能解析

　セルトリ細胞由来の細胞株にPGC-１αをレトロウイ

ルスにより、過剰発現させた後に、細胞からRNAを抽

出し、RT-PCRにより性分化関連遺伝子の発現変化を

解析した。さらに、ルシフェラーゼベクターを用いた

レポーターアッセイにより、PGC-１αの性分化関連遺

伝子の転写における機能を調べた。

【結　果】

　ヒト生殖腺では、PGC-１α遺伝子並びにタンパク質

は、精巣で非常に高いレベルで発現していた。一方、

卵巣においては、発現量は非常に低く、タンパク質レ

ベルでの検出は困難であった。PGC-１αの精巣内にお

ける局在は、セルトリ細胞であった。in vitroで分化さ

せたセルトリ細胞由来の細胞株に、レトロウイルスに

も優れていると考えられる。今回見られたエチゾラム

の投与のみによって大きく変化した不動行動は指標と

しては不適だが、この結果はエチゾラムの副作用であ

る眠気や倦怠感を反映しているのかもしれない４）。他

の薬物においても、投与のみで変化する評価指標も存

在し得るので、複数の指標から総合的にその効果を評

価することの重要性が示唆される。今後、エチゾラム

については他の指標の測定を行い、さらに近年PTSD

の新規薬剤としての可能性が期待されているNeuro-

peptide Yやmelanocortin ４ receptor antagonist（HS０１４）

などの神経ペプチドについても、この系を用いて評価

したいと考えている。

【謝　辞】

　エチゾラムを提供していただきました田辺三菱製薬

株式会社に感謝いたします。また、研究遂行に精力的

に協力していただきました本学医学部学生の榊間光理

さん、長谷川楓さん、宮﨑世理さんに深謝いたします。

【文　献】

１） Osada K, Kurihara K, Izumi H et al.: Pyrazine 

analogues are active components of wolf urine that 

induce avoidance and freezing behaviours in mice. PLoS 

ONE ８, e６１７５３（２０１３）

２） Takahashi LK, Nakashima BR, Hong H et al.: The 

smell of danger: a behavioral and neural analysis of 

predator odor-induced fear. Neurosci. Biobehav. Rev. 

２９, １１５７-１１６７（２００５）

３） 宮園貞治，笹島仁，野口智弘ほか：マウスにおけ

る主嗅覚系および鋤鼻系を介した天敵臭ピラジン類

に対する恐怖反応の制御．日本味と匂学会第４９回

大会プログラム・予稿集p１２９（２０１５）

４） Lee-Chiong TL Jr: Sleep Medicine: Essentials and 

Review. USA: Oxford University Press（２００８）

９） 生殖腺体細胞の性差構築の分子機構の解析

研究代表者　矢澤　隆志

【目　的】

　哺乳類における性（男女・雌雄）は、胎児期に性染

色体によって生殖腺が精巣になるか卵巣になるかによ

って決定される。生後、精巣と卵巣から産生される性
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（TX）A２とその抑制作用を示すプロスタグランジン

（PG）I２のバランスが重要と考えられてきた。一方、研

究代表者は、PGF２αがアデノシン二リン酸（ADP）に

より惹起されたマウス血小板の凝集を促進し、この作

用がPGF２αの受容体であるFP以外の受容体を介した

ものであることを見出した。本研究では、血小板にお

けるPGF２αの標的受容体を同定し、PGF２αがヒト血小

板の機能にも影響を及ぼすか否かを検討した。

【方　法】

　マウスおよびヒトの血液から多血小板血漿（PRP）

を調製し、ADP（０.８～１.２ μM）で惹起した凝集（凝

集率が１５％程度となるように調整）がPGF２αによりど

の程度促進されるかを血小板凝集計で解析した。ま

た、血小板におけるPGF２αの標的受容体を同定するた

め、プロスタノイドの各受容体を欠損するマウスから

PRPを調製し、PGF２αの血小板凝集促進作用が減弱も

しくは消失するかを検討した。

【結　果】

PGF２αのマウス血小板凝集促進作用

　PGF２αは、単独では血小板凝集を惹起しなかった。

そこで、ADPで弱い血小板凝集を惹起して検討した結

果、PGF２αはADPによる凝集を濃度依存的に促進し、

そのEC５０値は５.８ μMであった。また、PGF２αの濃度

が１ μMより高濃度では、PGF２αにより血小板の形態

変化が起きていることを示唆する凝集波形が認められ

た。

マウス血小板におけるプロスタノイド受容体の発現確認

　マウス血小板からmRNAを調製し、プロスタノイド

受容体の発現をRT-PCRにより観察した。TXA２受容

体のTPやPGI２受容体のIPに加え、PGE２受容体のサ

ブタイプであるEP２、EP３、EP４の発現は認められたが、

PGF２αの受容体であるFPの発現は確認できなかった。

PGF２αのマウス血小板凝集促進作用へのプロスタノ

イド受容体の寄与

　前述のように、血小板の機能は主にTXA２とPGI２に

より調節されていることが知られているが、近年、

PGE２がその受容体のサブタイプを介して血小板の機

能調節に関与していることを当研究室より報告し

よりPGC-１αを過剰発現させたところ、Anti-M>lle-

rian hormone (AMH)やVANIN-１といった精巣で高く発

現し、性分化に関わることが知られている遺伝子の発

現が、著しく上昇した。ルシフェラーゼベクターを用

いたプロモーター解析によりPGC-１αは、AMHや

VANIN-１遺伝子の５’上流域の核内受容体・SF-１の結合

サイトに作用して、これらの遺伝子の転写を活性化す

ることが分かった。SF-１結合サイトに変異を入れた

解析等から、PGC-１αによる転写活性化には、SF-１が

必須であった。

【考　察】

　精巣のセルトリ細胞は、未成熟な生殖腺からの精巣

の形成に必須であり、AMHの産生等により生殖器の

雄性化にも重要な役割を果たす。本研究により、

PGC-１αは、セルトリ細胞に高いレベルで発現し、こ

れらの過程に関わることが示唆された。この時、

PGC-１αは、多くの核内受容体のコアクチベーターと

して作用しうるが、その中でも、SF-１への作用が重要

であると考えられる。SF-１は、AMHを含むセルトリ

細胞に発現する多くの性分化遺伝子の発現に必須であ

ることから、PGC-１αは、SF-１の転写活性化能を上昇

させることにより、性分化関連遺伝子の発現に関わる

ことが示唆された。

【文　献】

１） Yazawa T, Imamichi Y, Miyamoto K, et al.: 

Regulation of Steroidogenesis, Development, and Cell 

Differentiation by Steroidogenic Factor-１ and Liver 

Receptor Homolog-１. Zoolog Sci, ３２, ３２３-３３０（２０１５）

２） Yazawa T, Imamichi Y, Miyamoto K, et al: Overviews 

of Stem Cells for Gonadal and Adrenal Steroidogenic 

Cells. Am J Life Sci ３, ５８-６４（２０１５）

１０） プロスタグランジンF２αによるヒト血小板の機能

調節に関する研究

研究代表者　柏木　　仁

【目　的】

　血小板は、生理的な止血機構や病理的な血栓形成過

程において中心的な役割を果たす。従来、血小板の機

能調節には、血小板活性化作用を示すトロンボキサン



― 22 ―

旭川医科大学研究フォーラム　１６　：１１～５１，２０１５

１１） 解糖系制御によるマウス肝細胞の分化調節メカニ

ズムの検討

研究代表者　藤井　清永

【目　的】

　肝臓は全身の物質代謝の中心に位置する臓器であ

り、その代謝機能のほとんどは実質細胞である肝細胞

が担っている。初代培養肝細胞は、肝臓の機能や薬物

代謝の研究に実用的な研究材料として広く用いられて

おり、肝細胞の増殖・分化のダイナミクスを検討する

上で有用なモデルである。しかし、分離肝細胞は、培

養初期には多くの生理的機能を維持しているが、培養

の経過に伴って形態や分化状態が劇的に変化する。し

たがって、初代培養肝細胞を研究に適用する際に、そ

の分化状態や機能的な変化を把握しておくことは重要

である。我々はこれまで、初代培養に伴う肝細胞の機

能的な変化を体系的に捉えるため、プロテオミクスの

手法を用いて、マウス肝細胞の培養後のタンパク質発

現の変化を検討してきた。プロテオミクスによる解析

により初代培養肝細胞の代謝状態の全体像を把握する

ことが可能であり、培養条件の違いに応じて代謝関連

タンパク質の発現レベルが劇的に変動することが明ら

かになった。特に、通常の単層培養では解糖系に関わ

るタンパク質の発現が著明に減少するが、肝細胞の増

殖が抑制され、分化形質が長期間にわたり維持される

スフェロイド（凝集）培養では、これらの多くのタン

パク質の発現が保たれるか、亢進する傾向が見出され

た。そこで本研究では、解糖系の最終産物であり肝細

胞機能に影響を与える可能性のあるピルビン酸を単層

培養系に添加した場合におけるタンパク質の発現と分

化状態の変化について調べた。

【方　法】

　肝細胞は、C５７BL/６Jマウスの肝臓よりコラゲナー

ゼ灌流法を用いて単離した後、EGFとinsulin、nicotin-

amideを添加した無血清Williams' E培地に懸濁し、Ⅰ

型コラーゲンを塗布したコラーゲン塗布ディッシュ上

で単層培養した。ピルビン酸は３０ mMの濃度で培地

に添加した。経時的に回収した細胞から可溶性タンパ

ク質とtotal RNAを調製し、可溶性タンパク質は酵素

消化した後に、LC-MS/MSによる定量プロテオーム解

析を行った。Total RNAはcDNAに逆転写後、分化マ

ーカー遺伝子類を対象に、定量RT-PCRによる発現解

た１，２）。そこで、血小板におけるPGF２αの標的受容体

を同定するため、これらプロスタノイドの各受容体欠

損マウスの血小板を用いてPGF２αの凝集促進作用を

検討した。その結果、FPもしくはIPを欠損したマウ

スにおいては、野生型マウスと比較して有意な差は認

められなかった。一方、EP３もしくはTPを欠損したマ

ウスにおいては、PGF２αの凝集促進作用は有意に減弱

した。また、TP欠損マウスにおいては、PGF２αによる

血小板の形態変化を示す凝集波形が認められなくなっ

た。さらに、EP３とTPの両欠損マウスにおいては、

PGF２αの凝集促進作用がほぼ完全に消失した。

PGF２αのヒト血小板凝集に対する作用

　ヒト血小板を用いて検討した結果、マウス血小板同

様、PGF２αは単独では血小板凝集を惹起しなかった。

そこで、ADPで弱い血小板凝集を惹起して検討したが、

PGF２αはADPによる凝集にほとんど影響しなかった。

【考　察】

　PGF２αは、マウス血小板の凝集を濃度依存的に促進

したが、この促進作用はFPを介したものではなく、

EP３およびTPを介したものであることが示唆された。

心疾患、脳血管疾患は、悪性新生物に次いで永らく日

本の死亡率の上位を占めている。なかでも心筋梗塞や

脳梗塞は高い割合を示しており、これら疾患の再発予

防を目的に使用される抗血小板薬の重要性が高まって

いる。血小板の機能を調節している因子として新たに

PGF２αを提案することにより、本研究が新規作用機序

を持つ抗血小板薬開発の一助となることを期待してい

たが、PGF２αの凝集促進作用はヒト血小板においては

認められなかった。PGF２αの血小板凝集に対する作用

には、ヒトとマウス間で種差があることが示唆された。

【文　献】

１） Ma H, Hara A, Xiao CY, et al. Increased bleeding 

tendency and decreased susceptibility to thromboe-

mbolism in mice lacking the prostaglandin E receptor 

subtype EP３. Circulation １０４：１１７６-１１８０, ２００１.

２） Kuriyama S, Kashiwagi H, Yuhki K, et al. Selective 

activation of the prostaglandin E２ receptor subtype EP２ 

or EP４ leads to inhibition of platelet aggregation. 

Thromb Haemost １０４：７９６-８０３, ２０１０.
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【考　察】

　以上の結果は、解糖系の制御がタンパク質合成やエ

ネルギー代謝に影響を与え、肝細胞の分化や増殖の調

節に関連している可能性が示唆している。最近、肝細

胞と胆管上皮細胞の間には相互的な可塑性があること

が明らかになってきたが、肝上皮系細胞の分化調節メ

カニズムに代謝制御が関与していることはまだ報告さ

れていない。今回の結果に基づいて、肝細胞の分化調

節に関わる代謝制御の役割について、特に解糖系に焦

点を当て、さらに検討を進めていきたいと考えている。

析を行った。

【結　果】

　プロテオーム解析の結果、単層培養系にピルビン酸

を添加すると、培養後１日目から６日目にかけてクエ

ン酸回路ならびに解糖系に関わるタンパク質の発現が

全体的に低下する一方で、リボソームタンパク質、ア

ミノ酸活性化酵素類および酸化的リン酸化に関わるタ

ンパク質の発現が上昇した（図１）。また、肝細胞マー

カーであるalbumin（Alb）ならびに胆管上皮細胞マー

カーであるkeratin １９（Krt１９）、osteopontin（Spp１）、SRY

（sex determining region Y）-box ９（Sox９）の mRNAの

発現変化を調べたところ、ピルビン酸の添加により

Albの発現が軽度に抑制される一方、胆管上皮細胞マ

ーカーの発現が培養後３日目から６日目にかけて有意

に亢進することが判明した（図２）。

図１　単層培養マウス肝細胞に対するピルビン酸添加

の効果：機能分類されたタンパク質群の発現量変化

図２　単層培養マウス肝細胞に対するピルビン酸添加

の効果：肝細胞・胆管上皮細胞マーカーのmRNA
発現変化（Reference gene, １８S rRNA）
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と３０分反応させ、DAB発色を三分間行いその後ヘマ

トキシリンで核染色を行った。

【結果と考察】

　肉芽腫疾患の代表であるサルコイドーシス、結核、

真菌症、また組織球性の腫瘍である巨細胞腫について

検討をおこなった（図）。その結果、サルコイドーシス

と結核において肉芽腫を形成する類上皮細胞に強い

MDL-１の発現が認められた（図）。興味深いことには

サルコイドーシスにおいては多核巨細胞ではMDL-１

の発現が認められないのに反して結核においては多核

巨細胞においても強いMDL-１の発現が認められた。

マクロファージはLPSやIFN-γにより活性化される

M１型マクロファージとIL-４やIL-１３により活性化さ

れるM２型マクロファージの二種類に大別される。

M１型マクロファージはIL-１２やTNF-αなどの炎症性

サイトカインを産生し、病原体の排除などに寄与する

と考えられる。一方M２マクロファージはIL-１０を産

生し、寄生虫感染や創傷治癒、癌の転移などに関わっ

ていると考えられる。近年サルコイドーシスに関して

は、M２マクロファージが主体の反応ではないかとい

う報告がなされている５）。それに対して結核はM１マ

クロファージが主体の反応と考えられている。今回多

核巨細胞のMDL-１の発現がサルコイドーシスと結核

で違ったことにより、これらの疾患における病態形成

においてMDL-１の果たす役割が異なっている可能性

が考えられる。今後さらなる検討を重ねていく予定で

ある。

【文　献】

１） 旭川医科大学研究フォーラム　２００９ Mar vol.９ 

p５４-５６

２） Aoki N, Kimura Y, Kimura S, Nagato T, Azumi M, 

Kobayashi H, Sato K, Tateno M. Expression and fun-

ctional role of MDL-１（CLEC５A）in mouse myeloid 

lineage cells J Leukoc Biol. ２００９ Mar;８５（３）:５０８-１７.

３） 旭川医科大学研究フォーラム　２０１１ Feb vol.１２ 

p７１-７２

４） 旭川医科大学研究フォーラム　２０１３ Feb vol.１４ 

p５４-５５

５） Kempf W, Zollinger T, Sachs M, Ullmer E, Cathomas 

G, Dirnhofer S, Mertz KD. Granulomas are a source of 

１２） 好中球、肺胞マクロファージ、腹腔マクロファー

ジ活性化におけるMDL-１の機能と役割について

研究代表者　青木　直子

【研究の背景と目的】

　Myeloid DNAX activation protein １２（DAP１２）-

associating lectin １（MDL-１, CLEC５A）は好中球やマク

ロファージに発現するレクチン型のII型膜タンパクで

ある。ロングフォーム（MDL-１L）とショートフォー

ム（MDL-１S）の二種類のバリアントを有し、リガン

ドからのシグナルは会合分子であるDAP１２のITAMモ

チーフまたはDAP１０のYXXMモチーフを介して細胞

質内へ伝達される。平成２２年度、平成２３年度、平成

２４年度旭川医科大学「独創性のある生命科学研究」

のサポートを受け我々はMDL-１に対するモノクロー

ナル抗体を樹立し、骨髄系細胞におけるMDL-１/DAP 

１２シグナルに関する基礎的な検討を行った１、２）。その

結果MDL-１は好中球やマクロファージに強く発現し

ており、DAP１２のみならずDAP１０にも会合すること

が明らかとなった。ケモカインの産生においてはToll 

like receptor（TLR）がMDL-１シグナルにたいして相乗

的に作用していることを見いだした。さらに、我々は

マウス急性肺胞障害モデルを確立し、急性肺胞障害の

治療ターゲット分子としてのMDL-１がTNF-αなどの

炎症性サイトカイン産生に重要な役割を担っているこ

とを明らかにした３）。肺胞マクロファージにおいて

は、IFN-γとMDL-１刺激により相乗的にTNFαの産生

が増強される。また腹腔マクロファージでは、IFN-

γ、TNF-αによりMDL-１の発現量が増強し、IL-４では

減弱する。これらのことより、MDL-１はM１マクロフ

ァージに強く発現している可能性があることが示唆さ

れた４）。今回我々はヒト肉芽腫性疾患を形成するマク

ロファージ系細胞についてMDL-１の発現を免疫組織

化学にて検討した。

【方　法】

　ホルマリン固定パラフィン包埋切片に脱パラフィン

処理を行い、Target Retrieval Solution, pH ９.０（DAKO）

で免疫賦活化処理をおこなった。Cell tissue staining 

kit/HRP-DAB system（R＆D）を使用し免疫組織化学

を施行した。一次抗体としてanti human MDL-１/CLEC 

５Aポリクローナル抗体１μg/mlを用い、４℃で一晩反

応させた。二次抗体として、ビオチン標識抗ヤギ抗体
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機能解析を行っている。CL-K１ヘテロマウス同士の交

配で得られたノックアウトマウスは、同時期に誕生し

たワイルドマウス・ヘテロマウスと比較し、低体重で

あることを確認している。このことは、CL-K１が哺乳

動物の器官形成期において、自然免疫以外の機能を有

していることを示唆している。

　本研究では、胎生１５.５日における胎仔体重の比較と

胎生期の遺伝子発現検討、及び口蓋形成進捗の比較を

することで、胎生期におけるCL-K１の機能解析の足掛

かり的研究を行った。

【方　法】

　１０週齢CL-K１WT・KO雌マウスに、妊馬血清性性

腺刺激ホルモン腹腔投与４８時間後、ヒト絨毛性性腺

刺激ホルモンを腹腔投与し、交配能を確認した各遺伝

子型の雄マウスと共飼育した。１２時間後膣栓を確認

し妊娠０.５日とした。妊娠１５.５日に母獣を安楽死後、

胎仔を摘出し、胎仔体重を測定、４％パラホルムアル

デヒドで４８時間固定した。脱水・脱脂、パラフィン

包埋後、口蓋領域の薄切、伸展し、スライドガラス上

に密着させた。ヘマトキシリン・エオシン染色後、

BIOREVO（キーエンス）で観察を行った。

　胎生７日目、１１日目、１７日目のマウスCL-K１ mRNA

interleukin-３３ expression in pulmonary and extrapul-

monary sarcoidosis. Hum Pathol. ２０１４ Nov;４５（１１）: 

２２０２-１０.

１３） 胎生期における、自然免疫分子コレクチンCL-K１

の形態形成における機能解析

研究代表者　森　健一郎

【目　的】

　コレクチンは、その内部構造にカルシウムイオン依

存性の糖認識領域と、コラーゲン様領域を持つタンパ

クの総称であり、自然免疫分子として広く研究が進め

られている。新規コレクチンCL-K１（collectin kidney-

１）は、細菌、真菌などと結合し、補体活性化を誘導

することが報告されており、従来のコレクチン同様、

自然免疫に関わる分子とであると考えられている。

　CL-K１と補体活性化因子MASP-３の遺伝子変異が口

唇裂、口蓋裂、頭蓋骨癒合症、学習障害、生殖器や膀

胱、腎臓の異常をきたす疾患である、３MC症候群の原

因であると２０１１年に報告された。これは、自然免疫

に関与する分子が、器官形成に寄与していることを示

す、初めての報告であった。我々は、CL-K１ノックア

ウトマウスを作成し、器官形成期における、CL-K１の
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ている。

【参考文献】

１） Keshi H, et al. Identification and characterization of a 

novel human collectin CL-K１. Microbiol. Immunol. ５０：

１００１-１０１３, ２００６.

２） Hansen S, et al. Collectin １１ (CL-１１, CL-K１) is a 

MASP-１/３-associated plasma collectin with microbial-

binding activity. J Immunology. １８５：６０９６-６１０４, ２０１０.

３） Yoshizaki T, et al. Comparison of human blood con-

centrations of collectin kidney １ and mannan-binding 

lectin. J Biochem. Epub ahead of print, ２０１１.

４） Rooryck C, et al. Mutations in lectin complement 

pathway genes COLLEC１１ and MASP１ cause ３MC 

syndrome. Nature Genetics. ４３：１９７-２０３. ２０１１.

１４） 食品中に含まれるホルムアルデヒドが消化管粘膜

免疫機構に及ぼす影響

研究代表者　中木　良彦

【目　的】

　近年、国内外で違法な食品添加物や食品の偽装表示

などの問題が報道機関に取り上げられ、国民の食に対

する安全性への関心が高くなり、消費者に食品の安全

性を示す正確な情報提供が重要となっている。その中

で、食品添加物としての使用が禁止されている劇物の

ホルムアルデヒド（FA）は、食材の育成や加工の際に

様々な条件のもとで食品に含有する可能性があり、ま

た、無添加の自然食品中にも含まれることから安全性

の上で無視できない物質である。一方で、従来のFA

の毒性評価は鼻咽腔がんやシックハウスシンドローム

の危険因子として吸入曝露による研究が多く、他方で

経口曝露による消化管等への影響の報告は少数であ

り、安全性の検証は不十分であった。

　我々は低濃度FAを添加した飼料を実験動物に与え

た時に消化管、特に下部消化管において消化管内残渣

から高濃度の遊離FAを検出し、さらに遊離したFAが

消化管細菌叢の構成菌の減少をもたらし、局所の粘膜

免疫系に異常をきたす事を既に報告した１，２）。しかし

ながら、FAの経口曝露による詳細な腸内フローラの

変化、結果として起こる免疫機構の影響の詳細なデー

タは得られていない。

の発現を定量PCRにより検討した。定量PCRは、

Premium Total RNA（タカラバイオ）からrandom hexamer

を 用 い てcDNA合 成 後、TaqMan遺 Gene Expression 

Assaysを利用し、７５００ Real Time PCR System（ライフ

テクノロジーズ）により行った。

【結　果】

　胎生１５.５日胚体重比較の結果、WT胚、平均０.４２３g、

SD ０.０６１。ＫＯ胚、平均０.３７３g、ＳＤ ０.０４９、p＜０.０１

であり、ＫＯ胚がWT胚と比べ有意に軽く、成長遅延

の表現型が認められた。また、口蓋形成比較ではＫＯ

胚で口腔前部領域の口蓋棚融合遅延が確認された。こ

れは、同様に作成したWT胚では見られなかった。

　定量ＰＣＲによる遺伝子発現検討の結果、CL-K１遺伝

子は、胎生後期になるにつれ発現が高くなり、成獣肝

臓においてさらに高値を示すことを認めた。また、

CL-K１同様肝臓で合成され血中に分泌されるコレクチ

ンMBLは胎生１１日目にかけてCL-K１同様の発現増加

が見られるが、それ以降の発現増加は見られなかった。

【考　察】

　コレクチンCL-K１は、生体において様々な微生物と

結合し、感染防御に関与することが示唆されている

が、胎生期マウスは、無菌状態の母獣子宮内で着床後

の原腸形成と器官形成を行うため、胎盤を通じて母獣

免疫グロブリンの胎仔への移行はあるが、胎仔が積極

的に免疫分子を発現することはないと考えられている。

　しかし、マウスの胎生期におけるmRNA発現検討の

結果、CL-K１遺伝子が胎生１１日以降の器官形成期に発

現していることが明らかになり、ヒトの遺伝子変異の

報告同様、発生において器官形成に重要な役割を担う

可能性が推測された。

　胎生１５.５日ＫＯ胚では、同腹WT胚と比較し、低体

重の表現型を示し、さらに、ヒト３MC症候群で多く報

告されている、口蓋形成不全の症例もＫＯマウスで高

い頻度で見られたことから、マウスモデルは３MC症

候群の発症機序解析に有用であると考えられた。

　CL-K１はMASP分子と結合し、補体系を活性化する

ことで、自然免疫に関与している可能性が報告されて

いるが、器官形成期における機能は明らかになってい

ない。今後胎生期において、CL-K１が相互作用する分

子の探索も含め、その役割を解明していきたいと考え
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意に増加した（p＜０.０５）。また、小腸上皮間リンパ球

では有意ではないもののCD４陽性リンパ球の増加傾

向を認めた（p＜０.１）。B２２０陽性リンパ球は何れのリ

ンパ球でも両群間で差を認めなかった。小腸上皮間リ

ンパ球のmitgen刺激後の培養上清中のサイトカイン

分泌量は、曝露群でIL-４/IFN-γ比は両群間に差を認め

なかった。

【考　察】

　脾細胞のリンパ球subpopulationではFA曝露による

変化を認めなかったが、局所の粘膜免疫の最前線であ

る小腸上皮間リンパ球とパイエル板細胞では、

CD４/CD８比の有意な高値を示した。FA経口曝露によ

る腸内細菌の減少による免疫系への影響は局所の粘膜

免疫系で明らかとなった。しかしながら粘膜免疫系は

局所とはいえ、産生された免疫グロブリンは全身の血

管系を通じてhomingにより再度粘膜に戻り分泌され

る。このことはFA曝露による影響が、細菌の減少し

た下部消化管のみならず全身に及ぶ可能性を示唆する

が、今回の脾細胞リンパ球のsubpopulation解析結果か

らはホルムアルデヒドの経口曝露による影響は認めら

れず、消化管粘膜免疫機構への影響に限局する可能性

が示唆された。

　腸内細菌減少により即時型アレルギーが誘発されや

すいと報告３）されているものの今回の研究ではHelper 

T cellのType １/２バランスには影響を認めなかったた

め、FA経口曝露による小腸上皮間リンパ球からのサ

イトカイン産生については今後の詳細な解析が必要で

ある。

【文　献】

１） 吉田貴彦：食品中に残存するホルムアルデヒドが

摂取されて発現する健康影響に関する研究、MOA

健康科学センター研究報告集　１０, ６９-７７（２００５）

２） 中木良彦：食品中に含まれるホルムアルデヒドの

腸内免疫系への影響、臨床環境医学　１９, １３６（２０１０）

３） Bach J.-F.: The Effect of Infections on Susceptibility 

to Autoimmune and Allergic Diseases, N Engl J Med 

３４７, ９１１-２０（２００２）

　以上のことから、FA添加飼料を用いたマウスの経

口曝露実験を行い、食品中に含まれるFAの消化管へ

の影響について、免疫異常を中心に解析し、FA含有食

品の摂取による危険性について検討した。

【方　法】

　B６C３F１雌性マウスをFA曝露群とコントロール群

各８匹にランダムに分け、FA曝露群には曝露量が

１００mg/kg/dayになるように調整したFA添加飼料を、

コントロール群には通常飼料（FA無添加）を与えた。

曝露期間は５０日とした。FA投与実験期間終了後、安

楽死処置後に胃の幽門部直下を切断し下部消化管を取

り出し、小腸と盲腸の間を切断して小腸を摘出した。

小腸をハンクス液で洗浄後、ポリエチレンチューブを

用いて小腸を反転し、腸管腔側を露出し、５％FCSを添

加したハンクス液４５mlの入ったチューブに入れて４５

分間振とう後、ガラスウールカラムに通し、接着性の

細胞を除いた。カラムを通過した混濁液はパーコール

液を用いて繰り返し遠心分離し、上皮間リンパ球を精

製した。一方で脾臓および小腸パイエル板を切除し、

脾細胞リンパ球とパイエル板リンパ球浮遊液を調整し

た。得られた各々のリンパ球は蛍光抗体で表面抗原を

免疫染色し、フローサイトメトリーを用いてリンパ球

のサブ セットを解析した。また、helper T cellの

type１/２バランスについて上皮間リンパ球培養上清中

のIL-４およびIFN-γをELISA法にて測定した。各々

の結果はFA曝露群、コントロール群間で、Mann-

Witney U検定を行い、検定においてp＜０.０５を有意な

差があると判断した。

【結　果】

　各群の体重増加量には有意な差は認められなかっ

た。その他、飼育期間中における行動等に注目すべき

変化は無かった。また、肉眼的に外表に特記すべき変

化は見られなかった。

　脾細胞リンパ球のsubpopulation解析（リンパ球種類

毎の分布数を調べる）では、CD４陽性リンパ球、CD８

陽性リンパ球、および CD４/CD８比の何れもコント

ロール群、曝露群間に有意な差を認めなかった。一

方、小腸上皮間リンパ球およびパイエル板リンパ球の

subpopulation解析では、CD８陽性リンパ球が曝露群で

有意に減少し（p＜０.０５）、CD４/CD８比が曝露群で有
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間平均の実践回数、一回の平均実践時間はそれぞれ

１２.９±７.８週間、２.２±１.８回/週、５４.７±２９.８分で、実践

内容として身体運動、呼吸法、瞑想を行った者は、

１,１１０名（９７.６％）、９５２名（８３.７％）、４６８名（４１.２％）

であった。「マタニティヨガを経験して、今回出産さ

れたお子様に対し愛情が深まったと感じますか？」と

いう質問に対し、「はい」「どちらともいえない」「いい

え」と回答した者はそれぞれ４１１名（３６.１％）、６２１名

（５４.６％）、９４名（８.３％）であった。

　また１２種類の代替医療のいずれかを実践していた

者は、１,２８９名（２３.６％）に認められ、その上位３項

目はソフロロジー法４６８名（８.６％）、マッサージ３５４

名（６.５％）、アロマテラピー３０１名（５.５％）であっ

た。SOC-３の平均値は、１６.０±２.９であり、また主観的

幸福度の平均値は、８.８±１.３であった。

【考　察】

　マタニティヨガ実践者は２０.８％で、過去の途中集計

とほぼ同じ割合（２０.２％：平成２５年１０月１８日時点、

１９.６％：平成２４年８月３１日時点）を示した。エコチ

ル調査における周産期データの全固定が２０１５年末予

定であり、周産期予後と連結させた解析を２０１６年度

中に実施し、マタニティヨガ実践による周産期予後へ

の影響を今後解析していく。

【文　献】

１） S. Narendran: Efficacy of yoga on pregnancy outcome. 

