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ギャップ結合を介した内皮細胞間相互作用に

よる炎症調節機構の解明

岡本 貴行

三重大学大学院医学系研究科

病態解明医学講座 分子病態学

【目的】

動静脈血栓症，心筋梗塞，脳梗塞など血栓性疾

患の基盤には，慢性的な炎症と血液凝固の活性化

を伴う血管内皮機能障害が存在する．血栓性疾患

の克服には，血管内皮機能を制御する分子機構の

解明が必要である．最近，細胞間ギャップ結合

（GJ）の異常が不整脈，動脈硬化，高血圧の発症

に関与することが報告された．本研究では内皮細

胞での血液凝固や炎症の活性化におけるGJの役

割を解明するため，炎症と血液凝固亢進時のGJ

関連蛋白質の発現動態，GJを阻害した内皮細胞

での炎症と凝固能の変化の解析を行った．

【方法】

培養ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVECs）に腫

瘍壊死因子（TNF-a）刺激を加え，HUVECsに

おけるコネキシン（Cx）32，Cx43mRNAと蛋

白質の発現量をWesternblot法で解析した．内

皮細胞間GJの機能は蛍光色素のカルセインで染

色したHUVECsと非染色HUVECsを共培養し，

非染色細胞への色素の移行を指標に評価した．抗

Cx32抗体処理して GJを阻害した HUVECsに

TNF-a刺激を加え，培養上清中のIL-6，単球走

化性因子（MCP）-1の分泌量を ELISA法で，

mRNAの発現をRealtimePCR法で解析した．

【結果】

TNF-a刺激によりHUVECsのCx32蛋白質の

発現量が減少することを明らかにした．また，

TNF-a刺激は HUVECs間の GJを介した細胞

間相互作用を抑制した．コントロール抗体処理し

たHUVECsと比較して，抗Cx32抗体処理した

HUVECsの IL-6と MCP-1蛋白，mRNAの発

現量は未刺激時には差は認められなかったが，

TNF-a刺激時では， 抗 Cx32抗体処理した

HUVECsでは IL-6と MCP-1蛋白，mRNAの

発現量は有意に増加した．

【結論】

Cx32を介した内皮細胞間相互作用は，炎症の

活性化を制御，調節している可能性が示唆された．
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バルプロ酸胎内曝露動物における血圧調節の

神経回路発達と圧受容器反射の成熟

太城 康良

三重大学大学院医学系研究科

発生再生医学分野

【背景】抗てんかん薬として知られるバルプロ酸

（Valproicacid;VPA）は神経系の催奇物質でも

ある．先行研究において，VPAがマウス胎仔の

脳神経の形態形成に影響することが，全胚培養系

における曝露実験により報告されている．しかし，

妊婦のVPA服用による胎児への影響を評価する

ためには，経胎盤的な曝露条件が望ましい．本研

究では，血圧調節に関わる情報を伝達する舌咽神

経・迷走神経も含め，脳神経の形態形成が経胎盤

的なVPAの曝露によって影響を受け始める時期

の特定を目的とした．

【方法】Wistarラット， プラグ確認日を胎齢

（E）0.5とした．VPAの投与はE8，E9，E10

または E11に VPA（800mg/kg）を 1回経口

投与した．E13で摘出された胎仔は，固定後，

全胚でニューロフィラメントに対する免疫染色を

行い，2H3モノクローナル抗体（Hybridoma

Bank）とHRP結合の二次抗体を用いて，DAB

で神経線維を可視化した．

【結果】対照群と比較して，E9以降のVPA投

与群では，三叉神経の免疫染色性の低下，顔面神

経の脱束化，舌咽神経および迷走神経の免疫染色

性の低下が観察された．動眼神経および副神経へ

の影響はほとんど観察されなかった．

【結論】経胎盤的なVPAの曝露によりラット脳

神経（三叉神経，顔面神経，舌咽神経，迷走神経）

の形態形成が影響を受ける時期は，E9以降で，

E10以降でより顕著なることが示唆された．舌

咽神経と迷走神経の免疫染色性の低下は，細胞体

数および軸索数の減少に起因するものと考えられ

る．このように，圧受容器反射などの血圧調節の

生理的機能に影響を与えうる神経形態および発達
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の遅延が確認された．

以上の研究成果は以下のように公表された．

［1］太城康良，大薮明子，井村誉史雄，内田敦子，

成田正明（2010）バルプロ酸曝露ラットにおけ

る脳神経の形態発達 解剖学雑誌 Vol.85No.2

P72

［2］太城康良，大薮明子，井村誉史雄，内田敦子，

成田正明（2010）バルプロ酸曝露ラットにおけ

る脳神経の初期発達 第115回 日本解剖学会

総会・全国学術集会（岩手県・盛岡市）
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P型電位依存性カルシウムコンディショナル

ノックダウンマウスを用いたてんかん分子病態

の解析

山村 哲史

三重大学大学院医学研究科生命医科学専攻

神経感覚医学講座精神神経科学分野

【緒言】

P型電位依存性カルシウムチャネル（PVSCC）

コンディショナルノックダウンマウス（P-CKO）

を用い，PVSCC機能低下が皮質非定型欠神てん

かん（AAE）病態に関与する可能性を提示し，

同時に抗てんかん薬 carbamazepine（CBZ）に

よるAAE増悪を証明した．加えて，P-CKOの

情報伝達系機能変異とCBZの薬力学特性を解析

した．

【材料・方法】

8週齢の雄性P-CKOとC57BL/6（B6）マウ

ス前頭葉にプローブを挿入し microdialysisを

用い L-glutamate（L-Glu），GABA，D-serine

（D-ser）を回収し，xLCを用い濃度定量した．

基礎遊離およびカリウム刺激性遊離に対する，

glia-toxinfluorocitrate（FLC），N型VSCC阻

害薬w-conotoxinGVIA（GVIA），PVSCC阻害

薬 w-agatoxin IVA（IVA）， CBZの効果を

P-CKOとB6で比較検討した．

【結果】

カリウム刺激性遊離の早期相はVSCC阻害薬

感受性が高く，後期相は FLC感受性が高く，

VSCC阻害薬感受性は GABA＞L-Glu＞D-Ser

で FLC感受性は D-Ser＞L-Glu＞GABAであっ

た．P-CKOは B6よりも FLC感受性伝達成分

が増加し，加えて P-CKOの GVIA感受性は亢

進し，IVA感受性は低下していた．CBZは

VSCCおよびFLC感受性伝達の両成分を抑制し

ていた．特に，P-CKOのFLC感受性GABA遊

離は，B6よりも有意に抑制されていた．

【考察】

P-CKOの前頭葉伝達はPVSCC機能低下に伴

い， NVSCC感受性伝達と FLC感受性伝達

（gliotransmission）が増強していたが，CBZは

この両伝達機能を抑制することで， 抑制性

GABA伝達機能を興奮性 L-Glu・D-serよりも

有意に低下させることで，相対的抑制性伝達機能

低下をもたらした結果，P-CKOのAAEを増悪

させたものと考えられた．
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ヒト冬眠タンパク質HPのクローニングおよび

