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計数型抜き取り検査法を用いたポリオワクチン接種率評価法

一中国雲南省少数民族居住地域での応用ー

研究代表者氏名:松葉側

所属:国立国際医療センター国際協力局派遣協力課

役職:医師

要旨:計数型抜き取り検査法は元来工業製品の品質管理の分野で広く用いられ

てきた統計手法であるが、近年開発途上国におけるワクチン接種率の調査およ

び評価・モニタリングに用いられ、その有用性が確認されている。本研究はこ

の技法を用いて従来様々な要因で調査が困難であり、またポリオ根絶事業上高

危険群と見なされている中国雲南省の少数民族居住地域における児童のポリオ

・ワクチン接種率調査を行い、今後の中国におけるポリオ根絶事業に資するデー

タを得ること、並びに該当地域の保健従事者が当手法を用い独自で予防接種プ

ログラムの評価・モニタリングが実施できるようになることを目的として実施

された。

KEY WORDS :計数型抜き取り調査、中国、雲南省、少数民族、ポリオ根絶

研究報告

目的:計数型抜き取り検査法は元来工業製品の品質管理の分野で以前より広く

用いられてきた統計手法である。近年開発途上国におけるワクチン接種率の調

査および評価・モニタリングに用いられ、その有用性が確認されている 1) 2)。

通常日本ではワクチン接種率の評価やモニタリングについては予防接種台帳

に登録された児童を母集団値とし、実際の接種数を分子に計算されている。予

防接種台帳は住民票や外国人登録を基に市町村で作成されるが、わが国の場合

これが実際の対象児童人口と大きく違っていることはまれである。途上国の場

合接種数については割合正確に把握することが可能であるが、対象母集団につ

いては信頼性の高いデータを得ることは困難である。中国の場合都市部におい

ては流入人口の把握が困難であり、農村部では超生児と呼ばれるいわゆる一人

っ子政策の上で禁止されている第二子以降の児童のように正確に住民として登

録されていない子供が多く存在している。中国の予防接種事業においても日本

と同様に接種台帳がありこれは接種者である郷村医生(村落ヘルスワーカー)

が作成している。接種台帳の作成にあたっては、定住人口のみでなく、実際に



家庭訪問等を実施して実態調査の上流動人口や超生児についても記載するよう

衛生部より指導されているが、家族計画事業は中国の国策であり、違反者への

罰則もあることから実際にはきちんと接種台帳にこれらの児童が登録されるこ

とは希である。従って公式に報告されている予防接種率は分母の母集団が実際

より低く見積もられているため、実際よりも高い値を示している。出生率を基

に接種対象人口を推定し、実際に使用したワクチンの数を分子にし接種率を推

定する方法もあるが、出生率に関しでも家族計画事業との関係で必ずしも実勢

を反映したものではないことが多く、この方法によっても不正確な値しか得ら

れない。このような事情によってワクチン接種率の評価やモニタリングに際し

てフィールド調査が必要とされている。

中国雲南省の少数民族居住地域は一般に交通の不便な山岳地域であり保健行

政予算や人的資源も乏しく、ワクチン接種率の評価やモニタリングに際して従

来のサンプリングにより母集団のパラメ〕タを推定する方法を用いることは困

-難である。また上記の理由や近年の経済事情による人口の流動化、国境を越え

た住民の交流等によりワクチン接種率が低い集団が当地域内に存在し、ポリオ

根絶事業上高危険地域と見なされている。当研究は計数型抜き取り検査法を用

いることによって従来評価が困難であった地域のポリオワクチン接種に関する

データを得ることによって、今後の中国におけるポリオ根絶事業に資するデー

タを得ること、並びに該当地域の保健従事者が当手法を用い独自で予防接種プ

ログラムの評価・モニタリングが実施できるようになることを目的として実施

された。

方法:計数型抜き取り検査法は、従来のサンプリングにより母集団値を推定す

る方法に比べ少ないサンプル数で結果が得られることが一番の利点である。具

体的な手順を以下に記す。帰無仮説の採択または棄却を行うことに関しては一

般によく知られた統計学的検定手法とは同様である。帰無仮説は「あるロット

からの不良品の出現率を p以上であるJとする。 N個のロットより n個を無作

為抽出しその中の不良品の個数を示す確率は超幾何分布を表す。この確率分布

の式を利用し、 N、p、d (限界値、 n個のサンプノレの中ある不良品の個数。通

常O、1、2程度で設定する。)、 α(検定の第一種エラー、通常0.01または0.05)