J Altern Complement Med １１, ２３７-２４４（２００５）

２） Rakhshani A: The effects of yoga in prevention of 

pregnancy complications in high-risk pregnancies: A 

randomized controlled trial, Prev Med ５５（４）, ３３３-３４０

（２０１２）

３） Togari T: Development of a short version of the sense 

of coherence scale for population survey. J Epidemiol 

Community Health.６１：９２１-９２２（２００７）

１６） 多包虫がもつ宿主補体活性からの逃避機構の解明

研究代表者　佐々木　瑞希

【目　的】

　多包虫は中間宿主の体内において、補体系による傷害

機構を回避して増殖する。宿主の補体経路においては、

１５） マタニティヨガの周産期予後改善効果に関する

研究

研究代表者　川西　康之

【目　的】

　マタニティヨガ実践の効果について、海外からは低

出生体重児や早産の割合が少ない１）ことや、妊娠高血

圧症候群、子宮内胎児発育遅延の予防効果がある２）と

の報告があるが、国内からはそのような報告は認めら

れていない。そこで今回、環境省の「子どもの健康と

環境に関する全国調査」（以下エコチル調査）という出

生コホート研究の北海道ユニットセンター（ＵＣ）に

おいて、マタニティヨガ実践妊婦の割合を調査し、エ

コチル全体調査で得られる周産期結果とデータを連結

させ、その周産期予後への影響を明らかにすることを

目的として調査を行った。

【方　法】

　本研究は「エコチル調査」北海道ＵＣの独自追加調

査として、北海道ＵＣ参加者を対象に、その出産後に、

マタニティヨガ実践に関する自記式質問票調査を実施

した。なお質問票において、他の代替医療（ラマーズ

法、ソフロロジー法、アロマセラピー、マタニティス

イミング、マタニティビクス、マッサージ、鍼灸、気

功、太極拳、瞑想、催眠療法、自律訓練法のいずれか）

の 実 践、スト レ ス 処 理 能 力３）（SOC-３；Sense of 

Coherence, ３-２１の値を示し、高いほどストレス処理能

力が高い）、主観的幸福度（0-１０の値を示し、高いほ

ど主観的幸福感が高い）についても調査を行った。

【結　果】

　調査は平成２４年３月２１日から平成２７年７月７日

まで行われた。エコチル調査北海道ＵＣ参加者　

８,３６２名の内、死産や流産、研究脱落その他の理由で

調査が行われなかったものを除く７,５７１名に質問票を

配布し、５,４７０名より回答を得た（回答率７２.２％）。

　５,４７０名のうち、「妊娠１５週前後までにマタニティ

ヨガについて、やってみたいという気持ちはありまし

たか？」という質問に対し、３,８５０名（７０.４％）が

「あった」と回答した。マタニティヨガを実践していた

のは１,１３７名（２０.８％）で、その学習方法は６８５名

（６０.２％）が指導者に習い、４４６名（３９.２％）が本・Ｄ

ＶＤ等で自習をしたと回答した。平均実践週数、一週
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った。この分子は虫体細胞内に局在し、自身のプロテ

アーゼ活性を調節する役割を果たすと考えた。これに

対して、新たに見出した多包虫Serpin２ Emuおよび

Serpin３Emuについては虫体外への分泌が確認された

ことから、宿主との相互作用に関与している可能性が

示唆された。しかしながら、組み換えタンパク質が不

溶性となり、機能解析には至らなかった。今後、可溶

性タグ付加タンパク質を作成することで、各種セリン

プロテアーゼ阻害能および補体活性阻害能を調べたい。

【文　献】

Merckelbach and Ruppel. 2007. Biochemical properties of 

an intracellular serpin from Echinococcus multilocularis. 

Mol. Biochem. Parasitol. １５６．８４-８８．

１７） 膵癌浸潤、転移における長鎖ノンコーディングRNA

による制御機構の解明

研究代表者　高橋　賢治

【目　的】

　近年、長鎖の機能性RNAであるlong non-coding 

RNA（lncRNA）が、種々の疾患の病態成立に関わる事

が明らかにされつつあるが１）、膵癌の発癌や進展と関

連したlncRNAの報告は数少ない。一方、我々はこれ

までに肝癌においてlncRNAが細胞外小胞（Extrace-

llular vesicle（EV））を介して細胞間情報伝達され、抗

癌剤、低酸素抵抗性に寄与することなどを報告してき

た２、３）。本研究では膵癌浸潤、転移に重要なプロセス

であるEpithelial Mesenchymal Transition （EMT）に寄

与するlncRNAを同定し、その核酸本体としてのEMT

制御機構のみならず、EVを介した情報伝達機構を解

明する事を目的とした。

【方　法】

　膵癌細胞（Panc-１）とそれらから分泌されるEVに

高発現するlncRNAを、リアルタイムPCR法を用いた

lncRNA profilingによって発現解析し、同時に強力な

EMT促進サイトカインであるTGFβの投与により膵

癌細胞、EVに誘導されるlncRNAを分析した。また、

膵癌細胞より超遠心法によってEVを抽出し、それら

EVをレシピエント膵癌細胞へ添加する事によって、

レシピエント細胞における浸潤能に与える影響につい

セリンプロテアーゼが重要な働きを担うことが知られ

ている。古典経路を開始するＣ１ｒとＣ１ｓ、代替経路にお

けるＢ因子およびＤ因子、レクチン経路におけるＭＡＳＰ

１および２は全てセリンプロテアーゼとして機能する。

多包虫のセリンプロテアーゼインヒビター（serpin）フ

ァミリー分子がこれらのプロテアーゼを阻害すること

で宿主の補体活性を抑制している可能性を検討した。

【方　法】

　多包虫ゲノムならびにトランスクリプトームデータ

から、serpinファミリー分子と相同な配列を探索した

ところ、既知のSerpinEmu（Merckelbach and Ruppel. 

２００７）に加えて２つの配列を見出し、Serpin２Emuお

よびSerpin３Emuと名付けた。多包虫ｃＤＮＡからそれ

ぞれの分子のコード領域をクローニングし、Hisタグ

付加タンパク質として大腸菌発現系を用いて発現させ

た。これらの組み換えタンパク質に対するウサギ抗体

を作成し、ウエスタンブロットにより多包虫での発現

を確認した。さらに、これらのタンパク質が虫体外に

分泌されているか調べた。また、作成した組み換えタ

ンパク質のうち、rSerpinEmuのみが可溶性となったた

め、これについてトリプシン、キモトリプシン阻害活

性を調べた。また、補体活性測定キットを用いて、各

経路における活性阻害能を評価した。

【結　果】

　それぞれの組み換えタンパク質に対するウサギ抗体

を用いたウエスタンブロットの結果、SerpinEmuは細

胞内に、Serpin２EmuおよびSerpin３Emuは細胞内およ

び虫体外分泌フラクション中に発現が認められた。ま

た、得られた組み換えタンパク質のうち、rSerpinEmu

は大腸菌において可溶性タンパク質として発現した。

これを精製し、トリプシン活性阻害能を有することを

確認した。しかしながら、いずれの経路においても補

体活性阻害能は確認されなかった。rSerpin２および

３Emuについては大腸菌が封入体を形成し、不溶性と

なった。酵母による発現も試みたが、いずれの分子も

可溶性の組み換えタンパク質は得られなかった。

【考　察】

　既知のSerpinEmuについては、トリプシン阻害活性

を有しているが補体活性阻害能を持たないことが分か
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（図１）。

【考　察】

　これまで膵癌においてはK-ras、p５３、p１６、SMAD４

など多くの遺伝子異常が発癌に関わる事が報告されて

いるが、膵癌におけるlncRNAを介したエピジェネテ

イックな遺伝子制御機構についての報告は未だ数少な

い。今回の結果からHULC、linc-RoR、linc-VLDLRの

３種類のlncRNAがEMT誘導サイトカインであるTGFβ

によって発現誘導され、EVを介した細胞間情報伝達

を介して膵癌の浸潤能に影響を与える可能性が示唆さ

れた。今後これら３つのlncRNAが、実際にどのよう

なメカニズムでEMTシグナルを制御し、膵癌浸潤、転

移に影響を与えているのか、更にはEVを介した

lncRNAの情報伝達がこれらのプロセスに与える影響

を詳細に解析する予定である。

【文　献】

１） Takahashi K, Yan I, Haga H, & Patel T（２０１４）Long 

noncoding RNA in liver diseases. Hepatology ６０（２）：

７４４-７５３．

２） Takahashi K, Yan IK, Haga H, & Patel T（２０１４）

ての検討を行った。　

【結　果】

　LncRNA profilingにより発現解析を行った結果、

HULC、linc-RoR、linc-VLDLR、HOTAIRの４種類の

lncRNAが、膵癌細胞から分泌されるEVに特に高発現

し、さらにTGFβによって膵癌細胞内、EV内における

発現が誘導される事が想定された。HULCはこれまで

に肝癌進展との関連が報告されており１）、linc-RoRと

linc-VLDLRについては我々が、肝癌における低酸素

抵抗性及び抗癌剤抵抗性に寄与する事を報告している

ものの２、３）、膵癌の発癌、進展との関連については未だ

報告がない。HOTAIRについては膵癌浸潤との関連が

報告されているものの、その詳細な制御メカニズムは

不明である４）。その後の検討で、これら４種類のlnc-

RNAのうちHULC、linc-RoR、linc-VLDLRの３種類は

EVによって細胞間伝達され、レシピエント膵癌細胞

へ情報伝達されている事が示唆された。更にこれら

EVを添加する事によってレシピエント膵癌細胞の浸

潤能が増強された。これらの結果から上記３種類の

lncRNAは、EVによる細胞間情報伝達を介し、膵癌細

胞の浸潤能の制御に寄与している可能性が想定された

図１　EVによる細胞間情報伝達を介したlncRNAによるEMT制御機構；Linc-RoR、linc-VLDLR、HULCはEV
による細胞間情報伝達を介し、膵癌細胞の浸潤能の制御に寄与している可能性が考えられた。
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２．RNAシークエンシング

　高脂肪食負荷マウス肝から抽出したRNAを用いて

ハイスループットゲノムシークエンサー（IonTorrent）

により発現解析を行った。解析ソフトとしてGeno-

mics Workbench（CLC bio）を用い、通常食群と高脂肪

食群の発現量を比較して、発現比とt検定によるP値

を算出した。

３．低酸素環境下での検討

　１６週間の食餌負荷を行ったマウス肝では、低酸素反

応性のHIF-１α蛋白発現を評価した。肥満状態での低

酸素感受性を評価するため、ob/obマウスと対照マウ

スを低酸素飼育器で飼育し１週間後に低酸素環境下で

屠殺した。この際、屠殺直前に低酸素状態を評価する

ためPimonidazole（HypoxyprobeTM；コスモバイオ）を

腹腔内投与した。In vitroモデルとしてC５７BL/６マウ

ス肝からコラゲナーゼ灌流により分離した初代培養肝

細胞もしくは非実質細胞の一つである類洞内皮細胞を

用い、低酸素培養器で２４時間培養して低酸素による

ヘプシジン遺伝子Hampとその発現に関与するGdf１５

やBmperのmRNA発現に関してRT-PCRで検討した。

【結　果】

　高脂肪食負荷マウスによるmRNAシークエンシン

グでは表１に示す鉄関連遺伝子発現変動の結果が得ら

れた。ヘプシジンをコードするHampの低下やHamp

シグナルを抑制するBmper、Gdf１５の発現亢進が見ら

れ、エリスロポエチン（EPO）受容体をコードするEpor 

mRNAも亢進していた。マウスのEPOシグナル評価

のため、血漿EPO濃度をELISAで測定すると、高脂

肪食群で有意に高値を示した（図１）。

　マウス肝のHIF-１α蛋白発現は肝組織全体で観察さ

れた（図２a）。高脂肪食マウスのHIF-１α発現も肝組織

全体で観察されたが、高度の肝脂肪化のため蛋白発現

量の多寡を評価するに至らなかった。低酸素で飼育し

たマウスでのHypoxyprobeTMによる低酸素状態の評価

では対照マウスでも中心静脈域優位の陽性像を認めた

が、ob/obマウスでは肝全体に陽性像を認めた（図２b）。

　低酸素曝露に対する初代培養肝細胞と類洞内皮細胞

の遺伝子発現評価を行った。肝細胞では低酸素曝露の

みでHamp mRNA発現が抑制され、Hampを抑制する

Gdf１５の発現は亢進していた（図３）。類洞内皮細胞で

Modulation of hypoxia-signaling pathways by extrace-

llular linc-RoR. J Cell Sci １２７（Pt７）：１５８５-１５９４．

３） Takahashi K, Yan IK, Wood J, Haga H, & Patel T

（２０１４）Involvement of extracellular vesicle long 

noncoding RNA（linc-VLDLR）in tumor cell responses 

to chemotherapy. Mol Cancer Res １２（１０）：１３７７-１３８７．

４） Kim K, et al.（２０１３）HOTAIR is a negative prognostic 

factor and exhibits pro-oncogenic activity in pancreatic 

cancer. Oncogene ３２（１３）：１６１６-１６２５．

１８） マウス脂肪肝の肝内鉄蓄積における鉄代謝調節因

子ヘプシジン発現異常のメカニズムの解明

研究代表者　長谷部　拓夢

【目　的】

　非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は病態の進

行に酸化ストレスが関わり、しばしば併発する鉄過剰

症がその要因となる１）。鉄代謝は主に肝細胞で産生さ

れる鉄代謝調節分子ヘプシジンが中心的な役割を果た

す２）。我々はこれまでにNAFLDモデルマウスにおい

てヘプシジン発現が低下することを見出していた。し

かし、鉄代謝は生体環境に応じて変化することが必要

で複雑に調節されており、完全な解明はされていな

い。今回の研究では、肝脂肪化による肝内低酸素化の

関与を想定し、肥満・脂肪肝モデルマウスの鉄関連分

子およびヘプシジン制御系遺伝子の発現に着目して、

ハイスループットゲノムシークエンサーによるRNA

シークエンシングを行い、背景の分子機構の探索を行

った。

【方　法】

１．モデルマウスによる検討

　NAFLDモデルマウスは８週齢のC５７BL/６マウスに

ラードを主とした高脂肪食を１６週間投与して作成し

た。対照群として同期間通常食を投与したC５７BL/６

マウスを用いた。低酸素環境での肥満マウスとして

１２週齢のレプチン欠損マウスであるob/obマウスを用

い、対照群としては同週齢のC５７BL/６マウスを用い

た。肝細胞分離のためには通常食で飼育したC５７BL/ 

６マウスを用いた。
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表１　mRNAシークエンシングの鉄関連遺伝子発現変動

スにおける恒常的な低酸素がヘプシジン発現に影響し

ていることがわかる。先にBMPシグナル発現低下が

ヘプシジン発現に影響している可能性を見出していた

ため、BMPシグナルに関連する類洞内皮細胞の低酸素

に対する影響も検討したが、今回の検討では明らかな

関連が指摘できなかった。これらの結果から、低酸素

自体はヘプシジン主要調節系であるBMPシグナルを

介さずに、ヘプシジン発現に影響を与えることが示唆

された。

【文　献】

１） Sorrentino P, et al. Liver iron excess in patients with 

hepatocellular carcinoma developed on non-alcoholic 

steatohepatitis. J Hepatol ２００９；５０：３５１-３５７．

２） Nemeth E, et al. Hepcidin regulates cellular iron 

efflux by binding to ferroportin and inducing its interna-

lization. Science ２００４；３０６：２０９０-２０９３．

３） Quingdu Liu, et al. Hypoxia-inducible factor regulates 

hepcidin via erythropoietin-induced erythropoiesis. J 

Clin Invest. ２０１２；１２２（１２）：４６３５-４６４４．

はHamp抑制因子であるBmperとGdf１５の発現変化は

認められなかった（図４）。

【考　察】

　EPOは低酸素により腎からの発現が誘導され、

Gdf１５はEPOによるHamp抑制に関わるとされてい

る３）。高脂肪食負荷マウスではEPO発現亢進があるこ

とから恒常的に低酸素に曝露されており、肝内では

Gdf１５発現低下があることから、低酸素がヘプシジン

発現低下とそれに引き続く鉄過剰症の原因となること

が示唆される。肥満マウスにおいて低酸素感受性が亢

進していることからも、肥満と低酸素、ヘプシジン発

現、鉄代謝異常が密接に関連すると考えられる。

　初代培養肝細胞の検討では、肝細胞自体が低酸素に

応答してヘプシジン発現を低下させており、肥満マウ

図１　マウス血漿エリスロポエチン濃度　P＝０.０２５
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b.

C５７BL/６ ob/ob

a.

通常食 高脂肪食

図２　マウス肝組織免疫組織化学染色像　HIF-１α染色（a；２００倍）、Hypoxyprobe染色（b；２００倍）

図３　初代培養肝細胞のRT-PCR結果　Hamp mRNA（a；P＝０.００６）、Gdf15 mRNA（b；P＜０.００１）
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らの２つの装置を用いて、肝臓領域に対して振動を与

えながらMRIで組織の相対的な硬さ（弾性）を画像化

する。肝疾患の進行度を、患者負担を減らしながらよ

り高い精度で診断できると考えている。しかし小児

CHDにおける肝硬度の詳細な検討は少ない。そこで、

本研究はCHD術後の肝硬度をMRエラストグラフィ

ーを用いて評価し、他の肝線維化マーカーと比較する

ことを目的とした。

１９） ＭＲエラストグラフィーを用いた先天性心疾患術

後の肝硬度の評価

研究代表者　杉本　昌也

【背景と目的】

　近年、先天性心疾患（CHD）の診断および心臓外科

手術、内科治療の目覚ましい進歩により、複雑な先天

性心疾患を含めた９５％以上のCHD患者が救命される

ようになった。また術後の経過も概ね良好であり、

CHD患者の８５％は思春期、成人期まで到達する事が

可能になった１）。しかしながら小児期に順調に経過し

たCHD患者も、成人期に入り年齢を重ねるにつれ、遺

残病変や続発症のために新たな様々な問題を引き起こ

している。中でもフォンタン手術は、単心室型先天性

心疾患の生命予後やQOLを著しく改善させたが、そ

の特徴的循環のために、低心拍出・心不全、不整脈、

血栓による塞栓症、蛋白漏出性胃腸症、肝機能障害、

側副血行路や肺動静脈瘻の発達など、さまざまな長期

合併症が報告され始めている（表１）２－４）。特に肝硬変

は、非常に重篤な病態で、中心静脈圧の上昇や慢性的

な静脈での血液うっ滞によって引き起こされた肝線維

化が、高度に進展した末期像である。フォンタン術後

患者の７０～９０％に肝線維化徴候がみられるという報

告があるが、早期に発見することは難しい。

　近年、国内初となる、非侵襲的な肝疾患の進行度診

断を可能にするMRI用の肝臓エラストグラフィーが

開発され注目を浴びている（図１）。この装置は、アク

ティブ・ドライバーと呼ばれる振動を発生させる外部

加振装置と、パッシブ・ドライバーと呼ばれる振動を

人体に伝播させるためのデバイスから構成され、これ

図４　初代培養類洞内皮細胞のRT-PCR結果　Bmper mRNA（a）、Gdf15 mRNA（b）

表１　Fontan手術術後の問題点

図１　MRエラストグラフィ（GE社製）
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【結果・考察】

　肝線維化マーカーは各群間に有意な差は認めず低値

であった（図２A、B）。LSはフォンタン術後群で有意

に高値であった（図３）。

【結　論】

　MRエラストグラフィーは小児においても肝硬度を

非侵襲的に評価できる有用なツールである。特にフォ

ンタン患者ではバイオマーカーよりも鋭敏に肝線維化

を評価することが可能である。

【参考文献】

１） Shiina Y, Toyoda T, Kawasoe Y, Tateno S, et al. Preva-

lence of adult patients with congenital heart disease in 

Japan Original Research Article. Int J Cardiol ２０１１；

１４６：１３-１６．

２） de Leval MR, Deanfield JE. Four decades of Fontan 

palliation. Nature reviews Cardiology ２０１０；７：５２０-７．

３） Ghaferi AA, Hutchins GM. Progression of liver 

pathology in patients undergoing the Fontan procedure: 

Chronic passive congestion, cardiac cirrhosis, hepatic 

adenoma, and hepatocellular carcinoma. J Thorac 

Cardiovasc Surg ２００５；１２９：１３４８-５２．

４） Kiesewetter CH, Sheron N, Vettukattill JJ, Hacking 

N, et al. Hepatic changes in the failing Fontan circu-

lation. Heart ２００７；９３：５７９-８４．

【方　法】

　４５名の対象を３群に分け、心内修復術後のICR群

（２２名、中央値１３.６歳）、フォンタン術後群（１１名、

１５.４歳）、Control群（１２名、１６.７歳）とした。MRエ

ラストグラフィーは肝中央の冠状断面にROIを３か所

とり、その平均値をLiver stiffness value（LS）として

求めた。心臓カテーテル検査による各種計測値[心係

数、体血圧、肺動脈圧、中心静脈圧（CVP）、体血管抵

抗（SVR）、肝静脈楔入圧、動脈血酸素飽和度]および

肝線維化生化学マーカー（PIIIP、HA、TIMP-１）を測

定し、各群間で比較検討した。

図２　肝線維化バイオマーカーによる比較

図３　MRエラストグラフィーで求めた測定値による
比較
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２）。

　次にEIUモデルにおいて、炎症性サイトカイン

（TNF-α、IL-１β、IL-６、iNOS）はLPS投与後６時間

をピークに増加し、その後漸減した。一方、マイクロ

グリア形態解析においても、各指標の値は投与後６時

間から１２時間で最も有意に変化していた（図３）。

【考　察】

　本研究では、血管新生や無血管領域における活性化

したマイクログリアでは、FF、BD、SOLが増加し、DF
が減少していた。したがって過去の脳梗塞モデルを用

いた報告と同様に、網膜においてもマイクログリアの

形態変化を定量化することが可能であった。

　本研究では、正常血管新生において、深層よりも、

血管新生が生じている表層のマイクログリアがより活

性化していた。過去の報告では、浅層と深層でのマイ

クログリアの形態に差がなかったと述べている。しか

し、過去の報告では、顕微鏡下での外見のみで区別し

ており、わずかな変化を捉えられなかったと思われ

る。一方で、マイクログリア形態解析はわずかな変化

を区別することができたと考えられた。さらに本研究

では、正常及び病的血管新生におけるマイクログリア

の形態のわずかな違いも区別することが可能であった。

　また、炎症性サイトカインの変化とマイクログリア

の形態変化は連動している傾向があった。マイクログ

リア形態解析は半自動的に算出できる為、安定した結

果が得られる。そして、これまで外見で判断していた

マイクログリアの活性度を数値化し、定量化すること

ができる。これらのことから、網膜の炎症状態の評価

にマイクログリア形態解析は有用であると思われた。

　近年、画像診断技術の発達に伴い、生体内の視細胞

を視認出来るようになった。今後マイクログリアを視

認できるようになれば、マイクログリア形態解析によ

って網膜の炎症状態を定量的にリアルタイムで評価す

ることが可能となり、新たな治療薬の評価や糖尿病網

膜症の超早期診断に応用できることが期待される。

【文　献】

１） Soltys Z, et al.: Quantitative morphological study of 

microglial cells in the ischemic rat brain using principal 

component analysis. J Neurosci Methods ２００５；１４６：

５０-６０．

２０） フラクタル理論を用いたマイクログリア形態解析

による糖尿病網膜症の超早期診断法の確立

研究代表者　下内　昭人

【目　的】

　糖尿病網膜症は、これまで血管障害として考えられ

てきたが、近年、慢性炎症がより早期に生じているこ

とが示唆されている。しかし、血管障害が出現する前

での早期診断法は確立されていない。マイクログリア

は、網膜における免疫担当細胞である一方で、糖尿病

網膜症などの慢性炎症を基盤とする疾患の病態に深く

関与している。また、活性度によって形態を変化させ

る特徴があり、その形態解析が脳梗塞モデルで有用で

あることが報告されている１）が、網膜での有用性は明

らかになっていない。本研究では、マイクログリア形

態解析が網膜の炎症状態の評価に有用かを検討した。

【方　法】

　C５７BL/６Jマウスを用いて高酸素負荷網膜血管新生

（OIR）モデルを作成し、日齢１７（P１７）で眼球を摘出

した。また、コントロールマウスの眼球をP５、P１７で

摘出した。マイクログリアはIba１抗体を用いて免疫染

色を行い、共焦点顕微鏡で撮影後、過去の報告１）を参

考に以下の５項目を算出した。１）form factor（FF；円

形 度）、２）branching density（BD；分 枝 密 度）、３）

convexity（CON；空間的密度）、４）solidity（SOL；細

胞体積）、５）fractal dimension（DF；複雑性）

　次に、エンドトキシン誘導ぶどう膜炎（EIU）モデ

ルを作成し、リポ多糖（LPS）投与後６、１２、２４、３６

時間で眼球を摘出した。マイクログリア形態解析を行

い、炎症性サイトカインをqRT-PCRで測定した。

【結　果】

　正常血管新生期における血管領域（P５c）及び無血

管領域（P５p）、OIRにおける病的血管領域（P１７NV）

及び無血管領域（P１７AVA）に存在するマイクログリア

は、コントロール（P１７con）と比較して形態が活性型

に変化し、形態解析ではFF、BD、SOLが有意に高く、

DFは有意に低かった（図１）。また、P５cにおいて、深

層よりも浅層に存在するマイクログリアのほうが有意

にその傾向を示した。さらに、同様の傾向を示してい

たP５cとP１７NVを比較したところ、病的血管新生での

マイクログリアのほうがより顕著な変化であった（図
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図１　各条件におけるマイクログリアの形態の違い

　　（A）定常状態（P１７con）のマイクログリアは細胞
体が小さく、足を長く伸ばしたramified型である。
一方、正常血管新生における血管領域（P５c）及び
無血管領域（P５c）、そして病的な血管新生領域
（P１７NV）及び無血管領域（P１７AVA）に存在するマ
イクログリアは、細胞体が大きく、足も短く変化し

ている。特にP５cとP１７NVでは活性型である
amoeboid型を呈している。上段：ホールマウント、
Scale＝５０μm、血管はIB４（赤）、マイクログリア
はIba１（緑）で染色。下段：凍結切片、Scale＝５０
μm。（GCL；神経節細胞層、IPL；内網状層、INL；
内顆粒層）（B）マイクログリア形態解析における
P１７conを基準とした各群の比較

図２　OIRモデルでのマイクログリア形態解析
　　（A）正常血管新生での浅層（GCL）と深層（IPL/ 
INL）の層別解析（B）正常血管新生（P５c）及び病
的血管新生（P１７NV）の比較

図３　EIUモデルでのqRT-PCR及びマイクログリア形
態解析の結果

　　（A）炎症性サイトカインの経時的変化（B）マイ
クログリア形態解析における各測定項目の経時的変

化

vs P17con ; ＊ P < 0.05, ＊＊ P < 0.01

TNF-α IL-1β

IL-6 iNOS
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を認めた（図２）。フローサイトメトリーの結果、IgA