その生理活性

藤田 聡

三重大学大学院医学系研究科

病態制御医学講座 循環器腎臓内科学

冬眠タンパク質（Hibernation-specificpro-

tein;HP）は1992年にシマリスから発見された

肝臓で産生され血中を流れる冬眠ホルモンである．

低体温での代謝の制御や免疫反応の賦活化など，

あたかも同じC1qファミリーに属するアディポ

ネクチンや補体C1q様の作用を有する．これま

でシマリスでしか発見されていなかったが，ここ

2，3年でウシやヒトでも HP様タンパク質の

cDNAが存在する可能性があることがジーンバ

ンクに報告された．そこで我々はウシおよびヒト

HPをクローニングし，その生理活性を同定する

ことを目的として研究を行った．

まず我々はHP20様タンパク質のcDNAをウ

シの肝臓からクローニングし，ジーンバンクのデー

タが正しいことを確認した．NorthernBlotting

を行いウシの各臓器での発現を確認したところ，

肝臓で特異的に発現を認めた．得られたcDNA

をBac-to-Bacベクターに導入し，バキュロウイ

ルス－昆虫細胞発現系を用いた組換えタンパクの
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精製に成功した．しかし，組換えタンパクの大量・

分離精製には至っておらず，単離できしだい内皮

細胞，筋細胞に精製したHPを加え，シグナル伝

達分子の変化や各細胞の増殖能を含めた細胞機能

を検討する予定である．さらにウシHP20をバ

イトにして yeasttwohybrid法により，HP20

の受容体および結合タンパク質を同定する予定で

ある．

次いで我々はヒト肝臓組織からRT-PCRを用

いこの遺伝子のcDNAの一部をクローニングす

ることに成功した．Marathon-readyhuman

livercDNALibraryを用い，3・および5・RACE

の手法によりcDNA全長のクローニングを試み，

約250bpのcDNA断片がクローニングされたが，

全長クローニングには至らなかった．そこで

humanliverUni-ZAPXRLibraryを用い，得

られたcDNA断片をプローブとしてプラークハ

イブリダイゼーションによる目的遺伝子のクロー

ニングを試みたが，目的遺伝子の検出には至らな

かった．今後ウシHPが単離できしだい抗体作製

を行い，実際このタンパク質がヒトの血液を循環

しているかどうかを検討していく予定である．

新研究プロジェクト報告書

ヒト嗅細胞における嗅覚情報伝達機構の解明

西田 幸平

三重大学医学部附属病院

耳鼻咽喉科・頭頸部外科

【目的】

ホールセルパッチクランプ法を用いた電気生理

学的実験により，イモリおよびヒト嗅細胞におけ

る嗅覚情報伝達機構を分子レベルで解明する．そ

の上で，嗅細胞が嗅覚障害の原因と考えられてい

る物理的，化学的変化に対して，どのように影響

を受けるかを確認し，嗅覚障害の原因メカニズム

を明らかにすることが目的である．

【対象】

ヒトおよびアカハライモリの嗅粘膜細胞を対象

とした．

【方法】

アカハライモリ嗅球および当院耳鼻咽喉・頭頸

部外科の，鼻内手術施行患者より，術中に採取し

た嗅粘膜組織を薬品処理して細胞を単離した．ヒ

トおよび，イモリの嗅粘膜組織に嗅細胞が含まれ

ることは嗅細胞の特異的マーカーである Anti

OlfactoryMarkerProtein（OMP抗体）Goat,

とAlexaFluor488rabbitanti-goatIgGで染色

を別途行った．

実験には形態学的に嗅細胞と考えられるデンド

ライトがあり，楕円，もしくは円錐状の細胞を使

用した．使用した細胞にLuciferyellowを注入

して標識し，これをOMP抗体で免疫染色して

嗅細胞であることを免疫組織学的に確認した．

嗅粘膜細胞の膜電流はパッチクランプ法を用い

て測定した．上記実験系において，鼻内手術の局

所麻酔薬として広く使用されている塩酸コカイン

を還流して嗅細胞が受ける影響を調べた．

【結果】

採取したヒトおよびイモリの嗅粘膜組織中に

OMP抗体で染色される細胞を認めた．

実験で用いたヒトおよびイモリの細胞に，

LuciferyellowとOMP抗体双方で染色される細

胞を認めた．

ホールセルとなったヒト嗅粘膜細胞で，－100

mVから＋20mVまで脱分極したときの電流解

析を行った結果，内向き電流を示す細胞が認めら

れた．

嗅粘膜細胞に対する塩酸コカインの曝露では，

イモリにおいては内向き電流，外向き電流が一時

的に抑制された．

【展望と課題】

ヒト嗅細胞に対するパッチクランプ法において，

ホールセルの作製がイモリの嗅細胞に比べて困難

である．ヒト嗅細胞におけるパッチクランプ法を

安定して行う方法を確立する必要がある．また，

電気記録した細胞にOMP染色法を施し，細胞同

定を確実なものとする．今後，タバコの煙の成分

や臭い物質を用いて嗅細胞を刺激し，それによる

嗅細胞の膜電流の変化を調べることにより影響を

調べていきたい．
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肝温虚血再灌流障害における脾臓の役割

～未知なる臓器，脾臓の知られざる機能～

加藤 宏之

三重大学大学院医学系研究科

肝胆膵・移植外科学

虚血再灌流障害は肝臓外科にいてしばしば問題

となる病態であるが，その発症機序については未

だ明らかでない．近年，脾臓摘出が肝虚血再灌流

障害を軽減させるという報告があるがその機序と

意義については不明である1）2）．本研究は肝虚血

再灌流時における未だ解明されていない脾臓の機

能を明らかにし,脾臓摘出がなぜ肝障害を軽減さ

せるかを,免疫学的アプローチを用いて解決する

ことを目的としている．

【対象と方法】

14週齢（250～300g）Wistarratに90分間の

70％の温虚血再灌流障害のみを加えた群（IRI

alone群） と 70％ IRI前に脾摘を行った群

（SPN＋IRI群）を作製し,再灌流後6時間（6h）

と24時間（24h）に血液と肝臓,脾臓を採取し

検討した.