を決めることによって必要なサンプノレ数nが決められる。この値を得るために

は煩雑な数式を解く必要があるが、あらかじめ用意された表を用いると簡単に

値が得られる 3)。

当手法をワクチン接種率評価に用いる際、ロットをコミュニティに置き換え

不良品の出現率をワクチン非接種率に置き換えればよい。コミュニティの母集

団人口 Nはおよそ 1，000--10，000とした。非接種率は O.15とした。即ち接種



率が 0.85ということである。この基準は中国が 1996年にポリオ接種率全国調

査を実施した際に用いた値であり、基準的な値としてローカルヘルスワーカー

や地区、県レベルでの衛生行政担当者にも広く受け入れられている。これが基

準値設定の一つの理由である。実際には流動人口や外国籍の児童では更に接種

率が低いことが今までの調査によって推測されている。ポリオ根絶のようなプ

ロジェクトではワクチン接種率が一年で 40%から 50%に上昇したからといっ

ても意味のある変化とはみなされない。高いワクチン接種率が保たれることに

よって疾病根絶が可能となるため、たとえ接種率が 30%でも 70%でもどちら

も不合格とみなされることに変わりはない。よって 85%を評価基準とすること

に問題はない。さらに限界値dを0、αを0.05に設定することによって必要な

サンプル数 n=16を得た。即ち 1，000"'10，000人の母集団より 16人を無作為抽

出し全て接種ありであれば、その集団の接種率は 85%以上であり、一人でも接

種なしの児童がサンプルに含まれれば85o/o以下という調査モデルを得た。

1997年に中国雲南省の 10地区(文山、麗江、杵慶、徳宏、思茅、西双版納、

昆明、玉渓、昭通、曲靖)29地点および 1998年に 3地区(大理由族自治州、

楚雄イ族自治州、昆明市)9地点において上記モデルを用い調査を実施した。

調査には質問紙が用いられ、全国予防接種目(ナショナルキャンベーン)時お

よびEP 1 (拡大予防接種計画)による定期予防接種によるポリオワクチンの

接種の有無について尋ね、性別、年齢、居住形態など接種に影響すると思われ

る要因についても調査された。インタビューは標準中国語、漢語雲南方言、各

民族語の話者によって適宜各言語を用い行われた。ポリオワクチンの性質より

接種回数がOのものの他に接種が規定回数に達していない児童も不合格とした。

結果.雲南省にある 17の地区のうち 12地区(文山、麗江、杵慶、徳宏、思茅、

西双版納、昆明、玉渓、昭通、曲靖、大理由族自治州、楚雄イ族自治州)38地

点において実施した調査結果を表に示した。同じ地点でも定住人口と流動人口、

外国人は別集団と考え別の地点として計上した。 38地点を居住形態別に見ると

定住人口 10地点、流動人口 10地点、外国人 2地点、区別しなかったもの 16

地点である。そのうち合格と判定されたものは定住では 8地点、流動人口およ

び外国人では共に 0、区別しなかったものでは 2地点である。この区別しなか

ったものの 2地点は農村であり、標本の中に流動人口を含んだものの殆どが定

住人口であった。このことから定住人口に対するポリオワクチン接種率は非常

に高いことが明らかになった。対照的に流動人口や外国人ではサンプルが集ま

らずに判定不能であった2地点を除くとすべて不合格であった。



表、計数型抜き取り調査を用いたポリオワクチン接種率調査の結果 (α=0.05)
調査日時 調査地点 居住形態 合格基準 標本 限界 不合 結果

数 値 格数

97. 4.26 文山州硯山県 区別せず 85%以上 29 2 3 不合格

4.27 文山州文山市 (1) 区別せず 85%以上 29 2 3 不合格

4.27 文山州文山市 (2) 区別せず 85%以上 29 2 5 不合格

4.28 文山州丘北県双龍営郷 区別せず 85%以上 29 2 。 合格

6.13 麗江地区麗江県 定住 85%以上 16 。 l 不合格

6.13 麗江地区麗江県 流動 85%以上 16 。 5 不合格

6.15 ヂイ慶州中ヂシ県 定住 85%以上 16 。 。 合格

6.15 ヂイ慶州中デン県 流動 85%以上 16 。 6 不合格

7. 9 徳宏州瑞麗市 定住 85%以上 16 。 。 合格

7. 9 徳宏州瑞麗市 流動 85%以上 16 。 4 不合格

7. 9 徳宏州瑞麗市 外国人 85%以上 16 。 4 不合格

7. 9 徳宏州瑞麗市、龍川県 定住 85%以上 16 。 。 合格

7. 9 徳宏州瑞麗市、龍川県 流動 85%以上 16 。 2 不合格

7. 9 徳宏州瑞麗市、龍川県 外国人 85%以上 16 。 2 不合格

8. 10 思茅地区江城県 区別せず 85%以上 16 。 3 不合格

8.11 西双版納州モンラ県モ吋、ン 定住 ー 8 。 ー

8.11 西双版納州モンラ県モ吋、ン 流動 85%以上 16 。 2 不合格

8.13 西双版納州景洪市 流動 85%以上 16 。 l 不合格

9. 1 昆明市宜良県 区別せず 85%以上 16 。 不合格

9. 1 昆明市路南県量子村 区別せず 85%以上 16 。 。 合格

9.24 玉渓地区峨山県 定住 85%以上 16 。 。 合格

10.23 昭通地区昭通市 定住 85%以上 16 。 。 合格

10.23 昭通地区昭通市 流動 85%以上 16 。 l 不合格

10.25 昭通地区塩樟県 定住 85%以上 16 。 。 合格

10.25 昭通地区塩樟県 流動 ー 4 ー 1 ー

10.26 昭通地区水富県 定住 85%以上 16 。 。 合格

10.26 昭通地区水富県 流動 85%以上 16 。 2 不合格

10.27 曲靖地区曲靖市 定住 85%以上 16 。 。 合格

10.27 曲靖地区曲靖市 流動 ー 4 ー 1 ー

98. 4. 15 大理州大理市大理古城 区別せず 85%以上 16 。 4 不合格

4.16 大理州大理市下関紫雲 区別せず 85%以上 16 。 7 不合格

4.17 大理州剣川県 区別せず 85%以上 16 。 7 不合格

4.19 大理州知源県 区別せず 85%以上 16 。 5 不合格

4.21 楚雄州楚雄市 区別せず 85%以上 16 。 7 不合格

4.22 楚雄州牟定県 区別せず 85%以上 16 。 6 不合格

4.23 楚雄州双柏県 区別せず 85%以上 16 。 7 不合格

4.25 昆明市 区別せず 85%以上 16 。 7 不合格

4.25 島明市官渡区 区別せず 85%以上 16 。 7 不合格

考察:中国雲南省の少数民族居住地域はポリオ根絶事業上高危険群と見なされ

ていた。今回この地域の児童のポリオワクチン接種率調査を行ったところ、定

住人口については接種率が高く、流動人口では接種率が低いことがわかった。

この結果は以前より保健従事者の間で推測されていたことと変わりないが、今

回我々は統計的手法を用いて数理的に実態を証明することができた。また調査



に使用された計数型抜き取り検査法を用いることによって今後継続的にワクチ

ン接種率のモニタリングが可能となった。今後地域の保健従事者が当手法を用

い独自で予防接種プログラムの評価・モニタリングが実施できるようになるこ

とが望まれる。

調査実施の上で問題となったのは正確なサンプリングの実行である。定住人

口であれば無作為抽出は可能であるが流動人口については困難である。実際に

我々はエリアサンプリング(対象地域を地理的に分割し、無作為抽出する)と

抽出されたエリアにおける単純無作為抽出からなる多段階抽出法を用いた。た

だしこの方法では母集団の地理的な人口分布が正しく反映される保証はないの

で誤差を生じる可能性が大きい。今後エリアサンプリングを行う際に誤差を減

少させるよう適切なサンプル数を設定する必要がある。
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中国少数民族居住地区におけるNI D (全国予防接種目)事業およびEPI (拡大予
防接種計画)の問題点について

小林誠 (東京女子医大第二病院検査科)
松葉 側 (国立国際医療センタ一国際医療協力局)
梁 志松 (中国雲南省第一人民病院)

[要約]
中国の少数民族居住地区におけるポリオの予防接種特にNIOによる接種状況について、市
場などでの聞き取り調査を行った。その結果以下の群がNIOから漏れやすい高危険群であ
ることがわかった。①男、②漢族、③流動人口、④居住期間が1年未満、⑤以前のポリオ
の接種震がない、⑥接種証を持っていない。当初の少数民族が高危険群であることを予想
していたが、少数民族の大多数は定住人口で、しかも同じ場所!こ1年以上り居住しており、
定期接種、 NIOなどの保健医療サービスを受けやすいことが考えられた。今後上記の高危
険群をも巻き込む形で定期接種、 NIOを行っていく必要がある。

Key word :ポリオ、拡大予防接種計画、 N10 (全国予防接種目)、流動人口、少数民族

I目的
ポリオ根絶事業においてAFP(急性弛緩性麻痩)サーベイランスとポリオワクチンの接種

は不可欠である。中国の南方に位置する雲南省は、全人口4000万人のうち33%が少数民族
であり、最近まで野生株ポリオ症例の見られたヴェトナム、ミヤンマーと接し、全地域の
94%が山岳地帯という地理的要因もありポリオ根絶上高危険地域と考えられている。雲南
省の少数民族居住地域におけるN1 0 (全国予防接種目)事業およびEPI(拡大予防接種計画)の
問題点およびその対策について検討した。

E方法
98年4月に雲南省の3つの地区(大理、楚雄、昆明)の市場、商庖街、駅前において、 4歳

未満の子供を持つ親144人を対象に97/98N10(97年12月5目、 98年1月5日に中国全土で行わ
れたN1 0)の接種状況について調査を行った。調査方法は、市場などの調査地点でランダム
!こ4歳未満の子供を持つ親を抽出し、居住形態、子供のNIOの接種状況等について聞き取り
調査をした(表1)。調査には標準中国語(普通話)のほかに現地の民族語が使用された。

出された結果を、 NIOを完了したかどうか(r完了」とはNIOを2回とも接種されているこ
と)について、性別、民族、居住形態、居住期間、以前のOPV接種歴、接種証の有無などに
分けて X2検定を行い検討した。またNIOの情報源、 NIOを受けなかった理由についても検
討した。

E結果
1.地区ごとのNIO接種状況

中国ではNIOは12月5日と1ヶ月後の1月5日に行われている。どちらも接種されてない場
合を rO回」、どちらの日か1回のみ接種された場合を r1回」、どちらの日も接種された場
合を r2回Jとした。大理、楚雄、昆明のそれぞれの地区でNIOを2回接種されているのは
60%前後で、地区による大きな差はなかった(表2)。

2.性別、民族の違いによるNIO接種状況
性別では女児の方が男児に比べ12月5日と1月5日に2固ともNIOが接種されている率が有

意に高かった (p=0.00191)。また民族別では少数民族の方が漢族に比べ2固ともNIOが接種
されている率が有意に高かった (p=O.00416) (表3)。



3.居住形態、居住期間の違いによるNID接種状況
居住形態では、定住人口(戸籍がある場所に居住している人口)の方が流動人口(戸籍が

ある場所とは違う場所に住んでいる人口)に比べ2固ともNIDが接種されている率が有意に
高かった (p=O.00109)。居住期間では、 1年以上現住所に住んでいる群の方が1年未満の群
に比べNIDが接種されている率が有意に高かった (p=O.02961) (表4)。

4.過去のOPV接種歴の有無、接種証の有無とNID接種状況
過去にOPVの接種歴がある群は、接種歴がない群に比べ2固ともNIDが接種されている率

が有意に高かった (p=0.00055)。接種証を持っている群は持っていない群に比べ2固とも
NIDが接種されている率は高いが有意差はなかった (p=O.07991) (表5)。

5.NIDのことをどこで知ったか
今回のNIDを2回接種された群で、 NIDのことをどこで知ったかにについては、「村医者

からの通知Jが42(42%)と最も多かった。以下「テレビ」、「壁に書かれたスローガン」、「県
防疫センター(予防保健を行う県レベルの機関)の通知J、「病院からの通知」、「知人から
の情報」の順であった。また「接種の時までNIDのことは知らなかったJつまり接種の時
初めてNIDのことを知った人は10人であった(表6~ 。

6.NIDの宋接種理由
今回のNIDが未接種だった理由は、「知らなかったJが最も多く 33人(58%)であった

(表7)。

以上のことから以下の群がNIDから漏れやすい高危険群であることがわかった。
①男 ②漢族 ③流動人口 ④居住期間が1年未満 ⑤以前の接種歴が無い ⑥接種証を
持っていない

w考察
民族別のNIDの接種状況に関しては、当初少数民族の方がNIDなどのワクチン接種から漏

れやすいと考えていたが、実際には少数民族の方が接種状況は良かった。これは表81こ示
すように少数民族の大多数が定住人口で、しかも同じ場所に1年以上居住しており、村医
者などにより定期接種に登録されやすく、定期接種やNIDを受けやすいためと考えられる。
一方漢族は表81こ示すように、約半分が流動人口で18%が居住期聞が1年未満であった。そ
ういった流動人口や居住期間が1年未満の人口は、短い期間に移動するため定期接種など
の保健サービスから漏れやすく、今回のNIDでもやはり漏れてしまったと考えられる。

以前の接種歴は、定期接種や昨年(96/97)以前のNIDのことで、過去に何らかのかたちで
OPVを接種されている子供は、今回の97/98NIDでも接種されている。逆に言えば、以前に
OPVから漏れている子供は今回のNIDもまた漏れてしまう危険が高いということが言える。
したがってNIDでは、より多くのしかも以前OPVを受けたことの無いような子供を見つけだ
し、接種することが重要である。
性別に関しては男の方がNIDから漏れやすい理由は不明で今後の検討が必要である。
人々のNIDに関する情報は、普段身近にいる村医者からのものの役割が大きい。 NID未接

種の理由は「知らなかったJが33/57(58%)で最も多く、村医者を通して人々への情報提供、
啓蒙を行うことがNIDを一人でも多くの子供に接種するために重要である。
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表1.調査項目

・子供の性別、年齢、民族

・居住形態(戸籍のある場所に住む場合を「定住J、
そうでない場合を「流動」とした)

-居住期間(現在の住所に住んでいる期間)

・前回NID(97年12月/98年1月)の接種の有無、接種

の場合はどこでNIDのことを知ったか(情報源)、未

接種の場合はその理由

・以前のOPV接種歴の有無

-ワクチン接種証(ワクチンスケジュールや個人の接

種歴が記録されている手帳で、防疫センターや医

院で発行される)の有無

表2.97/98NID接種状況

対象者数 0回 1回 2回

大理 64 10(16%) 13(20%) 41 (64%) 