腎症群にて有意にCD８＋CX３CR１＋細胞数の割合は増

加していた（図３）。また、各種マイトージェン刺激を

施行した結果、非メチル化CpG-ODN（細菌由来DNA）

刺激において、IgA腎症群での扁桃単核球CD８＋

CX３CR１＋細胞数の割合は有意に増加していた（図４）。

末梢血ではIgA腎症患者単核球にて、CD８＋CX３CR１＋

細胞数の割合が有意に増加し、扁摘後その割合は有意

に減少していた（図５）。

【考　察】

　これまでの当科の研究成績から扁桃T細胞にを中心

としたIgA腎症の発症機序を考察した（図６）。IgA腎

症の扁桃では，パラインフルエンザ菌などの扁桃常在

菌や細菌由来DNA（非メチル化CpG-ODN）に対する

過剰免疫応答（免疫寛容の破綻）によってB，T細胞

上のTCRVβ６やCXCR３、CX３CR１が過剰発現され、

体循環を経て腎へホーミングし、組織傷害に関与して

いると考える。IgA腎症に対する扁桃摘出術の効果は

明らかであるが、残念ながら否定的な意見も存在す

る。その理由の一つとして、扁桃とIgA腎症の関連性

を示す基礎的エビデンスが希薄であることが挙げられ

る。基礎的な検討を行いその結果を積み上げること

は、新たな治療法の開発に繋がるだけではなく、他科

医師へのより説得力のある啓蒙に役立つと考えられ

る。今後も検討を続けていきたい。

【文　献】

１） Egido J, Blasco R, Lozano L, et al. Immunological 

abnormalities in the tonsils of patients with IgA 

２１） IgA腎症扁桃におけるCX３CR１の検討

研究者代表　大高　隆輝

【目　的】

　IgA腎症の病態はIgAを含む免疫複合体が腎糸球体

に沈着し、炎症を起こすことが主体とされている。

IgA腎症の扁桃リンパ球ではIgA陽性B細胞が増加し

ており、マイトージェン刺激下で培養すると多量体

IgAの産生亢進がみられ１）、扁摘後血清IgA値の低下が

認められることが報告されている２）。このように扁桃

はIgA腎症患者における血清IgAの供給源となってお

り、IgAを介して扁桃がIgA腎症の病態に関与してい

る可能性は非常に高い。しかし、免疫グロブリン非存

在下においても腎炎が発症し得る事も証明されてお

り３）、実際に様々な表現形質を持つT細胞がIgA腎症

の病巣に浸潤していることが報告されている４－６）。

　近年糸球体腎炎における浸潤細胞上に発現するケモ

カイン受容体としてCX３CR１が同定され、IgA腎症で

の血尿の程度と末梢血CD８陽性T細胞のCX３CR１発

現に相関があったと報告されている７）。しかし、IgA

腎症扁桃におけるCX３CR１を検討した報告はない。

　今回我々は、IgA腎症患者の扁桃単核球における

CX３CR１発現および各種マイトージェン刺激による発

現変化、IgA腎症患者の末梢血単核球における

CX３CR１の発現および口蓋扁桃摘出による変化を検討

し、扁桃CX３CR１陽性T細胞のIgA腎症の病態におけ

る役割について検討した。

【方　法】

　対象は当科で口蓋扁桃摘出術を施行したIgA腎症

２０名非IgA腎症２５名である。摘出口蓋扁桃、腎生検

の検体にCX３CR１染色を行い、摘出扁桃、術前後の末

梢血より単核球を分離し、ツーカラーフローサイトメ

トリーを施行し、CD８＋CX３CR１＋細胞数の発現を検討

した。さらに扁桃単核球は各種マイトージェン刺激を

行い、その発現の変化をツーカラーフローサイトメト

リーにて検討し、リガンドであるCX３CL１への遊走能

もミグレションアッセイを施行し、検討を行なった。

【結　果】

扁桃・腎組織免疫染色にて、IgA腎症患者扁桃濾胞間に

CX３CR１陽性細胞を多く認めた（図１）。IgA腎症患者

腎組織でも糸球体、間質、尿細管にCX３CR１陽性細胞

図１
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１９９２, p.２０３-２０７．

３） Radeke HH, Tschernig T, Karulin A, et al. CD4+T 

cells recognizing specific antigen deposited in glomeruli 

cause glomerulonephritis-like kidney injury. Clin Immu-

nol ２００２；１０４：１６１-１７３．

４） Wu H, Zhang GY, Clarkson AR, et al. Conserved T-

cell receptor beta chain CDR3 sequences in IgA nephro-

pathy biopsies. Kidney international １９９９；５５：１０９-１１９．

５） Segerer S, Hughes E, Hudkins KL, et al. Expression 

of the fractalkine receptor(CX3CR1)in human kidney 

diseases. Kidney international ２００２；６２：４８８-４９５．

６） Segerer S, Banas B, Wornle M, et al. CXCR3 is 

involved in tubulointerstitial injury in human 

glomerulonephritis. Am J Pathol ２００４；１６４：６３５-６４９．

７） Sharon N. cox, Fabio Sallustio, Grazia Serino, et al. 

Activated innate immunity and the involvement of 

CX3CR1-fractalkine in promoting hematuria in patients 

nephropathy: inversion in the ratio of IgA : IgG bearing 

lymphocytes and increased polymeric IgA synthesis. 

Clin Exp Immunol １９８４；５７：１０１-１０６．

２） Masuda Y, Tamura S, Sugiyama N : The effect of 

tonsillectomy and its postoperativge clinical course in 

IgA nephropathy with chronic tonsillitis. Galioto GB 

eds. Tonsils : a clinically oriented update, Basel, Karger；

図２

図３

図４

図５

図６
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果を解析したところ、coding regionのいかなる領域に

おいてもmutationあるいは遺伝子多型（single nucleotide 

polymorphism：SNP）は認められなかった。

【考　察】

　８０名ものSCOSの日本人患者を解析したものの、

mutation及びSNPは全く検出されなかった。この結果

から、マウスにおいてはSin３A遺伝子をノックアウト

すると、そのオスのマウスはSCOSの表現型を呈する

ものの、その現象はヒトでは異なるのではないかと考

えられた。しかしながら、今回の研究ではSCOSによ

る無精子症患者は極めてまれであり、よってその解析

数が限られている点、および今日までヒト SIN３A遺

伝子のcoding regionにおける多型部位が検出されてい

ないため今後さらなる検討が望まれる。これまでノッ

クアウトマウスの解析により無精子症を呈する数多く

の遺伝子がマウスにおいては報告されている。しか

し、今日までの研究においてそれらの遺伝子が必ずし

もヒトにおいて忠実に再現されているわけではない５、６）。

　本研究において、解析された８０名の日本人患者に

おいてはヒトSIN３A遺伝子でいかなるmutationもSNP

も検出することができなかったが、本研究はヒト

SIN３A遺伝子とヒト男性不妊症における世界で最初

の研究である。今後さらなる症例数を増やし再度解析

するとともに、他の人種においても解析する必要があ

ると考えられた。

【文　献】

１） Gianotten L, Lombardi MP, Zwinderman AH, Lilford 

RJ and van der Veen F: Idiopathic impaired spermato-

genesis: genetic epidemiology is unlikely to provide a 

short-cut to better understanding. Hum. Reprod. 

Update.１０, ５３３-５３９（２００４）
２） Miyamoto T, Hasuike S, Yogev L, Maduro MR, 

Ishikawa M, Westphal H and Lamb DJ: Azoospermia in 

patients heterozygous for a mutation in SYCP3. Lancet 

３６２, １７１４-１７１９（２００３）

３） Ayer DE, Lawrence QA and Eisenman RN: Mad-Max 

transcriptional repression is mediated by ternary com-

plex formation with mammalian homologs of yeast 

repressor Sin3. Cell ８０, ７６７-７７６（１９９５）

４） Pellegrino J, Castrillon DH and David G: Chromatin 

with IgA nephropathy. Kidney international ２０１２；８２：

５４８　５６０

２２） ヒト男性不妊症と習慣流産の原因遺伝子同定およ

び臨床医学への応用

研究代表者　上田　寛人

【目　的】

　現在非閉塞性無精子症患者のうちおよそ２０％が遺

伝学的な素因が示唆されている１）。これらの遺伝学的

要因にはY染色体の微小欠失及びある種の遺伝子異常

が含まれる２）。Sin３蛋白は大きなSin３A蛋白とそれに

極めて類似したSin３B蛋白から構成され、転写因子と

して重要な役割を担っている３）。２０１２年Sin３A遺伝子

のノックアウトマウスが報告されその表現型はオスで

は無精子症に起因する男性不妊症を呈し、また組織学

的解析においてはgerm cellを精巣内に全く有しておら

ず、ヒトにおけるSertoli cell only syndromeいわゆる

SCOSを呈していた４）。

　そこで今回私はSIN３A遺伝子の異常がヒトSCOSの

原因ではないかとの仮説のもとに解析を行った。

【方　法】

　対象は文章によるインフォームドコンセントを得た

のちに血液を採取した、組織学的にSCOSと診断され

た８０名の日本人無精子症患者である。全ての患者に

おいて、精液検査は最低２回以上行い、また閉塞性無

精子症、下垂体機能不全、精巣の外的損傷及び感染症

既往のある患者は除外された。全ての対象患者は染色

体の核型は正常であり、またY染色体の微小欠失を伴

っていなかった。対象患者から血液を採取し、

Genomic DNAを抽出し、SIN３A遺伝子の全ての

coding regionに隣接するイントロン部位にprimerを設

定し、coding regionにおいてPCR法及びダイレクトシ

ークエンス解析を行い、mutation解析を施行した。

【結　果】

　SIN３A遺伝子の全てのcoding region及び隣接するイ

ントロン領域はPCR法により合計２０個のPCR産物が

増幅され、PCR産物はカラム精製法により精製されす

ぐさまダイレクトシークエンス解析が施行された。対

象患者８０名において、全てのシークエンス解析の結
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を３次元的に応用し、新たなアルゴリズムを開発した

（３D-IBCI）。今回の研究の目的は、この新しいアルゴリ

ズムの部分容積効果補正効果を検討することである。

【方　法】

　悪性腫瘍が疑われてFDG PET/CTを施行した患者１５

名のデータを複数の核医学専門医が視覚的に評価し

た。また、Whole body用PETファントムにFDGをセ

ットして得られたファントムデータに対しても解析を

行った。具体的にはファントム内部のhot sphereの最

大SUVの値とセットしたFDGの放射能濃度からリカ

バリ計数を算出し、hot sphereの直径との関係を観察

した。この検討を部分容積効果補正なし（オリジナ

ル）、２D-IBCI、３D-IBCIでそれぞれ行った。なお、

PET/CTは当院に導入されているGE社製Discovery　

VCTを用いて３Dモード収集で撮像が施行された。ス

ライス厚は３.３mm、マトリクスサイズは１２８x１２８であ

った。CTは吸収補正及び解剖学的な情報を付与する

目的でPETの撮像直前に施行され、管球圧は１２０kV、

５０-１００mAで撮像対象によって自動設定されたパラメ

ータが使用された。撮像時のスライス厚は５.０mmで、

PETに合わせてスライス厚３.２７mmに再構成された。

PET画像とCT画像はカメラに付属しているワークス

テーション上でfusionされた。画像再構成アルゴリズ

ムは３D-OSEMを用いた。

【結　果】

　患者データに対する視覚的評価では、オリジナルと

比較して２D-IBCI、３D-IBCIともに良好な結果が得ら

れた（図１：p＜０.０００１，Wilcoxon test）。２D-IBCIと

３D-IBCIの間には有意な差は認められなかった。

　ファントムデータの解析では、リカバリ計数はhot 

sphereの直径と相関していたが、直径が３０mm以下の

hot sphereに関してはいずれも３D-IBCI＞２D-IBCI＞オ

リジナルの順となり、３D-IBCIのリカバリ係数が大き

い結果となった（図２）。特に２D－IBCI及びオリジ

ナルでは直径２８mm未満のhot sphereでリカバリ係数

が８５％以下であるのに対して、３D-IBCIでは直径

１７mm以上のhot sphereでいずれも８７％以上の値が観

察された。

associated Sin3A is essential for male germ cell lineage 

in the mouse. Dev. Biol. ３６９, ３４９-３５５（２０１２）

５） Borg CL, Wolski KM, Gibbs GM and O'Bryan MK: 

Phenotyping male infertility in the mouse: how to get 

the most out of a ̀non-performer'. Hum. Reprod. 

Update. １６, ２０５-２２４（２０１０）
６） Seok J, Warren HS, Cuenca AG, Mindrinos MN, 

Baker HV, Xu W, Richards DR, McDonald-Smith GP, 

Gao H, Hennessy L, Finnerty CC, López CM, Honari S, 

Moore EE, Minei JP, Cuschieri J, Bankey PE, Johnson 

JL, Sperry J, Nathens AB, Billiar TR, West MA, Jeschke 

MG, Klein MB, Gamelli RL, Gibran NS, Brownstein 

BH, Miller-Graziano C, Calvano SE, Mason PH, Cobb 

JP, Rahme LG, Lowry SF, Maier RV, Moldawer LL, 

Herndon DN, Davis RW, Xiao W, Tompkins RG and 

Inflammation and Host Response to Injury, Large Scale 

Collaborative Research Program: Genomic responses in 

mouse models poorly mimic human inflammatory 

diseases. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. １１０, ３５０７-３５１２
（２０１３）

２３） PET-CTなどの医用画像における次世代の部分容

積効果補正効果付き解像度増加アルゴリズムの開発

研究代表者　沖崎　貴琢

【目　的】

　PETなどの核医学画像においては、一般に画像解像

度が低く、１画素の大きさが比較的大きく、部分容積

効果の影響がCTなどと比較して大きいことが知られ

ている。このために小さな病変では、トレーサの集積

の半定量指標であるstandardized uptake value（SUV）

は過少評価され、視覚的にも病変の検出率が低くなる

可能性がある。画像解像度を増加させる場合には、数

学的な演算を用いて画素値の補間処理を行うことが多

い。よく用いられる手法としては、ニアレストネイバ

ー法、バイリニア法、バイキュービック法などが挙げ

られる１－２）。しかしながらいずれの方法も、視覚的な

画像の品質向上が得られるものの、画像のコントラス

トの向上は期待できない。我々は、部分容積効果補正

を演算中に組み込みながら画像解像度を増加する方法

を考案しているが（２D-IBCI）３－４）、今回は更なる部分

容積効果補正効果を実現するために以前開発した手法
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Acoustics, Speech, and Signal Processing ２９（６）：１１５３-

１１６０

２） http://www.vision-systems.com/articles/print/volume-

12/issue-10/departments/wilsons-websites/understanding-

image-interpolation-techniques.html

３） 沖崎貴琢、油野民雄、画像処理装置、画像処理方

法、およびプログラム：特願２０１２-１０４３９４

４） Atsutaka Okizaki, Tamio Aburano, Image processing 

equipment, image processing method and recording 

medium：PCT/JP２０１３/０６０４５１

２４） 脂肪組織由来幹細胞を用いた低侵襲細胞治療に関

する研究

研究代表者　岡　久美子

【研究目的】

　細胞治療は骨再建・再生を低侵襲・効率的に行うた

めに有用である。近年、脂肪組織に含まれる体性幹細

胞（Adipose derived stem cells：ADSCs）が骨形成細胞、

軟骨形成細胞、脂肪細胞に分化することが報告されて

いる。歯科口腔外科学講座ではこれまでにADSCsの

静脈内投与が骨創治癒を促進することを明らかにし

た。さらにトレーサー実験の結果、静脈内投与した

ADSCsが新生骨形成部位に集簇して骨形成細胞や血

管などに分化し骨創治癒を促進するという結果を得て

いる。しかし、静脈内投与したADSCsが骨の障害部

位に集簇するメカニズムは明らかにされていない。

SDF-１/CXCR４システムは血管傷害後の新生内膜形成

に寄与し、血管新生や血管リモデリングにも寄与して

いることが報告されている。また、High Mobility 

Group Box１（HMGB１）は強いPDGFRα陽性骨髄間葉

系幹細胞遊走活性を有し、障害部位や炎症部位で放出

され損傷組織再生に関与していることが示唆されてい

る。本研究ではこれらの幹細胞動員因子についてその

ADSCs静脈内投与による骨創治癒促進との関連性を

明らかにすることを目的とし、①骨欠損部位への幹細

胞動員因子の同定、②ADSCsの幹細胞動員因子発現

の検討を行った。

【方　法】

１．培養細胞における幹細胞動員因子の発現

　In-vitroにおいて培養ADSCsにおけるSDF-１/CXCR４、

【考　察】

　我々が考案した解像度増加アルゴリズムは、オリジ

ナルと比較すると視覚的にも有効である結果が得られ

た。また、２Dと３Dの比較では、視覚的には有意な差

は認められなかったが、ファントムデータからはリカ

バリ係数は３D-IBCIで大きくなり、定量評価に関して

は今回考案した手法が有効である可能性が示唆され

た。従来は小さな病変の評価に際してはSUVを過小

評価している危険性があったが、３D-IBCIを応用する

ことでより精度の高いSUVの測定が可能となるもの

と期待される。特に治療前後の効果判定や予後の評価

には正確なSUVの測定は重要であり、このアルゴリズ

ムは患者及び臨床医にとってメリットがあるものと考

えられた。

【文　献】

１） R.Keys,（１９８１）. “Cubic convolution interpolation for 

digital image processing”. IEEE Transactions on 

図２　リカバリ係数

図１　臨床データ
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１０％EDTA液で脱灰後、組織標本を作製、免疫組

織化学的染色の手法を用いて骨創治癒部のケモカ

インの局在を観察した。

　４）遺伝子発現解析

　　RNA抽出

　　　　ADSCs投与後４日後に組織を採取し、RNeasy 

Mini Kit（Qiagen）を用いてRNAを抽出、１．２）

と同様にcDNAを合成した。

　　RT-PCR

　　　　AmpliTaq Gold遺３６０ Master Mix（Applied 

Biosystems）を使用しRT-PCRを行い同部位での

SDF-１/CXCR４の遺伝子発現を検討した。組織

は骨欠損部位、胸腺、脾臓とした。PCR産物は

１．３）と同様に泳動した。

【結　果】

１．培養細胞における幹細胞動員因子の発現

　免疫組織化学的検討

　　　ADSCsには、PDGFRαおよびSDF-１が強発現

していた。また、CXCR４、インテグリンα４、β２

の局在を検討したところ発現が見られた（写真１）。

　　　H２O２処理後に２４時間培養したADSCsでは

CXCR４の発現増強が見られた。１０μM H２O２での

処理後に最も発現増強したが、１０mM H２O２では細

胞死がみられた。

　遺伝子発現解析

　　　SDF-１は異なる継代数のADSCsにおいて発現

が見られた。CXCR４はBMSCsでは前回報告した

ように発現が見られたが、ADSCsでは継代数を変

えても発現は明らかでなかった。

２．骨欠損部位の幹細胞動員因子の発現

　免疫組織化学的検討

　　　HMGB１陽性部が骨欠損形成部周囲に見られ、

その範囲は３日目に最も広く、その後減少した。

HIF-１およびSDF-１陽性細胞は術後３日目に骨欠

損周囲の組織に多く見られ、１週、２週とその数

は減少した。ICAM-１、VCAM-１陽性部が血管お

よびその周囲組織に見られた（写真２）。

　遺伝子発現解析

　　　ADSCsの静脈内投与を行ったラットの骨欠損

部の組織、胸腺、脾臓においてSDF-1、CXCR４

PDGFα、インテグリンα、βの発現を免疫組織化学

およびRT-PCRで検討した。

　１）細胞培養

　　　F３４４ラットの脂肪組織からADSCsを分離し

１０％FBS添加DMEMにより培養した。８０％コン

フルエントで継代を行いP２とした。

　２）免疫組織化学染色

　　　１）で分離したADSCsを蛍光抗体法および酵素

抗体法により染色を行った。

　　　加えて、組織障害部位でのフリーラジカルの細

胞への影響を検討するため、ADSCsをH２O２で２４

時間処理後、免疫染色を行った。H２O２濃度は、

１０mM、１０μMとした。

　３）遺伝子発現解析

　　RNA抽出

　　　　１）で分離したADSCsからRNeasy Mini Kit

（Qiagen）を用いてRNAを抽出、RNase-Free 

DNase（Qiagen）を用いてDNaseを分解した。

High-Capacity RNA-to-cDNA Kit（Applied Biosys-

tems）を用いてcDNAを合成した。

　　RT-PCR

　　　　AmpliTaq Gold遺３６０　Master Mix（Applied 

Biosystems）を使用しRT-PCRを行った。PCR産

物は２％アガロースゲルを使用し電気泳動を行

った。

２．骨欠損部位の幹細胞動員因子の発現

　In vivoにおいて、ADSCsを静脈内投与したラットの

頭頂部へ形成した骨欠損部位のケモカインの局在を検

討した。

　１）細胞培養

　　　F３４４ラットの脂肪組織からADSCsを分離し

１０％FBS添加DMEMにより培養した。８０％コン

フルエントで継代を行いP２とした。

　２）ADSCsの投与

　　　F３４４ラット頭頂骨に骨欠損を形成し、３日後

にラット尾静脈から５×１０５のADSCsを投与した。

頭頂部に骨欠損を形成するが細胞の静脈内投与は

行わないラットを対照とした。

　３）免疫組織化学染色

　　　ADSCs投与後４日後に４％パラホルムアルデ

ヒドを用いて潅流固定し、頭部組織を摘出した。
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とから、静脈内投与を行ったADSCsがICAM-１、

VCAM-１を発現した部位に接着し、血管新生に寄与す

る可能性も考えられた。

　SDF-１、HMGB１は全ての細胞、組織において強発

現していたが、CXCR４はADSCsにおいて発現は低下

しており、骨創治癒部の組織において発現が見られ

た。手術などの組織障害を生じた際に生じる低酸素状

態や酸化ストレスを模した研究として、培養細胞を

H２O２処理する方法がある。本研究ではH２O２で処理後

に培養したADSCsでCXCR４の発現増強が見られた。

　SDF-１/CXCR４システムは血管傷害後の新生内膜形

成、血管新生に寄与するとされ、CXCR４の発現が亢

進された場合にはより効果的に血管新生が誘導され

る。低酸素下での培養やH２O２を用いた前処理により

細胞のCXCR４の発現を増強する方法が現在までに報

告されている。低酸素下での培養におけるCXCR４の

発現増強については、低酸素誘導因子であるHIF-１の

関与が考えられている。本研究ではH２O２によりCXCR４

の発現増強が見られたが、高濃度のH２O２ではその効果

が見られなかったことから、活性酸素、細胞の酸化ス

トレスが関与する可能性も考えられた。

　今回の結果からはADSCsを静脈内投与した後、組

織修復の際にCXCR４の発現が増強することが考えら

れたが、実際にADSCsに発現しているか、trophic効果

は共に発現がみられた（写真３）。

【考　察】

　本研究では培養細胞（ADSCs）と、ADSCsを静脈内

投与したラットの骨創治癒部における幹細胞動員因子

の発現について免疫組織化学的、遺伝子解析を行い検

討した。

　本研究の結果から、ADSCsには接着因子としてのイ

ンテグリンα４、β２が発現しており、骨欠損形成部

周囲の血管にICAM-１、VCAM-１の発現が見られるこ

写真１　免疫組織化学

写真２　骨欠損形成後３日目　HIF-１αの発現（矢印）
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下が認められ、課題の遂行に関わる前頭前皮質の微細

な機能不全が想定されている。

　我々はこれまでに、近赤外分光法（NIRS）を用いて、

連続遂行課題（continuous performance task：CPT）を遂

行中のADHD児の前頭前皮質活動を測定し、NIRSに

よる脳機能検査が治療薬の効果を把握するのに有用で

あることを示してきた２）。一方で、前頭前皮質活動の

改善と行動指標の改善の間に明確な連関が見られない

ケースもあり、検査に用いる認知課題を対象者の症状

や年齢に合わせて使い分ける必要性も示唆された。

　そこで本研究は、ADHDの症状に関連した認知課題

を複数作成し、被験者に合わせて適用することで、

NIRSを用いたADHD診断補助法の妥当性をさらに高め

ることを目的とした。具体的には、持続的注意と反応

抑制を要する連続遂行課題（continuous performance 

task：CPT）を引き続き用い、加えて、作業記憶を検査

するためのn-back課題をNIRS検査に適合するように

改変して用いた。本研究では、まずn-back課題に関わ

る前頭前皮質の活動を明らかにするために、健常な大

学生を対象とした測定を行った。次に、治療薬

（atomoxetine：ATX）の服薬停止前から停止後のADHD

の大学生を対象として、CPTおよびn-back課題遂行中

のNIRS測定を行い、課題の適用可能性を検討した。

【方　法】

実験参加者：２１-３１歳（２２.６±２.６）の大学生１５名（男

性８名、女性７名）を対象として、n-back課題を遂行

中の前頭前皮質活動を計測した。また、ATXの服薬を

停止するADHDの大学生１名（１８歳）の経過観察に

合わせて、CPTおよびn-back課題遂行中の前頭前皮質

活動を減量・服薬停止前、停止直後、停止６ヶ月後の

３回の時点で反復測定した。ADHDの大学生の実験参

加には、本学小児科の荒木章子医師（現：北海道こど

も心療内科氏家医院）および岡山亜貴恵医師の協力を

得た。

等によるものかは不明である。今後は上記の方法で

CXCR４の発現を増強させたADSCsを静脈内投与した

場合の骨創治癒についても検討したい。

【文　献】

１） Otsuru S, Tamai K et al.:Circulating bone marrow-

derived osteoblast progenitor cells are recruited to the 

bone-forming site by CXCR4/SDF1 pathway. Stem 

Cells.２６, ２２３-２３４．（２００８）

２） 金田安史：体内細胞動員による再生治療．Drug 

delivery system. ２７, ２４６-２５６（２０１２）

３） Tang YL, Zhu W et al.:Hypoxic preconditioning 

enhances the benefit of cardiac progenitor cell therapy 

for treatment of myocardial infarction by inducing 

CXCR4 expression. Circ Res. １０４, １２０９-１２１６．（２００９）

４） Akashi S, Miura T et al.: Superoxide stimulation 

enhances CXCR4 expression in heart muscle-derived 

stem cells via ASK1 activation. Bull Yamaguchi Med 

Sch. ６０, １１-１８．（２０１３）

５） Horiguchi et al.: Expression of chemokine CXCL12 

and its receptor CXCR4 in folliculostellate（FS）cells 

of the rat anterior pituitary gland: the CXCL12/CXCR4 

axis induces interconnection of FS cells. Endocrinology. 