【結果】

6hにおける IRIalone群と SPN＋IRIalone

群の比較では，SPN＋IRI群はIRIalone群に比

しGPTの有意な改善を認めた（8997±5338IU/l

vs.32988±8997IU/l，P＜0.01）．組織学的にも

IRIalone群は著明な肝細胞壊死と類洞内のうっ

血を認めたが，SPN＋IRI群では有意に改善され

ていた．炎症細胞浸潤マーカーである肝臓での

MPO活性（6h）も SPN＋IRI群は著しく低下

していた （6h:1.27±0.88vs.31.9±15.6，

p＜0.01）が，障害肝へ浸潤細胞はマクロファー

ジのみが優位に抑制されていた（6h:2.2±1.6/

HPFvs.8.0±2.4/HPF，p＜0.01 24h:2.16±

1.48/HPFvs.24.8±16.8/HPF，p＜0.05）．さら

にSPN＋IRI群の肝組織においてTh-2系抗炎症

性サイトカインマーカーであるIL-10のmRNA

がIRIalone群に比し著増しており，また門脈中

の IL-10濃度も上昇していた（6h:157±173

pg/mlvs.37.1±22.2pg/ml，p＜0.05）．一方IRI

alone群では，Th1系サイトカインでマクロファー

ジ活性因子であるIL-2の門脈中濃度が著増し，

脾臓でIL-2のmRNAの発現が亢進していた．

【結語】

肝臓が虚血され再度灌流されると脾臓がTh1

優位の免疫応答し，肝臓におけるマクロファージ

を活性化し臓器障害を引き起こしていると考えら

れた．虚血前に脾摘を行うことによりこのTh1

誘導免疫応答が脾臓で引き起こされず結果として

肝臓内はTh2優位となりマクロファージの活性

化が抑制され，臓器障害が軽減されると考えられ

た.

【参考文献】

1）JiangH,Meng.F,Li.Wetal.Splenectomy

amelioratesacutemultipleorgan damage

inducedbyliverwarm ischemiareperfusion

inrats.Surgery.141:32-40（2007）

2）OkuakiY,MiyazakiH,ZeniyaM,etal.
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モデル動物を用いた自閉症発症機構の解明

～脳内セロトニン量に影響を及ぼす因子の探索

井村 誉史雄

三重大学大学院医学系研究科

発生再生医学

自閉症は対人関係の障害やコミュニケーション

能力の低下を伴う先天性の発達障害であるが，早

期に診断を確定し適切な療育を行えば，症状の軽

減がみられることがわかってきている．しかし現

時点では科学的根拠に基づいた診断方法が確立さ

れていない．そこで我々の研究室では，妊婦が妊

娠20－24日の間にサリドマイドやバルプロ酸を服

用した時，自閉症児が誕生する確立が高いという

疫学的事実をラットで再現させ1），その自閉症モ

デル動物2種と対照動物群（コントロール群）の

間で発現が異なる遺伝子を比較し，診断基準とな

るバイオマーカーを探索することを試みた．モデ

ル動物群とコントロール群の生後14日齢の前頭葉

皮質からmRNAを抽出し，DNAマイクロアレイ

を行った結果，コントロール群に対し，両モデル

動物群で優位に上昇が認められた遺伝子が53個，
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また両モデル動物で優位に減少が認められた遺伝

子が31個存在した．それらの中から，神経細胞の

分化やミエリン形成を促し，発達障害との関連 2）

が報告されているv-erb-b2avianerythroblastic

leukemiaviraloncogenehomolog2（Erbb2）

に着目し，生体内でErbb2とヘテロダイマーを形

成するEGFR，Erbb3，Erbb4遺伝子も含めて，

両群間における発現量の差をリアルタイムPCRで

確認した．その結果，サリドマイド投与による自

閉症モデルラットでは Erbb2に加え EGFR，

Erbb3の発現量もコントロール群に対して有意に

増加していることがわかった．一方バルプロ酸投

与による自閉症モデルラットでは，EGFR，Erbb2

の発現量が有意に増加し，Erbb3，Erbb4の発現

量は減少していた．これらの結果から，ニューレ

グリン等をリガンドとするErbb受容体の発現量

の変化が，自閉症診断の遺伝子マーカーとして使

用できる可能性が示唆された．

（1）NaritaN,KatoM,TazoeM,MiyazakiK,

NaritaM,OkadoN.Increasedmonoamine

concentrationinthebrainandbloodoffetal

thalidomide-andvalproicacid-exposedrat:

putativeanimalmodelsforautism.Pediatr

Res.52:576-579（2002）

（2）Barros CS,Calabrese B,Chamero P,

RobertsAJ,KorzusE,LloydK,StowersL,

MayfordM,HalpainS,M・llerU.Impaired

maturationofdendriticspineswithoutdisor-

ganization ofcorticalcelllayersin mice

lackingNRG1/ErbBsignalinginthecentral

nervoussystem.PNAS.106:4507-4512（2009）
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スフィンゴシン 1－リン酸は敗血症における