楚雄 48 8(17弘) 12(25%) 28(58%) 

毘明 32 8(25%) 6(19弘) 18(56%) 

合計 144 26(18%) 31 (22%) 87(60見)



表3.性別、民族とNID接種状況

性別

民族

0園、1回

男 38(52%)

女 19(27%)

(p=0.00191 ) 

2回 合計

35(48%) 73 

52(73覧) 71 

漢族 44(45%) ， 53(55覧) 97 

少数民族 13(28%) 34(72見) 47 

(p=0.041 68) 

表4.居住形態、居住期間とNID接種状況

0回、 1回 2回 合計

居住形態

定住 28(30%) 65(70覧) 93 

流動 29(57%) 22(43見) 51 

(p=0.00109) 

居住期間
1年以上 46(37%) 78(63弘) 124 

1年未満 11(65%) 6(35見) 17 

(p=0.02961 )※居住期間不明3名
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表5.以前のOPV接種歴の有無、接種証
の有無とNID接種状況

0園、1回 2回 合計

以前のOPV接種歴
有り 41(34%) 81 (66%) 122 

なし 16(73%) 6(27%) 22 

(p=0.00055) 

接種証
なし 23(50%) '23(50%) 46 

有り 34(35%) . 64(65児) 98 

(p=0.07991 ) 

表6.NIDのことをどこで知ったか

①村医者からの通知 42(42%) 

②テレビ 16(16九)

③壁に書かれた標語 11 (11弘)

④県防疫センターの通知 10(10%) 

⑤病院からの通知 6(6覧)

⑤知人からの情報 6(6覧)

⑦その他 8(8弘)

合計 99 

※複数回答あり
※「接種の時までNIDのことは知らなかったJは10人
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表7.NIDの未接種理由

①NIDのことを知らなかった

②知っていたが忙しかった

③知っていたが外出、旅行中だった

④本人(子供)が病気、発熱していた

⑤その他

33(58%) 

8(14%) 

5(9九)

2(3九)

9(16%) 

合計 57 

表8.居住形態、居住期間と民族

定住 流動 合計

民族
漢族 49(51 %) 48(49%) 97 

少数民族 44(94%) 3(6%) 47 

1年未満 1年以上不明 合計

民族
漢族 17(18%) 79(81見) 1(1%) 97 

少数民族 0(0%) 45(96見) 2(4%) 47 
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要旨

表皮水癌症は多くの病型に分類されるが，いずれの病型においても先

天的に皮膚が脆弱であり，軽度の機械的刺激で容易に水癌，漬蕩を生ず

る.その中でも劣性栄養障害型と Herlitz致死接合部型は最重症型であり，
表皮水癌症の中で、も最も予後の悪いタイプである。両者はともに常染色

体劣性に遺伝する。本症では先天的に皮膚基底膜の VII型コラーゲン，あ

るいは laminin5の形成障害が基盤にあることが最近解明された.また

一部の患者においてはそれぞれの遺伝子の変異も確認されるに至った.

本研究の目的は、表皮水癌症の最重症型である劣性栄養障害型ならび

にHerlitz型の日本人患者と中国人患者における VII型コラーゲン，およ

び laminin5の遺伝子変異部位を同定をしうる確実な遺伝子診断法を設

定し，日本人、中国人患者における遺伝子変異パターンの異聞を明らか

にすることであった。

本研究では、実際に劣性栄養障害型ならびに Herlitz致死型表皮水痘症

患者を集積した。患者の皮膚を基質として、 VII型コラーゲン，および

laminin 5に対するモノク口ナール抗体を用いてタンパクレベルの異常を

確認した。

続いて、個々の劣性栄養障害型 ならびに Herlitz型表皮水癌症患者か

らDNAを抽出し、個々の症例における VII型コラーゲン，あるいは

laminin 5における遺伝子変異部位を DNAレベルで確認した。この結果、

中国人表皮水癌症患者においても日本人患者と類似の遺伝子変異パター

ンが存在することが示峻された。

Key Words 
表皮水癌症、ラミニン 5、VII型コラーゲン、皮膚基底膜、遺伝子診断
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目的
本研究の目的は、日本と中国における先天性表皮水癒症患者の遺伝子

変異部位を比較検討し、遺伝子変異部位を同定をしうる確実な遺伝子診

断法を設定することである。

法方

1) 日中両国での表皮水癌症患者の集積:

表皮水癒症患者を中国全土から集積する。具体的にはこれまでに集積

した日本人患者 50例に加え、あらたに北京大学を窓口に中国人の表皮

水癒症患者を集積する。 shavebiopsyにて患者皮膚を生検し、凍結生切

片を蛍光抗体間接法の基質とする。また患者、および家族から採血を行

いDNAを抽出し、遺伝子解析の材料とする。

2)蛍光抗体法

表皮水癒症患者皮膚を基質として、 Herlitz致死型で特異的に欠損して

いる laminin5、劣性栄養障害型で特異的に欠損している VII型コラーゲ

ンに対するモノクローナル抗体を用いて蛍光抗体間接法を施行する。

3)電顕

電顕的に患者皮膚における水癌形成部位を電顕的に同定する。同時に

表皮基底膜構成成分であるヘミデスモゾームならびに anchoringfibrilの

微細形態異常の有無を観察する。

4) PCRならびに Heteroduplex法

個々の Herlitz型表皮水癌症患者、ならびに劣性栄養障害型患者につい

て、 1)ー 3) までの検索により推定された laminin5あるいは VII型コ

ラーゲン遺伝子における変異部位を PCRならびに Heteroduplex法にて

推定する。

5) Direct seQuencinaならびに制限酵素による遺伝子変異部位の確定

Heteroduplex法にてダブルバンドがあらわれた工クソン部分に関し

ては、我々の保有する自動sequencerにて遺伝子変異部位を検索する。

発見された変異部位の確認には、適当な制限酵素、あるいは allele-

specific oligonucleotide hibridization法を用いて行う。

6) D N A出生前診断への応用と実施
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laminin 5、あるいは VII型コラーゲンの DNA変異部位が確認された家

系については統計解析し、日中両国患者において共通に認められる hot

spot mutation部位を確認する。同時にその部位を同定するための、正確、

簡便な遺伝子変異同定法を確立する。さらにもし羅患児出産の既往があ

る母親が再び妊娠し出生前診断を希望した場合、実施計画がたてられる

ように検討する。

結果
中国における劣性栄養障害型ならびに Herlitz致死型表皮水癌症患者を

集積した。患者の皮膚を基質として、 VII型コラーゲン，およびlaminin5 

に対するモノクロナール抗体を用いてタンパクレベルの異常を検索した。

その結果、日本人患者と類似のタンれク以上がそれぞれ VII型コラーゲン，

およびlaminin5に見られることが示唆された。

続いて、個々の劣性栄養障害型，ならびに Herlitz型表皮水癌症患者か

らDNAを抽出し、個々の症例における VII型コラーゲン，あるいは

laminin 5における遺伝子変異部位を DNAレベルで確認した。この結果、

すくなくとも日本人患者においては、特異的な遺伝子変異が同定された。

中国人患者については現在検索中である。

考察
表皮水癌症は、皮膚基底膜抗原をコードする遺伝子の変異により生じ、

国の難治性疾患にも指定されている皮膚遺伝病であり、いくつかの病型

に分類される。とくに Herl itz致死型と劣性栄養障害型は最重症

型であり、早期に死亡するか、合指症、扇平上皮ガンの発生などにより

予後不良な経過をたどる。有効な治療法が無いため、臨床面、社会面に

おいても、安全確実な本症の DNAレベルでの診断、出生前診断法の確

立は重要な課題である。申請者らは表皮水癒症の病因、診断法に関する

研究を長年続けており、一部の症例においては出生前診断することにも

すでに成功している(業績;Shimzu H et al.参照)。一方、最近の免疫学、

分子生物学の著しい進歩にともない、表皮水癌症の原因となる遺伝子異

常も解明されつつある展開を迎えている。しかし、最近本症における遺

伝子変異部位は人種聞によりかなりの多様性があることも判明し、欧米

の患者と日本人患者ではその hotspot mutation部位が異なり、正確かっ

効率的な DNA診断法も人種聞により差があることが明らかとなった。
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本研究の目的は、人種的に比較的近縁な中園、日本両国における表皮

水癌症患者を比較対象として、遺伝子変異部位、臨床所見に多様性であ

る本症の遺伝子レベルでの診断、出生前診断を確立させることであった。

本研究の逐行には、日本のみならず多数の中国人患者の解析も必要であ

ったため、現在中国における水癌症研究の第一人者である北京大学皮膚

科の Zhu教授と共同研究を行った。

本研究は、日本と中国という人種的に近縁な両国での表皮水癒症の hot

spot mutationを見いだすための基礎データになることが予想される。
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Cedar Pollinosis in China --An epidemiological and clinical study in south China 

【Abstractl Objective: To confirm cedar pollinosis in China and investigative 

the prevalence of it. Methods: From 1995， an epidemiological survey on nasal al 

lergy was carried out組 ong1660 primary and middle school students and 2167 uni 

versity students in 3 provinces of south China (Jiangsu， Guangdong， Yunnan)， inc 

luding questionaire investigation. nasal inspection， and scratch test. Secondly， 

clinical observation was made to the patients of nasal allergy in the First Aff 

iliated Hospital of Nanjing Medical University in the spring of 1998. Results: 1 

. The epidemiological survey showed that the total positive rate of cedar pollen 

scratch test was 3.8%， and the prevalence of cedar pollinosis was 0.26%. 2. The 

clinical investigation showed that 16.7% of patients were hypersensitive to ced 

at polle乱 Conclusions: Cedar pollinosis does exist in China. However the preva 

lence was low .which was related to the low quanity of cedar pollen and other ba 

ckground factors. 