１５３, １７１７-１７２４（２０１２）

２５） 近赤外分光法を用いた注意欠如／多動性障害の診

断補助法の確立

研究代表者　池上　将永

【目　的】

　注意欠如／多動性障害（attention-deficit/hyperactivity 

disorder：ADHD）は、年齢に見合わない不注意、多動

性・衝動性を特徴とする神経発達障害であり、学童期

の子どもの約５％、成人の約２.５％に見られるとされ

ている１）。ADHDでは種々の実行機能課題で成績の低

写真３　各組織における遺伝子発現

１，６，１１：ネガティブコントロール

２，７，１２：骨欠損部

３，８，１３：胸腺

４，９，１４：脾臓

５，１０，１５：小腸
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意な増加が認められた。１-back条件では有意な増加は

認められなかった。ADHDの大学生では、減量・服薬

停止前では１-back条件において複数のチャンネル

（CH７、９、１０、１６、１９、２１）でoxy-Hb量の増加が観

察されたが、服薬停止後２回の測定ではoxy-Hb量の増

加は見られなくなった。また減量・服薬停止前には

CPT遂行に伴い左右の背外側部から前頭極（CH９、１１、

CH２１、２４）にかけてoxy-Hb量の増加が観察されていた

が、服薬停止後２回の測定では増加が見られなかった。

　

【考　察】

　我々のこれまでの研究から、NIRSを用いたADHD

診断補助の有用性が示唆されている２）。しかしなが

ら、これまでは持続的注意の課題のみを用いた検討で

あったため、本研究では作業記憶課題であるn-back課

題を用いてさらに検討を行った。健常な大学生を対象

とした結果、作業記憶負荷が中程度である２-back条件

において前頭前皮質の最も広範囲な賦活が認められ、

作業記憶負荷の高い３-back条件では賦活範囲が限定

されるというパターンが得られた。課題難易度の上昇

によって賦活の程度や範囲が減少する理由は現時点で

は明確ではないが、前頭前皮質の賦活検査として用い

る場合、２-back条件が適当であることが示唆された。

　続いて、NIRSを用いたADHD診断補助法の妥当性

を検討するために、n-back課題およびCPTを用いて、

ATXの減量・服薬停止直前から停止後のADHD大学生

の経過観察に合わせてNIRS測定を行った。服薬停止

前には、作業記憶負荷の高い３-back条件を除いて健常

課題：n-back課題は、ランダムな順で提示される１か

ら９までの数字を用いた作業記憶課題である。被験者

は、提示された数字がn個前に提示されたものと同じ

と判断されたときに出来る限り素早くキーを押して反

応することが求められた。n-back課題では作業記憶負

荷の異なる実験条件として１-back条件、２-back条件、

３-back条件を実施した。コントロール課題として、作

業記憶の負荷のない０-back条件（４が提示されたとき

に反応キーを押す）を行った。CPTは以前の報告２）と

同様の方法で行った。

NIRS計測：光トポグラフィ装置（ETG-１００、日立メデ

ィコ）を用いて行動課題遂行中の酸素化ヘモグロビン

（oxy-Hb）と脱酸素化ヘモグロビン（deoxy-Hb）の濃

度変化を計測した。計測プローブは左右の前頭部を覆

うように設置し、推定される大脳皮質上の測定チャン

ネル位置は図１の通りであった。n-back課題における

NIRSデータは、３ブロック分の時系列データを加算

平均したのち、実験課題期間の開始直前６秒間と課題

期間終了１５秒後からの６秒間のデータを用いて直線

回帰によりベースラインを推定し、実験課題遂行時の

Hb濃度変化をチャンネルごとに算出した。健常な大

学生のデータ解析についてはNIRS測定時に体動等に

よる測定ノイズのなかった１０名を対象に行った。

【結　果】

行動指標：健常な大学生において、n-back課題の正答

率は、０-back条件（９９％）および１-back条件（９５％）

に比べて、３-back条件（７８％）で有意に低下した。２-

back条件の正答率は８７％であった。ADHDの大学生

の減量・服薬停止前では、０-back、１-back、２-back条

件で健常な大学生と同等かそれ以上の正答率（すべて

１００％）を示したが、３-back条件では６６％とやや低か

った。服薬中止直後および６ヶ月後の測定では３-back

条件で正答率が５０％となり、服薬停止以降に正答率

が低下する傾向が見られた。一方、CPTの遂行成績は

３回の測定で変化はなく、服薬停止後も高く維持され

ていた。

NIRSデータ：健常な大学生では、２-back条件では２４

の測定チャンネルのうち２１チャネルで有意なoxy-Hb

量の増加が認められ、前頭前皮質の広い範囲で課題遂

行に伴う賦活が生じていた。３-back条件ではCH２０

（右腹外側部）とCH２４（右前頭極）でoxy-Hb量の有

図１　NIRSチャンネルの大脳皮質上の推定位置。
　　　数字は測定チャンネルを表す。
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は骨孔に遊離腱を移植する方法が一般的である。再建

靭帯不全の主な原因の一つに骨孔拡大があり、矢状面

での開口部の拡大は前方不安定を引き起こし、また

再々建の際の骨孔作製や骨孔内への固定が困難とな

る。骨孔内へ腱を移植するモデルの実験において、骨

粗鬆症治療薬アレンドロネートが骨孔周囲の骨梁の連

結性を増加させ、骨孔拡大を抑制すると期待される。

Kamiyaらは、日本白色家兎を手術のみを行うコント

ロールＣ群とアレンドロネートを投与するＡ群に分

け、術後の検体摘出により、骨孔周囲の骨梁をμＣＴ

４０（３０μm、４００枚）によって評価した。骨梁構造は

複雑なスポンジ状を成しており、その微細に張り巡ら

された骨梁構造の連結性の減少は、骨量減少とは無関

係に骨強度を弱めてしまうために、連結性は骨粗鬆症

の有効な判定指標になりうる。本研究課題では、ウサ

ギ腱移植モデルを対象として、それらのμＣＴデータ

から骨梁構造の連結性（位相不変量、穴の数）を定量

評価する。特に移植腱周囲に生じる骨吸収による骨孔

拡大について、骨粗鬆症製剤投与による骨吸収抑制効

果を検証した。

【方　法】

　骨梁構造の連結性（トポロジー）を計算ホモロジー

理論に基づいて定量評価するソフトウェアプログラム

を作成した。μＣＴ３次元像データを８ビットグレー

スケールビットマップデータに変換し、画像処理ライ

ブラリを用いて、濃淡画像から適切な閾値を選定して

二値化処理を行う。さらにモルフォロジー演算によっ

てノイズ成分、及び画像縮小によって計算量を低減し

てから、空間構造の位相的不変量を計算トポロジーラ

イブラリを用いて計算する。これは、骨梁の連結成

分、トンネル（開気孔）成分、ボイド（閉気孔）成分

の数（それぞれベッチ数β０、β１、β２）として表し、

無限次元の立体構造データから３成分ベッチ数への連

結性に関する精密な情報縮約を実現する。画像データ

を幾何学的実体として捉え、各空間次元ごとに代数化

を行う。それから「穴」の情報を抽出したものがホモ

ロジー群であり、代数化された対象間の準同型写像の

核と像を用いて定義される。本手法は厳密な数学理論

に立脚しており、骨梁構造μＣＴ３次元像データのみ

に適用可能というわけではなく、平面的な病理画像を

含む、任意次元の画像データに適用可能である。

な大学生と同程度の遂行結果を保っており、CPTおよ

びn-back課題（１-back条件）の遂行中には複数のチャ

ンネルでoxy-Hb量の増加が観察された。しかし、服

薬停止直後および停止６ヶ月後では、n-back課題の遂

行成績の低下に加えて、CPT・n-back課題のいずれにお

いてもoxy-Hb量の増加が観察されず、服薬時とは異

なる結果となった。このことは、NIRSによる前頭前

皮質活動のモニタリングが、治療薬の服薬や停止の効

果を把握するのに有用であることを示唆している。

　我々が従来用いてきたCPTは、主として持続的注意

を要求する課題であり、ADHDの不注意や衝動性に対

応していた。ただし課題の難易度の問題から、被験者

の年齢が上昇するにつれ、天井効果によってADHD群

と定型発達群を弁別するのが難しくなるという問題点

もあった。今回新たに用いたn-back課題は、持続的注

意に加えて作業記憶の更新（updating）を要求する課題

であり、作業記憶負荷を変えることによって難易度を

調節することも比較的容易である。今回のケースのよ

うに、CPTでは行動的な問題が明らかにならない場合

でも、n-back課題では問題を検出できる可能性があ

る。NIRSを用いたADHD診断補助法の妥当性を高め

確立していくためには、被験者の年齢や行動的な特徴

によって課題を使い分けることが重要であることが示

唆された。

【文　献】

１） American Psychiatric Association. Diagnostic and 

statistical manual of mental disorders, 5th ed.（DSM-5）. 

Washington, DC: American Psychiatric Association；

２０１３．

２） Araki A, Ikegami M, Okayama A, Matsumoto N, 

Takahashi S, Azuma H, Takahashi M. Improved 

prefrontal activity in AD/HD children treated with 

atomoxetine: a NIRS study. Brain & Development 

２０１５；３７：７６-８７．

２６） 骨梁微細構造解析への計算ホモロジーの展開

研究代表者　寺本　　敬

【背景と目的】

　スポーツ選手における膝関節の外傷の中で、膝前十

字靭帯損傷は膝半月板損傷に続いて多く、その再建術
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２７） カルシウムイオノフォア処理によるマウス未熟精

子の生理的機能獲得

研究代表者　日野　敏昭

【目　的】

　カルシウムイオノフォア（イオノフォア）はマウス

成熟精子に対して受精能力の獲得を促進することが知

られている（文献）。一方、イオノフォアが、精巣や精

巣上体に存在する受精能力に乏しい未熟精子に対して

も同様の効果をもたらすかどうかは不明である。本研

究では、イオノフォアで未熟精子を処理し、受精能力

の獲得に必要とされる、精子内カルシウムイオン

（Ca２＋）濃度の上昇や、精子先体内部の膜構造の崩壊

（先体反応）、非対称性に尾部を激しく動かす超活性化

運動（ハイパーアクチベーション）の出現といった一

連の変化に及ぼすイオノフォアの効果を調査した。

【方　法】

　８-１６週齢のB６D２F１雄マウスの精巣（図１佳）、精

巣上体頭部（図１加）、精巣上体体部（図１可）から未

熟精子を採取してイオノフォア（２０ μM、１０分）で処

理し以下の検討を行った。

１．精子内Ca２＋濃度の変化

　膜透過型カルシウム蛍光プローブ（Fluo４-AM）を未

熟精子の細胞内に取り込ませて、イオノフォア処理前

後における蛍光強度の変化を観察した。また、蛍光画

像をImageJで解析して、イオノフォア処理前後におけ

る精子内Ca２＋濃度変化を測定した。

２．精子先体反応の有無

　精子の先体内構造物に特異的に反応するFITC標識

Soybean for tripsin inhibitorを含む培養液で精子を１０分

間培養し、遠心・洗浄後、蛍光顕微鏡下にて先体反応

の有無を判定した。

３．ハイパーアクチベーションの有無

　培養液中の精子の運動をスローモーション撮影し、

ハイパーアクチベーションを起こした精子の割合を算

出した。

４．体外受精による受精能力の判定

　過排卵誘起したB６D２F１雌マウスの卵管から卵子－

【結果と考察】

　作成したソフトウェアプログラムをウサギ腱移植腱

モデルのマイクロＣＴデータに適用した。　図１は、ト

ンネル数、ボイド数をドメイン数で規格化した値、

β２/β０とβ１/β０、を縦軸、横軸とした２次元平面に

射影して表している。Ｃ群に比べて、Ａ群はトンネル

数、ボイド数が増加し、骨梁のスポンジ構造が回復し

て、ネットワークが複雑にったことを反映している。

判別分析等の多変量解析によって、これら２つのデー

タ群について有意な差異が確かめられた。

　近年はマルチコアを搭載した計算機が主流であるた

め、Multi-Processing ライブラリを用いた並列化による

計算の効率化、またグラフィックライブラリを用いた

３次元画像の描画機能を実装した。以上により、これ

までの３次元画像診断において副次的な指標であった

連結性を精密に評価し、ベッチ数指標による画像診断

の有効性を示唆した。骨孔拡大の要因としては機械的

要因と生物学的要因があり、特に後者では破骨細胞の

活性化が関与するとされるが、詳細は解明されていな

い。病態診断には骨梁構造の形態計測だけでなく、病理

組織学的な評価と合わせた総合的な診断が必要である。

【文　献】

１）Kamiya et al, Alendronate prevents bone tunnel 

enlargement, Ryukyu Med. J. ３０：２９-３７, ２０１１

図１　ベッチ数による２次元プロット：縦軸と横軸

は開気孔と閉気孔それぞれの骨梁数との比であ

る（ｐ＝０.００８、判別分析）．
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してイオノフォアで処理し、遠心、洗浄後３０分間培養

したところ、８８％がハイパーアクチベーションを起こ

していた。イオノフォア未処理の場合には９０％が直

進性のままだった。精巣や精巣上体頭部の未熟精子

は、イオノフォア処理の有無に関わらず運動性を示さ

なかった。

４．体外受精による受精能力の判定

　イオノフォア処理した精巣上体体部の未熟精子の受

精率は、COC、卵丘除去卵子を用いた場合には０％で

あったが、透明帯除去卵子を用いた場合は１００％であ

った。イオノフォア未処理の未熟精子では、いずれの

種類の卵子を用いた場合でも受精率は０％であった。

なお、精巣と精巣上体頭部の未熟精子は、イオノフォ

ア処理の有無に関わらず運動性を示さなかったため体

外受精は行わなかった。

【考　察】

　イオノフォアはどの部位の未熟精子においても強制

的に精子内にCa２＋を流入させる効果をもつことが明

らかとなった。精巣上体体部の未熟精子ではCa２＋濃

度の上昇によって先体反応やハイパーアクチベーショ

ンが誘起され、卵丘細胞や透明帯の通過はできないも

のの、卵子細胞膜への融合能を獲得することが明らか

になった。しかしながら、精巣や精巣上体頭部の未熟

精子では、精子内Ca２＋濃度が上昇しても先体反応やハ

イパーアクチベーションが起こらなかったことから、

これらの部位の未熟精子では生理的機能獲得のための

機構が未完成であることが示唆された。今後は、イオ

ノフォア処理によって卵子細胞膜への融合能を獲得し

た精巣上体体部の未熟精子におけるリン酸化の有無を

調査する予定である。

【文　献】

Tateno H, Krapf D, Hino T, Sánchez-Cárdenas C, Darszon 

A, Yanagimachi R, Visconti PE, Ca2+ ionophore A23187 

can make mouse spermatozoa capable of fertilizing in vitro 

without activation of cAMP-dependent phosphorylation 

pathways, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,１１０, １８５４３-

１８５４８，（２０１３）

卵丘細胞複合体（COC）を採取して体外受精に供した。

また、COCをヒアルロニダーゼで処理して卵丘細胞を

除去した卵子（卵丘除去卵子）や、卵丘除去卵子を酸

性タイロードで処理して透明帯を除去した卵子（透明

帯除去卵子）を作製して体外受精に供した。

【結　果】

１．精子内Ca２＋濃度の変化

　精巣と精巣上体体部の未熟精子をイオノフォア処理

すると、精子内Ca２＋濃度が処理前の３.５～４.２倍まで

上昇し、精巣上体頭部の未熟精子を処理した場合は

３４倍にまで上昇した。また、各部の未熟精子間でイ

オノファ処理前の蛍光強度を比較したところ、精巣上

体頭部の未熟精子における蛍光強度は精巣や精巣上体

体部の未熟精子に比べて極端に低かった（約１/１７）。こ

のことから、精巣上体頭部の未熟精子の細胞内Ca２＋濃

度はもともと他の部位の未熟精子よりも低く抑えられ

ていることがわかった。

２．精子先体反応の有無

　精巣上体体部の未熟精子では、イオノフォア処理に

より８３％の精子が先体反応を起こしていた（図２）。

精巣と精巣上体頭部の未熟精子では、イオノフォア処

理の有無に関わらず先体反応を起こした精子は観察さ

れなかった。

３．ハイパーアクチベーションの有無

　精巣上体体部の未熟精子では、培養液に導入された

直後から、尾部の振幅の浅い直進性の運動パターンを

示す精子が多数観察された。これらの運動精子を回収

図１　精子成熟までの流れ

　　　（精子成熟は矢印の流れに
沿って進む）

図２　精巣上体体部の

　　　未熟精子
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薬除去剤としてのオゾン水の効果を検討し、新たな標

準法の候補を探索することを目的とした。

【方　法】

　抗がん薬分解作用の基礎検討として、他の除去剤で

も代替物質として用いられている５、６）メチレンブルー

の分解試験を行った。精製水を対照として、４ppmオ

ゾン水（ChemO３装置，日科ミクロン株式会社）、０.３M

水酸化ナトリウム水溶液、２％次亜塩素酸ナトリウム

水溶液の３種の除去剤それぞれ４.５mLを、メチレンブ

ルー溶液（１００uM）０.５mLに添加処理し、継時的に溶

液中の残留濃度を定量することでその分解能を測定し

た。メチレンブルーの定量には分光光度計を用い

６２０nMの波長にて測定した。

【結　果】

　処理直後において４ppmオゾン水の分解率は９９％以

上であり、最も高い分解能を示した。２％次亜塩素酸

ナトリウム水溶液は６０分後に分解率が９９％以上とな

った。０.３M水酸化ナトリウム水溶液は４時間後でも

９０％に達しなかった（図）。

【考　察】

　今回の試験により、オゾン水のメチレンブルー分解

２８） オゾン水による抗がん薬の不活化・除去効果の検討

研究代表者　小野　尚志

【目　的】

　抗がん薬は、変異原性、催奇形性、発がん性などの

毒性を持つため、医療従事者の職業性曝露へは適切な

対策が必要である。古くは１９７９年の医療従事者の尿

中から抗がん薬が検出されたという報告１）以来、職業

性曝露と健康への影響の関係は多数報告されている。

近年になって発表された国内のガイドラインでも取扱

いに関する推奨がされており、作業環境からの抗がん

薬の除去については、水酸化ナトリウム水溶液または

次亜塩素酸ナトリウム水溶液による清拭が一般的とな

っている２－４)。しかし、これらの除去剤は、作業が非常

に煩雑であるうえ、除去剤そのものが人体に有害であ

る。これらの問題を解決するべく、最近新たに抗がん

薬の除去剤が開発されており、オゾン水も有望な除去

剤の一つである。

　オゾン水はその強い酸化力を利用して、殺菌や消毒

に用いられている。生成後は速やかに酸素と水に分解

するため、保存には適さず、生成装置を設置する必要

がある一方で、他の除去剤と比較して安全性は高い。

抗がん薬の不活化作用については断片的な結果が販売

業者の販促用資料に掲載されてはいるが、学術的な研

究成果としては発表されていない。本研究は、抗がん

図　各除去剤で処理した後のメチレンブルー残存率の経時変化

　　横軸は処理後の経過時間、縦軸は精製水を加えた直後のメチレンブルー濃度

に対する比率で表示。
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能は現在推奨されている除去剤である次亜塩素酸ナト

リウム水溶液、水酸化ナトリウム水溶液を上回り、特

に分解速度は他の除去剤よりも極めて速いことが示さ

れた。

　次亜塩素酸ナトリウム水溶液には、金属腐食性とい

う欠点があり、安全キャビネット表面への適用におい

ては、塗布後にはチオ硫酸ナトリウムで中和すること

が必要である。水酸化ナトリウム水溶液についても、

塗布後に２回以上の水拭きが推奨されており、同様に

作業は煩雑である。その点において、オゾン水は塗布

することだけで作業が完結するため、使用が簡便であ

るという大きな利点も持っている。すなわち、オゾン

水は有効性と安全性が高く、取り扱いも簡便であり、

価値の高い除去剤であることが示された。

　今回の検討の結果、抗がん薬への効果が期待できる

ことが示されたため、今後はより実際の使用環境に近

い、残留抗がん薬の拭き取り試験を行う予定である。

【文　献】

１） Falck K, Gröhn P, Sorsa M, Vainio H, et al.: 

Mutagenicity in urine of nurses handling cytostatic 

drugs. Lancet. １，１２５０-１２５１（１９７９）

２） 日本病院薬剤師会監修：注射剤・抗がん薬　無菌

調製ガイドライン，薬事日報社，pp.２６-２７（２００８）

３） 日本病院薬剤師会監修：抗がん剤調製マニュアル

　第３版，じほう，pp.６９-７０（２０１４）

４） 日本がん看護協会，日本臨床腫瘍学会，日本臨床

腫瘍薬学会編集：がん薬物療法における曝露対策合

同ガイドライン　２０１５年版，金原出版，pp.３５，６８-

６９（２０１５）

５） 株式会社　日本医科器械製作所

 （http://www.nihonika.co.jp/chemo.html）：ケモクリー

ンカタログ，pp.２（２０１４）

６） 小門　諒平，中村　歩，竹中　美樹ら：過酢酸系

消毒剤の安全キャビネット内残留抗がん剤分解にお

ける有用性の基礎検討，日本薬学会年会要旨集１３２

年会４号，１６７（２０１２）
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松　本　成　史＊

【はじめに】

　高齢化社会の到来に伴い、泌尿器科臨床では排尿障

害の患者が急増している。中高年男性の大半が何らか

の症状を訴える前立腺肥大症や、多くの中高年女性が

悩んでいる尿失禁などが代表的疾患である。その対策

は急務となっており、的確な診断そして治療が必要で

ある。排尿障害に関わる様々な自覚症状は、下部尿路

症状（Lower Urinary Tract Symptoms：LUTS）と呼ば

れ、この中には蓄尿症状・排尿症状・排尿後症状等が

含まれ、おもに下部尿路機能障害（Lower Urinary Tract 

Dysfunction：LUTD）によって生じているとされてい

る１～３）。これらのLUTSを呈するLUTDの診断や病態

把握、治療法の選択には、ウロダイナミクス（尿流動

態検査；Urodynamic Study：UDS）は必要不可欠の検

査になっている４、５）。UDSには様々な種類があり、最

も簡便な検査法が尿流測定（Uroflowmetrey：UFM）で

ある。

【尿流測定検査の現状】

　現行型UFM装置は、応力や重量などのセンサ一式

をつけた「尿を受ける容器（尿器・便器）」により計

測が行われ、結果として“トイレのような物（採尿器）”

に各種センサを配備した物（図１A）となっており、

被検者の尿流波形（排尿パターン）が把握でき、尿排

出障害の有無や１回排尿量、最大尿流率等が測定出来

る（図１B）。工学技術の発展とともに装置も進化し、

【要　旨】

　排尿障害の診断や治療法の選択に於いて、排尿機能

検査の一つである尿流測定は、非常に簡易で非侵襲な

検査であるが、普段の自然な排尿を反映しているとは

言い難い。現行型尿流測定装置の「尿器（便器）の側

にセンサ一式を装備する」という思想を廃し、「排尿を

行う人体の側に装備され得る、または独立した動作可

能な非接触間接計測方式で測定でき、より自然な排尿

を何時でも何処でも、的確に診断する」新規尿流測定

装置の実用化を目的として、われわれは研究開発を進

めてきた。この概念の確立のため、空中超音波連続波

ドプラシステムを開発し、得られた超音波ドプラ信号

を時系列周波数スペクトラムに変換することにより、

現行型で得られるのと定性的に等価な尿流波形を得

た。更に周波数スペクトラムの局所重み付け積分によ

り、排尿量、尿流率等の現行型のパラメーターと同等

の定量化も可能となった。

　今回、トランスレーショナルリサーチとして、ウェ

アラブル空中超音波ドプラシステムを用いた新規尿流

測定装置の実用化に至るプロジェクトとして、発案か

ら試作品の製作、特許取得、競争的外部資金を得て、

産学官協働による開発、製品化および薬事認可の取得

まで到達した概要を紹介する。

【キーワード】

　尿流測定、ウェアラブル、空中超音波連続波ドプラ

依 頼 稿（報告）

平成２５年度「独創性のある生命科学研究」プロジェクト型研究課題

ウェアラブル空中超音波連続波ドプラを用いた

新規尿流測定装置の有用性と実用化

 ＊旭川医科大学　腎泌尿器外科学講座
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超音波）、マイクロ波ないしミリ波まで含めると無数

の類似先例が存在し、ドプラ計測は、投球の評価等に

用いられている“スピードガン”、交通違反（制限速度

超過）に用いられている“ねずみ取り”、“魚群探知機”

等、われわれの日常生活において汎用されているもの

と同じ計測原理を採用しており、速度等の測定機器と

しての応用等、多用途の可能性が広がっている。しか

し、被検者が保持ないし装着するセンサおよび支援電

子システムという思想は未だかつて無かったもので、

トイレないし尿器の側に計測システムを装備するとい

う現行（従来）型の思想とは本質的に異なる（図２）。

この超音波ドプラの原理自体は公知であるも「被検者

が尿流測定センサを身につける」という発想は未だか

つて無く、本研究の最大の特徴かつ新規性であり、試

作品にて得られたデータを基に特許出願し、平成２６

年６月６日に特許登録された１９）。

　送受信器は指輪のような構造（指嵌め式）とし、尿

線の方向に向けて超音波を送受信し、無線テレメータ

にてその超音波信号を解析するものである（図３）。本

装置による排尿データを採取・記録出来た一例を示す。

本装置で得たドプラ信号（図４－１A）をフーリエ変

換により周波数スペクトラムに変換する（図４－１B）。

得られた周波数スペクトラムをコンピューターにて自

動的に解析すると、超音波ドプラ法による尿流波形が

得られる（図４－２C）８、９）。

【新規UFM装置の定性・定量】

　本装置試作品を用いて、まず現行型UFM装置との

検査自体およびその所見の単純さ、患者への非侵襲性

等からUFMは簡便なUDSの先駆けとして瞬く間に拡

がり、全国の泌尿器科標榜施設に設置されているのが

現状である。しかし、被検者にとっては泌尿器科施設

内の特別な場所で実施する検査であり、必ずしも普段

の自然な排尿を反映しているとは言い難い。実際に自

宅での排尿をUFM装置にて確認した場合は、泌尿器

科施設内のUFM装置で得られる結果とは差異があり、

より多くの情報が得られることが報告されており６）、

被検者にとっては、検査をする場所や環境という意識

そのものが、UFMのデータに影響していることが示

唆されている。そのため、現状ではUFMの結果は

LUTDに対する評価の一側面に過ぎず、診断や病態把

握、治療法の選択に対する絶対的ではない多くの因子

が関与する検査であり、尿流波形の経時的推移での評

価やスクリーニングとして捉えるほうが良いとされて

いる７、８）。

【空中超音波ドプラを用いた尿流計測システムの開発】

　われわれは、現行型UFM装置の基本である“トイ

レの側にセンサ一式を装備する”という従来の思想を

廃し、「より簡単に、より自然に通常の排尿を何時でも

何処でも繰り返し測定出来ないか？」と考え、排尿を

行う人体の側に簡単に装備され得る、または独立して

動作可能で、計測毎に後始末等の処置の必要の無い非

接触間接計測方式のUFM装置として、４０KHz空中超

音波continuous wave（CW）ドプラシステムを利用し

た新規UFM装置を研究開発してきた８－１８）。

　今回用いた空中超音波CWドプラ送受信器は、同じ

原理や技術で動く他の領域のドプラ装置（例えば医用

図１　（A）尿流測定装置（一例）、（B）尿流測定のパラ
メーターとその尿流波形

図２　診断プロセスのフローチャート：（A）現行（従
来）方式、（B）本研究が主張する方式
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「定性」における検証を、旭川医科大学倫理委員会の承

認を得て実施した。対象は成人ボランティア計２２名

（男性１６名、女性６名）に総計３１回、現行型装置（当

院腎泌尿器外科外来に設置されているMedtronics；　

URODYN遺１０００）でのUFM検査時に本装置試作品も

併用して頂き、得られたデータを収集・解析し、比較

検討した。本装置にて現行型UFM装置と同時にデー

タを採取・記録出来たのは、のべ２７回分（８７.１％）

で、その全てにおいてドプラスペクトラムの時系列評

価が可能で、かつ現行型（図４－２D）と同等の尿流

波形（図４－２C）が得られ、「定性」に問題無いこと

が確認された。女性においても、鼡径部内側の尿道口

付近に本装置を位置することで、測定が可能であるこ

とが分かった。記録出来なかった４回分（男女２名ず

つ）に関しては、ボランティア本装置の指嵌め部分（セ

ンサ）が尿線方向から外れていたことが原因であっ

た１０～１２）。

　次いで、現行型UFM装置と同等の「定量」を取得

出来るように研究開発を進めた。本装置で得られた周

波数スペクトラムを、局所重み付け積分法を用いるこ

とにより、排尿量、尿流率等の現行型のパラメーター

と同等の定量化も可能となり、本装置での定量化のた

めのソフトウエアも開発し、ファントムおよび成人ボ

ランティアによる現行型との比較検証を実施し、同等

であることを確認した。この技術は共同研究企業より

特許出願中である。

　また、本装置の有効感度領域を検討したところ、セ

ンサの正面方向に立体角６６度と大変広角である（図

図３　空中超音波ドプラシステムを用いた尿流測定装

置のコンセプト

図４－２　（C）そのスペクトラム像からソフトウエア
画像処理で稜線をたどって得た代用尿流曲線、（D）
同時に取得した現行型装置による尿流曲線

図４－１　健常人の排尿の一試行例における獲得され

た（A）ドプラ信号波形、（B）その周波数スペクト
ラム

図５　本装置の有効感度領域（正面方向に立体角６６°
と大変広角）



― 55 ―

旭川医科大学研究フォーラム　１６　：５２～５６，２０１５

常の計測、遠隔医療等にも応用出来る可能性を秘めて

いる。
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ェアラブル構造送受信および信号処理の電子回路部は

現状では有線接続で独立したケースに収容した形態

（図６）とし、共同研究企業からPMDAへ申請し、平

成２７年７月１６日付で薬事承認された。

【まとめ】

　今回の研究成果は「大学発のビジネス」として産官

学連携で実施し、「ウェアラブル空中超音波連続波ド

プラを用いた新規UFM装置」として、その有用性を

検証し、実用化まで到達した。本装置は、非侵襲で何

時でも何処でも日常的に繰り返しデータを取得出来る

装置であり、UFM計測装置として標準機器になり得

る可能性があり、従来のUFMの考え方を大きく変革

する可能性が示唆された。また様々なヘルスケアや日

図６　PMDA申請製品
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鎌　田　恭　輔＊

よびHGAを検出するための言語課題は読字判別課題、

物品呼称課題、動詞想起課題を用いた。電気刺激マッ

ピングでは、自発語、物品呼称、読字、図形理解の４種

類の言語課題を使用した。計測された皮質脳波に対し

てフーリエ変換を行い、HGAの定量化を行った。ま

た、HGAの時空間動態を明らかにするために、時間周

波数解析で得たHGAパターンを標準脳に投影した。

結果と考察）fMRIは読字判別課題で最も信頼度が高

く、感度は８３％、特異度は６１％であった。脳回毎にみ

ると、後部下前頭回で最も信頼度が高く（感度９１％、

特異度５９％）、前部中前頭回は低い信頼度を示した

（感度８０％、特異度４６％）。高感度、低特異度である

fMRIは皮質電気刺激マッピングの代替とはなり得え

ないが、電気刺激マッピングの効率化に寄与すると考

える。複数の言語関連領野でBOLDとHGAは有意な

正の相関を示した（R＝０.５７）。BOLDとHGAは、側

頭葉において空間的な解離を示した。側頭葉のHGA

は早期に減衰した一方で、前頭葉のHGAは、遷延した

活動を示した。HGAの減衰が早いために、側頭葉の

活動がBOLDに反映されない可能性を示した。結論）

fMRIは現状では独立した言語機能マッピング法とし

て成立しえないが、皮質局所の神経活動を反映する

HGAはBOLDとよく相関し、fMRIの背後にある神経

活動の時空間動態を明らかにした。fMRIの時間分解

能の改善によりマッピング精度の改善が得られる可能

性がある。またHGA自体による機能テンプレート作

成、コミュニケーションデバイス開発に応用の可能性

【要　旨】

　ALS患者の終末期には意識が清明にもかかわらず

コミュニケーションができなくなる。意志を伝える方

法は、文字盤などの簡易的用具から、パソコンによる

人工音声による手法がある。しかし症状が進行した患

者に残された手段は、脳信号を解読する工学技術が唯

一となる。しかし、いくつもある脳機能計測方法の信

頼性、確実性は未だ確立していない。脳神経外科にお

ける脳機能マッピング法は病変を取り除く手術手技と

並んで治療を根本で支える重要な技術である。高次脳

機能である言語機能はその解剖学的基盤が不明確であ

り、個人差も大きい。言語野の同定には皮質電気刺激

マッピングが必要であるが、検査自体の侵襲性が高い

ことが問題であり、より低侵襲な言語機能マッピング

法が求められてきた。その一つにfunctional magnetic 

resonance imaging（fMRI）があるが、以下のような点

で課題が残されている。①fMRIの信頼度の検証が不

十分である、②背景にある神経活動との関連が未解明

である。この点について以下の項目を検討した。皮質

電気刺激マッピングと比較してfMRIの感度・特異度

を算出した。また、BOLD反応の背景神経活動として

注目される高周波脳律動活動（high gamma activity：

HGA）との関係を調べた。更に、HGAの時空間動態を

明らかにしfMRIによる言語モデルとの整合性を検証

した。方法）難治性てんかんの治療を目的として硬膜

下電極を留置した患者を対象とした。fMRIの賦活お

依 頼 稿（報告）

平成２６年度「独創性のある生命科学研究」プロジェクト型研究課題

脳信号解読による運動・言語機能検出／

刺激による脳疾患治療／代替法の開発

 ＊旭川医科大学　脳神経外科学講座
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留置は、MRI上器質的病変が明らかでない例の他、術