DICの血栓形成亢進の潜在因子である事の解明

安川 淳

三重大学大学院医学系研究科

病態解明医学講座 免疫学分野

【目的】我々は，活性化血小板から放出された

Sph-1-PがTNF-aによる血管内皮細胞の組織因

子（TF）発現を劇的に増幅することで，局所で

の炎症増大に関与することを見出している．本研

究では，Sph-1-PによるTF発現増幅機構の解析

を行った．

【方法】ヒト臍帯静脈血管内皮細胞におけるTF

発現レベルはイムノアッセイにより，転写因子は

ゲルシフトアッセイおよびRT-PCR法により解

析した．

【結果】Sph-1-Pによる TF発現増幅効果は，

TNF-aだけでなくIL-1bおよびLPSによっても

誘導され，Sph-1-P受容体（S1P1およびS1P3）

の阻害剤およびMEK阻害剤により強く抑制され，

一方JNK阻害剤ではSph-1-PだけでなくTNF-

aによるTF発現までも強く阻害された．また，

転写因子について NF-kB，Egr-1および c-Fos

の関与が示唆された．

【考察】Sph-1-Pは TNF-aとは異なる MAPK

経路（MEK-ERK経路）を活性化し，一方TNF-

aは p38および JNK活性化に繋がる MAPK経

路を強く活性化することが考えられる．NF-kB

活性化増幅メカニズムが未解明であるが，Sph-1-

PおよびTNF-aに誘導されるこれらのシグナル

はそれぞれどこかでクロストークしており，最終

的な転写因子の発現や活性化が増幅されているこ

とから，幾つかの未解明なシグナルの関与が十分

に考えられる．今後の課題として，敗血症モデル

マウスを用いて，その病態発現にSph-1-Pが重

要である事をinvivoで示したいと考えている．

【結語】Sph-1-Pは S1P受容体から MEKおよ

び JNK，転写因子（NF-kB，Egr-1および c-

Fos）の活性化または発現増幅を介して TNF-a

によるTF発現を劇的に増幅することが示唆され

た．
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Fig.2 S1PによるTF発現増幅効果に対するS1P受容体，MEKまたはJNK阻害剤による異なる

阻害効果

S1P受容体，MAPK系に属するMEKまたはJNKに対する阻害剤をそれぞれHUVECに30分間前処

理した後，1ng/mLTNF-aおよび1mM S1Pそれぞれ単独または同時刺激4時間によるTFタンパク

質発現量についてイムノアッセイにより評価した．（A）S1P1およびS1P3に対するアンタゴニスト，

（B）MEK阻害剤PD98059，（C）JNK阻害剤SP600125によるTF発現誘導に対する影響を示した．

Fig.3 Sph-1-PはTNF-aによる転写因子（NF-kB，AP-1，Egr-1）の活性化または発現を増幅する

TF遺伝子上流のプロモータ領域においてTF発現誘導に関わる重要な転写因子NF-kB，AP-1および

Egr-1結合サイトが存在する．S1P（2mM）および TNF-a（1ng/mL）にてそれぞれ単独または同時

に各時間刺激したHUVECから核タンパク質を抽出し，その中の転写因子NF-kB（A），AP-1（B）の

活性化についてゲルシフトアッセイにより評価した．さらに，HUVECからtotalRNAを抽出し，

RT-PCR法により転写因子Egr-1とc-Fos（AP-1の構成タンパク質）のmRNA発現量を検討した（C）．

Fig.1 Sph-1-PはHUVECおいて様々な炎症性因子

に誘導されるTF発現を相乗的に増幅する

HUVECをSph-1-P存在又は非存在下でトロンビ

ン，LPS，TNF-aおよびIL-1bで4時間刺激後，

イムノアッセイにてTFタンパク質の発現レベルを

評価した．
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高密度オリゴヌクレオチドアレイによる肝癌特

異遺伝子の探索

田中淳一朗

三重大学医学部附属病院

消化器・肝臓内科

今回我々は遺伝子発現プロファイル解析を行う

ことにより，正常肝，慢性肝炎・肝硬変から肝細

胞がんにいたる病態進行における遺伝子発現の変

動を明らかにし，これにより疾患関連パスウェイ

を推定し，発症のkeyとなる因子を同定するこ

とを目的に以下の研究を行った．【方法】正常肝

組織15例，肝細胞癌患者の非癌部と癌部それぞ

れ15例を用いた．DNAコピー数はアフィメト

リクス社の MappingArrayを用いて，解析は

CNAGを用いた．遺伝子発現頻度解析では，同
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様にアフィメトリクス社のGeneChipを用いて，

GeneSpringにより解析した．これらの結果よ

り標的遺伝子の mRNA発現を定量 RT-PCR解

析で確認し，さらに抗体を作製しタンパク質での

発現をウェスタンブロットで検討した．【結果】

①正常肝組織15例，肝細胞癌の癌部，非癌部組

織15例を用いて高密度オリゴヌクレオチドアレ

イによるDNAコピー数異常と遺伝子発現頻度解

析を行った結果，新たな増幅領域13q19pを見出

した．②正常肝，非癌部と癌部において，DNA

コピー数異常と遺伝子発現頻度解析の結果を比較

することにより，8qと13qにおける肝がん関連

候補遺伝子として膜タンパクCTHRC1と転写因

子Zic2など10近い新規がん関連遺伝子候補を見

出した．③定量的RT-PCRによりこれらの遺伝

子のmRNAが肝癌組織内において過剰発現して

いることが確認された．また，その発現パターン

は，Zic2-mRNAは正常肝，肝癌患者の非癌部で

は発現の増強は認めず，肝癌組織のみで過剰発現

が認められた．CTHRC1-mRNAは正常肝，肝

癌患者の非癌部，肝癌組織と段階的に発現の増強

が認められた．④CTHRC1に対するポリクロー

ナル抗体を作製し，ウェスタンブロットにより

HepG2において CTHRC1が発現していること

を確認した．【考察・結語】今回検討した遺伝子

の肝癌発症，進展におけるDNAコピー数，遺伝

子発現異常の報告はなく，新規肝癌遺伝子である

可能性が示唆される．癌化への関与に関して更な

る検討を行っている．
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四日市公害患者の予後に及ぼす認定時検査成績