【Keywordsl cedar pollinosis. Cryptomeria iaponic~ Cryptomeria fortunei， Ch 

llla 

Cedar Pollinosis， generally referred to Japanese cedar Pollinosis， was reporte 

d in Nikko of Japan by Horiguchi and Saito(ll in 1964 and was regarded as the ch 

aracteristic pollinosis of Japan [21. 1t had not been reported ever other than in 

Japan. However， in China， cedar pollinosis was paid little attention to because 

of its low prevalence at present. 

It is well known that cedar c祖 einto being even about 2 million years ago and 

mainly exited in south China and Japan(31， and all kinds of cedar were of the s 
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ame fa皿ilyandthe s祖 egenus at that time when Japanese and Chinese land were c 

onnected together. With the development of geography and history the both lands 

separated， which resulted in the separation of Chinese cedar (Cryptomeria fortun 

ei ， Cf) and Japanese cedar (Cryptomeria japonica. Cj). 

It is self-proved that pollinosis should exist where there is pollea As the p 

lant of cedar[41 and the flying of cedar pollen[51 had been recognized in many r 

egions of China， does cedar pollinosis exist in China? From 1995， we carried out 

an epidemiological survey and clinic investigation on nasal allergy， and found 

cedar pollinosis in China. 

Material and Methods 

I.About epidemiological survey 

(l)Subjects 

Freshmen and seniors of Nanjing Medical University in Nanjing， Sun Yat-sen Uni 

versity of Medical Sciences in Guangzhou and Kunming medical college in Kunming， 

1st and 4th grade students in Lili Town primary school， 1st grade students in b 

oth Lili Town middel and high school in Wujiang of Jiangsu Province， amounting t 

o 3280 students， aged from 6 to 24 years， recepted tbe survey. Tbe distribution 

of subjects was listed in table 1. 

(2)Methods 

The process of survey are : 1) Questionnaire investigation: to grasp thenasal 

symptoms; 2) Nasal inspection: conducted by the same doctor to confirm thesigns; 

3) Allergen scratch test: using the allergen extracts of Cryptomeriajaponica pr 

oduced by Torii Pharmacological Co. Ltd. The contrast liquid was 50% glycern liq 

uid. 

(3)Date and Place 

We held tbe survey in university and school. The date were Oct 7， 1995， Oct 29 

1996， Sep 29-30， 1997， Sep 25， 1998 in Nanjing; May 6， 1996， May 5， 1997， May 

4， 1998 in Lili Town; Oct 25， 1996 in Guangzhou; Sep 27， 1998 in Kunming. Questi 

onnaire survey was completed one month early. 

(4)Criteria of scratch test and nasal allergy 

According to Japanese Allergy Academic Society， the positive reaction should b 

edecided if papule is over 5mm or patch over 15皿 after20 minutes of scratch， w 

hile what is under 2 times of contrast liquid should be omitted. 

Nasal allergy should be diagnosed if 3 points are fitted at the s祖 et ime: 1) 
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At least 2 or 3 of the main sYIDptoms of nasal allerry (sneeze. snivel. nasal ob 

struction)， 2) Signs of nasal allergy. 3) Positive reaction to at least one kin 

d of allergen in scratch test. 

2.About clinic investigation From February to April of 1998 when cedar pollen w 

as flying， Cj allergen test， including scratch test and nasal provocation test， w 

ere conducted担 ong30 patients of nasal allergy (male 14， female 16. aged 15-47 

years). in the department of Otolaryngology， First Affiliated Hospital of Nanji 

ng Medical University. 

Resolts 

I.About epidemiological survey 

(1) Positive rate of scratch test (Table 2.) 

The total positive rate of cedar was 3.8%. 

(2) Prevalence of nasal allergy 

According to the criteria，祖ong3827 objects， cedar pollinosis were 10 cases 

(0.26%) . 

2.About clinic investigation 

Clinical investigation showed that 5 cases (16.7%) were hypersensitive to ceda 

r pollen. The first case of cedar pollinosis in China was repoted as follow. 

Patient: 32-year old， female 

Symptom: sneeze， snivel and nasal obstruction 

Family history: Her mother had nasal allergy. 

Present historv: In april of 1989， these sYIDptoms occured in the suburbs of Na 

njing. From then on the symptoms occured in spring and autumn every year. Nasal 

allergy was diagnosed in 1990 and treated by anti-histamine drugs. From 1993， it 

turned into perennial and worsen in spring and autumn， cOllbined with ophthalmic 

and laryngological symptoms. On March 3 of 1998， she came to the department of 

Otolaryngology， First Affiliated Hospital of Nanjing Medical University for trea 

tment. 

Examination: Swelled and white inferior turbinate and waterv aporrhinosis coul 

d be observed. In scratch test， positive reaction was shown to allergens of Ceda 

r， Orchard， Ragweed， House Dust and Mite. Nasal mucosa test using cedar pollen a 

llergen showed positive. 

Discussion 
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1t is well known that cedar is evergreen arbor， and as the main afforestative 

tree it exists almost in whole Japaa 1t is also condidered that cedar pollen is 

the main sensitizative pollen in Japan and belongs to Japan only[2l. The preval 

ence of cedar pollinosis is so high that it is said to be the rnational diseaseJ 

in J apan [6l . 

From the Chinese Botanical annals[7J， cedar includes 2 species: Cryptomeria fo 

rtunei and Cryptomeria japonic& Cf exists only in China， distributing in southe 

ast China; Cj yields in Japan originally and is also imported in southeast China 

(figure 1) and it is testified by our observation， in which盟anycedars were fo 

und in Nanjing， Kunming， Shanxi and Mountain Tianmu. Furtherly， through the nati 

onal survey of airborn and allergic Dollen over whole China in 1980s[5l， cedar D 

ollen had been affirmed in m組 yregions. The results was summarized into the map 

(figure 2). The quantity of cedar pollen constituded 0.02%-11.27% of the total 

quanitity of a whole year， especially in Chengdu(II.27%)， Wuh組 (6.16%)， N組 ch組

g(3.27%)， Xi'an(I.78%) and so on. The last study in 7.districts of Wuhan showed 

that i t was 38.5% (5523 pollens per annunr ) [8l. 

1t was affirmed that Cj and Cf were of the s祖 ef細 ilyand genus through RFLP 

analysis of PCR-amplified specific chloroplast genes by Japanese scholars[9l. Ac 

cording to the last research of our group on genetic characteristics of the ceda 

r growing in Mountain Ti組mu，China and Yakushima and 1zu Ohshima islands， Japan 

， only the slight genetic variation seemed to occur and the morphological featur 

es between Cf and Cj were very similar to each other[10l. 1t could be considered 

that Cf and Cj had the original1y equal origin and were distinguished as one for 

m by the allozyme， and the necessity of dividing as a species was not indicated. 

1t became obvious that cedar pollinosis does also exit in China. According to 

our investigation， the prevalence rate of cedar pollinosis was 0.26%. As for Jia 

ngsu Province， the potential patients of cedar pollinosis would reach about 200 

thousands based on the whole population of 80 millioa 1n China， that cedar poll 

inosis has been paid little attention to before is attributed to the follow fac 

tors: 1) The quantity of cedar pollen does not PI吋 ominatedin airborn pollenin 

most regions of China， the sensitizative rate was low and cedar pollinosis is no 

t prevalent at present. 2) Meanwhile. there is no extracts of cedar pollen that 

could be applied for clinic. 3) The main kinds of allergic pollen in China are A 

rtemisia and Ambrosi~ the doctor does not pay much attention to cedar pollinosi 

s. 4) Onlya few patients with severe symptoms c祖 eto the hospital. Nowadays， u 
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nder the campaign of rplanting組 dafforesting， greenizing the countfYJ，cedar is 

wildly used in the afforestation[lll. With the development of society and econo 

my， spread of afforeatation， variance of circ四stance，it is possible that cedar 

pollinosis would increase in China as it did in Japan. 
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中国吉林省嚢虫病院における脳嚢虫症入院患者の状況

伊藤洋一(北里大学・医学部教授)、大場正巳(北里大学・看護学部教授)、社軍、張永

生(自求恩医科大学助教授、教授)、市川秀隆(金沢医科大学助手)

要旨-

1.吉林省嚢虫病研究中心嚢虫症専科医院で脳嚢虫症と診断され、入院治療を受けた，患者

について調査を行った。

2.同病院で脳嚢虫症の診断で治療を受けた患者は、 1987年""1994年の8年間で

4504名に達し、年間平均で 563名、人口 10万人あたりの年間平均は 2. 2であっ

た。

3.男性は女性よりも 2倍の患者数であった。

4. 30代、 40代の成人年代層に多くの患者が認められた。

5.農村居住者のみならず、都市居住者にも多くの患者が認められた。

6.患者は吉林省全域に認められた。

7.今後はその感染様式や撲滅対策につき詳細な調査を行う必要がある。

KEYWORDS: 