前の非～低侵襲的検査ではてんかん焦点の同定に至ら

なかった例で、てんかん焦点の同定を行う目的で行っ

た。脳・脊髄・末梢神経疾患の臨床研究については当

院倫理委員会審査で承認を受けている。頭蓋内電極留

置後から焦点切除術を行うまでの２～３週間の間に、

てんかん発作を補足するための長時間皮質脳波計測を

行った。更に、焦点切除術を安全に行うための言語機

能局在を目的として頭蓋内電極を使用した電気刺激マ

ッピングを行った。さらに、本研究を目的とした言語

課題による皮質電位計測を行った。頭蓋内電極を用い

た電気刺激、脳電位記録による機能的神経回路の研究

に関しては当院倫理委員会審査で承認を受けている

（＃１７８）。言語課題下の皮質電位計測は、最後にてん

かん発作が起こってから２４時間以上経過した後に行

った。

［研究①の方法：fMRIの信頼度の検証］

　対象２００７年４月（申請者の前任地）から２０１５年

９月に難治性てんかんの治療を目的として頭蓋内電極

を留置した１５名の患者を対象とした。WAIS-Rによる

言語性知能指数が７０未満であった１名、電気刺激マ

ッピングを施行しなかった４例、言語優位半球の中・

下前頭回に頭蓋内電極が留置されなかった２例を除外

し、結果として８例（男性３名、女性５名）について

解析を行った。表１に検討した患者の詳細を示した。

　全例でてんかん焦点の切除術に先立って和田テスト

を行い、言語優位半球の同定を行った。７例で左言語

優位を示す結果が得られたが、１例では両側性の言語

機能分布が示されたため、両側を言語優位半球として

扱った。本研究では、単語レベルでの言語課題を使用

したため、fMRI賦活部位は前頭葉を中心に分布する

ことが予想された。最終的に９大脳半球前頭葉に関し

て言語fMRIと皮質電気刺激マッピングの比較を行った。

［言語fMRI］

　３テスラ頭部専用MRI装置（GE Healthcare、USA）

およびphased-arrayコイルを用いた。fMRIの検査パラ

ダイムはbox-car designを用いた。各fMRIセッション

は、賦活ブロック３回と対照ブロック４回からなり、

２０秒間の各ブロックで５イメージボリュームを取得

した。撮像開始時の信号を安定化させるため最初の３

スキャンは破棄した。したがって１回のセッションは

を示した。

【はじめに】

　脳外科手術において言語機能障害の出現を過度に恐

れれば病巣の摘出は不十分となるが、摘出を重視する

と言語機能障害が出現する確率が高くなる。したがっ

て言語機能温存のための適切な手術方針を決定するた

めには脳における言語機能の分布を正しく見極めるこ

とが必要である。また、仮に言語機能障害を避けるこ

とができない場合にも、それを術前に予測し十分な説

明をしておくことは、その後の治療を協力的に進める

上で非常に重要である。このため言語機能マッピング

法は病変を取り除く外科的手技と並んで脳神経外科手

術を根本で支える重要な技術である。このような言語

機能マッピングの目的は側性化と局在に大別される。

　現状では、真の言語機能局在には切除の影響を疑似

的に再現する侵襲的検査が必須である。侵襲的検査を

加えることにより最終的に当該部位に対する手術操作

の可否が決定される。非侵襲的検査による言語機能の

局在は未だ十分な信頼度に到達しているとは言えず単

独で手術、コミュニケーションデバイスへの応用精度

向上も大きな課題となっている。本研究では、言語機

能局在・ダイナミクスに焦点を当てて、functional MRI

（fMRI）の信頼度の検証と脳皮質の電気生理学的実体

とされる高周波脳律動活動の詳細な検討を行った。

［本研究の目的１］

　コミュニケーションの基本となる言語機能の画像化

とその信頼性の検証を行う。

　この目的を達成するために、下記の３つの研究を行

った。

研究①　fMRIの信頼度を検証するために、皮質電気

刺激マッピングと比較することにより、言語課題によ

るfMRIの感度・特異度を算出した１、２、３）。

研究②　連合野におけるHGA-BOLD couplingを検証

するために、言語課題によるBOLD反応とその背景脳

活動とされるHGAの相関を調べた４）。

【方　法】

　本研究は、上述した３つの研究で構成した。対象は

すべて、申請者の施設で難治性てんかんの治療を目的

として頭蓋内電極を留置した患者とした。頭蓋内電極
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う指示した。対象ブロックでは、全体の輝度を賦活ブ

ロックのイラストと合わせた無意味な画像を提示し

た。刺激提示時間、刺激間隔はそれぞれ５００ミリ秒、

２０００ミリ秒とした。

　得られた機能画像は、Dr View（AJS、日本）で解析

を行った。賦活ブロックと対照ブロックのすべての画

像からボクセル毎にZ値を算出した。Z値のカットオ

フ値を１.６５、１.９６、２.２４、２.５８（両側検定でそれぞれ

０.１、０.０５、０.０２５、０.０１のP値に対応する）に設定し、

それぞれに対応する機能画像を作成した。

［皮質電気刺激マッピング］

　使用した硬膜下電極は電極径３mm、電極間距離

１０mmのものを使用した（ユニークメディカル、日本）。

電気刺激は、極性の反転する０.２ミリ秒の矩形波から

なる５０Hzの定常電流を用いて２つの電極間で行った。

言語課題を開始して数秒の時点で電気刺激を開始し、

言語機能の変化を観察した。刺激後に出現した発語停

止、発語遅延、意味性錯語、保続、理解困難を刺激に

２分３２秒で終了し、３８ボリュームが取得された（図１）。

動詞想起課題：ヘッドフォンを使用して聴覚刺激を行

った。賦活ブロックでは、簡単な具象名詞を提示し

た。患者は提示された単語と関連する動詞を想起する

こととした。対照ブロックでは、逆再生した単語を提

示し、一次聴覚野の応答を相殺した。音声の提示は

５００ミリ秒以内とし、刺激間隔は１６００～２４００ミリ

秒とした。

読字判別課題：ヘッドコイルに装着した鏡を通して患

者の足元にある液晶モニターによる視覚提示を行っ

た。賦活ブロックでは、３文字の平仮名からなる単語

を提示し、その単語が具象語か抽象語かを判断するよ

うに指示した。対照ブロックでは、一次視覚応答を相

殺すべく、全体の輝度を賦活ブロックの単語と合わせ

たランダムドットを提示した。刺激提示時間、刺激間

隔はそれぞれ５００ミリ秒、２０００ミリ秒とした。

物品呼称課題：文字読み課題と同じセットアップで視

覚提示を行った。賦活ブロックでは、ありふれた物品

のカラーイラストを提示し、物品の名称を想起するよ

表１　患者情報の詳細

Electrodes, nVIQ ScoreLanguage 
dominanceDiagnosisAge, y/SexPatient

３０９１LeftRight TLE, 
cavernous malformation５０/F１

２４８５LeftLeft TLE４０/M２

３２９４LeftLeft FLE，left TLE３３/F３

２１９３LeftRight TLE４０/M４

２０１０７LeftLeft TLE３５/F５

２０７９LeftLeft TLE２１/M６

２９７２LeftLeft TLE３６/F７

Left ２５, Right ２１８６BilateralRight TLE３１/F８

FLE, frontal lobe epilepsy; TLE, temporal lobe epilepsy; VIQ, Verval Intelligence Quotient in the Wechsler Adult 
Intelligence Scale, revised;

図１　fMRIのタスクデザイン（box-car design）
　　５スキャン、２０秒ごとに安静と課題を繰り返し行い、課題は３回繰り返し１回あたり

２分３２秒の検査時間とした。
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線上の点をbest tradeoffとした。これは、図の対角線

（感度と特異度の和が１になる直線）とROC曲線上の

点の最大距離に相当する。

［研究②の方法：HGA-BOLD coupling］

１．対象

　２００６年１２月～２０１５年９月に難治性てんかんの治療

を目的として頭蓋内電極を留置した２３名の患者を対

象とした。１３例（男性５例、女性８例）の検討を行っ

た。表に検討した患者の詳細を示した。fMRIの

susceptibility artifactの強い脳の底面は検討から除外

し、言語優位側である左半球外側面のみを検討の対象

とした。

２．言語fMRI

　研究①で記載した撮像条件、パラダイムを用いて

fMRIを行った。最も多くの賦活が得られた読字判別

課題のみを解析の対象とした。

よる言語機能障害と定義した。

［fMRIと電気刺激マッピングの比較］

　fMRIの賦活部位と電気刺激マッピングの結果を比

較するために、電極留置後の３D-CT、電極留置前の

３D-MRI、fMRI機能画像を融合して、検討した半球側

面の３次元脳表画像を作成した（図２A）。

　同一患者のすべてのMRI画像は、xy座標上の中心

が揃えてあるため、fMRI機能画像と３D-MRI解剖画像

はz軸上の座標を合わせることにより画像の位置合わ

せを行った。また、３D-CTと３D-MRIのボリュームデ

ータの相互情報量を最大化することにより、両画像の

位置合わせを行った。このようにして位置合わせを行

った機能画像と３D-CTを３D-MRIのボリュームデータ

に合わせてリスライスした。Dr Viewにより３D-MRI

から半自動的抽出された脳表のボリュームデータと位

置合わせを行った３D-CT、fMRI機能画像はdigital 

imaging and communications in medicine（DICOM）形式

でRealIntage（KGT、日本）に取り込み、３D融合画像

を作成した。我々は、仮想的な電極の直径（matching 

criteria）を３mm、６mmとしてfMRI賦活部位との一致

の有無を評価した。仮想電極内に賦活部位が存在すれ

ば、その電極はfMRI（＋）とした。仮想電極内に賦活

部位がなければその電極はfMRI（－）とした。全患者

の電極を、fMRI賦活の有無（fMRI（＋）かfMRI（－））

（図２B）、電気刺激による言語障害の有無（ECS（＋）か

ECS（－））（図２C）によって４群に分類し、各群の

電極数により感度、特異度を算出した。

　各Z値に対して感度、特異度を算出することにより

receiver-operating characteristics（ROC）曲線を得た。３

種類の言語課題、２つのmatching criteriaの組み合わせ

により６個のROC曲線を求め、感度・特異度のbest 

tradeoffを与える条件を調べた。感度・特異度の合計か

ら１を減じた値（Youden Index）が最大になるROC曲

ECS（－）ECS（＋）

BAfMRI（＋）

DCfMRI（－）

感　度＝A/（A＋C）x１００（％）
特異度＝D/（B＋D）x１００（％）

図２　３次元MRI、fMRIおよび硬膜下電極の融合画像
Ａ．読字判別課題によるfMRI賦活領域（Z＞２.２４、

橙色）と硬膜下電極（緑）の融合画像。側頭葉と比

較して前頭葉により広範な賦活領域が観察された。

Ｂ．６mmのmatching criteriaを用いて電極ごとにfMRI
賦活の陽性（赤）、陰性（青）を判定した。

Ｃ．電極ごとに皮質電気刺激に対する応答（陽性：赤、

陰性：青）を示した。
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２０システム）の位置に刺入した針電極とした。

４．ECoG解析

　ECoGデータの解析は、Matlab上で作成したプログ

ラムを用いて行った。刺激開始をゼロとして、背景脳

活動を示すbaselineを-６００～-１００ミリ秒、課題中の脳

活動を示すtask　periodを０～７５０ミリ秒と定義した。

ウィンドウ毎のPSDを平均し、データエポック全体の

PSDを得た（図４A）。本研究では、刺激開始前後７５０

ミリ秒からなる１５００ミリ秒のデータエポックから算

出したPSDを用いて、baselineおよびtask periodのPSD

の正規化を行った（図４B）。この方法により、スペク

トルの形状が平坦化し、正規化されたパワーの周波数

帯域内の平均値をとることができた。Baselineとtask 

periodのhigh gamma帯域（６０～１２０Hz）における正

規化されたパワーの平均値を算出し、両者の差分を

High gamma帯域のパワー変化（high gamma power 

change；HGPC）と定義した（図４C）。

５．統計解析

　BOLDとHGAの相関について検証した。すべての

HGA（＋）の電極についてBOLD-SCとHGPCを算出

した。線形回帰モデル（Y＝XB＋U）を適用し、F-

testで検定を行った（P＜０.０５）。ここで、Y：BOLD-

SC、X：HGPC、B：回帰係数、U：残差とした。

６．電極の標準脳への表示

　標準化電極をモデル脳の表面に表示するために、モ

　得られた機能画像の解析は数値解析ソフトウェア

であるMATLAB（The Mathworks，Inc．、アメリカ）

上で動作するSPM８（Wellcome Department of Imaging 

Neuroscience、イギリス）にて行った。れた画像パラメ

ータから集団レベルでの統計画像を作成することが可

能である。SPM８を用いて機能画像の位置補正を行

い、標準脳に合わせて座標変換を行った。更に半値幅

８mmのガウシアンフィルタにより平滑化処理を行っ

た。３D標準脳表画像の元となるボリュームデータは、

fMRI機能画像と合わせて撮像した３D-MRIボリュー

ムデータをSPM８により標準化して作成した。本研究

では、電極と同じ位置に半径１０㎜のROIを設定した。

ROI解析はMars-Bar region of interest toolboxにて行っ

た（図３）。

３．ECoG記録

　ベッド上に座った患者の１００cm前方にモニターを

設置した。視覚刺激は、ノート PC型刺激装置（Stimuli 

Output Sequencer、NoruPro Light Systems Inc．、日本）

によってモニター上に提示された。ECoGは、１２８チ

ャンネルの脳波計（BMSI ６０００、Nicolet Biomedical 

Inc．、アメリカ）を使用してサンプリング周波数

４００Hz、アナログフィルター０.５５～１５０Hzで記録し

た。課題のトリガーとして刺激開始と同時に刺激装置

から矩形波が出力され、脳波計の空きチャンネルに記

録されるようにした。基準電極は頭皮上Cz（国際１０-

図３　Mars-BarによるROI解析
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デル脳と標準化された電極のボリュームデータを

EMSE（Source Signal Imaging, San Diego, CA、アメリ

カ）に取り込んだ。EMSEは脳波・MEGデータの解析

コンポーネントと脳画像処理コンポーネントからなる

汎用性の高い脳機能画像解析ソフトウェアで、解析結

果を脳表に投影し時空間的脳機能動態を動画として表

示することも可能である。頭蓋内電極をデジタル化

し、対応するECoGデータを脳表に投影する機能を搭

載している。各シート状電極は、数個の電極位置を指

定するだけで、予め定義された電極のtemplateに合わ

せてデジタル化される（図５）。

７．時間周波数解析

　HGAの時空間的動態を前頭葉と側頭葉で比較する

ために、時間周波数解析を行った９-１０。刺激開始を０

として、-５００ミリ秒から１５００ミリ秒を解析対象とし

た。HGAの時間変化を定量化するために、６０～

１２０Hzにおける有意な周波数成分の割合を時間成分毎

にカウントし、high gamma broadband index（HGBI）と

定義した。HGBIをプロットすることにより、その電

極におけるHGAの時間変化を知ることができる。

【結　果】

研究①の結果：fMRIの信頼度

１．fMRIの結果

　動詞想起課題と物品呼称課題は３例において優位側

言語半球において優位な賦活を示さなかった。一方

で、読字判別課題は全例において優位側言語半球でよ

り広い賦活部位が観察され、その傾向は特に前頭葉で

顕著であった。和田テストで両側性の言語機能が見ら

れた１例においては、読字判別課題で両側前頭葉が側

図５　電極のデジタル化

　シート上に配列された電極のうち３点を選択することにより脳の曲率に合わせて変形し

たtemplateが適用される。

図４　スペクトル密度解析の例

　左上側頭回の１電極について周波数解析を行っ

た。淡灰色の領域は６０-１２０Hzのhigh gamma帯域を
示す。

Ａ．task period（赤）とbaseline（青）のスペクトル密
度関数。task periodのスペクトル密度はhigh　
gamma帯域において上昇を示した。

Ｂ．正規化したスペクトル密度関数（task period：赤、
baseline：青）。色つき部分は平均の標準誤差を示す。

Ｃ．task periodとbaselineの正規化スペクトル密度の
差。色つき部分は平均の標準誤差を示す。
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matching criteriaに対応するROC曲線は、ほぼ同一の曲

線上に位置しており、この範囲でmatching criteriaを変

えることは、fMRIの信頼度に大きく寄与しなった。

Youden Indexの最大値０.４４は、読字判別課題におい

て、Z値を２.２４、matching criteriaを３mmとしたとき

に得られ、このときの感度は８３％、特異度は６１％であ

った。

研究②の結果：HGA-BOLD coupling

１．HGAとBOLD反応の分布の概略

　合計４７８個の電極について解析を行った。図７Aに

モデル脳の左半球外側面上に配置した電極を示した。

その内３９個がHGA（＋）であった（図１１B）。

　BOLD-SCはHGA（＋）では０.３９、HGA（－）では

０.２１で、両者に有意差は認めなかった。

２．HGAとBOLDの相関

　BOLD－SCとHGPCの回帰分析の結果、両者の間に

は有意な相関を認め（P＝０.０００２）、相関係数は０.５７

であった（図８）。

３．前頭葉と側頭葉におけるHGAとBOLDの関係

　HGA（＋）の電極は、下前頭回、上・中側頭回、中

心前回（運動前野と顔運動野）等に群を成して分布し

た（図７B）。各部位には、複数の患者に由来する電極

が含まれていた。fMRIの集団レベル解析の結果を図

７Cに示した。図７Bにおいて群を成した電極および

図７Cを重ね合わせたものが図９である。

頭葉より広く賦活された。側頭葉、頭頂葉は、どの言

語課題によっても前頭葉より賦活される部位が少ない

傾向が見られた。読字判別課題と比較して動詞想起課

題と物品呼称課題は賦活部位が少ない傾向が見られた

ため、検討に使用したZ値は、読字判別課題では１.９６、

２.２４、２.５８、動詞想起課題、物品呼称課題では１.６５、

１.９６、２.２４とした。

２．ECSの結果

　９個の大脳半球に留置された１０７個の電極について

解析した。半球あたりの電極数は１２±３.３（平均±標準

偏差）であった。ECS（＋）の電極は４４個（４１％）

あり、そのうち、物品呼称と自発語で陽性であったも

のは、それぞれ４０個（９１％）と３０個（６８％）であ

った。これらの課題は、読字および図形理解と比較し

て言語関連部位の検出率が高かった。時間的制約によ

り、部位によっては読字および図形理解を省略した。

読字および図形理解が特異的に障害される部位は認め

なかった。

３．fMRIとECSの比較

　異なるZ値で、言語課題およびmatching criteria毎の

感度、特異度を算出した（表２）。

　横軸を偽陽性率（１-特異度）、縦軸を感度として、

すべての結果をプロットし、各条件に対応する６個の

ROC曲線を得た（図６）。

　読字判別課題は他の２つの課題と比較して一貫して

感度、特異度が高く、ECS（＋）を最も効率よく検出

した。一方で、いずれの課題においても２つの

Matching
criterion＝６mm

Matching
criterion＝３mm

Z scoreZ score

２.５８２.２４１.９６１.６５２.５８２.２４１.９６１.６５

読字判別課題

８６９３１００７６８３９０　Sensitivity（％）

５６４７３１６８６１５２　Specificity（％）

動詞想起課題

４２５５７６３３３９６４　Sensitivity（％）

４１１９１６５３３８１９　Specificity（％）

物品呼称課題

６５７５９０５５６０７０　Sensitivity（％）

４７４４２６５３５３４１　Specificity（％）

表２　患者情報の詳細
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図７　high gamma activity（HGA）とBOLD反応のモデル脳における比較
Ａ．検討したすべての電極（緑）をモデル脳上に表示した。電極は左前頭葉と側頭葉の外側面に広く分布した。

Ｂ．有意なHGAをモデル脳上に表示した。同じ電極の色は同一患者由来の電極であることを示す。HGAは下前
頭回、上・中側頭回、中心前回（運動前野、顔運動野）に群を成して分布した。

Ｃ．fMRIの集団レベル解析によるT統計画像をモデル脳上に表示した。BOLD反応は下前頭回や中心前回を中
心とした前頭葉で広く観察された。電極が留置されなかった下側頭回後方でもBOLD反応が見られた。

図６　Receiver-operating characteristic（ROC）曲線
　　３つの言語課題（WI：読字判別課題、VG：動詞想起課題、PN：物品呼称課題）と２つのmatching criteria（d
＝３mm、６mm）の組み合わせからなる６つのROC曲線を示した。ROC曲線は縦軸に感度を、横軸に偽陽性率
（１－特異度）をプロットすることにより得られる。読字判別課題を用いて、matching criteria３mm、Z値２.２４
としたとき感度と特異度のbest tradeoffが成立した（矢印）。尚、ここで感度、特異度を少数で表示した。

まれる電極のHGBIの平均をプロットした。各部位

は、特徴的なHGAの時間変化を示した（図９）。側頭

葉の３部位では、HGBIは短い潜時で立ち上がり、持続

時間が短く５００ミリ秒以降急速な減弱を示した。一

方、前頭葉の３部位ではHGBIは立ち上がりがやや遅

れるものの、５００ミリ秒以降も活動が遷延する傾向を

４．前頭葉と側頭葉におけるHGAの動態解析

　時間周波数解析を用いて前頭葉と側頭葉における

HGAの時間変化を調べた。HGA（＋）の電極が複数

集まって群を形成している部位に注目した。下前頭

回、中心前回（運動前野と顔運動野）、中・後部上側

頭回、後部中側頭回の６部位を選択し、それぞれに含
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図９　high gamma activity（HGA）とBOLD反応のモ
デル脳における重畳表示

　　図７Bにおいて群を形成した電極とfMRI集団レ
ベル解析のT統計画像をモデル脳上に表示した。前
頭葉ではHGAとBOLD反応の分布は概ね一致した。
しかし側頭葉では両者の分布は異なっていた。

図８　BOLD信号変化に対するhigh gamma power change
の散布図

　　回帰分析により正の相関が得られた（R＝０.５７、
P＝０.０００２）。

図９　前頭葉および側頭葉におけるhigh gamma activity（HGA）の時間変化
　　有意なHGAを示した電極が、下前頭回、中心前回（運動前野、顔運動野）、上側頭回中部・後部、中側頭回
後部で形成した群ごとにhigh gamma broadband index（HGBI）の平均値を時間に対してプロットした。前頭葉
の各群におけるHGBIは５００～１０００ミリ秒以降も遷延した活動を示したが、側頭葉の各群におおけるHGBI
は５００ミリ秒以降急速な下降を示した。電極の色とHGBIのプロットの色を対応させて示した。



― 66 ―

旭川医科大学研究フォーラム　１６　：５７～６７，２０１５

【結　論】

　本研究は、電気生理学的手法を用いてfMRIの信頼

度の検証と背景神経活動の詳細な検討を行った。

　皮質電気刺激マッピングと比較することにより、読

字判別課題を用いたfMRIの信頼度が最も高く、感度

８３％、特異度６１％であることを示した。更に後部下

前頭回で感度９１％、特異度５９％と最も高い信頼度が

得られることを示した。fMRIは現状では皮質電気刺

激マッピングの代替とはなり得ないが、電気刺激の効

率化に寄与すると考えられる。

　HGAとBOLDは有意な正の相関を示す一方で、側

頭葉における空間的解離が見られた。側頭葉のHGA

が前頭葉と比べ早く減衰することが空間的解離に寄与

している可能性が示された。HGAとfMRIの関係が広

い言語関連領野で明らかにされ、言語課題を用いた

fMRIにより側頭葉が賦活されにくい理由にもひとつ

の可能性が示された。

　　広範囲に留置された過去最大級の数の電極を空間

的に標準化し、言語課題によるHGAの時空間動態を

明らかにした。fMRIの背景となる脳活動の時間的変

化は課題により特異的なパターンを示した。fMRIの

背景脳活動の時空間動態を明らかにするとともに、機

能情報をテンプレート化、脳領域別の電気生理学的な

ダイナミクスの違いを明らかにすることができた。機

能テンプレートを用いた効率的な脳機能読み取り技術

は今後コミュニケーションデバイスの発展に寄与する

ものと期待できる。
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位も検出される。本研究における一貫した高い感度

は、このような理論的考察ともよく一致している。し

たがって、fMRIで賦活されなかった部位は、皮質電気

刺激を行っても言語障害が出現しない可能性が高く、

刺激を行う優先順位を下げることの有力な根拠とな

る。皮質電気刺激の回数を減らすことは患者の検査に

おける負担を減らし、より重要な機能部位を詳細に調
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７０％に留まった。脳回毎に検討したとしても、皮質電
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理は概ね１秒以内に完結すると考えられる。この間に

生じる、脳内に広く分布する言語関連領野のダイナミ
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得る。Event-related designを用いることにより時間分

解能は３～４秒まで改善することが可能である。
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迫　　　康　仁＊