等の影響

郭 鵬1，横山和仁2

1三重大学大学院医学系研究科

公衆衛生・産業医学分野
2順天堂大学医学部衛生学講座

【緒言】

四日市では，1960年代から70年代に渡って大

気汚染による健康被害が重大な社会問題となった．

その後，公害健康被害補償法が実施された．亜硫

酸ガスの排出量によって企業より従量制の金額を

徴金するシステムが実施され，1970年代以降大

気汚染は大きく改善した．大気汚染解消後は，気

管支喘息と肺気腫による死亡率は急激に減少し，

1980年代初めには四日市喘息問題は終息したと

される1）．しかし，公害により呼吸機能が障害さ

れた患者にとっては大気が浄化されても喘息症状

は消失し難い．今回の研究では，肺機能や症状お

よび生活習慣などの患者の予後への影響を明らか

にする．

【方法】

分析は多変量コックス回帰分析を用いた．

【結果】

男性が年齢，一秒率，観察終了時の喫煙および

咳と痰，女性が年齢，BMI，一秒率および観察

終了時の喫煙が予後に影響した．

【考察】

本研究では，年齢と喫煙およびFEV1％は男性

と女性の死亡に影響することを示した．咳と痰は

男性の生存に影響したが，女性はBMIの影響を

受けた．

本研究では，死亡率は年齢の影響を受けた．こ

れは，観察開始時の男性と女性の年齢が高かった

と考えられる．喫煙は他の研究2）と一致して本研

究の男性と女性の死亡に影響していた．FEV1％

の低下は COPD患者の死亡の危険性を増加し

た 2）．本研究において，FEV1％が死亡率と有意

な関係のあることが男性と女性で観察された．ラ

ングら 3）が慢性粘液分泌過多は男性COPD患者

の死亡に影響があったと報告した．女性は咳と痰

の影響がないに対し，性差に関する更なる研究を

する必要がある．本研究ではCOPD患者が体重

不足の原因で死亡が増加した．

大気汚染がすでに解決されたにもかかわらず，

認定患者の肺機能や症状および喫煙は健康への影

響があることが示唆された．
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TAFI/ApoEダブルノックアウトマウスにおけ

る糖尿病性腎症の発症機構の解析

松本和隆，矢野 裕

三重大学医学部附属病院 糖尿病内分泌内科

【目的】

TAFI （thrombin-activatable fibrinolysis

inhibitor）は線溶抑制蛋白であり，慢性腎炎モ

デルや急性腎障害モデルにおける腎障害がTAFI

ノックアウト（KO）マウスでは抑制されること

を報告してきた．一般的に糖尿病には脂質異常症

が高率に合併しており，両方ともに腎症の促進因

子と考えられている．今回，ストレプトゾトシン

（STZ）による高血糖とApoE欠損による脂質異

常症の両者を有するマウスにおいて TAFI欠損

による糖尿病性腎症への影響を検討する．

【方法】

9－11週齢のC57BL/6の野生型マウス（WT），

TAFIKOマウス（TAFIKO），ApoEKOマ

ウス （ApoE KO） TAFI/ApoE KOマウス

（TAFI/ApoEKO）について，STZを腹腔内に

注射し血糖上昇確認24週後に腎臓を摘出し採血

をおこなった．またそれぞれの群にSTZのかわ

りに生食を用いた群を作製し，合計8群のマウス

について検討を行った．

【結果】

①血糖については， WT群,ApoE KO群,

TAFI/ApoEKO群で生食群に比較して糖尿病

群の方が約3倍，TAFIKO群では約2倍の上

昇が認められた．

②総コレステロールについては，ApoEKO群に

おいて，生食群に比較して糖尿病群の方が，約

1.5倍の上昇を認めた．しかし他の群では有意

差を認めなかった．

③血中TAFIについては，TAFIKO群,ApoE/

TAFIKO群ではすべて感度以下であった．

ApoEKO群において，糖尿病群では生食群の

約5倍の上昇が認められた．

④TAFIが活性に関与する補体のひとつである

C5aは，各群で生食群，糖尿病群ともに有意な

変動は認められなかった．

⑤血中Crについては，ApoEKO群でWT群に

比較し，生食群で約4倍，糖尿病群で約3倍の

上昇がみられたが，TAFIKO群，ApoE/

TAFIKO群では上昇は認められなかった．

⑥ApoE/TAFIKO群の糖尿病群で腎腫瘍が 40

％に認められたが他の群では0％であった．

CrについてApoEKO群が最も悪化してい

るが，ApoE/TAFIKO群でCrの上昇が抑制

された．これは糖及び脂質代謝異常による腎機

能の低下について TAFI欠損により保護的に

作用していると考えられる．現在引き続き腎組

織の検討や各成長因子，細胞外マトリックスな

どについて検討している．また，腫瘍について

病理学的検討を行うとともに他の臓器について

の腫瘍の有無とその評価も同時に行いその機序

の検討を行っている．

新研究プロジェクト報告書

塩酸コカインの嗅細胞への影響：

嗅覚情報処理の基礎とコカインの安全性検討

玉利 健悟

三重大学大学院医学系研究科

システム神経科学分野

【目的】

耳鼻科領域の鼻内手術では局所麻酔薬として塩

酸コカインを用いるが，鼻内に存在する嗅細胞へ

の影響を調べた報告はほとんどない．本研究は現

在同時進行中のヒト嗅細胞の機能解明に際して，

局所麻酔下で提供されたヒト組織が，実験に使用

出来るのかを検証すると共に，コカインによる嗅

覚障害との関連性を明らかにすることを目的とし

た．

【方法】

嗅細胞はアカハライモリの嗅粘膜から酵素処理

で単離し，倒立顕微鏡下で嗅細胞を確認した．膜

電流の解析はWholecell記録の状態で行い，電
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極にはK＋ solutionを充填した．Na＋電流の解析