条虫症、脳有鈎嚢虫症、中国東北地方、疫学

中国東北地方には未だ各種の風土病が流行し、多くの住民がその擢患に悩まされ、経済

的にも多くの損失が生じている。

一部の疾病に関しては中国衛生部を始め多くの関係機関や研究者により調査・研究がな

され、その対策も施されているが、その実態も明らかでなく、対策の施されないままに現

在に至っている疾病の少なくはない。その中には有鈎嚢虫症、エキノコッカス症、旋毛虫

症などの組織寄生虫症が含まれている。

我々は 1991年より北里学園国際学術交流資金や日中友好協会研究助成金からの資金

援助を受け、白求恩医科大学、喰匁演医科大学、中国医科大学などと共に主に中国東北地

方に流行する有鈎嚢虫症に関する共同調査・研究を実施してきた。

今回はそのうちから、吉林省の嚢虫病院の入院患者の調査結果を報告する。

調査方法

調査地区:吉林省は黒竜江省、遼寧省とともに中国東北地区に位置し、面積 18. 7万

平方キロ、人口約 2500万人、鹿茸、人参など漢方薬の原料を主産業とする地区である。

中央を松花江が流れ、省都長春はかつて満州国の首都として知られている。

調査対象:吉林省には嚢虫症専門病院として軍に所属する嚢虫病研究中心嚢虫病専科医

院(病床数約 150)及び農業大学付属病院(病床数約 160)があり、吉林省で嚢虫症

と診断された患者の多くはこれらの病院で治療を受ける。今回は、嚢虫病研究中心嚢虫病

専科医院に 1987年より 1994年の聞に入院、治療を受けた患者のうち、脳嚢虫症と



診断された患者の診療記録から性別、年齢、住所、家族状況、職業などを調べ、その実態

を明らかにした。

結果

1.患者数の年次推移

図 1には年次別の患者数と人口 100，000人あたりの擢患状況を示した。 同病院

で脳嚢虫症と診断され、治療を受けた患者の数は年による若干の変動はあるもののー 38

8人から 746人、年平均563人(擢患率:1. 5--3. 0)であり、年次経過による

増減傾向はみられなかった。

2.性別の年次推移

図2に男女別の患者数を年次別に示した。何れの年も男性が多く、総計では男性298

8名に対して女性1516名で、女性が男性の約半分 (66:34)であった。

この 8年間で年次による男女比に大きな違いが見られなかった。

3.年齢と感染

図3に年齢階級別の患者数を、図4には人口 10万人あたりの擢患率を示した。 3歳の

患者から 72歳に至る 40歳代をピークとしたー峰性の年齢階級分布が認められた。

4.息者居住地の分布

図5は患者の居住地をプロットしたものである。南東部の山岳地帯を除き、全地区のそ

の分布が認められた。

5.都市と農村居住者別措患状況

図6には長春市内に居住する住民(都市居住者)とそれ以外の地区居住者(農村居住者)

別にその患者状況を示した。患者数、擢患率共に、何れの年においても両者に大きな違い

は認められなかった。

考察

有鈎嚢虫症は有鈎嚢虫の虫卵を経口的に摂取することにより感染する幼虫移行症の一つ

である。ヒトに摂取された虫卵からは六鈎幼虫が鮮化し、小腸壁より体内各所に侵入・寄

生し、有鈎嚢虫に発育する。寄生部位によっては重得な症状を呈し、生命の危険に曝され

ることも少なくない。虫卵は成虫を小腸に宿しているヒトの糞便内に含まれている。

成虫のヒトへの感染はヒトと同じく有鈎条虫卵を摂取し、有鈎嚢虫に感染した豚肉を不

完全調理の状態で食することにより生じる。すなわち、ヒトは豚肉内の有鈎嚢虫を摂取す

ることにより小腸に成虫が寄生し(終宿主)、その成虫から産出された虫卵を摂取するこ

とにより有鈎嚢虫が脳、眼球、心臓を始め、体内各所に寄生(中間宿主)することとなる。

吉林省を含め、東北三省は鮫子をよく食されることで知られ、それの食習慣に伴い豚肉

の消費量が多く、この食物を介してこの地区に有鈎(条虫)嚢虫症が流行していることは
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よく知られているが、実際にはその実態は必ずしも明らかにされていない。

今回我々は吉林省の嚢虫症専門病院の入院患者について、脳有鈎嚢虫症愚者の実態調査

を試みた。記録が必ずしも完全ではなく、詳細な状況は不明の点が多いが、 1987年か

ら1994年の 8年間の記録調査の結果、年間の入院愚者が実数で563人 (388--7

46)、人口 10万人あたり 2. 2 (1. 5--3. 0)であった。この地区に同じ規模の

嚢虫専門病院として農業大学付属病院があること、この地区の医療状況から見て、症状が

あっても受診できない住民や、感染を受けていても症状に気が付かない住民が受診者数を

温かに凌ぐことなどを勘案すると、現在でも有鈎嚢虫症の流行がこの地区で継続して発生

しており、年間にかなりの住民が感染に危険に曝されていることが窺われた。実際に入院

患者数が女性に比べて男性が2倍になっていることは、感染の実態を示していると言うこ

とよりも、一家の働き手である男性が入院・加療を受ける機会の高いことを示唆している。

年齢層で 30代--40代の成人の橋患率が高くなっていることも、長年蓄積された結果

症状が発現し、加療を受けざるを得なくなったことも原因の一つであると考えられるが、

さらに高年齢層で減少の傾向が認められるのは入院・加療の機会が働き盛りの成人で高い

ことを示しているのではなかろうか。

尿尿で汚染された野菜や飲み水の摂取により感染を受ける有鈎嚢虫症などの疾病は一般

的に毘尿処理施設の完備されていない農村地区で高いことが多い。今回の調査では、予想

に反して脳嚢虫症患者の居住地が都市 (49%)と農村 (51%)でほぼ同じ比率であり、

農村地区の住民のみならず都市に居住する住民にもかなりの患者が認められた。この都市

の住民の感染の原因を長春市などの都市に居住する条虫保有者の糞便とすることは考えに

くい。農村地区より都市に搬入された汚染野菜にその原因があるのではなかろうか。実際

にこの地区の都市住民における有鈎条虫感染者は現在きわめて少なく、有鈎嚢虫のみの感

染者が大多数である。

もし、このことが事実であるとすると、農村で生産された有鈎条虫卵汚染野菜はその輸

送能力の拡大に伴い、近郊都市から遠隔都市へ、さらには日本などの隣近諸国へも輸出さ

れる可能性が予想される。詳細な調査を早急に実施する必要があろう。

今回の調査で有鈎嚢虫症が吉林省でかなり流行していることが数字で示され、明らかと

なった。今後はさらに黒竜江省、遼寧省における状況を調べると共に、中国東北地方の一

般住民の有鈎嚢虫症感染状況、有鈎条虫症感染者の実態、飼育豚の有鈎嚢虫感染状況、感

染源・感染経路とその対策、輸入に伴う汚染拡大の現況把握など早急に調査すべき課題が

残されている。

日本としては、地理的、歴史的に関係が深く、食糧の流通が頻繁に行われることの予想

される中国東北地方において現在でも流行する有鈎嚢虫症対策は対岸視できない風土病の

一つである。しかし、その実態調査並びに予防対策の開発を中国独自で実施することは困

難な状況にある。種々の寄生虫撲滅対策に輝かしい実績を持つ日本がその経験を生かして、

積極的な援助の手を差し伸べるべきであろう。
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図 21男女別脳嚢虫症患者の年次推移
(1987-1994) 
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図 6 I都市と農村居住者別の脳嚢虫症擢患率の年次推移
(1 9.8 7 -1 9 9 4 ) 
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(人口 10万人当たり) (1987ー1994) 
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1991 260 2.5 270 1.8 530 

1992 254 2.4 267 1.8 521 2.1 

1993 350 3.3 396 2.7 746 3.0 

1994 299 2.8 344 2.3 643 2.6 
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日本人と中国人 s 3 -アドレナリン受

容体遺伝子突然変異の調査研究と比較

山田 信博

東京大学糖尿病代謝内科 助教授



<要旨>

s 3 -アドレナリン受容体遺伝子

Trp64Arg突然変異が肥満、インスリン非

依存型糖尿病 (NIDDM) およびインスリン

抵抗性と関連があると報告されている。本研

究ではわれわれが日本人および中国人につい

て B M 1、血圧、血清脂質等多ぐの臨床的パラ

メーターを用い、 s 3 -.. アドレナリン受容体

遺伝子 Trp64Arg突然変異と肥満との関連

性について検討した。 s 3 -アドレナリン受

容体遺伝子突然変異 Trp64Arg allele 

頻度は日本人では 21 . 7 %で、中国人では

1 8 . 8 %であり、ピマインデアン人より低く

欧米人より高かった。中国人女性においては

B M 1と s 3 -アドレナリン受容体遺伝子

Trp64Arg突然変異と相関がみられ、中国

人男性では B M 1が高くなるにつれ s 3 ーアド

レナリン受容体遺伝子 Trp64Arg

a 1 1 e 1 e頻度が高くなる傾向が認められたが 、

日本人においてはこのような傾向は見られな



かった。日本人男性では Arg-/Argが

Trp/Trpより収縮期血圧が有意に高かった

が、日本人女性および中国人男女においては

このような傾向は認められなかった。中国人

では糖尿病群では s 3 -アドレナリン受容体

遺伝子突然変異 Trp64Arg allele頻度

が非糖尿病群より高い傾向がみられたが、日

本人には糖尿病群と非糖，尿病群聞に有意差は

なかった。生化学的検査血清総コレステロー

ル、 L D Lーコレステロールが日本人および中

国人男性においてのみ Arg/Argでは有意に

低く、両国の女性にはこのような傾向は認め

られなかった。従って、われわれの研究では

β3  -アドレナリン受容体遺伝子

Trp64Arg突然変異と肥満との関連性につ

いて同じアジア人でも日本人と中国人では微

妙に異なることが分かった。

Key  Word: s 3-アドレナリン受容体、

肥満、高血圧、糖尿病、コレステロール



<目的>

肥満は虚血性心疾患を引き起こす高血圧、

耐糖能異常、高脂血症等多くの疾患と関連を

もっている l 。遺伝的及び環境的な素因がい

ずれも肥満を引き起こす原因となる 2 。遺伝

的な素因は長時間謎に包まれ不可解とされて

きたが、最近の分子生物学の発展に伴い、脂

肪細胞の 代謝も次第に解，明されつつある 3 。

β3ーアドレナリン受容体は近年 βlーアドレ

ナリン受容 体と s 2 ーアドレナリン受容体に

引き続き発見された脂肪組織の代謝調節に重

要なファクターの一つである 4 ・ 5 0 s 3 -ア

ド レ ナ リン受容体は新生児の褐色脂肪組織、

成人では 腹部 脂肪 細胞に存在し 6 、熱産生、

脂肪利用を調 節 し ている。 β3-アドレナリ

ン受容体はまた心臓 7 、消化管 s 等他の組織に

も広く分布している。マウスの動物実験では

この s 3 -アドレナリン受容体遺伝子を破壊

することにより、中 程度の肥満を引き起こし

た 9 ことから、 s 3 -アドレナリン受容体遺 伝

J 
-..) 