通感染寄生虫症の対策に役立つ技術革新を行い、致死

性の有鉤嚢虫症および肝エキノコックス症を撲滅する

ことである。そのために、コントロールモデルとし

て、バリ島（有鉤嚢虫症）およびモンゴル（エキノコ

ックス症）を対象地として対策研究を行う。

　本研究では、ヒトならびに家畜の検査法の開発研究

とポイント・オブ・ケア・テストとしての実用化に向

けた評価研究を遂行し、同時にそれらを用いたフィー

ルド調査を実施し詳細な流行地域の特定・感染者や感

染動物の発見位置情報を利用した寄生虫感染伝播動向

の解析・流行地域住民の感染リスク要因の推定をする。

さらに、旭川医科大学が文部科学省橋渡し研究加速ネ

ットワークプログラムに採用され実施している「オー

ル北海道先進医学・医療拠点形成」事業や文部科学省

科学技術戦略推進費などのサポートを受け開発した、

ヒト有鉤嚢虫症およびエキノコックス症の迅速検査キ

ットの円滑な臨床現場への導入や国際的な展開を実現

するために必要な性能評価を実施する。

　本稿では、ヒトならびに家畜の検査法の研究概要を

紹介し、２０１５年にインドネシア共和国・バリ州で実施

したテニア症および有鉤嚢虫症の調査について報告す

る。

【ヒトの検査法】

　有鉤嚢虫症検査およびエキノコックス症（多包虫症、

単包虫症）検査として、幼虫に対する特異抗体を検出

する血清検査を開発してきた。有鉤嚢虫症では嚢虫液

【研究の背景と目的】

　本研究課題では、有鉤条虫の幼虫（嚢虫）ならびに

多包条虫および単包条虫の幼虫（包虫）の寄生によっ

て起こる人獣共通寄生虫症を対象としている。嚢虫は

脳内、筋肉内および皮下などに寄生し「有鉤嚢虫症」

を、包虫は主に肝臓に寄生し「エキノコックス症」を

引き起こす。

　有鉤条虫は、ヒトの消化管でのみ成虫に発育する寄

生虫である。食物連鎖により、ヒトとブタの間でのみ

生活環が完結しているため、「安全な食材提供」と「十

分な加熱調理」により撲滅が可能である。しかしなが

ら、地球規模で、特に経済的発展途上国で対策が遅れ

ているため未だに蔓延している。有鉤嚢虫症は、偶発

的に経口摂取された虫卵（六鉤幼虫を包蔵し、有鉤条

虫感染者から排泄される）が、脳、筋肉内、皮下など

で嚢虫に発育分化し、寄生することにより引き起こさ

れる１）。

　一方、多包条虫および単包条虫は、キツネやイヌな

どの消化管内で成虫となる。ヒトは、キツネならびに

イヌ（成虫）とネズミ（多包虫）、イヌ（成虫）とヒツ

ジ（単包虫）の感染循環において、キツネ、イヌから

排出された虫卵（六鉤幼虫）を経口摂取することによ

り感染する。その後、六鉤幼虫は、主に肝臓内で包虫

に発育分化し、ヒトはエキノコックス症（包虫症）を

発症する２）。

　本研究課題の最終目標は、テニア科に属する人獣共

依 頼 稿（報告）

平成２６年度「独創性のある生命科学研究」プロジェクト型研究課題

アジアにおける人獣共通寄生虫感染症対策：迅速診断・

蔓延度推定の技術確立と感染撲滅に向けた国際医療貢献

 ＊旭川医科大学　寄生虫学講座
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【家畜の検査法】

　有鉤嚢虫症においては、ブタがヒトテニア症の感染

源として重要である。つまり、ブタに寄生している有

鉤嚢虫をヒトが経口摂取することにより、テニア症が

引き起こされてしまう。したがって、有鉤嚢虫感染ブ

タを検出し排除することは、有鉤嚢虫症のコントロー

ルに必要不可欠である。我々は、ブタ有鉤嚢虫症検査

として、ヒトの検査に用いている抗原に対する抗体を

検出する血清検査が極めて有用であることを見出し

た。しかしながら、この検査法は高感度であるが、特

異性については十分な検証がなされていない。つま

り、ブタは、有鉤嚢虫以外にそれに近縁な細頸嚢虫に

も寄生されるが、それに対する抗体が有鉤嚢虫抗原に

対して交差反応を示すか明らかとなっていない。本研

究では、交差性に関する詳細な解析を実施する。

【フィールド調査報告】

　２０１５年９月１７日から２０日にかけて、インドネシ

ア共和国・バリ州・ギャニャール県ならびにカランガ

スム県（図２）で、テニア症および有鉤嚢虫症の調査

を、国際共同研究パートナーであるウダヤナ大学（イ

ンドネシア共和国・バリ州・デンパサール）を中心と

して実施した。

１．ギャニャール県

　ヒトの糞便の顕微鏡検査ならびに聞取り調査を主と

した調査をBanjar Pamesan（Banjarとはバリ特有の村組

に存在する１０－２６kDaの糖タンパク質を３、４）、多包虫

症では多包虫細胞内タンパク質である約６０kDaの

ezrin-radixin-moesin-like proteins（elp）分子がシステイ

ンプロテアーゼによる分解を受けた結果生じる１８kDa

のEm１８分子を５－７）、単包虫症では包虫液に存在する約

８kDaのAntigen B/１分子を８）、種特異的検査用抗原とし

て使用している。さらに、それぞれの組換え抗原を用

いたELISA法、イムノブロット法ならびにイムノクロ

マトグラフィー法（ICT）による検査法も開発されて

いる７－１１）。イムノクロマトグラフィー法を用いた検査

法はキット化され、研究用試薬として市販されている

（図１）。本研究では、この迅速検査キットの性能評価

を実施する。

　ヒトテニア症の高感度特異的な検査として、Loop-

Mediated Isothermal Amplification（LAMP）法を用いた

テニア条虫DNAを検出する検査法を開発してき

た１２－１４）。テニア症の検査は糞便検査により虫卵を検

出する方法と排出された片節などの形態を観察する方

法が一般的であるが、それらの方法は、感度が低くま

た種特異的ではないという問題があるためである。し

かしながら、LAMP法を用いたDNA検出法は高感度

かつ種特異的であるが、１種の条虫に対し１つの検査

反応チューブを必要とするため、検体が多数の場合、

操作が煩雑になるという問題がある。そこで本研究で

は、１つの反応チューブで３種の条虫を検査できるマ

ルチプレックスLAMP法と各増幅DNA産物の選択的

検出法を開発する。

図１　研究用試薬として市販されて

いる検査キット

図２　フィールド調査を実施した地域
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剖検による検査で検出不能な初期の感染を検出した可

能性、過去の感染（治癒ケース）を検出した可能性な

どが考えられた。

【今後の展望】

　有鉤嚢虫症ならびにエキノコックス症のポイント・

オブ・ケア・テストである検査キットの性能評価のた

めに必要な検体を、日本国内で確保することは極めて

困難である。したがって、今後、国際共同研究パート

ナーを中心とした流行地調査に、検査キットによる抗

体検査を追加し、その結果と実際の罹患患者の相関を

解析したいと考えている。加えて、有鉤嚢虫症の感染

源として重要なテニア症患者の簡便な検査法も開発

し、また、家畜の血清検査に用いる抗原の特異性に関

しても、有鉤嚢虫ならびに細頸嚢虫のブタ感染実験を

実施し、感染ブタより得られる血清（標準血清）を用

いて解析する予定である。

　本研究の目的を達成するために必要な試料（ヒト血

清や糞便、家畜血清、寄生虫）を確保するには、有鉤

嚢虫症やエキノコックス症流行国の研究者との国際共

同研究を通した密接な連携が必要不可欠である。今後

も、日本側の技術を提供しながら共同研究を実施し、

良好な関係を構築していきたいと考えている。
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１） Mahanty S, Garcia HH. Cysticercosis and neurocys-

ticercosis as pathogens affecting the nervous system. 
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見出すことが出来た。その後、患者に対しインドネシ

ア共和国側の医師から駆虫が施され、それぞれの患者

から１虫体、合計５虫体を回収することが出来た。形

態的に無鉤条虫と推察できたが、DNA検査による種

同定作業を現在実施している。

２．カランガスム県

　ヒトならびに家畜（ブタ、イヌ）を対象とした調査

を実施した。また、調査フィールドとして、インドネ

シア共和国側研究者の事前調査（住環境、ブタの飼育

形態など）の情報に基づき、新規の２村（Banjar 

Samuh/Pule, Banjar Ulun Desa）ならびに２０１３年と２０１４

年に調査を実施した１村（Banjar Bahel）を選定した。

　ヒトの糞便の顕微鏡検査ならびに聞取り調査の結

果、１名のテニア症疑診患者（Banjar Bahel）を見出す

ことが出来た。その患者に対しインドネシア共和国側

の医師から駆虫が施され、１虫体を回収することがで

きた。形態的に有鉤条虫と推察できたが、DNA検査

による種同定作業を現在実施している。

　また、環境衛生状態の指標の１つである土壌媒介蠕

虫（回虫、鞭虫、鉤虫）に関しては、住民の糞便から

回虫虫卵および鞭虫虫卵が主に検出された。現在イン

ドネシア共和国側の研究者による詳細な解析が実施さ

れている。

　家畜（ブタ、イヌ）に関しては、ヒト有鉤嚢虫症の

特異抗原を用いたELISA法により血清抗体調査を実

施した。調査地では、マイクロプレートリーダーを用

いて吸光度を測定し検査結果を判定することが困難で

あったため、目視による判定を行った。ブタ１２２検体

ならびにイヌ１４検体を検査した結果、ブタ６検体が極

めて弱い陽性反応を示した。これまでの血清検査で得

られた知見と照合すれば、これらの検体は有鉤嚢虫症

である可能性は極めて低いと考えられたが、他の寄生

虫に感染している可能性を否定できないため、解剖に

よる検査（弱陽性５検体および陰性１検体）を実施し

た。その結果、有鉤嚢虫に感染しているブタはいなか

ったが、弱陽性を示した２検体に有鉤嚢虫に近縁な細

頸嚢虫が感染していたことが明らかとなった（図３）。

有鉤嚢虫非感染ブタから血清抗体の弱陽性反応が検出

された原因として、細頸嚢虫に対する抗体が有鉤嚢虫

抗原に交差反応を示した可能性、約８週間前後血清中

に存在する初乳由来の移行抗体１５）を検出した可能性、

図３　剖検により見出された細頸嚢虫
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藤　谷　幹　浩＊

酸を新規薬剤として臨床応用するにあたり、鎖長解析

技術、一定以上の平均鎖長を持つポリリン酸を製造す

る技術、胃酸に対して分解されずに腸管病変まで到達

させる技術、の開発が必須である。そこで本研究で

は、①ポリリン酸の鎖長解析技術の確立、②一定の鎖

長以上の長鎖ポリリン酸を製造する技術の確立、③腸

溶化製剤の作成とその作用解析、を目的とした。

【方　法】

１．ポリリン酸の鎖長解析技術の確立

　長鎖ポリリン酸および各鎖長のポリリン酸（Bioe-

nex, JP）の鎖長解析を行った。解析はToso 0008025 

TSKgel GMPWXL（７.８x３０cm）カラムを用いた。展開

溶媒、流速、試料調整濃度が異なる条件で、HPLCによ

る鎖長解析を行い、最適な測定条件を検討した。さら

に、同時再現性や直線性についても検討した。

２．長鎖ポリリン酸の製造方法（ラージスケール）の

検討

　酵素法による長鎖ポリリン酸の製造方法について検

討した（図１）。ヒトへの臨床応用を視野に入れ、反応

系に用いるものは全て非動物由来のものとした。ま

た、非動物由来のポリリン酸合成酵素およびピルビン

酸キナーゼは独自の合成系で作製した。

３．腸溶化長鎖ポリリン酸の作用解析

　ゼラチンカプセルに長鎖ポリリン酸を封入し腸溶コ

ーティングを行うことで長鎖ポリリン酸の腸溶化剤を

作成した。ラットDSS腸炎モデルに経口投与し、腸管

【研究の背景と目的】

　哺乳動物の腸管には２０００種類以上の細菌が共生し

腸管の恒常性維持に必須の役割を担っている。これら

腸内細菌叢の異常は、潰瘍性大腸炎やクローン病を含

む炎症性腸疾患の発症や重症化と深く関係してい

る１）。細菌の中でも乳酸菌やビフィズス菌、バシラス

菌などの宿主に有益なものはプロバイオティクスと呼

ばれ、腸管炎症などによる様々な腸管障害を改善する

ことが知られている。我々は、これらの菌から分泌さ

れる生理活性物質を同定する技術を確立し２）、乳酸菌

由来の腸管保護活性物質が長鎖ポリリン酸であること

を世界で初めて明らかにした。さらに、この長鎖ポリ

リン酸には、腸管バリア機能を増強し、炎症性腸疾患

モデルにおける腸管障害や過剰な腸管の線維化を著明

に改善する作用があることを証明した３、４）（特許第

５５２６３２０号）（特許第５６６０５０８号）。

　この研究成果は、「プロバイオティクス由来の活性

物質ポリリン酸を用いた新規炎症性腸疾患治療薬の開

発」として文部科学省橋渡し研究加速ネットワークプ

ログラム　シーズBに採択された。現在、３年以内の

非臨床POC獲得および平成２７年度内の臨床試験開始

を目標としてプロジェクトが進行中である。一方、そ

の後の研究により、長鎖ポリリン酸の中でも、平均鎖

長１００以上のもののみが薬理作用（腸管障害改善効果）

を発揮すること、胃酸などの低pHによって分解され

ることを明らかにした。すなわち、この長鎖ポリリン

依 頼 稿（報告）

平成２６年度「独創性のある生命科学研究」プロジェクト型研究課題

長鎖ポリリン酸の鎖長解析技術および

腸溶剤化技術の開発

 ＊旭川医科大学　消化器・血液腫瘍制御内科学
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３０cm）

　展開溶媒： １0mM Acetate buffer pH６.０-０.５M NaCl

　流速： ５００μl/min

　検出： ２６０nm

　試料調整： ２０mg/ml（H２O）を１０μl

　同一サンプルによる同時再現性は極めて良好であっ

た（表１）。また、各濃度における測定の結果、R２＝

０.９９８９と極めて高い直線性を示し（図２）、本条件が

ポリリン酸の鎖長測定に適していることが示された。

２．長鎖ポリリン酸の製造方法（ラージスケール）の

検討

　酵素法による長鎖ポリリン酸製造プロトコールを検

討した。反応系に用いられるポリリン酸キナーゼ、ピ

ルビン酸キナーゼは独自の方法で製造を行った。ま

た、材料としてアデノシン二リン酸、ホスホエノール

ピルビン酸１カリウム塩を用いた。いずれも非動物由

来のものを用いた。反応は５０Lタンクで行い、随時撹

改善作用を検討した。腸炎モデルは６週齢ラットに

DSS溶液（３％）を５日間自由飲水させ，その後２０日

間通常の水を飲水させることで作成した。初日から７

日間連日腸溶化ポリリン酸を強制投与し７日目に大腸

を切除し、ホルマリン固定および蛋白、RNAの回収を

行った。蛋白発現の解析にはwestern blottingを、RNA

の解析にはRT-PCRを用いた。また、ホルマリン固定

した大腸切片はヘマトキシリン－エオジン（Hema-

toxylin-Eosin；HE）染色を行った。

【結　果】

１．ポリリン酸の鎖長解析技術の確立

　Toso 0008025 TSKgel GMPWXL（７.８x３０cm）カラム

を用いて、種々の展開溶媒、流速、試料調整濃度にて

鎖長解析を行った結果、以下のような最適条件が明ら

かになった。

　カラム： Toso 0008025 TSKgel GMPWXL（７.８x 

図１　酵素伸長反応による長鎖ポリリン酸の精製方法の概要

表１　同時再現性の検討結果（同一サンプルによる

UV値）

UV値測定回数

７８１３１９１

７８５３６４２

７７３４０１３

７９１０２０４

７７９５３０５

７８２１２６.８Average

６５７８.４４９SD

０.８４１１CV(%)

図２　長鎖ポリリン酸の鎖長解析技術による直線性の

検討
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３．腸溶化長鎖ポリリン酸の作用解析

　長鎖ポリリン酸を人口胃液（塩化ナトリウム２.０g＋

塩酸７.０ml＋H２０ １０００ml）に加え、HPLCおよび電気

泳動にて鎖長解析を行った結果、短時間で短鎖化する

ことが明らかになった（図４）。そこで【方法】で述べ

たように腸溶化長鎖ポリリン酸を作製し、ラット腸炎

拌と氷冷を繰り返した。反応時間は１７～１８時間とし

た。その後、NaClと中空糸型UF膜を用いて精製し、

長鎖ポリリン酸を得た。３ロット試作しHPLCで解析

した結果、いずれも十分な鎖長で、同様の波形を示し

ており、再現性の高い製造方法であると考えられた

（図３）。

図５　腸溶化長鎖ポリリン酸の経口投与による腸管長の変化（ラット DSS腸炎モデル）

図４　人口胃液によるポリリン酸の短鎖化

図３　長鎖ポリリン酸のロット毎の鎖長分析結果
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図６　腸溶化長鎖ポリリン酸の経口投与による組織学

的炎症所見の変化（ラット DSS腸炎モデル）

モデルに７日間経口投与を行った。その結果、腸管長

の短縮（図５）および組織学的炎症所見（図６）は濃

度依存性に改善した。また、腸管組織中の炎症性サイ

トカイン（TNFβ、IL－１β）の過剰発現も濃度依存

性に低下した（図７）。一方、腸溶化していない長鎖ポ

リリン酸を経口投与しても組織学的改善は得られなか

った（図８）。以上から、長鎖ポリリン酸の腸溶化経口

剤はラット腸炎モデルの改善に有用であった（特許申

請準備中）。

【考　察】

　本研究によって、長鎖ポリリン酸の評価系が構築さ

れ、ラージスケールでの製造法が確立した。また、腸

溶コーティングを用いて製造した腸溶化長鎖ポリリン

図７　腸溶化長鎖ポリリン酸の経口投与による炎症性サイトカインの発現変化（ラット DSS腸炎モデル）

図８　長鎖ポリリン酸（原薬）の経口投与による組織学的炎症所見の変化（ラット DSS腸炎モデル）
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きている。今後、医薬品医療機器総合機構（PMDA）

との薬事相談および臨床試験計画の承認へ向けて、本

研究成果を発展させて行きたい。

【文　献】

１） Devkota S, Wang Y, Musch MW, et al. Dietary-fat-

induced taurocholic acid promotes pathobiont expansion 

and colitis in Il10-/- mice. Nature ２０１２；４８７：１０４-８．

２） Fujiya M, Musch MW, Nakagawa Y, et al. The 

Bacillus subtilis quorum-sensing molecule CSF contri-

butes to intestinal homeostasis via OCTN2, a host cell 

membrane transporter. Cell Host Microbe ２００７；１：２９９-

３０８．

３） Ueno N, Fujiya M, Segawa S, et al. Heat-killed body 

of lactobacillus brevis SBC8803 ameliorates intestinal 

injury in a murine model of colitis by enhancing the 

intestinal barrier function. Inflamm Bowel Dis ２０１１；１７：

２２３５-５０．

４） Segawa S, Fujiya M, Konishi H, et al. Probiotic-

derived polyphosphate enhances the epithelial barrier 

function and maintains intestinal homeostasis through 

integrin-p38 MAPK pathway. PLoS One ２０１１；６：

e２３２７８．

５） Neurath MF. Cytokines in inflammatory bowel 

disease. Nat Rev Immunol ２０１４；１４：３２９-４２．

酸の経口投与はラット腸炎モデルの腸管障害を有意に

改善した。以上から、長鎖ポリリン酸を用いた新規炎

症性腸疾患治療薬の開発プロジェクトにおいて大きな

ハードルであった原薬の製造や評価方法の確立、腸溶

化経口剤の有効性検証に関する基盤的な研究成果が得

られた。

　潰瘍性大腸炎やクローン病に代表される炎症性腸疾

患は、原因不明の難治性疾患であり根治治療はない。

活動期には炎症性サイトカインであるTNFβ、IL－１β

の増加が認められ、これらのサイトカインは本疾患の

治療標的と考えられている５）。本研究に用いたラット

腸炎モデルでもこれらのサイトカインが過剰発現して

おり、炎症性腸疾患のよいモデルであることが示唆さ

れる。このモデルに対し腸溶化長鎖ポリリン酸の経口

投与が腸管短縮や炎症性サイトカインの発現を強く抑

制することが証明できた。よって腸溶化長鎖ポリリン

酸は、炎症性腸疾患治療における新規の経口剤として

臨床応用が可能であると考えられる。

　長鎖ポリリン酸を臨床応用するにあたって、薬剤と

しての安定性や安全性、体内動態について明らかにす

る必要がある。本研究と並行して、長鎖ポリリン酸の

安定性、催腫瘍作用、体内動態についても検討を行っ

ており、現在、信頼性基準での前臨床試験を行ってい

る。また、GMP準拠を原則としたポリリン酸製造ラ

インの確保や製剤化、出荷と保存の体制もほぼ構築で



― 77 ―

旭川医科大学研究フォーラム　１６　：７７～７９，２０１５

痛剤などの薬物の投与量を減少させる、入院期間を短

縮する、患者と医療者のコミュニケーションを促進す

るなどの報告が多くある。

　日本でも、ニューヨーク近代美術館が開発したアー

ト鑑賞プログラムが高齢者の鬱状態の改善や認知症患

者の記憶の再生に効果があるという報告がある。

　本学の大学病院でも、２階から３階へのエスカレー

ター横の壁に楽しい絵が描かれており、食堂へ続く廊

下にも同じ作者による絵が飾られている。私たちは、

これらの取り組みを参考に、高齢者や患者にアートに

触れてもらうことにより、楽しい時間を過ごしポジテ

ィブな感情体験をする機会を提供したいと考え、写真

家が自らの芸術的風景写真を語りと共にスライドショ

ーで示す試みを行った。提示される写真は、単に風景

を撮影したのもではなく、国内外の写真展への出品や

個展開催の実績があり、写真集も出版しているプロフ

ェッショナルの写真家が撮影したアートであることが

重要である。協力していただいたのは、アートインホ

スピタルに関心が深い、美瑛在住の写真家中西敏貴氏

である。中西氏は、ＮＰＯ法人「北海道を発信する写真

家ネットワーク」会員「ＪＮＰ日本風景写真協会」会員

でフォトオフィス「アトリエnipek」カフェ＆ギャラリー

を主宰し、各種メディアへの作品提供や執筆活動のか

たわら、個人・団体の撮影講師としても活動中である６）。

中西氏には、平成２５年度・２６年度に筆者らが旭川市

と共同開催した介護予防教室「脳と体のはつらつ教

室」７）で「写真を楽しむ暮らし」というテーマで、日常

の風景を写真で撮ることの楽しさと撮影方法について

自身の作品の紹介も交えて講義をしていただいていた。

依 頼 稿（報告）

服　部　ユカリ＊ 菊　地　まり子＊ 上　田　順　子＊＊

守　屋　　　潔＊＊＊ 大　坪　智　美＊＊＊＊

　病院環境にアートを取り入れる「アートインホスピ

タル」は、UNESCOプロジェクト・世界１０年『Arts 

in Hospital』をきっかけとして、１９９０年代頃からスウェ

ーデンなどヨーロッパやアメリカを中心に世界中に広

がっている。日本では、１９９５年に亀田総合病院がそ

のコンセプトを取り入れた病院設計１）で注目された。

また、銅版画家の山本容子氏が、殺風景な病室での父

親の看取りをきっかけに、病院の天井に絵を描く試み

を２００５年に中部ろうさい病院で始め、その後も和歌

山県立医科大学付属病院母子医療センターや高松赤十

字病院の壁画などを描き、患者さんが自分の病室に掛

ける絵を選ぶ「テイクアート」のための作品提供など

の活動も行っている。その他にも、東京都済生会中央

病院での「環境面でのホスピタリティを高めるために」

病院所蔵の芸術作品を展示するプロジェクトや、西脇

市立西脇病院での写真展の企画、筑波大学のプロジェ

クトなど多くの病院や機関がアートを病院の中に取り

入れている２）。

　また、病院環境にアートを取り入れるだけでなく、

医療に積極的にアートを介在させて癒しや安らぎをも

たらし、自然治癒力・回復力を高める活動も、欧米を

中心に世界各地で行われている。日本でも、アートイ

ンホスピタルの理念に基づいた阪南病院の庭園療法３）

や、神戸の震災被災者をきっかけとした北村らのフィ

ーリングアーツ活動４）、森林療法と同様の体験を病院

の屋上庭園で試みたもの５）などアートを介在させた

様々な療法がある。

　アートがもたらす効果に関する研究も進んでおり、

不安・ストレスを軽減し、うつ状態を緩和させる、鎮

旭川医科大学におけるアートインホスピタルの試み

旭川医科大学　＊医学部看護学科　＊＊旭川医科大学病院看護部　＊＊＊遠隔医療センター　＊＊＊＊非常勤講師



― 78 ―

旭川医科大学研究フォーラム　１６　：７７～７９，２０１５

（３３.３％）、「落ち着く」７人（２９.２％）、「うっとりする」

４人（１６.７％）とすべて肯定的印象であり（図３）、

「イライラする」「不安になる」などのネガティブな印

象は選択されなかった。

　また、１１月２６日に旭川医科大学病院主催で「入院

されている方、通院されている方ひととき日常を離れ

て“アート”にふれてみませんか？」（図４）と呼びか

け、中西氏自身の語りで風景写真作品をスライドショ

ーで紹介する「写真家中西敏貴光の風景」と題した催

しが開催された（図５）。参加者は、入院患者さんなど

２０名前後で、中には持続点滴中の方、酸素吸入中の

方、車椅子使用の方や、病棟の看護師が付き添って来

てくださった方もあった。参加者の中からは、「それ

はどこですか？」と撮影場所を尋ねる質問や、「きれい

だねー」という声があがるなど、和やかな雰囲気であ

った。アンケートに協力していただいた１３名は、男

性３人（２３.１％）、女性１０人（７６.９％）で、年齢は２０

歳代から８０歳代であった（図６）。内容について「期

　今回は、平成２７年８月５日に、筆者らが担当して

いる本学主催の認知機能向上教室「脳と体のいきいき

教室」の中で中西氏に、自身の作品を語りと共にスラ

イドショーで約４０分紹介してもらった（図１）。参加

者は熱心に鑑賞しており、ユーモアを交えた語りを聞

き、時折笑い声も漏れ、終了後はいくつかの質問も出

るなど、満足している様子がうかがえた。参加者は

２４人で、年齢は６０歳代から９０歳代であり、７０歳代・

８０歳代が８割であった（図２）。印象を複数回答の選

択肢で尋ねたところ、「きれい」２１人（８７.５％）、「わ

くわくする」９人（１６.７％）、「リラックスする」８人

図１　「脳と体のいきいき教室」での様子

図２　「脳と体のいきいき教室」での参加者の年齢構成

図３　「脳と体のいきいき教室」での参加者の印象

図４　「写真家中西敏貴光の風景」ポスター

図５　「写真家中西敏貴光の風景」の様子
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ポジティブな気持ちになる機会があることは、少しで

も患者さんに力をもたらすことになると思われる。

　また、このような機会は、緊張が高く責任感が重く

多忙な仕事をしている病院職員にも癒しと活力をもた

らすといわれている。平成２８年２月には、大学病院の

看護部主催で看護師長研修「看護マネジメントリフレ

クション～今、あらためて光の風景から看護の本質を

探る」として中西さんの講演とグループワークが、行

われた。写真家と看護職と分野は異なってもプロフェ

ッショナルとしての仕事の共通点があることや新たな

物事のとらえ方の発見など多くの成果が得られた。今

後も本学で多くの賛同者を得て、アートインホスピタ

ルの活動が発展することを望みたい。

【引用文献】

１） 亀田総合病院：アートインホスピタルのメリット

は何ですか？

　　http://www.kameda-nurse.jp/faq/index.html

２） こいし歯科：アートインホスピタルとは？

　　http://www.834814.com/13_info_clinic/

３） 医療法人社団杏和会　阪南病院　地域医療連携室

＆総務課広報「光・風・緑」チーム（編）：泉ヶ

丘グリーンフェスタ２０１３、光風緑（２０１３年３月）、

２０１３.

　　http://www.hannnan.or.jp

４） 北村義博、吉岡隆之：フィーリングアーツとナラ

ティブ、日本保健医療行動科学学会、２２、７７-９１、

２００７.

５） 松永慶子、朴範鎭、宮崎良文：病院屋上森林が要

介護女性患者に及ぼす主観的リラックス効果－簡

易感情尺度を用いて－、日衛誌、６６、６５７-６６２、

２０１１.