ではK＋電流，Ca2＋電流をブロックするため，細

胞外液をRinger液からK＋-Ca2＋ blockingsolu-

tionに変え，電極にCs＋ solutionを充填して電

流記録を行った．塩酸コカインは膜電流の記録時

Ringer液，Na＋電流の記録時K＋-Ca2＋ blocking

solutionに溶かし，微小ガラス管からpuffする

方法と細胞外液が最終濃度 0.001mM から 10

mMになるまで灌流する方法を用いた．

【結果】

電圧固定下で－100mVから 40mVまで脱分

極パルスを与え，膜電流を記録し，塩酸コカイン

の作用を調べた．耳鼻科手術時に用いられる5％

の塩酸コカインpuffすると外向き電流，内向き

電流が共に抑制された．また，1mM塩酸コカイ

ンを灌流しても，同様の結果が得られた．さらに，

これらの抑制作用は塩酸コカインをwashoutす

ると完全に回復した（n＝10）．

膜電流の内，Na＋電流に対する塩酸コカインの

影響を0.001mMから10mMまで変化させて調

べた（n＝5）．その結果，濃度依存的な抑制が見

られ，1mM でほぼ完全に抑制し，washoutす

ると，即座にほぼ完全に回復した．Na＋電流に対

する塩酸コカインのIC50は42mMであり，Hill

定数は1.1であった．

【展望と課題】

鼻内手術における塩酸コカインは，可逆的に嗅

細胞の活動性を抑制すると考えられる．この事実

は，局所麻酔下で提供されたヒト組織を用いた電

流解析においては障害は少なく，また，迅速な回

復が認められたことから，嗅覚障害との関連は少

ないと考えられる．今後は他の電流に対する影響

を調べると共に，におい応答に対する影響を明ら

かにすることで，塩酸コカインと嗅覚メカニズム

の関係性をより詳細に解析する必要があると考え

られる．

新研究プロジェクト報告書

2光子レーザー顕微鏡を用いたレーザー障害性

血栓モデルの作製と抗血栓薬による評価

小池 勇樹

三重大学大学院医学系研究科

消化管小児外科学講座

【目的】血栓症関連疾患の発生率・罹患率・死亡

率は，現在の医療現場において非常に大きな位置

を占めており，血栓症に関する研究は，数多くの

該当疾患を包括したきわめて重要なものとなる．

現在までに，血栓に関する研究はinvitroで主

に行われてきたが，近年の目覚ましいテクノロジー

分野での発達により，invivoにおける研究が可

能となってきている．しかし，血栓形成のメカニ

ズムを詳細に分析・検討された研究は十分に成さ

れていないのが現状である．数年前に海外で開発

された Two-photonlaser-scanningmicroscopy

（TPLSM）は，個体が生きたままの状態で，蛍

光標識された組織内部の観察が可能であり，我々

はこの TPLSM を用いて血栓形成・溶解のメカ

ニズムを解明することが可能になると考え，今回

の研究を計画した．

【研究方法】TPLSMを用いて，beta-actin-green

fluorescentprotein transgenicmouse（GFP

mouse）にLaserinducedthrombosisを形成し，

その様子をリアルタイムに観察した．またマウス

の右大腿静脈にカニュレーションを行い，これよ

り抗血栓薬（t-PA,Heparin）の投与を行った．

【結果】Photobleachingが少なく組織貫通性に

すぐれたTPSLMの特徴により，動脈壁の血管

平滑筋だけでなく，血管内皮層までをそれぞれ同

定することが可能となった．この特徴を活かし，

血管内皮層を選択的にLaser照射することによ

り，これまでの血栓モデルでみられてきた血管壁

の腫脹や膨化・狭窄・破綻等を全く伴わない，血

管内皮障害性の血栓モデルが初めて作製可能となっ

た．Laser照射から約5～10分後において，血管

障害部位に接触した血小板は，障害部位の下流端

より Shear stressに打ち勝って， 一時的に

Straight-lineformationを形成していた．さら

に血栓形成が始まるに従って，血栓は障害部位の

下流端より徐々に増大していく様子がリアルタイ

ムな動画として，詳細に観察可能であった．この
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ように作製された血栓に対し，Pretreatment/