子が肥満の進展に大きな役割を果たしている

ことを示唆した。

199 5年ヒトではトリプトファンからアル

ギニンに置換するミセス突然変異

(Trp64Arg) が報告され 1 0 、フランス人

では体重増加 1 0 と、フィンランド人ではイン

スリン抵抗性症候群 1 1 と、ピマインデアン人

ではインスリン非依存型，糖尿病 (NIDDM)  

の早期発症 1 2 と関連があると報告されている。

他に日本人 1 3 - 1 デンマーク人 1 9 および

オ ストラリア人 2 0 等各異なる人種の研究か

らもこれらの結果を裏付けている いずれに

せよこの s 3 -アドレナリン受容体遺伝子

Trp64Arg突然変異と肥満との関係はまだ

完全に解明されていないのが現状である

本研究ではアジアの中で特に日本人及び中

国人においてこの s 3 -アドレナリン受容体

遺伝子 Trp64Arg突然変異と肥満との関連

性を調べるため、より細かにグループ分けを

し、 B M 1、血圧、血柴脂質等より多くの臨床

斗



的パラメータを用い検討を行った。

<方法>

対象

日本人対象者

グループ 1 は八丈島在住民 746名、男性

224名、女性 522名( 年令 30 -8 9歳、平均

年令 61.5 + 11.33歳)，を対象としている

グループ 2 は東京大学附属病院内科外来患

者 371名、男性 180名、女性 191名(年令

2 1 -8 8歳、平均年令 58 . 6 土 11 . 4 0歳)を

用いることにした

中国人対象者

2 年に l 回の健康診断に来られた在職国家

公務員および退職者 747名、男性 567名

女性 180名(年令 34 -8 9歳、平均年令

65.15+10.12歳)を対象とし、中では糖

尿病群と肥満者群に分けて検討を行った。

1 )糖尿病群 138名、男性 84名、女性 54 

名、年令 35 -6 6歳、平均年令 62 . 1 2 + 

E 



1 1 . 4 9歳。

2 )肥満者群 (body mass index 

B M 1ミ 25) 3 4 9名、男性 262名、女性 87 

名、年令 35 -8 9歳、平均年令 65 . 0 0 土

1 0 . 4 9歳。

すべての日本人および中国人対象者に身長、

体重、血圧、心拍数等測定した。 B M 1は体重

( k g)  /身長(m)  2 マ換算したもので、

B M 1 > 2 8、 B M 1 2 5 ~主 2 8、 B M 1 < 2 5はそ

れぞれ高度、中程度、軽度の肥満とした。

実験室検査

血液サンプルはすべて 1 2 時間絶食後の空

腹時採血のものである。すべての対象者に血

清総コレステロール(T C )、中性脂肪 (TG )、

HDLーコレステロール (HDL-C) 等測定し

た。 L D L -コレステロール (LDL-C) は

Friedewald式で算出したものである

DNA解析

ゲノム DNAは全血より抽出されたもので

ある。 s 3 -アドレナリン受容体遺伝子



Trp64Argコドンが含まれたゲノム DNA

フラグメントを PC R法で増幅し、制限酵素

B s t N 1 で消化後、 3%アガロースで泳動分

離し診断した。

統計学的解析

全データは平均値土標準偏差で表している。

ANOVA、 Student's t 、 χ2検定等

を 用い 統計学的な解析 を ， 行 っ た 。

<結果>

遺伝型頻度

β3  -アドレナリン受容体遺伝子突然変異

Trp64Arg allele頻度 は 日 本 人 グ ル ー

プ 1 では 23 . 4 %で、グループ 2 では 18 . 3 % 

であり、 両 グ ル ー プを合わせた Trp64Arg

a 1 1 e 1 e頻度は 2 1 . 7 %であった。中国人の

頻度は 18 . 8 %で、 日本人と中国人の β3-ア

ドレナリ ン 受 容 体 遺伝子突然変異

Trp64Arg allele頻度はほぼ同じであ

った。



B M 1 

日本人では男女ともホモ接合体

(Arg /Arg) 、ヘテロ接合体

(Trp /Arg) 、ワイルドタイプ

(Trp/Trp) のいずれの genotype聞に

平均 B M 1の差は見られていなかった

(TABLE  1) 。両グループを合わせて検討

しでも有意差は認められ，なかった (TEBLE

2 )。また、 B M 1グルーフ分けの検討では日

本人男性 BMI26-28は他のグループより

s 3 ーアドレナリン受容体突然変異

Trp64Arg allele頻度が高い傾向があ

ったが、統計上有意差は見られていなかった。

中国人では女性において Arg/Argでは平

均 B M 1が最も高く、 Trp/Argでも

Trp/Trpより平均 B M 1が高い傾向が認め

られた。男性にはこのよ う な 傾 向 は 認 め られ

ていなかった(表 1 )。また、 B M 1グルー プ

分けの検討では、中国人男女とも B M 1が上昇

するに伴い s 3 -アドレナリン受容体遺伝子

8 



突然変異 Trp64Arg allele頻度が高く

なり、このような傾向は中国人女性において

は さらにより顕著に見られていた(表 2 ) 

血圧

日本人男性ではグループ 2 はいずれの

g enotypeにおいてグループ 1 より収縮期

血圧が有意に低かっ た (TEBLE 1 ) 。 こ れ

はグループ 2 が外来患者，であり 高血圧に対

し減塩の食事療法、 薬物療法を受けていたか

らによると 考え られる 両グ ル ー プ を 合 わ せ

て検討したところ 日 本 人 男 性 に お い て は 収

縮 期血圧が Arg/Argで他の genotypeよ

り有意に高 いこ とが分かった (TEBLE 2 )。

中国人では男女とも収縮期血圧、 拡 張 期 血

圧において Arg/Arg、 Trp/Arg、

Trp /Trp 3 つ の genotype間に有意差は

認 め ら れ ていなかった(表 1 ) 

N 1 D D M の発症

日本人 グループ l では糖尿病患者群の s 3 

アドレナ リン受容体遺伝子突然変異

q 



Trp64Arg allele頻度が 18 . 6 %で、グ

ループ 2 では l'8 . 1 %であり、非糖尿病群と

有意差は見られなかった。

中国人では非糖尿病群の s 3 -アドレナリ

ン受容体遺伝子突然変異 Trp64Arg

a 1 1 e 1 e頻度が 18 . 0 %であるのに対し、糖

尿病群では 22 . 5 %であり、糖尿病患者群で

は β3-アドレナリン受容体遺伝子突然変異

Trp64Arg allele頻度は高い傾向が認

められた(表 3 ) 

生化学デー夕

日本人および中国人の男性においてのみ血

清 TC. ， L D L -Cが Arg/Argでは有意に低

かった (TEBLE 3 、表 4 )。両国の女性に

はこのような傾向は見られなかった。

<考察>

日本人及び中国人 s 3 ーアドレナリン受容

体遺伝子突然変異 Trp64Arg allele頻

度がほぼ同じであり、これはピマインデアン

1" 