６） 中西敏貴ＨＰ：http://www.nipek.net/index.html

７） 作並亜紀子、服部ユカリ：認知機能向上教室の効

果に関する研究、日本老年看護学会第１８回学術

集会、２０１５、横浜

待以上だった」１０名（７６.９％）、「期待どおりだった」

３名（２３.１％）と高い評価であり、今後もこのような

催しがあれば見たいかとの問には、無回答１名を除く

１２名全員が「再度見たい」と答えた。印象について

複数回答の選択肢で尋ねたところ、「きれい」１３人

（１００％）、「リラックスする」と「楽しい」が共に７人

（５３.８％）、「うっとりする」と「わくわくする」が共に

３人（２３.１％）とすべて肯定的印象であり（図７）、

「イライラする」「不安になる」などのネガティブな印

象は全く選択されなかった。

持続点滴・酸素吸入を受けて車椅子で参加されていた

高齢の患者さんが、ダイヤモンドダストが虹色に写っ

ている１コマを見て、それまでややけだるそうな気配

だったのに突然、「これは何？花？」と尋ねられた。ダ

イヤモンドダストだと知ると、「きれいだねー、こんな

のは初めて見た。」と大きく目を開けてはっきりと言わ

れたのが非常に印象的であった。

　入院中の患者や家族は、痛み、悲しみ、不安、心配、

苦しみを感じることが多く、また不自由さや不便さを

日々体験している。そのような日常でたとえひととき

でも、美しいものを見て、楽しい、わくわくするなど

図６　「写真家中西敏貴　光の風景」回答者の年齢構成

図７　「写真家中西敏貴　光の風景」の印象
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清　水　範　彦＊

依 頼 稿（報告）

旭川医科大学教育研究推進センター動物実験技術支援部門と

熊本大学CARDとの連携した生殖工学技術研修の報告

復元を行い、実験用コロニーを回復することができ

る。移動時においては逃走・死亡などの問題を回避す

るため、動物個体ではなく胚・精子の状態での輸送が

増加傾向にある。このように、生殖工学技術は動物実

験を支援するうえで必要不可欠なものとなりつつあ

り、多くの動物実験を行う施設が生殖工学技術を導入

している。

　ここで問題となるのは各施設の技術を統一する必要

性である。胚や精子でのやり取りが行われる場合、各

施設が同等の技術を持って対応できなければ、個体復

元を行うことができない。そこで我々は熊本大学生命

資源研究・支援センター（CARD）と連携して、全国

の研究者・技術者を対象に生殖工学技術研修in旭川を

２００７年より毎年開催し、CARDが推奨する技術の普

　動物実験技術支援部門では、マウス・ラットを中心

とした生殖工学技術支援を精力的に行っている。近年

では多くの貴重な遺伝子改変動物が研究に利用されて

おり、これらの入手は往々にして手続に手間がかかり

高額であることから、多くの利用者は一度入手すれば

手元で維持しておきたいところである。しかし動物個

体での維持は、飼育管理の手間や経費の負担・病原性

微生物感染など多くの問題を抱えている。さらに動物

個体での施設間移動には逃亡・死亡の危険性だけでな

く、国外への移動では検疫の問題も生じる。そこで生

殖工学技術を用いて、動物個体から卵子・精子または

体外受精で胚の状態にして凍結保存することで、飼育

管理の負担を軽減、感染動物をクリーン化することが

できる。また、凍結保存した胚などは必要な時に個体

１　生殖工学技術研修in旭川（２０１５年）研修内容

 ＊旭川医科大学　教育研究推進センター技術支援部
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度の研修内容とこれまでの参加人数、参加者へのアン

ケート結果を報告する。

謝辞

　当研修開催にあたりご協力いただいた生物学教室の

関係者の皆さまに、この場を借りて深謝いたします。

及を行っている。CARDは日本の代表的な生殖工学技

術を有する組織で、日本各地だけでなく世界各国で技

術研修を行っている。当研修では、体外受精・凍結保

存・胚移植による個体復元など基本的な生殖工学技術

の習得に加えて、精巣上体尾部の冷蔵保存や、超過剰

排卵誘発法など最新技術の紹介も行う。ここに、本年

４　研修風景

３　生殖工学技術研修in旭川　アンケート結果（２０１３～２０１５年　回答者２６名）

２　生殖工学技術研修in旭川（２００７～２０１５年）参加人数
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伊　藤　俊　弘＊　　吉　田　貴　彦＊＊　　藤　井　智　子＊　　北　村　久美子＊＊＊

で１６ヶ国７９名の研修生を受け入れてきた（表１）。研

修参加を第１期から第３期まで期間別に分けて地図に

示した（図１）。ナイジェリア、リベリアおよび南アフ

リカは第１期のみ、モロッコ、ジンバブエおよびレソ

トは第２期のみの参加である。シエラレオネとウガン

ダは第１と第３期に参加し、マラウィは２期から参加

し３期も毎回参加している。ガーナ、エチオピア、ケ

ニアおよびタンザニアは第１期から継続して参加して

Ⅰ．はじめに

　本研修コース「アフリカ地域　地域保健担当官のた

めの保健行政」は、独立行政法人国際協力機構（ＪＩＣＡ）

のＪＩＣＡ北海道（札幌）と旭川医科大学が２００８年度

（平成２０年度）から継続して行っている地域別研修事

業である。本学では看護学科と健康科学講座の教員が

コースリーダーを担当しており、昨年度までの７年間

依 頼 稿（報告）

２０１５年度ＪＩＣＡ

「アフリカ地域　地域保健担当官のための保健行政」コース

表１　各年度における研修員の受け入れ国および人数

第　３　期第　２　期第　１　期研　修　期　間

計２０１５２０１４２０１３２０１２２０１１２０１０２００９２００８国　　名地　　域

４２２ス ー ダ ン
北アフリカ

２１１モ ロ ッ コ

１８１３２２３２２３ガ ー ナ

西アフリカ
２１１シエラレオネ

５１２２ナイジェリア

５２１２リ ベ リ ア

２１１ウ ガ ン ダ

東アフリカ

１０１２２２２１エチオピア

１１エリト リア

８１２１１１２ケ ニ ア

１１ザ ン ビ ア

１１ソ マ リ ア

１２１２２２３１１タンザニア

９２１２３１マ ラ ウ ィ

１１ア ン ゴ ラ

南アフリカ
５１１３ジンバブ エ

３２１レ ソ ト

１１南アフリカ

９０１１１３１３１３１２１１９８受入れ人数

１８９８８８５８６４受入れ国数

 ＊旭川医科大学　＊看護学講座　＊＊健康科学講座　＊＊＊名誉教授
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ものか）が双方織り込まれており、エビデンスベース

の事例を用いて学ぶことができた。」とのコメントが寄

せられるなど、座学と演習・見学実習といった、静・

動が組合された研修プログラムは、全体的に高く評価

され、好感をもって受入れられてきた。一方で各研修

員からコースの内容・期間をより充実させてほしい旨

の要望が多かったことから２０１０年度以降、研修期間

を１週間延長し、より多くの知識と現場での実務見学

を充実するべく本研修カリキュラムを改善してきた。

　本年度の研修スケジュールを表２に示す。研修は、

最初にコースリーダーが概論の講義を行う。これは研

修の中核となる「地域保健行政」、すなわち国民の健康

に係る行政システムがアフリカと日本では大きく異な

るため、はじめに日本の保健医療行政（中央－地方行

政組織、包括的医療の提供サービス、健康保険・医療

提供システムなど）の特徴を理解しておくことがその

後の無用な混乱を避け、研修員の自国における地域保

健医療行政に役立つ知識や技術の習得に必須であるこ

とによる。

　「地域保健行政」は、保健所長による地域保健法に基

づく地方保健行政の役割分担に関する講義と、北海道

庁保健福祉部、地域保健行政の指導的役割を果たす道

立保健所（上川保健所）および住民への保健サービス

提供の場となる市町村保健センター（枝幸町、美瑛町）

を訪問し、それぞれの地域保健医療行政の役割とそこ

で働く行政職や各種専門職の役割を系統立てて学ぶ機

会とした。美瑛町では町立病院と地域の老人保健施設

との連携活動を見学した。枝幸町において事務職の保

健福祉課長より財政の仕組み、予算編成、町の保健師

により地域の現状にあわせたより実践的な活動につい

て学んだ。また、住民の健康づくり事業として遠隔シ

ステムを用いた健康運動指導について、札幌の発信元

スタジオおよび受信側の枝幸町での住民の運動実践の

双方の現場を見学することで繋がりを実体験すること

ができた。

　次いで「母子保健」、「精神保健」、「社会福祉」の講

義を行い、保健福祉センター、介護施設の現場を訪問

した。

　「日本の医療提供体制」（病院・診療所等の治療を主

とする狭義の医療機関）についての講義・見学を実施

した。「病院管理」領域について、アフリカでも展開中

の医療現場での５Ｓ活動に基づく病院管理法、旭川医

おり、特にガーナは第１回からすべての研修に参加し

ている。このほかスーダン、エリトリア、ソマリア、

アンゴラおおびザンビアは第３期以降の参加国である。

　本年度の研修は、平成２７年６月２４日から８月７

日の期間で行われたが、このうち本学が関わる技術研

修は６月２９日から８月６日までの３９日間であった。

研修員の出身国と人数は９か国１１名で、内訳はエチオ

ピア、ガーナ、ケニア、ソマリア、タンザニア、ザン

ビアおよびウガンダが１名ずつで、スーダンおよびマ

ラウィからは各２名の参加であった。研修員のうち女

性はスーダンとザンビアの２名であった。研修員の職

種は、１１名のうち１０名が医療職者（うち医師は９名）

と保健行政サービス担当者である。

Ⅱ．本年度の研修カリキュラムと研修結果の

概要

　研修カリキュラムは２００８年の開始以来、研修員か

らの意見を参考に毎年改善を加えてきた。また、

２０１４年度に英文コース名を変更して２年目となるが、

基本的には第１期の方針をほぼ踏襲している。研修

は、旭川医科大学及び北海道ＪＩＣＡセンターでの講義・

演習と各現場を訪れての見学からなる研修を織交ぜる

ことで理解の促進を図っている。こうした編成に対し

て研修員からは、「この研修は実践的で、レジャー（現

場見学や学校訪問、健康増進運動の体験などを指すも

のかと思われる）と仕事（ＰＣＭなど演習や座学を指す

図１　第１期から第３期まで各期別にみた研修参加国
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表２　２０１５年度　アフリカ地域　地域保健担当官のための保健行政　研修　日程
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品系・草木質系廃棄物からの堆肥化施設、ビン・缶・

ペットボトルなどのリサイクル施設、古紙リサイクル

施設を見学し、衛生確保の重要性と環境保護・資源の

有効活用の必要性を学んだ。

　「食品衛生管理」の一環として、上川保健所検査施

設、食肉検査所と海産物加工食品製造現場を訪問し、

食品の衛生・安全確保にかかわる検査の見学、食肉の

安全性の確保・担保の仕方についての講義とＤＶＤに

よる屠畜場の衛生管理状況を学んだほか、衛生的な海

産物加工場の現場を見学した。

　「産業保健領域」では講義のほか製紙工場の見学を行っ

たが、作業現場での人間工学的な健康管理、安全配慮

についてより時間をかけた講義の要望があった。

科大学病院での病院管理運営、地域支援病院の機能の

講義を設定した。実地学習として、高度先進医療を担

う旭川医科大学病院、感染症と難病対策に重点をおく

国立病院機構旭川医療センター、地域支援病院である

名寄市立総合病院とそのサテライト診療の場としての

枝幸国保病院、整形外科の往診診療も行う美瑛町立病

院を訪問視察し、それぞれの機能分担、病診連携等を

学んだ。医療スタッフなどの人材養成と人材確保につ

いて、旭川医大での医師養成と地域で活動する医師確

保の試み、紋別高等看護学校での看護師養成について

教育現場を訪れて学んだ。

　「環境保健領域」では講義に引き続き、浄水場、ゴミ

焼却場、廃棄物最終処分場、医療廃棄物処理施設、食
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グリストで配信し過去の研修員のモチベーションを高

め、現研修員に対する刺激とした。

　アクションプランについて、来日前に上司や同僚と

討論し、テーマについて予め考えて来るべきことを募

集要項に明記した。また、４週間が経過した時点でア

クションプランの概要を提出させる事としたことで、

作業の進度が昨年までと比べて早くなった。研修員全

員がＰＣを持参し、ＰＣ上でアクションプランを作成す

る者が殆どであり、ポストイット等を用いて作業を行

うものは殆んどなかった。本研修の初期に比べ、研修

員も全員ＰＣ操作に慣れ、電子メール等でのやり取り、

「日報」や「アクションプラン」のファイルの送受信も

可能であった。アフリカ諸国の社会状況も大きく変革

しつつあることが実感された。

Ⅲ．本研修の目標達成状況

案件目標：

　本コースは、講義、演習、視察、総合討論を通して、

我が国の保健医療行政に関する基本的理念について制

度や組織の歴史的変遷と合わせて、国民の健康（保健

医療）の課題に対して行われてきた地方保健医療行政

（特にアフリカ地位と同様に医療サービスへのアクセ

スが容易でない問題を抱える北海道の実情に照らし）

改善のための諸取組の変遷および現在の状況を把握・

理解し、参考とすることにより、研修員出身国での健

康医療問題解決の一助となることを目指す。

　各自が作成した地域保健医療計画（アクションプラ

ン）の構成と内容について、プレゼンテーションによ

る説明を受けて評価する。具体的には、以下に示すご

とくである。

　ⅰ）自国や所属地域の保健医療にかかる現状分析が

できているか。

　ⅱ）地域保健計画に必要な課題設定、課題解決の方

法、評価などの基本要素が理解できているか。

　　　達成度：研修員１１名全員が達成した。

単元目標（表３）：

・単元目標①：日本の保健・医療・福祉の体制と制度

について学ぶ。

　達　成　度：研修員１１名全員が達成した。

・単元目標②：地域保健サービス提供計画の策定に必

　「学校保健」については、養護教員の講義を通して意

義などについての知識を得たのち、中学校を訪れ現役

養護教員から活動の実際について学んだ。さらに小学

校を訪れ、給食の準備・片付けと清掃の時間を中心に

見学することで、小児期から栄養と衛生を含めた健康

習慣を身につける場としての学校教育の在り方を知る

機会とした。また、研修員は小学校においてそれぞれ

学級に配属され給食を児童とともに摂るなど交流の機

会を作った。遠軽町の障害児童生徒の児童自立支援教

育施設である北海道家庭学校を訪れることで、日本に

おける地域社会での児童福祉の取組みを学ぶ機会とし

た。

　研修員の地域の保健医療行政に関する問題点を分析

し対策を立てる手段としての「ＰＣＭ」は、戦略的計画

策定・運営能力強化のために必要な知識・技術として

の評価は高かった。また、参加型の演習を行ったこと

も評価が高かった。

　アフリカで課題となるであろうと想定した疾病に関

して、課題解決のための一助となるべく基礎的知識に

ついての講義を設定している。具体的には感染症一般

（院内感染制制御を含む）、結核、マラリア等蚊媒介性

疾患、条虫・包虫など寄生虫疾患、生活習慣病（non-

communicable diseases）などで、トピックスとして１型

糖尿病、高血圧、移植医療についての講義を組んだ。

また、生活習慣病予防を念頭に置いた栄養指導（美瑛

町保健センター）と乳幼児栄養と離乳食調理の講義も

行った。

　今年度は、話題提起とディスカッション、“Topic 

raising & discussion”について、来日前に各研修員が経

験したGood practiceについての資料や写真をまとめて

持参するよう募集要項に記載した。研修の冒頭でカテ

ゴリー化し情報交換と討論の場を３回設けた。従来の

形式（トピックスについて定義などを挙げることに終

始した）に比べるとはるかに効果的であった。

　２０１２年から実施している、研修員に毎日１名ずつ担

当させた「daily report」は、学んだことの整理となり

都合が良かったと好評であった。これは研修日に学ん

だ内容と意見などを原則として翌日までに電子メール

にてコースリーダーへ提出するというものである。お

およそ１週間分をまとめてメールにて研修員や研修担

当関係者に配信するようにした。本年度は、２０１０年

度以降の研修員もメンバーに登録されているメーリン
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を本コースの本来の趣旨に厳密に合わせることを明記

した募集要項の改善により、研修員全員が医療・保健

を専門とし、地域のアクションプラン策定ないしその

指導的立場にある者で構成されていた。今年度は、従

来に比べて研修員の分析力やディスカッションへの参

加の積極性、プレゼンテーション能力の高さが目立っ

ていた。これは医師の比率が極めて高い（１１名中９名）

ことも関係しており、質問内容が医学的に高度なもの

が多い印象を受け、地域保健行政に携わる責任を担う

人材を対象とするという本研修の目的は達成されてい

るように思われた。

　また、ここ数年研修員の年齢層が大幅に若くなって

いるが、この事は帰国後の各国での保健行政担当者と

しての活動期間が確保できる事や人材育成の機会を拡

大するという面では有意義である。研修員は非常に熱

心であり、講義や視察において良く理解することに積

極的であり質問も多く、研修参加に意欲的であった。

　例年、研修員の多くが肥満傾向にあることから、

２０１３年から研修員全員研修初日と最終日に身長、体

重、体脂肪等を測定し、その変化を記録し研修員に結

果として返却した。また体重のコントロールや生活習

慣改善のために万歩計と記録用紙を配布し、各自の日

常生活を振り返るよう支援した。本年は、年齢層が若

かったこともあり、肥満の程度は軽かった。ホテルか

ら大学まで徒歩で通った研修員もあり、体重の軽減し

た者が多く見られた。帰国後の地域住民に対する生活

習慣改善のための指導に役立たせる経験となったもの

と思われる。

Ⅳ．最後に

　本研修は、地域保健医療行政担当者としてアフリカ

地域の実情に合わせて住民への直接サービスの在り方

について精通し、地域保健医療行政全体を運営（財政

的、人材的、物的に）し、さらには地域の健康課題を

抽出し解決のための必要な保健医療計画（アクション

プラン）を自国中央省庁に対して効果的にまとめて訴

える交渉・連携に必要な知識と技能、同時に、地域住

民に対する健康保持増進において有効な対策を企画・

推進する能力、さらに地域保健医療の領域で同僚・部

下に対して良き模範としてリーダーシップを発揮する

といった地域保健医療行政担当者としての総合的な手

要な基本的な知識と技術を習得する。

　達　成　度：研修員１１名全員が達成した。１名はや

や達成できなかったと回答した。

・単元目標③：北海道の地域の健康課題への解決対策

について事例から学ぶ。

　達　成　度：研修員１１名全員が達成した。

・単元目標④：国や地域の個別の健康課題を特定する

技術を学ぶ。

　達　成　度：研修員９名が達成した。１名はやや達

成できなかったと回答した。

　　　　　　　１名は無回答であった。

・単元目標⑤：④の課題に基づく地域の保健活動につ

いての企画の作成・上申と、地域コミ

ュニティでの展開について学ぶ。

　達　成　度：研修員１１名全員が達成した。１名は無

回答であった。

　本年度は、医師の比率が高く、健康問題に関しての

知識や技術を持つとともに、地域において責任を持つ

立場の研修員が多かった事もあり、講義、演習、施設

等訪問見学、総合討論時には質の高い質問・コメント

も多いなど、研修員が積極的に学ぶ姿勢が見られ、ま

た、互いの理解度を挙げるために研修員同士での補足

討論がなされた。自己に対する評価にも厳しさが感じ

られるが、全ての単元において比較的高い達成度が得

られた。

・案件目標に対する達成度は、４：６名、５：５名であ

り、１１名全員が達成した。

Ⅳ．研修員の特性

　２０１４年度の本研修の英文コース名の変更と対象者

表３　達成度の測定結果

無回答←←達成　　　　未達成→→

“１”“２”“３”“４”

０００５６案件目標

０００４７単元目標①

００１４６単元目標②

０００６５単元目標③

１０１４５単元目標④

１００５５単元目標⑤
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腕の修得を目指している。

　日本とアフリカ諸国の国情の違いは大きなものであ

ることから、日本の過去の経験や現在の状況を教える

講義や最先端の施設や機器を見学するだけでは不十分

である。過去の日本の状況がどのようにして現在の状

況まで変わったかを学び、特に広大な土地の中に人々

が点在し医療機関へのアクセス悪い北海道で学んだこ

とを、吸収し各自が自分なりに応用して実践できるよ

うな態度の寛容が必要である。

　本年度は、医師の比率が高く、健康問題に関しての

知識や技術を持つとともに、地域において責任を持つ

立場の研修員が多かった事もあり、講義、演習、施設

等訪問見学、総合討論時には質の高い質問・コメント

も多く、研修員が積極的に学ぶ姿勢が見られ、また、

互いの理解度を挙げるために研修員同士での補足討論

がなされた。自己に対する評価にも厳しさが感じられ

るが、全ての単元において比較的高い達成度が得られ

た。

　本研修は、来年度（平成２８年度）第３期の最終年

度に当たるが、研修生の特性や彼らを取り巻く状況が

研修初期の頃と比べて大きく変化しており、研修生が

要求する内容の変化に合わせたカリキュラムの更なる

修正が必要な状況ではあるが、本研修が来年度以降も

継続し得ることを見据え、研修員にとってより良いも

のになるよう努めていきたいと思う。
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講義風景 上川保健所見学

カントリーレポート発表会２ ウェルカムパーティ

開講式 カントリーレポート発表会１
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旭川医療センター見学 名寄市立病院見学

東光中学校見学 教育大附属小学校見学

ＰＣＭ講義１ ＰＣＭ講義２
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旭川市花火大会見学 吉田教授邸訪問

旭川食肉検査所見学 遠隔医療センター見学

旭川大学（講義：乳幼児の栄養） アンビエンテ（産業廃棄物処理場）見学
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松　田　光　悦＊

移などで用いられる薬剤（ビスホスフォネートなど）

の服用患者では顎骨壊死の予防が話題になっておりま

す。その他がん治療、各種移植医療、心・血管外科治

療時の病巣感染予防を主たる目的とした周術期口腔機

能管理など、本学会は基礎疾患保有患者の歯科・口腔

外科治療について歯科医師をはじめ歯科医療従事者の

知識・技術を広め、強固な医科歯科連携を構築してい

くことを目的としております。

　２０２５年以降、我が国では人口の３０％以上が超高齢

者となり、疾病構造も急性期から慢性期へとシフトし

ていくといわれております。また国の示すグランドデ

ザインにおいても病院から居宅、在宅を中心とした地

域包括ケアという方向へ移行し、病気とともに生活を

送る人が多くなることが予想されます。このような時

代に脳血管障害、心循環器疾患、抗血栓療法、糖尿病、

各種がんなどの治療を受けている基礎疾患保有患者に

対しより安全、安心な歯科医療を提供することは、

我々歯科医師の責務であり重要な課題でもあります。

　皆様には、ますますご健勝のこととお喜び申し上げ

ます。

　このたび、第２４回（一社）日本有病者歯科医療学

会総会・学術大会の大会長をご指名頂き、平成２７年

３月２０日（金）から２２日（日）の３日間、旭川市大

雪クリスタルホールにおきまして本学会の総会・学術

大会を開催いたしました。全国から約６００名の会員の

参加を頂き、全身的に基礎疾患を有し、専門各科によ

って種々治療を施されている患者の、歯科および口腔

外科治療についてのご発表と活発な討論が行われまし

た。本学会会員の皆様や事務局の皆様からのご指導ご

鞭撻を賜り、本学の先生方をはじめ、旭川市医師会、

旭川歯科医師会そして北海道歯科医師会などの多くの

皆様からご協力をいただき、お陰様で成功裡に終える

ことが出来ました。この場をお借りしまして、心より

御礼申し上げます。

　本学会はおよそ１５００名の歯科医師によって構成さ

れており、近年の超高齢社会を背景に会員数が増加の

一途をたどっております。歯科衛生士の参加も、徐々

に増えてきており、数年前より学術大会時に歯科衛生

士セッションが開催されるようになってきておりま

す。

　本学会名の『有病者』とは、全身的な基礎疾患を保

有し、各専門科の医師による何らかの治療を受けてい

る患者のことを指します。心・循環器疾患や抗血栓療

法を受けておられる患者の歯科治療、特に口腔内局所

麻酔を行い、何らかの歯科口腔外科的治療に際しては

十分な注意が必要であり、また骨粗鬆症やガンの骨転

学界の動向

第２４回（一社）日本有病者歯科医療学会総会・

学術大会開催のご報告

 ＊旭川医科大学　歯科口腔外科学講座
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教授の藤井　聡先生に新旧各種抗血栓薬についてのご

講演を頂きました。会員にとって大変有意義かつ有益

なものでした．この場をお借りし、改めて演者の皆様

に御礼申し上げます。その他、歯科衛生士セッション

をシンポジウム形式で企画し、ランチョンセミナー２

題、学術教育研修会、ICD認定講習会が行われました。

　一般演題の口演発表６５題、ポスター発表７０題を含

め合計１５９題の発表とそれぞれに活発な質疑応答が行

われ、充実した３日間となりました。

　３月中旬の旭川、学会開催に当たり天候が最も心配

されましたが、今冬の旭川はいつもより少雪で、雪解

けも早く進み、学会期間中はお陰様で晴天に恵まれま

した。学会の神様（？）が、味方してくれたのだと勝

手に思っております。

　このような学会が旭川市で開催されたことにより、

この超高齢社会における歯科と医科との連携がいかに

重要であるか再認識されたものと思います。私どもも

今まで以上に、地域における患者に質の高い生活を保

持して頂くために、歯科医療を通して貢献していくよ

う医科との連携を強化し努力して参ります。今後とも

どうぞよろしくご指導をお願いいたします。

　皆様方のご協力のお陰で、第２４回（一社）日本有

病者歯科医療学会総会・学術大会が盛会に終了いたし

ましこと、改めて感謝を申し上げまして学会開催のご

報告とさせて頂きます。

このような観点から、本学術大会では、「有病者歯科医

療の新たなる展開－高齢化社会における医療連携の強

化を目指して－」というテーマを掲げさせて頂き、こ

れまでの「基礎疾患保有患者の歯科治療をどのように

行うか」から「担当医師の行う基礎疾患治療や患者の

質の高い生活保持に貢献する歯科医療」を目指して開

催いたしました。

　そのためにこれからの超高齢社会における歯科医

師、歯科医療のあり方、疾患構造の変化や基礎疾患に

対する治療の変化、進歩などについて特別講演、基調

講演をはじめ、２題の教育講演、４つのシンポジウム

を企画しました。特別講演は精神医学の観点から「超

高齢社会とメンタルヘルス」と題し、いかに長生きす

るかだけでなく、いかに精神的に充実した人生を送れ

るかについて旭川医科大学精神医学講座教授の千葉　

茂先生に貴重なご講演を頂き、多くの会員が拝聴して

おりました。さらに基調講演として北海道歯科医師会

長で日本歯科医師会副会長の富野　晃先生に「医療連

携を阻む要員とそれへの対応―歯科医師の超高齢社会

での存在価値―」のタイトルで歯科医師にとって大変

貴重なご講演を頂きました。また、本学会理事長の今

井　裕先生には理事長講演として、今後本学会が果た

すべき役割についてご講演を頂きました。教育講演で

は、旭川医科大学医学部内科学講座病態代謝学分野講

師の安孫子亜津子先生に最近の糖尿病治療、特にイン

スリン治療と低血糖について、また同臨床検査医学座
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石　子　智　士＊

　特別講演１は、吉村長久教授（京都大学）による

「日本人の加齢黄斑変性」で、日本人の加齢黄斑変性の

特徴をコホート研究、最新の検査機器を用いた研究、

そして遺伝子研究まで、幅広い観点からの講演でし

た。特別講演２は、飯島裕幸教授（山梨大学）による

「ハンフリー視野計で見る網膜疾患」で、この装置を用

いた長年に亘る研究から種々の網膜疾患への有用性と

その病態について講演しました。

　今回の招待講演１は眼炎症・感染関連学会プログラ

ム委員推薦のJames T. Rosenbaum教授（Oregon Health 

& ScienceUniversity）によるDoes the microbiome cause 

uveitis？と題した、HLA B27によるぶどう膜炎に関す

　第１１９回日本眼科学会総会を旭川医科大学学長吉田

晃敏総会長のもと旭川医科大学眼科学教室の担当で、

平成２７年４月１６日（木）から１９日（日）の４日間、

札幌市においてロイトン札幌、さっぽろ文芸館、札幌

市教育文化会館の３会場を使い開催致しました。北海

道での開催ということもあり参加者の減少が危惧され

ていましたが、最終的に合計４,５００名と盛会のうちに

終了致しました。

　学会のメインテーマは、「ボーダレス～垣根を越え

て～」でした。さまざまな叡智がボーダレスに融合し、

垣根を越えて、私たち眼科医がさらなる進化を遂げて

いければとの思いを託したものでした。ポスターは、

目の形になるように学会名とメインタイトルを並べ、

瞳の位置に日本が中心となる地球を配置しました。下

方には、雪を冠した大雪山に続く一本道と、その両脇

には北海道らしいラベンダー、大地は緩やかに湾曲し

て広大な地球の一部であることを示しています。その

間には、スケペンス眼研究所との遠隔医療、吉田先生

の手術、石子の外来、そして、基礎研究のイメージを

配置し、これらがボーダレスに融合していくイメージ

を作り上げました。

　日眼総会のプログラムは、各専門分野の関連学会か

ら選出されたプログラム委員が中心となって立案と企

画・構成を行う事になっていますが、シンポジウムな

ど学会のメインである学術講演も、このテーマに沿っ

たものが多く企画されました。特別講演２名、招待講

演２名、評議員指名講演３名、シンポジウム２０テー

マ、教育セミナー１０テーマ、スキルトランスファー

２セクション、サブスペシャリティサンデー１２セクシ

ョンと幅広い分野で講演が行われました。

学界の動向

第１１９回日本眼科学会総会を終えて

 ＊旭川医科大学　医工連携総研講座
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した講演を行いました。

　石子は、遠隔医療のシンポジウム「眼科遠隔医療の

今後の在り方」で「旭川医大が行う眼科遠隔医療の取

り組み」、近視のシンポジウム「近視のボーダレスアプ

ローチ」で「強度近視とロービジョン」と題した２つ

の講演を行いました。

　これに加えプロクラム委員企画のシンポジウムで、

教室の高橋淳士先生が「OCTを用いた網膜硝子体界面

の評価」と題した講演を行いました。

る講演でした。

　招待講演２は会長の推薦枠で、吉田学長のSchepens

眼研究所留学時代の友人で、現在眼科雑誌Retinaの

Chief EditorをされているAlexander J. Brucker 教授

（University of Pennsylvania, Perelman School of 

Medicine）に、Clinical Trials for dry age-related macular 

degenerations.と題し、萎縮型加齢黄斑変性に関する講

演をしていただきました。

　評議員会指名講演は「次世代の眼科治療」の題目で、

iPs細胞の眼科臨床応用で注目が集まっている高橋政

代先生（理化学研究所）の「iPs細胞による網膜細胞治

療」、西田幸二教授（大阪大学）の「角膜疾患に対する

未来医療」、　臼井智彦講師（東京大学）の角膜の透明

性を守るために」という演題で、再生医療を中心に講

演いただきました。

　シンポジウムのうち、会長枠として、旭川医大眼科

の特色である、「眼循環」、「遠隔医療」、「近視」、「画像

解析」の４つを企画しました。教室の長岡泰司准教授

が眼循環のシンポジウム「眼微小循環研究の最前線－

基礎から臨床へ－」で「網膜循環研究の最前線」と題



― 98 ―

旭川医科大学研究フォーラム　１６　：９６～９８，２０１５

ョン２９５演題としました。このため、当初予定してい

た会場では間に合わず、学術展示発表の形式を変更せ

ざるを得ませんでした。

　学会最終日の市民公開講座は「失明につながる二大

疾患」のテーマで、２３００名を収容できるニトリ文化ホ

ールにて、山下英俊教授（山形大）の「糖尿病で失明

しないために」と、山本哲也教授の（岐阜大）「失明原

因第１位　緑内障　－失明する人しない人－」の２つ

の講演を行いました。この市民公開講座は、地元の北

海道眼科医会ならびに札幌市眼科医会のみならず、日

本眼科学会総会としては初めて日本眼科医会にも共催

していただきました。本総会のメインテーマにあるよ

うに、眼科学会と眼科医会の垣根を越えての取り組み

を象徴しているものだと思います。

　さて、眼科の領域においては、旧帝国大学でもなく、

歴史の浅い新設医大が、解剖学学会についで日本で最

も歴史の長い日本眼科学会総会を担当するという事は

異例中の異例です。そのような伝統ある学会を主催す

るにあたり、吉田学長の意向どおり、総会の準備・運

営を、旭川医科大学眼科医局員が一丸となって「おも

てなし」の心で作り上げることができたと思います。

参加していただいた会員の皆様からも、いろいろお褒

めの言葉を頂き、医局員一同、大変うれしく思ってい

ます。

　最期に、本総会の開催にあたり、皆様からの暖かい

ご支援、ご協力に心から感謝申し上げます。

　また、吉田学長はシンポジウム「眼光学と検査機器

の進歩」、廣川博之教授はシンポジウム「眼科遠隔医療

の今後の在り方」のオーガナイザーをそれぞれ担当し

ました。

　さらに、これまでの日本眼科学会による国際化推進

の流れを踏襲し、Best of AAO（American Academy of 

Ophthalmology）７セッション、International Symposium 

４セッションも行いました。海外からの演者に対しト

ラベルグラントを１２名に支給し、最終的に合計４５名

の海外演者を招待しました。ランチョンやモーニング

など共催セミナーも合計５３セミナーに上りました。

　一般演題には、海外からの２０演題を含め６５０もの

演題応募があり、これは国際眼科学会と同時開催され

た昨年を除き過去最大の応募数でした。最終的に一般

講演は６１セッション３２９演題、学術展示は５１セッシ
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鎌　田　恭　輔＊