Early phaseofthrombusformation/Late

phaseofthrombusformationの各グループに

おいて，生食・ヘパリン・t-PA各投与群での血

栓形成抑制と血栓溶解の効果判定が可能であった．

【結語】今回作製されたレーザー障害性血栓モデ

ルは，血管壁全体への影響が最小限に抑えられて

おり，より信頼性の高い血栓形成と血栓溶解にお

ける解析が可能となった．今後，この血栓モデル

を用いた新規抗凝固薬の効果判定等が，同一個体

においてかつリアルタイムに解析可能と考えられ

た．

新研究プロジェクト報告書

脳灌流低下による微小循環不全に対するトロン

ボモデュリンの血流改善効果

新堂 晃大

三重大学大学院医学系研究科

神経病態内科学

【はじめに】

小血管病変に伴う慢性脳低灌流状態が

subcorticalvasculardementiaの病態と考えら

れている．我々は動物実験の結果から慢性脳低灌

流状態では白質軟化症類似の病態が形成されるこ

とを確認している．頚動脈狭窄病変による慢性脳

灌流低下の血行動態に関しては，慢性に低下する

病態上，不明な点が多い．今回，マウス慢性脳低

灌流モデルを作製し，2光子励起レーザー顕微鏡

（2PLSM）を用いて経時的に観察を行った．

【方法】

GFP-transgenicmouse（Greenmouse）に頚

動脈狭窄病変を作製した．総頚動脈に内径 0.18

mmのコイルを装着，または結紮して狭窄性病

変を作製，左右の組み合わせで血流低下の程度を

コントロールし，つぎの4群を作製した．A群：

狭窄なし，B群：両側コイル装着，C群：左結紮

（右狭窄なし），D群：左結紮 右コイル装着．こ

れらのモデルに対して2PLSM下では，白血球，

血小板，内皮細胞はGFP陽性細胞として観察可

能である．また，TexRed標識 Dxtranを静脈

内投与することにより，赤血球はTexRed欠損

影として確認が可能であり，この赤血球移動を

linescanningすることによって流速の測定が可

能である．A，B，C，Dの各群で狭窄性病変作

製後30分の流速測定，白血球のrollingとadhe-

sionの程度を評価した．C群では，狭窄前，狭

窄後30分，狭窄後3日，狭窄後1週間にveloc-

ity測定，白血球のrollingとadhesionの程度を

評価した．

【結果】

頚動脈狭窄病変を有する群では術直後から流速

の低下を認め，流速低下のピークは3日目であっ

た．また，慢性脳低灌流状態では血管壁を中心に

白血球の著明なrollingとadhesionを認めた．

【考察】

急性脳虚血において，白血球の rollingや

adhesionは2次障害に重要な役割を果たしてい

ると考えられている．白血球のrollingやadhe-

sionは血管内皮細胞上に発現する adhesion

moleculeを介して起こると考えられているが，

shearstressが低下しすぎると，これらのadhe-

sionmoleculeの発現が抑制されたとの報告もあ

る．今回の実験ではrollingやadhesionが遷延

性に持続していることが認められ，慢性脳低灌流

状態における病態メカニズムとしてより深く関与

していることが示唆された．

トロンボモデュリンは血管内皮に存在する抗凝

固性物質であり，トロンビン作用の抑制などから

抗凝固作用を持つ．今後は，トロンボモデュリン

を投与し，血流改善効果について確認を行ってい

く．
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区分：B

新研究プロジェクト報告書

肝疾患特異ペプチドの糖鎖プロファイリングに

よる新規バイオマーカーの探索

山本 憲彦

三重大学医学部附属病院 消化器内科

癌の局所においては多くのプロテアーゼにより

細胞内外の蛋白が分解され，疾患特異的なペプチ

ドームが産生されている．肝細胞癌でも特異的な

ペプチドが出現していると考えられ，そのバイオ

マーカーとしての有用性が期待される．

我々はこれまでに二次元液体クロマトグラフィー

/質量分析（LC/MS）を組み合わせることによ

り，新規肝癌マーカーとして inter-a-trypsin

inhibitorheavychain4（ITHH4）のペプチド

断片を同定した．また，その後の検討により

ITIH4の35kD断片が糖鎖構造の相違から10の

variantsに分離されることが明らかとなり，こ

の variantsを利用することで HCC113例，LC

100例，慢性肝炎102例における検討で，CHと

HCCは85％（ROC＝0.89），LCとHCCは84％

（ROC＝0.77）の感度で分離可能であり，特に

stage1の初期のHCCではvs.CH，vs.LCとも

に100％の感度で分離可能であることを報告して

きた．

ITIH4は元来120kDの蛋白であるが，カリク

レインにより切断され85kDと35kDの蛋白が形

成される．また，肝細胞内ではIL-6～STAT3へ

の経路に影響を与えることで発癌に関与すること

が考えられる．我々はITIH4の癌マーカーとし

ての有用性のみならず，肝発癌と糖鎖修飾の関連

を解析しようと試みている．そのため，HepG2

よりRT-PCRにより全長（120kD），85kD，35kD

の ITIH4cDNAを作製し，これらをそれぞれ発

現するプラスミドベクターを作製した．まず，各

種細胞株で35kD蛋白を強制発現させ，糖鎖修飾

が肝細胞癌特異的であるかどうかを確認したい．

次にはShRNAによるKOで細胞の増殖能，ア

ポトーシス耐性への変化を解析したいと考えてい

る．併行して癌マーカーとしての有用性を更に確

立するため症例数の積み重ね，他の癌での発現確

認も行っている．

新研究プロジェクト報告書

休止期にある急性リンパ性白血病幹細胞に対す

る有効な治療開発

木平健太郎

三重大学大学院医学系研究科

病態解明医学講座 小児科学分野

大学院博士課程4年次

（背景）

急性リンパ性白血病（ALL）は，最も発生頻

度が高い小児がんである．小児期ALLに対する

治療は，過去40年間で飛躍的に向上し，約80％

に長期生存が期待できるようになっている．しか

し，依然，初期治療反応不良あるいは再発する一

群が存在している．これらの治療抵抗性ALLの

実数は，急性骨髄性白血病や悪性リンパ腫の新規

発症数より多く，かつ生命予後が極めて不良であ

ることから，小児腫瘍学の領域では，新しい治療

開発が望まれる疾患群となっている．

難治性ALL細胞の治療抵抗性については，こ

れまで薬剤耐性の面から研究が進められてきたが，

近年，提唱されるようになったがん幹細胞の概念

が，ALL細胞を用いた研究においても報告が散

見されるようになった．我々も白血病幹細胞が

ALL再発に深く関与していると考え，ALL幹細

胞の細胞動態について骨髄間質細胞との相互関係

に着目した研究を進めている．

GFP陽性不死化骨髄間質細胞と我々の研究室

で樹立した小児期発症 BprecursorALL細胞

株を用いて実験を行った．この系は，生体内での

骨髄微小環境を invitroで再現する実験系であ

る．骨髄幹細胞（MSC）と付着した ALL細胞

が，白血病幹細胞としての性質を有していること

を確認することを目的に以下の実験を行った．

（実験1）

MSCに接着した ALL細胞の細胞周期を検討

したところ，浮遊状態に比較してMSCに付着し

たALL細胞ではG1期の比率が高かった．また，

Time-lapsingimageを用い，doublingtimeを

計測したところ，細胞分裂の時間が極めて遅くな

ることを観察した．

（実験2）

MSCに接着したALL細胞の表面マーカーを検

討したところ，骨髄間質細胞と接着した ALL細
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胞は，接着により表面マーカーの発現に変化が生