人より低く、欧米人より高かった。

s 3 -アドレナリン受容体遺伝子

Trp64Arg突然変異は肥満、 N 1 D D M およ

び イン スリン抵抗性 と 関 連 が あ る と 報 告 さ れ

て いる 1 0 - 2 5 。肥 満に関しては、われわれ

の中国人についての研究では中国人女性では

Trp/Trp、 Trp/Arg、 Arg/Argの順

で平均 B M 1が上昇し ていた。 B M 1グループ

分けの検討では中国人男女とも B M 1が高く な

るにつれ s 3 -アド レ ナ リ ン 受 容 体 遺 伝 子 突

然変異 Trp64Arg allele頻度が上昇し

ていた。特に中国人の中高年女性においては

このような傾向がより顕著に認められた。 、"
t・ー

れはオ ストラリアの報告 2 0 と一致している。

しかしわれわれの日本人についての研究をみ

ると、日 本人 β3ーアドレナリン受容体遺伝

子 Trp64Arg突然 変異の各 genotype問

に平均 B M 1の差は見られず、 B M 1グループ

分け を検討しでも Trp64Arg allele頻

度にも有意差は認められなかった。これは同

1 ¥ 



じアジア人でも日本人と中国人の人種間の異

なりを示唆している。また、平均 B M 1が中国

人のほうが全体的に高いことが分かった。こ

れは日本人が最近食生活、ライフスタイルに

関心が高いのに対し、高度経済成長期の中国

では過食や肥満に対する認識がまだ不十分で

あることも一つの原因と考えられる

糖尿病に関しては、 s， 3 -アドレナリン受

容体遺伝子突然変異 Trp64Argが N 1 D D M 

の早期発症及び N 1 D D M において高頻度に見

られると報告されている 1 2 。われわれの研究

では中国人糖尿病群は s 3 -アドレナリン受

容体遺伝子突然変異 Trp64Arg allele 

頻度が非糖尿病群より高かった。これは中国

の別の報告をみ.ても一致した結果であった。

しかし、われわれの日本人についての研究を

みると、日本人 s 3 一アドレナリン受容体遺

伝子突然変異 Trp64Arg. allele頻度に

日本人糖尿病群と非糖尿病群で有意差は見ら

れていなかった。

¥ :乙



われわれは日本人男性において β3-アド

レナリン受容体遺伝子突然変異 Arg/Argで

は Trp/Trpより収縮期血圧が有意に高いこ

とが分かった。しかし中国人に関してはこの

ような傾向は見られていなかった。いくつか

の研究では s 3 -アドレナリン受容体遺伝子

Trp64Arg突然変異と高血圧との関連につ

いて報告されている 11¥16 ・ 2 0 。機能的 S

3 -アドレナリン受容体がヒトでは心臓に存

在しており、 β3-アドレナリン受容体刺激

弗jは血管収縮を抑制している。従って、 s 3 

-アドレナリン受容体遺伝子が障害されると

結果的に高血圧を引き起こすことと考えられ

る。また高血圧がインスリン抵抗性の結果に

よるとの報告 1 1 もある

日本人および中国人男性においてのみ血清

TC， LDL-Cが s.3 ーアドレナリン受容体

遺伝子突然変異 Arg/Argでは低い傾向が見

られた。これは s 3 -アドレナリン受容体遺

伝子突然変異 Trp64Argの性別特異性を示

1 .) 



唆している。 s 3 -アドレナリン受容体遺伝

子突然変異による脂肪分解の減少が肝臓での

遊離脂肪酸蓄積を限定し、 V L D L の産生減少

となり、結果的に LD Lーコレステロール減少

につながると考えられる。また実際的に男性

においては女性に比べより多くの内臓脂肪が

存在していることも一つの原因と考えられる

結論としては、中国人，女性では BM Iと s 3 

-アドレナリン受容体遺伝子 Trp64Arg突

然変異とは相関がみられ、中国人男性では

B M 1が高いほど Trp64Arg allele頻 度

が高くなるのに対し、日本人男女においては

このような傾向は見られ な か っ た 。 わ れ わ れ

の研究では β3-アドレナリン受容体遺伝子

Trp64Arg突然変異と肥満との関連性につ

いて同じアジア人でも日本人と中国人では微

妙に異なることが分かった。
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TABLE 2. Body Mass Index and Blood Pressure Analyses of 
Combined Populations (Groups 1 and 2) (日本人)

Arg/Arg Trp/Arg Trp!frp P 

N 

Men 30 127 247 

Women 37 222 247 

Total 67 349 702 

BMI， kg/(m)2 

Men 23.5:t2.7 23.8:t3.4 23.8+3.1 0.87 

Women 23.9:t3.4 23.6+3.4 23.3+3.5 0.45 

Total 23.7土3.1 23.6+3.4 23.5:t3.4 0.71 

SBP， mm Hg 

Men 144.3+18.2* 134.8+20.5 131.7+19.3 0.0026 

Women 134.7+18.2 136.2+20.3 134.2+20.1 0.48 

Total 138.8:t21.5 135.7+20.3 133.1:t19.8 0.025 

OBP， mm Hg 

Men 82.9+10.4 79.8+12 79.4+10.3 0.28 

Women 77.4+8.1 79.4+10.6 78.8+10.3 0.50 

Total 80.4+10.6 79.5+11.1 79.0+10.3 0.49 

Statistical analyses were peげormedon the combined population consisting 
of groups l' and 2. Oata are mean:tSO， anal戸edby ANOVA. 
*Statistically significant difference at Pく0.05vs Trp!frp genotype by Fisher 