　２０１５年６月５－６日に大雪クリスタルホールにおい

て、なんとか開催に至りました。完全な医学系の学会

ではありませんでしたので、予算面での不安がありま

したが、Leica社、Infocom社、インターリハ社、カン

タム・デザイン社、メディカライン社、Guger technology

社などの展示を始め、多くの医学関連会社から協賛を

していただきました。当日は旭川の６月では珍しい極

寒の天候であり皆学会場にこもっていましたので、む

しろ会場は熱気に包まれていました。

　当日は私の研究の指導者であるATRフェローの川

人光男先生による科学と倫理について、さらにSeoul 

National University脳神経外科のChun Kee Chung先生

からChronic painと脳内ネットワークのについて講演

をしていただきました。さらに韓国からは３題のシン

ポジウム、教育講演、ドイツからのデバイス開発の大

家であるLuts Trahms教授にも基調講演をしていただ

きました。国内学会でしたが、多くの外国のゲストを

招くことができて、大変刺激的な内容になりました。

　本学会は柿木隆介理事長のもと、医学部と工学部が

交互で大会長をするシステムになっていました。２年

前に臨床系の大会長を選ぶ段階で突然かつての工学部

の恩師から“旭川でやろう”との鶴の一声で、大会長

に指名されました。この学会は脳磁図、心磁図、磁気

計測デバイス、磁気の生体への影響、神経生理学など

様々な分野が融合しているため、プログラムの作成が

困難を極めましたが、なんとか１００題ほどの演題が集

まりました。今回のプログラムは事務局長の三井宣幸

先生と、旭川医科大学教育研究推進センターの竹内文

也先生の多大なる労力のおかげで、“生体磁気の新技

術”、“可塑性と神経科学”、“心磁図の臨床応用”、さら

に“てんかん診断への脳磁図応用（English session）”

を組むことができました。神経科学、臨床医学、工学

のバランスのとれた内容となりました。ポスター発表

も大変熱気に包まれ、参加者は１８０名ほどとなりまし

た。今回私が旭川に赴任して初めての全国学会であっ

たため、医局員一同暗中模索のなか準備をしてきまし

た。

学界の動向

第３０回日本生体磁気学会を終えて

 ＊旭川医科大学　脳神経外科学講座
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らない男山酒造のお酒、ドイツからピルスナーとヴァ

イスという２種類のビールも輸入しました。最後はこ

れもあまりやらないのですが、全員でのジャンケン大

会となりましたが、幸い韓国からきた女性の神経科学

者に可愛いぬいぐるみがあたったことがなによりであ

ったと思います。

　学会は決して一人、医局のみで開くわけでなく、皆

の協力、暖かいサポートと理解があってこそ、心に残

る、皆が幸せになれる会にできあがるものだと感じま

した。皆の協力に感謝するとともに、大きな学会を良

い思い出とともにおえることができて心から安心しま

した。

川人先生の講演で印象深かったことは、科学の進歩の

速度と、それを使う科学者の倫理に解離に関する機具

するメッセージがあったことでした。我々は手柄を焦

るあまりデータ取得、解析、結果の解釈を都合良く行

ってしまう危険が常にあります。これは医学者のみな

らず、科学を志しているものならば皆心の底に潜んで

いる捻れた志です。川人先生は２年前に紫綬褒章を受

章されている大変立派な功績を残され、今も精力的に

研究を進めています。その先生から科学の進歩の行き

過ぎと、超えてはいけない研究倫理について言及して

いただきました。この講演は大学人、かつ医師である

私の心に突き刺さる重いメッセージでした。

　さて、今回の学会で私が特にアレンジしたことは旭

川医大の学生、近隣の医師には自由に聴講していただ

けるよう手配しました。そして最後に最も努力したの

は一日の疲れを癒すためのレセプションでした。これ

には“町おこし”を兼ねて興部町（オコッペ）町長と

話し合い、その町の名産である蟹、ホタテ、チーズ、

ハム、ソーセージなどを大量に寄付していただきまし

た。さらに会の始めに町の宣伝をしたいただいたとこ

ろ、大量の食材は３０分でなくなってしまいました。

町おこしを兼ねた企画でしたが、皆が北海道の名産を

堪能していました。また、旭川で６－７月しか手に入
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鈴　木　昭　広

の麻酔・救急・集中治療医に呼びかけてABCD 

sonographyという教育団体を立ち上げ、急性期診療に

役立つ様々な超音波手法の啓蒙にあたっている。中で

も近年のホットトピックがこの肺エコーであり、出版

社から企画を持ちかけられ仲間内で執筆して書籍化し

たのが本書となる。

　実は、肺エコーの書籍はこれが本邦初ではないかと

勝手に考えていたのだが、学会で講演活動を行ってい

るうち、実はその歴史は古く、１９５０年代にAモードで

日本人が最初に考案し、その後１９６０年台後半、筆者が

生まれたころにBモードを札幌医大の名取名誉教授ら

が取組まれ、今の世界的なブームは第３次であること

を名取名誉教授ご本人からお伺いすることになった。

呼吸器超音波学として発展した肺超音波は、急性期診

療ではあまりなじみがなかったため、検索に漏れて外

国文献ばかりがヒットしていたのだが、日本人の先見

性に驚かされ、また先達と巡り合う機会を得てうれし

い限りである。本書はアマゾンのベストセラーで第１

位を獲得し、すでに第３版を刊行するに至っている。

こと急性期診療では新たなエビデンスが確立され、温

故知新で学びなおすべきことが多い。気胸、肺水腫、

片肺挿管、呼吸器からのウイニングなど応用は幅広

く、先人の偉業を合わせて世に知らしめる一助となれ

ば、と考えている。

　私が肺の超音波に興味を持ったのは、麻酔科から救

急部に異動し、ドクターヘリ活動に従事し始めた頃で

あった。麻酔科医風情がなぜ救急やトドクターヘリな

どを行う必要があるのか？麻酔科医は手術室でおとな

しく麻酔をしていればいいのでは？と思われる方も多

いかもしれない。しかし、実は麻酔科医は日々手術麻

酔を介して、５分で気道呼吸循環中枢神経系に異常を

きたす患者を人為的に作り出し、対応する、いわば蘇

生学のエキスパートでもある。救急生活５年間を経て

も、意識レベルJCS＝０の患者が５分後に３００になる

ような激変には遭遇したことはないが、手術室では毎

日何例もの手術患者がそういう状況になっており、そ

の貴重な体験を積める麻酔の場は、筆者にとって手術

室の外の世界を見て初めて自覚できたことであった。

　さて、地域での対応を余儀なくされる外傷患者の初

期治療に関しては、近年、外傷初期診療ガイドライン

が策定され、国家試験にも出題されるようになり、医

師のみならず医学生にとっても常識となりつつある。

外傷対応においては、まず見た目の怪我だけではなく

生理学的な異常に注目し、蘇生的介入を行うことにな

る。ABCDの対応スキルを備えている麻酔科医が、超

音波による診断手法を併せ持つことで麻酔科医は手術

室だけではなく、医療のあらゆるフェイズで役に立て

るジェネラリストに変貌できる。そこで、筆者は全国

本学教室員執筆書籍の紹介

鈴木昭広編集　メジカルビュー

「こんなに役立つ！肺エコー」
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鈴　木　昭　広

た。救急科　丹保亜希仁　先生、耳鼻科　片田彰博　

先生、臨床検査部　赤坂和美　先生、同級生の第３内

科　鈴木康秋　先生（現在名寄市立）、麻酔科　岸真衣

先生、柏木祐太先生　五十嵐浩太郎先生、産婦人科　

小野方正　先生、旭川ペインクリニック病院　赤間保

之　先生などのご協力を得て書籍は刊行され、好評を

得ている。

　筆者は大学卒業までの２４年間と同じ２４年間、干支

２周分を旭川医大ですごすこととなり、その節目とな

る年に一つの仕事として急性期超音波学に関わる業績

を全国に先駆けて発信し、母校への恩返しの一環とし

てこれら計３部作を作り上げることができた。ひとえ

に大学の皆様のご指導ご鞭撻のおかげと考えており、

ここに深謝いたします。誠にありがとうございました。

　一昨年、麻酔・救急・集中治療などの急性期診療に

役立つ書籍として「あてて見るだけ！劇的！救急エコ

ー術」を刊行したが、その書籍が２０１４年の社内新書

ベストセラー賞を受賞したため。二匹目のどじょうを

狙って企画されたのが本書である。折しも筆者は救急

生活５年を終え、麻酔科に戻っていたためなかなか新

しい所見やアイデアを生み出す機会がなかったのだ

が、救急時代の仲間である松坂　俊先生を巻き込み、

前著とは違う形で、急性期の超音波診断手法を麻酔・

救急・集中治療だけではなく、総合診療的に広げられ

ないかと試行錯誤して執筆したのが本書となる。

　せっかくの機会なので旭川医大の存在感を全国に知

らしめたい、との思いから、大学の仲間や同門のつて

を頼り、「キョクイ流」の書籍をつくることを心がけ

本学教室員執筆書籍の紹介

鈴木昭広・松坂　俊　編集　羊土社

「救急エコースキルアップ術」

急性期超音波３部作一覧
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旭川医科大学回顧資料（１７）　平成元（１９８９）年度

旭川医科大学同窓会創立１０周年

　１９８９年は、年明け早々の１月７日に昭和天皇が崩御し、翌８日に平成と改元された年である。２月に新宿御苑

で大喪の礼が行われ、世界１６４か国から元首級の要人ほか多数が列席した。

　年度が改まった４月１日には、大型間接税たる消費税が創設された。税率は３％であり、現在の８％、さらに

近い将来に予定されている１０％に比べると隔世の感があるが、それでも、野党の反対を押し切っての難産の末の

船出であった。税の実施に伴い、釣銭の１円硬貨が各地で不足した。

　４月２５日、ときの首相竹下登は、元秘書によるリクルートコスモス社からの未公開株譲渡（リクルート事件）

などによって生じた国民の政治不信の責任をとるとして、辞任を表明した。６月２日には宇野宗佑が首相に就任

したが、７月２３日の参議院議員選挙で与野党の議席数逆転をゆるしたことに加え、自身の女性スキャンダルの発

覚もあって、彼は７月２４日に辞任を表明した。８月９日には宇野に代わって海部俊樹が首相に就任した。

　文化面での話題を拾うと、２月９日には国民的漫画家として親しまれた手塚治虫が死去した。６月２４日には、

歌謡界の女王と称され国民的歌手として親しまれた美空ひばりが死去した。９月１２日には礼宮（のちの秋篠宮）文

仁親王と川嶋紀子さんとの婚約が決定した。９月２９日には横綱千代の富士が国民栄誉賞を受賞した。

　ほかに、任天堂から「ゲームボーイ」が発売されて一躍ヒット商品になったのも、東京モーターショーが幕張

メッセで初開催されたのも、金融機関の週休２日制がスタートしたのも、新宿・渋谷駅にＪＲ初の発車メロディー

が導入されたのも、ＮＨＫが衛生テレビの本放送を開始したのもこの年であった。

　流行語には、「ハナモク」（木曜日が遊ぶには最もとてもふさわしい日ということから）、「カイワレ族」（カイワ

レ野菜のように、管理社会の中でしか生きることが認められない中高生）、「５時から男」（終業時間である５時に

なると元気になるサラリーマンのこと）、「ほたる族」（家族に敬遠されベランダに出て喫煙する男性）などがあっ

た。ベストセラーには、吉本ばなな『ＴＵＧＵＭＩ』『キッチン』、村上春樹『ノルウェーの森』、藤村由加『人麻呂

の暗号』などがあった。

　国外に眼を転じると、６月４日には中国で天安門事件が勃発した。天安門広場を占拠した学生・市民らを中国

当局が「反革命暴乱」として装甲車・戦車で制圧したこの事件では、死者が数百名に及んだ。１１月９日には東西

ドイツを隔てていた「ベルリンの壁」が取り壊され、急速に東西対立の戦後体制は崩壊していった。このように、

平成元年度は国内外ともに政治情勢が目まぐるしい変動した時期であった。

　さて、この平成元年度の旭川医科大学に目を転じると、内外情勢とは相違して比較的平穏な１年であった。４月

１日に入学定員が２０名減により１００名となった。当初の１００名が、医師不足に対処するため１９７９（昭和５４）

年度に１２０名に増やされ、それが元に戻ったわけである。６月２８日には附属病院に輸血部が設置された。

　この年の比較的大きな出来事といえば、旭川医科大学同窓会が創立１０周年を迎えたことである。

　第１期生の卒業を間近に控えた１９７８（昭和５３）年１１月、「大学に残るにしても外に出るにしても、旭川医科

大学の卒業生として横と縦の連絡をもって相互の親睦をはかり、研鑽を積み、母校の発展に協力しよう」、との大

きな目標を掲げて、旭川医科大学同窓会の結成が１期生により決議された。そして、１期生の卒業と軌を一にして

翌１９７９（昭和５４）年４月１日に同会は発足した。

　発足当初の規程では、会員は名誉会員（学長・前学長）、特別会員（教授・助教授・前教授・前助教授）、正会

員（本学卒業生・本学大学院卒業生）より構成され、発足時の会員は、第１期卒業生７８名と名誉・特別会員７６

名の計１５４名であった。
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　役員として会長（１名）、副会長（２名）、幹事（各期２名）、常任幹事（幹事より互選された若干名）、会計幹

事（２名）が置かれた。役員の任期は２年で、当初の役員は会長吉田晃敏・副会長斉藤達也・同鈴木保名でスタ

ートした。第２期は会長斉藤達也・副会長秋山建児・同坂本尚志の構成となった。続く１年間は後任が選出され

ず、そのまま第２期の役員が職務を行ったが、１９８３年９月より吉田晃敏が再び会長に就任し、秋山・坂本は副

会長に再選された。以降、第３期（１９８４～８６年）、第４期（８６～８８年）、第５期（８８～９０）年と同じ会長・

副会長体制で職務が続けられ、第５期の途中で創立１０周年を迎えたわけである。

　以上の記述は、創立１１年目に旭川医科大学同窓会事務局によって発行された『同窓会誌』第８号（１９９０年発

行、発行月日は不詳）所収の、坂本尚志氏（執筆当時は千葉大学医学部助教授、現在は旭川医科大学入学センタ

ー専任教授）執筆による「同窓会沿革」に準拠したものである。

　さて、今回紹介する回顧資料は、同じ『同窓会誌』第８号に寄せられた、当時の下田学長（第３代学長）・山

田守英元学長（初代学長）・黒田一秀前学長（第２代学長）の、同窓会創立１０周年の祝辞である。いずれの祝辞

も、成長した教え子たちに寄せる慈愛のこもった眼差しに満ち溢れている。この、３代にわたる元学長は、いずれ

も故人となられてしまった。隔世の感を禁じ得ない。

 （旭川医科大学　歴史・哲学　藤尾　均）

＝回顧資料＝

十周年記念号に寄せて

学長　下　田　晶　久

　昭和５４年３月２４日土曜日、７８名の卒業生とこれを送り出す教職員とは、仮校舎の入学式に始まった５年半

の多端な歳月を振り返り、それぞれに深い感慨を抱いて第１回卒業証書授与式に臨んだ。北海道民の悲願に応え

て設置された新設医科大学初の卒業式とあって、櫓を組んだテレビカメラが入るやら、式後数名の卒業生にイン

タビューのマイクが向けられるやら、ひととき式場の体育館は熱気を帯びた興奮に湧き立った。今なお鮮やかに

眼に浮かぶ一昔前の光景である。

　平成元年、旭川医科大学同窓会は十周年を迎え、その記念号が発行されると言う。会員数はすでに１,２５２名に

達している。みごとに育った同窓会に心から祝福を贈りたい。古来卒業生と出身校との関係は、母校という言葉

が示すように洋の東西を問わず親子に喩えられているが、英語圏のan alumni association（同窓会）とは、里子の

ラテン語alumnusに由来すると言うから、さしずめ出身校は、育ての親の役割を担う事になるのであろうか。い

ずれにせよ、子の成長を願わぬ親はなく、一人前の相談相手に成って貰える日の、一日も早からん事を期待する

のが世の常の親心であろう。

　全国に散って診療の第一線や教育・研究の中堅として活躍する同窓生の数も年々増え続け、風の便りにその良

い評判を耳にした日は一日中明るい気分に成る。母校に留まって教壇に立つ同窓生も現在既に１０名を越えるに

至った。最近になって英国留学中の第８期生から、目下熱帯病の研究に従事しており、将来はアフリカで診療に

携わりたいとの便りが届いた。誠に頼母しく嬉しい限りである。同窓会誌は、たとえ住所録のみに留まる号であ

っても、各自の動静を伝え互いの励みになる点で、会員にとっては貴重な情報源である。その巻末に添えられた
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日本地図を見る度に、全国に隈なく分布する卒業生の健闘が伝わって来て、それぞれの多幸と発展を祈らずには

居られない。２年前から学生課が入学志願者向けに発行するようになった大学案内の中に、この卒業生分布図を

転載させて貰って居る。会員個人の活躍が立派に母校に貢献している一例である。

　昭和５９年秋、同窓会設立五周年を記念し併せて開学十周年を祝って母校に寄贈された時計塔は、烈日の夏や霧

氷の厳冬にも毅然と耐えて、下を通る学生、教職員にキャンパスの時を告げ続けている。部屋の机に向かって居

ると、この塔と競うように育った白樺の梢越しに窓外から語りかけてくれて、同窓会を身近に感ずるよすがにな

っている。このたびの十周年記念にも、附属病院の外来ホールに４枚組の「北海道の四季」と題する染織美術品

が寄贈された。訪れる患者さんの心に同窓生の暖かい思いが伝わる何よりの贈り物と感謝している。それにつけ

ても、毎年卒業生を送り出して同窓会員の数を増やしているのは大学自身であるが、一人一人の会員から見た本

学は、人生の一時期の養い親に過ぎない。同窓会の真の発展を願うからには、会員諸氏から生涯母校と呼ぶに相

応しい評価が得られるよう、大学は自らの充実と発展に努力し続けなければなるまい。頼母しく育ちつゝある旭

川医科大学同窓会の十周年に当り、自戒を込めて更なる１０年後の本会の一層の隆盛を願うと共に、会員各位の御

健勝を心からお祈りする次第である。

旭川医科大学同窓会１０周年に寄せて

初代学長　山　田　守　英

　旭川医科大学同窓会は、今年発足１０周年を迎えた。同窓会は昭和５４年第１期生が卒業した年に設立された。

当時卒業生の数は僅か７８余名に過ぎず、しかも卒業後年月も浅く、それぞれ臨床研修に忙しく、あるいは専門

の研究に着手したばかりで、同窓会設立を企図する余裕などない時期であったと思う。それにも拘らず、多くの

困難を克服して、斯くも早期に同窓会を設立し、会誌創刊号を発行したことは、洵に驚嘆に値する。爾来年々会

員数は増加し、同窓会誌も関係役員諸氏の努力によって漸次充実して今日に至っている。更に昭和５９年には、同

窓会設立５周年の記念事業として、母校に時計を寄贈された。それは大学キャンパスの管理棟前庭に建設された

高さ１０米ほどの時計塔で、日夜一瞬も休むことなく正確に時を刻んでいるが、今では大学キャンパスにおける

１つのシンボルとして、在学の学生、職員にとっても馴染み深いものとなっている。

　申すまでもなく、大学同窓会は、母校卒業生全員が自動的に会員となるので、卒業年次が重なると共に会員数

は年々、ほぼ一定数ずつ増加する。旭川医科大学では、今年第１２期生が卒業し、卒業生総数即ち同窓会々員数

は１,２５０余名となった。斯くて同窓会は、大学が存続する限り、会員数は益々膨張し、繁栄することになるであ

ろう。

　今、本学の卒業生諸氏の動向を見ると、７０％余は北海道内に定着し、特に母校旭川医科大学を中心として、多

数が道北地域で活躍しているが、勿論広く道外の都府県にも進出し、遠くは沖縄にまで及び、医療に、そして研

究に励んでいる。特に母校旭川医科大学では、現在各期の卒業生諸氏が多数、卒業年次に応じて臨床医学の各専

門領域において医療の実践に当り、あるいは臨床研修に専念し、また専門研究の進展に若手の研究者として懸命

に研鑽している。洵に頼もしい限りで、ご同慶に堪えない。
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　今年は恰も１９９０年で、１０年後には２１世紀を迎えることになるが、惟うにわが旭川医科大学の卒業生諸氏は総

べて２１世紀の社会に生き活動する人々である。殊に第１～５期の先輩卒業生諸氏は、２１世紀の黎明には、既に

不惑の齢を越え、経験豊かな然も実力もあり活動力の最も旺盛な時期で、それぞれの専門分野で中堅として更に

は先達として活躍することになるであろう。２１世紀における医学・医療の飛躍的進展は諸氏の活躍に負うところ

が大であると思う。

　また母校旭川医科大学も、当然時の流れと共に世代は移り、２１世紀には本学の卒業生諸氏が中核となって大学

は維持され発展することになるであろう。この意味においても卒業生諸氏の責務は極めて重く、愈々精進研鑽さ

れんことを希うものである。

　同窓会は、卒業年次こそ異なれ、共に旭川医科大学を“学びの故郷”とした卒業生諸氏によって構成される。

それ故卒業生諸氏は同窓会を通してお互いに相携え、激励し合い、友交を深めることができ、同時に母校と深く結ば

れるであろう。この意味において同窓会誌は、会員相互、そして会員と母校を繋ぐ唯一の絆となるものである。

　このたび旭川医科大学同窓会は設立１０周年を迎え、これを契機に将来へ新たな飛躍を計画している。同時に

同窓会誌“１０周年記念号”には、会の歴史、会員の消息、随想、更に母校大学及び病院における会員諸氏の活動

状況などが詳細に盛られ、充実した意義深い会誌が刊行されることになっている。

　ここに旭川医科大学同窓会１０周年記念を祝し、その将来輝かしい発展と会員諸氏がご健勝で繁栄あらんこと

を祈念して止まないものである。

旭川医科大学同窓会十周年おめでとう

前学長　黒　田　一　秀

　旭川医科大学が始まったのは昭和４８年で学生は１００人いるだけでありました。学生会とゆうものの発足を当

然予測して、学生がクラブ活動をする費用に、すぐ間に合うようにと、おせっかいにも若干のお金を入学のとき

に学生から徴収してありました。大学紛争の余燼くすぶるころでしたから、いわゆる自治会を主張する新入生諸

君と学校側と、会則等についての折り合いがなかなかつかず、現在の学友会の発足には３回生の入学まで俟たな

ければならなかったのでした。１期生、２期生のかたがたは御存じでありましょう。そんなことで苦労するなん

て腕のない大学当局として恥じ入るばかりですが、とにかく結果として３回生までの会費がプールされたので、

それはそれで良かったのかもしれません。同窓会とは余り関係のない話になりましたが、こんな時に古い大学な

ら同窓会とはいわなくとも有力な卒業生の一人や二人が相談に乗ってくれたかもしれないと思ったことでありま

した。

　そのような無の状態から、昭和５４年に第１期の卒業生７８名が社会人に仲間入りし同窓会を発足させ、いま

１０年を経て１,２００名を超える組織に成長したのです。その間にも、キャンパス内に開学十周年の記念植樹をした

り、会設立５周年には管理棟前庭に高さ１０ｍの時計塔を寄贈するなど、母校に対してそれなりの立派な貢献を

してきています。これまでに運営してこられた歴代の役員のかたがたのご努力を多としなければなりません。同

窓会はもちろん同期会などでも、お世話に献身してくれる人がいなければ、活動は難しいものです。

　一方、それにもまして何よりも嬉しいことは、本学の卒業生である会員のお一人お一人が自分の仕事を通して

それぞれの持ち場で良い働きをされていると聞くことであります。どんな小さな働きでも値打ちに大小はないの
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です。無限大の理想に繋がっているからだと思います。その全体が同窓会であると思います。

　近頃は卒後５周年１０周年を機会に同期会が開かれたり関東とか四国とか地区ごとの同窓会も持たれるように

なった由ですが、まことにご同慶に堪えません。同窓の関わりは苦楽哀歓を共通して持った長い学園生活に基づ

いています。臨床医、医学研究者、医療行政官、勤務医、独立開業医、まれには医を離れた人も、本学で学んだ

人は、みんな旭川医科大学卒を履歴とするわけです。これを返上することはできません。かけがえのない時を共

にしたのです。そして卒業生に対する世の評価も悪くないようです。喜ばれています。医師過剰時代といいます

が良い働きをする医師が捨て去られることはないでしょう。社会では同窓会の皆さんに大きな期待をかけている

のです。

　いま、会員の７０％が道内、３０％道外とほぼ全国各地にわたり、海外で研究診療に従事する人も増えてきまし

た。母校の助教授、講師も生まれました。今までどんなにほめられても、それは経験を積んだ指導的立場のもの

ではありませんでした。若者としての評価でした。これからは一人前かどうかが問われるのでしょう。皆さんの

眼前には新しい馳せ場が限りなく広がっています。過去の評判などに拘束されることはありません。お一人お一

人が毎日新しく前進されればよいことであります。活躍に期待致します。会も、毎年新会員を迎えて、いよいよ

充実してくるでしょう。新規事業を計画して下さい。どうか好もしい圧力団体として、学生たちに良い刺激を与

えて下さい。立派な同窓会の存在が、更に活力ある若者を牽きつけるのです。この１０年がこのことを実証して

います。旭川医科大学同窓会の次の１０年を待ち望んでお祝い申し上げます。おめでとうございました。
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平成２１年２月９日
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編集委員会
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第１６号 表紙解説

いよいよ、ヒト：ホモ・サピエンスの登場です。ヒト（人類）の祖先が、チンパンジー・ボノボの祖先と

別れたのは、７００～８００万年前頃と言われています（東大総合研究博物館：２０１６）。では、ヒトとはなにか？

外形的には、脳が大きい（体重比）、二足歩行ができる。犬歯が発達していない。また、他の特徴としては、火

を使用する、複雑な言語を話し他者とコミュニケーションができる、などがあります。では、何故そのよう

な発達が可能となったのでしょうか。人類が誕生したアフリカの乾燥化に伴い、森林の縮小、サバンナの拡

大等の環境変化に適応していく中で進化してきたとの説が有力です。

また、人類進化の大きな流れとしては、猿人（アウルソラロピテクス）、→ 原人（ホモ・エレクトス：直

立歩行するヒト）、→ 旧人（ホモ・ネアンデルターレンシスなど）、→ 新人（ホモ・サピエンス：考えるヒ

ト）であろうと言われています。「人類は、どこで生まれたのか？」の問には、「母方からしか受け継がれな

い細胞内のミトコンドリアの突然変異を解析する手法」を用いることによって、どの系統とどの系統が近い

か、またいつ頃分岐したかといった調査が可能になったようです。それによると、現生人類の祖先は約１６万

年前（１４万年前～２９万年前）にアフリカに住んでいたらしいことがわかり、この人類共通の祖先はイヴ

（ミトコンドリア・イヴ）と名付けられました。

（参照ＵＲＬ：http://www.s-yamaga.jp/nanimono/seimei/jinrui-01.htm）

そのような思いを抱きながら表紙に目をやると、１３７億年前とも言われている、遥か昔のビッグバンから

みると、極く直近に誕生した人類の、祖先から次の世代、また次の世代へと繋がれてきた、生命（ＤＮＡ）の

バトンは、しっかりとその眩いばかりの光彩を放っています。さて、この光の次には、何が待ち構えている

のでしょうか？ 満天に広がるmilkyway（天の川）を仰ぎながら、しばし想いを巡らすのも私たち：ホモ・

サピエンスに許されたひと時かもしれません。

整形外科 今井 充

最近、グーグルの研究者が作った人工知能が、囲碁の試合で世界最強の一人であるとされる棋士に勝利しまし

た。囲碁は打ち方が複雑で、コンピューターが一流棋士を打ち負かすのはまだ相当先と考えられていたそうで

す。また、人工知能が書いた小説もクオリティーが非常に高く、小説家を驚かせているようです。近い将来、人

工知能に研究方法や論文の書き方を学ばせ、人工知能が執筆した学術論文が出てくるかもしれません。そうなる

と、研究者はコンピューターが考えた実験をコンピューターの指示通りに行うだけになってしまいますが。

さて、旭川医科大学研究フォーラム第１６巻をお届けします。本号では投稿論文が１編、「独創性のある生命科

学研究」報告が３２編、依頼稿が３編、エッセイ、学界の動向、教員執筆書籍紹介、旭川医科大学回顧録など盛

りだくさんの内容です。ぜひ、ご一読下さい。

末筆ながら、ご執筆下さった皆様に感謝申し上げます。

（Ｈ.Ｈ）

記後集編
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