じていた．MSCに接着した細胞は，がん幹細胞

のマーカーとして報告されている CD133，CD34

などを発現し，CD38の発現が消失していた．

（考察）

これらの観察は，ALL細胞が，骨髄間質細胞

と接触することにより，白血病幹細胞としての性

質を持つようになること，あるいは休止期に導入

されることを示唆している．

今後は，これらの新知見に基づき，骨髄間質細

胞との接着により，白血病幹細胞としての表現型

を持つに至った白血病細胞の生物学的特性につい

ての検討をさらにすすめ，骨髄間質細胞に接着し

た白血病細胞を標的とする分子の同定を計画して

いる．

新研究プロジェクト報告書

臍帯血移植におけるNKレセプターLy-49ファ

ミリーの役割について

天野敬史郎，平山雅浩

三重大学大学院医学系研究科 小児科学分野

【要旨】臍帯血移植における拒絶の現象を NK

レセプターであるLy-49ファミリーの観点で検

証を行った．新生児期のマウスのNK細胞は様々

なパターンのLy-49レセプターの発現がみられ

た．また，新生児期のNK活性が成年期マウス

に比べて低いことが示された．これらの結果は今

後移植モデルにおいて検証することで，臍帯血移

植におけるNK細胞と拒絶のメカニズムの解明

に繋がると考えられた．

【はじめに】臍帯血移植において問題となる生着

不全は一部にNK細胞レセプターが関与すると

言われている1）2）．NK細胞には抑制性レセプター

と活性型レセプターが存在しており，これらの相

互作用の結果により拒絶がおこるとされる3）．本

研究はLy-49システムを有するNK細胞が臍帯

血移植の拒絶にいかに関与するか検証を行なう．

【方法】

1）様々なStrainのマウスのLy-49ファミリー

の分布をフローサイトメーターを使用して解析

する．Ly-49の抑制性レセプターとしてLy-49A，

Ly-49C/I，Ly-49G2を，活性型レセプターと

してLy-49Dを，生後3日以内のB6，BALB/

c，C3H，DBA/2マウスの末梢血および脾臓

細胞での発現をそれぞれで比較した．

2）新生児末梢血および脾臓中のNK細胞を使

い，Crreleaseassay法により細胞障害活性を

確認した．

【結果】B6，BALB/c，DBA/2のマウスにおい

てDX5（＋）NK細胞のLy-49A，Ly-49C/I，

Ly-49G2，Ly-49Dの分布は Strainにより全く

違っていた．また，1つのNK細胞にレセプター

を1つのみ発現するものから4つすべて発現して

いるものまで様々なポピュレーションが存在して

いた．C3Hマウスにおいては個体差もみられ，

一部のマウスではほとんどNK細胞が認められ

ない個体もみられた．Crreleaseassayによる

NK活性は各Strainの差は顕著ではないが，成

年期マウスと比較すると有意に低下していること

が認められた．

【まとめと今後の課題】今回の研究でNK細胞

は，そのレセプターの発現から様々なポピュレー

ションが存在することがわかった．これはT細

胞の多様な認識機構とは違い，単純なパターン認

識というNK細胞の性格を反映したものと考え

られる．また，成年期と違い，新生児期の NK

活性が低いことは臍帯血移植における拒絶との関

連が示唆された．今後は臍帯血移植のマウスモデ

ル1）4）を用いて，拒絶におけるLy-49ファミリー

の役割について調べることが課題にあげられた．
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頚動脈ステント留置術に伴う脳梗塞合併症の

予防に関する研究

濱田 和秀

三重大学大学院医学系研究科

脳神経外科学講座

【目的】頚動脈狭窄症はアテローム血栓性脳梗塞

の主要原因のひとつであり，近年高齢者などの高

リスク症例で頚動脈ステント留置術（Carotid

ArteryStenting：CAS）が施行されるようになっ

たが，未だ脳塞栓症の合併症発生率がCEAより

高いことが問題となっている．頚動脈狭窄の原因

となるプラークの発生には炎症による血管内皮細

胞障害や酸化 LDL（lowdensitylipoprotein）

の関与が示されている．プラークの性状を知るこ

とは，塞栓性合併症の発生率減少に寄与すること

になるが，CASの際に狭窄部位周辺から回収す

る血液中のマーカーを調べることにより，プラー

ク中の炎症系サイトカインを検出することができ，

術中脳塞栓症と炎症系サイトカインの関連性をみ

ちびきだせるものと考えられる．

【研究方法】CASを行った14例に対して，橈骨

動脈および頚動脈狭窄部でステント留置前後で採

血を行い，炎症系マーカーをELISA法を用いて

定量した．

【結果】アディポネクチンは頚動脈狭窄部周辺で

術前後ともに橈骨動脈よりも高く，IL-6はCAS

後に狭窄部周辺および橈骨動脈で採取した両者と

もにCAS前よりも高値になっていた．

【考察】症例数も少なく，数値としてもばらつき

が多く，断定はできないが，CASの際にプラー

ク内からはIL-6が遊離し，血液中に拡散する．

狭窄部周辺にはアディポネクチンの量が多いこと

までは示せたものの，プラーク内での局在は不明

である．今後症例数を重ねることにより，プラー

クと炎症系マーカー・画像の合致が行えるものと

思われ，術中の塞栓予防のための術前のmedica-

tionの選択にも影響を与えるのではないかと思

われる．
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局所進行膵癌に対する，術前放射線化学療法に

よる宿主腫瘍免疫動態の変化

水野修吾，岸和田昌之

三重大学医学部附属病院 肝胆膵・移植外科

【背景と目的】教室では，難治癌の代表である膵

癌の治療成績を向上させる目的で，消化器・肝臓

内科，放射線科の協力を得て，2005年から現在

までに87例の局所進行膵癌に対し，術前放射線

化学療法（NCRT）を施行した後に外科的切除を

行い良好な成績を得てきた．一方，各種癌腫瘍免

疫には抑制性T細胞並びにCD4+細胞ATP活性

を代表とした，宿主腫瘍免疫反応が重要視されて

いるが，正確に免疫力の評価を行った報告はない．

本研究では局所進行膵癌のNCRT前後と手術後

における免疫力を評価したので報告する．

【対象と方法】2009年5月から2009年12月ま

でに当科で NCRT施行後膵切除術を行った，

UICCStageIII以上の局所進行膵癌症例11例を

対象とした．男性6名，女性5名，平均年齢は

67歳（59－78）であり，全例，超音波内視鏡下

細胞診にて診断後，放射線治療を5週間施行し，

この間にジェムシタビン（1000mg/mm2）を4

回施行．6週間後に前方到達法による膵切除を施

行した．NCRT前後と膵切除後1－2ヶ月目に，

血中総タンパク，アルブミン，総コレステロール，

トリグリセリドの推移を，また免疫能評価として

血中総リンパ球数，CD4陽性細胞ATP活性の

推移を検討した．尚，CD4+ATP活性は，免疫

能測定キットとして米国 FDAにて認可された

Cylex社 ImmuKnowassaykitを用いた．

【結果】血中総タンパク，アルブミン，総コレス

テロール，トリグリセリドはNCRT前と比べて

経過中に有意な差を認めなかった．血中総リンパ

球数（/ml）は，NCRT前後，手術前後では差が

なかったが，NCRT前1293（730－1700）と比べ，

手術後は808（570－1190）と有意に低下していた
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（p＝0.037）．一方，CD4+ATP活性（ATPng/

ml）は治療前の時点で434（297－583）と健常人

と同等であったが，NCRT後に324（223－376）

と有意に低下し（p＝0.031），手術後も311（234－

405）と NCRT前に比べて有意に低下していた

（p＝0.016）が，手術前後では差を認めなかった．

【結論】局所進行膵癌患者では，治療前には消化

管癌のような免疫力低下を認めなかった．NCRT

を行う局所進行膵癌では，今後免疫力向上のため

に，免疫賦活栄養剤等の積極的な導入が必要であ

ると考えられた．
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