test. 
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要旨

歯肉炎は、環境要因の影響を受けるが、その中でも、食べ物との関連は、非

常に大きな比重を占め、軟食になればなるほど、歯肉炎の発生が多くなること

が警告されている。そこで、本研究では、食生活の異なる中国と日本の小児の

歯肉の状態について、まず、肉眼で観察し、次いで、それらの部位の歯肉の血

流量を測定し、両国間の小児における歯肉の健康状態と食生活習慣との関連性

について調査した。対象は盛岡市在住の日本人小児と北京市在住の中国人小児

である。結果:乳歯ー肉眼的観察において、上顎乳中切歯の歯肉炎は、中国の

小児の方が日本の小児よりも少なかった。また、下顎第二乳臼歯では、近心に

おいて、日本人小児の方が歯肉炎のない小児が多いが、遠心では、両国間に差

がなかった。血流量について、上顎乳中切歯では、日本人、中国人ともに、近

心より遠心の方が血流量が多く、日中間の比較では、中国人の方が血流量が多

かった。また、下顎第二乳臼歯でも、中国人小児の方が GI-Oで血流量が多かっ

た。前歯と臼歯の比較では、日本人のみの値であるが、上下顎ともに、乳中切

歯よりも第二乳臼歯の方が血流量が多かった。永久歯:上顎中切歯では、日本

人小児の方が中国人小児よりも歯肉炎が多く、 GI-l、2も多く出現していた。し

かし、第一大臼歯では、日本人小児の方が歯肉炎が少なかった。血流量は、中

切歯において、日中ともに、 GI-Oから GI-2にかけて、血流量は増加していた。

第一大臼歯でも、中国の方が血流量が多かった。食生活では、中国の小児の方

が野菜類など、繊維性の食品が多く、 しかも阻鴫回数をより必要とする調理法

が多かった。このことは、環境的な影響を受けやすい歯肉において、食習慣の

差異が歯肉炎や血流量になんらかの関連性があるもと考えられた。

Key words:日本人小児、中国人小児、歯肉炎、歯肉の血流量、

食生活習慣
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要旨

歯肉炎は、環境要因の影響を受けるが、その中でも、食べ物との関連は、非

常に大きな比重を占め、軟食になればなるほど、歯肉炎の発生が多くなること

が警告されている。そこで、本研究では、食生活の異なる中国と日本の小児の

歯肉の状態について、まず、肉眼で観察し、次いで、それらの部位の歯肉の血

流量を測定し、両国間の小児における歯肉の健康状態と食生活習慣との関連性

について調査した。対象は盛岡市在住の日本人小児と北京市在住の中国人小児

である。結果:乳歯ー肉眼的観察において、上顎乳中切歯の歯肉炎は、中国の

小児の方が日本の小児よりも少なかった。また、下顎第二乳臼歯では、近心に

おいて、日本人小児の方が歯肉炎のない小児が多いが、遠心では、両国間に差

がなかった。血流量について、上顎乳中切歯では、日本人、中国人ともに、近

心より遠心の方が血流量が多く、日中閉め比較では、中国人の方が血流量が多

かった。また、下顎第二乳臼歯でも、中国人小児の方が GI-Qで血流量が多かっ

た。前歯と臼歯の比較では、日本人のみの値であるが、上下顎ともに、乳中切

歯よりも第二乳臼歯の方が血流量が多かった。永久歯:上顎中切歯では、日本

人小児の方が中国人小児よりも歯肉炎が多く、 GI・1、2も多く出現していた。し

かし、第一大臼歯では、日本人小児の方が歯肉炎が少なかった。血流量は、中

切歯において、日中ともに、 GI-0から GI-2にかけて、血流量は増加していた。

第一大臼歯でも、中国の方が血流量が多かった。食生活では、中国の小児の方

が野菜類など、繊維性の食品が多く、しかも阻鴎回数をより必要とする調理法

が多かった。このことは、環境的な影響を受けやすい歯肉において、食習慣の

差異が歯肉炎や血流量になんらかの関連性があるもと考えられた。

Key words:日本人小児、中国人小児、歯肉炎、歯肉の血流量、

食生活習慣



研究報告

目的:日本の小児の口腔内において、う触は減少傾向にあるものの、歯肉炎は

増加傾向にあるといわれている。また、歯肉炎は、う触と同様に、環境要因の

影響を受けるが、その中でも、食べ物との関連は、非常に大きな比重を占め、

軟食になればなるほど、歯肉炎の発生が多くなることが警告されている。

一方、歯肉の健康状態は、臨床的に、肉眼所見や歯肉溝内の惨出液の状態、

また、歯肉溝の深さや出血の有無などで検討される。組織学的には、歯肉内毛

細血管の形態変化による拡張や萎縮が、歯肉炎と関連があり、この現象は、ま

た、血流に関連性をもっていることが示唆されている。

そこで、本研究では、食生活の異なる中国と日本の小児の歯肉の状態につい

て、まず、肉眼で観察し、次いで、それらの部位の歯肉の血流量を測定するこ

とで、両国間の小児における歯肉の健康状態を比較した。次ぎに、食生活の状

態を、日本人、中国人小児のそれぞれに、同一のアンケート形式で調査し、歯

肉炎と食生活との関連性について検索した。

資料ならびに研究方法:歯肉炎の観察ならびに歯肉の血流量測定で対象と

した日本人小児は、岩手医科大学歯学部小児歯科外来を訪れた全身疾患を有さ

ない小児 188名と、中国人小児は、北京市在住の 150名で、合計 338名である。

年齢は、乳歯列が3--5歳児であり、永久歯列は、 1群が8--9歳、 2群が 10

--1 4歳である。観察ならびに測定部位は、乳歯において、上顎右側乳中切歯

と第二乳臼歯ならびに下顎左側乳中切歯と第二乳臼歯の唇(頬側)における近

心、中央、遠心部位の歯肉である。ただし、中国人小児では、上顎右側乳中切

歯と下顎左側第二乳臼歯のみとした。永久歯の測定部位は、上顎右側中切歯と

第一大臼歯ならびに下顎左側中切歯と第一大臼歯の唇(頬側)の歯肉で、近心

のみである。肉眼的歯肉の観察は、 Loe& SilnessのGingivalIndex(GI)を用い、

血流量の測定には、アドバンスレーザー血流計@を用いた。

アンケートの調査対象は、 7--11歳の小児で、中国人小児は 182名、日本

人小児は 208名である。調査内容は、1.朝食、昼食、夕食に摂取した食品 68

種(香川式食品分類法で 1--4群に分類)の摂取状況とその調理方法ならびに

間食 16種と飲み物8種の摂取状況、 2.摂取に要する時間、場所、与える人、

について、調査した。なお、摂取状況については、頻繁ならびに時々の項目を

設定し、週4回以上の摂取を頻繁、週 1--3回を時々とした。

結果:1.歯肉の状態とその血流量について

乳歯:肉眼的観察において、上顎乳中切歯における歯肉の状態は、近心では、

GT・0が日本で 72.5%であり、中央で 91.3%、遠心で 67.5%であるが、中国で

は、それぞれ、 80%、94.1%、75%と、歯肉炎のない小児が多かった。また、



日本人小児では、遠心で GI-2を呈した小児が l人存在したが、中国人小児では、

1人もいなかった。下顎第二乳臼歯の近心では、日本人小児の方がGI-Oが89.9%

であり、中国人小児では、 79.1%で、あった。しかし、中央では、若干、中国人

小児の方が GI・0が多く、 100%であり、遠心では、両国聞に差がなかった。

血流量について、上顎乳中切歯では、日本人、中国人ともに、近心から遠心

に行くに従い血流量が多く、近心は中央あるいは遠心に対して有意に少なかっ

た。また、 GI-Oより GI・1の方で、より多い血流量であった。さらに、日中間の

比較では、 GI-O、GI-1ともに、中国人の方が血流量が多く、約1.5倍であった。

また、下顎第二乳臼歯でも、中国人小児の方が GI:O~で血流量が多く、中央で有

意差を認め、日本人の1.3倍であった。下顎乳中切歯と上顎第二乳臼歯は、日本

人のみの値であるが、 GI-Oでは、近心に比べると、中央あるいは遠心がやはり、

より高い血流量を示していた。さらに、乳中切歯と第二乳臼歯を比較すると、

上下顎ともに、第二乳臼歯の方が血流量が多く、1.3--2.0倍の量であった。

永久歯:上顎中切歯では、歯肉炎のない小児が、中国では、 l群で 46.3%、2

群で 56.5%であったが、日本人小児では、それぞれ、 33.3%、25.4%と、中国

の小児の方が歯肉炎が少なかった。日本人小児では、さらに、 GI・2の出現が、

1群では、中国の小児の 2.5倍であり、 2群では、日本の小児のみに 22%認め

られた。しかし、第一大臼歯では、歯肉炎のない GI-Oが、 1群では、中国の小

児の 59.2%に対し、日本人小児の方はその出現が多く、 78.3%であった。 2群

でも、同様の傾向を示し、中国人小児の 60.9%に対し、日本人小児では、 84.7%

であった。

血流量は、上顎中切歯において、 l群では、日中ともに、 GI-Oから GI・2にか

けて、血流量は増加していた。また、日中間の比較では、中国の小児の方が日

本の小児よりも、血流量が多く、約1.5倍であり、 GI-1では、有意差が見られ

た。 2群でも、 GI・0より GI・1の方が若干、血流量が多く、しかも、中国の小児

の方がより多い傾向にあった。しかし、その差は、 l群ほどではなかった。第

一大臼歯でも、 GI-Oより GI-1の方が血流量が多い傾向にあった。また、日中間

の比較では、 1、2群ともに、 GI-O、GI・1で中国の方が血流量が多く、 GI-Oで

有意差を認めている。また、年齢聞の比較では、年齢の低い 1群の方が血流量

が多かった。

2.食生活習慣について

第l群の卵は、朝、昼、夕食ともに、中国の方が有意に摂取している小児が

多く、朝で 56%、昼 35%、夕食で 30%強であったが、日本の小児は、昼、夕

食で 10%以下であった。しかし、牛乳は、日本の小児の方が摂取者が多かった。

一方、乳加工品では、日中の小児聞に差はなかった。また、 22種類の食品を列

挙した2群の中で、魚介類のさけ、さば類は日本人小児の方が、貝類と川魚は

ー乙-



中国人小児の方が、多く摂取していた。全体的には、 l群と比較し、 2群は摂

取している小児は少なく、 20%以下であった。同じ 2群の肉類の摂取では、朝、

昼、夕食のいずれも中国の小児の方が多く、とくに、豚肉、牛肉では 50"-'70%

の割合であった。レバーの摂取は、日中ともに摂取が少ないものの、それでも

中国の方が日本よりも有意に高い摂取の割合を占めていた。その加工品も同様

の結果であった。また、 s 豆製品では、日中間に差はなかった。 32種類を列挙

した 3群の野菜類の中で、にんじんとかぼちゃ以外は、すべて、朝、昼、夕食

ともに、中国の方が日本人小児よりも摂取者が有意に多く、 30"-'70%を占めて

いた。それに比し、日本の小児では、もっとも多いにんじん類でも、約 30%と、

中国人小児の下限と同じような値であった。第 3群の中の芋類、きのこでは、

朝、昼食で、中国人小児の方が有意に摂取者が多く、海藻では、朝、夕食で、

日本人小児の方が摂取が多かった。 7種類の食品を列挙した第4群の中で、ご

飯は昼食で、麺類や主食は朝、昼、夕食マ、いずれも中国の小児の方が日本の

小児よりも多く摂取していた。また、麺類やご飯は、中国人小児では、朝、昼、

夕食間に差がなかった。

一方、調理法では、第 1群のたまごは、中国では、生はなかった。しかし、

日本では、朝、昼、夕食に生の摂取が見られた。また、朝食では、中国では、

煮る、茄でるが約 60%を占めるが、日本での調理法は、妙める、焼くになって

いた。一方、牛乳は、中国では、ほとんど温めて飲み、日本は、そのまま冷た

い状態で飲んでいた。第2群の豆類でも、日中間に大きな差があり、日本は茄

でるが、中国は 100%妙ったものであった。豆腐に関しても、中国は妙める、

焼くが 60"-'70%であるが、日本では、煮るが 70%前後であった。肉類の調理

法には日中間にあまり差はなかった。第3群の調理法について、 とくに、摂取

の多いほうれん草とじゃがいもについて、中国では、妙めると焼くが約 70%を

占めているが、日本では、 70%以上が煮た調理法であった。第4群の主食では、

朝昼夕食に日中間に差が見られ、中国では、蒸す、煮るが約 70%を占め、日本

は、煮るが約 70%であった。

間食は、日本の小児よりも中国の小児の方が摂取が多く、しかも、自由に摂

取していた。

食事とおやつにかかる時間について、食事では、中国人小児の方が日本人小

児よりも短く、 10分以下あるいは 10"-'20分であり、おやつでは、日中間

に差がなかった。

食事とおやつを与える人あるいは場所について、朝、夕食は、 日中ともに、

両親が最も多いが、昼食は、中国では両親、日本では学校であった。また、間

食は、中国は学校、日本は、両親がほとんどであった。さらに、中国の小児で

は、家庭において、祖父母あるいは自分で自由に間食を摂る傾向があった。

-1-



考察:歯肉炎の有無にかかわらず、中国人小児の方が日本人小児よりも、血流

量が多かった。その理由の lつに、民族的な相違が考えられた。しかし、環境

的な影響を受けやすい歯肉において、摂取している食品の種類は、大きな影響

を与えるものと考える。

香港の小児の食生活を調査した天野らの結果では、本研究の中国の小児と同

様、主食は、ご飯や麺類であった。また、香港の小児では、肉類や野菜など、

やはり、日本の小児と異なり、多種のものが食されていた。ところが、日本の

最近の小児の食生活は、 1995年の水野の論文から、嫌いな食品の第 l位が

ピーマンであり、次いで魚類、また、野菜類である。すなわち、魚類からの動

物性たんぱく質や繊維性の食品が本調査と同様に、中国の小児より減少してき

ている。一方、曹らが調査した日中の永久歯の吹耗状態をみても、中国人の方

が唆耗が著しく、この原因は、顎骨の形態のみでなく、食生活習慣に基ずくも

のが大きいものと考える。いわゆる、阻鴫をより必要とする第 3群の野菜類や、

第2群の肉類の摂取状況である。さらに、中国において、繊維性でしかも、阻

日爵回数を必要とする調理方法は、歯肉における生理的な血流量の増加を招く 1

要因と考えられた。

参考文献:

1.野坂久美子他4名:レーザー血流計を用いた幼弱永久歯の歯肉における血流

量に関する研究、小児歯誌、 34: 1007-1016、1996.

2.天野秀昭他9名:中国人小児の疾患と歯科的特質に関する研究

一中国人小児の食生活の実態について一、小児歯誌、 31:606-640、1993.

3.水野清子:最近の子どもの食生活と小児成人病、小児科診療、 58:44-50、

1995. 

4.野坂久美子他 l名:日本と中国の小児における攻合力の比較について、日中

医学、 10: 2-6，1996. 
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雲南省の地衣類の chemotaxonomy並びに
地衣成分の薬理スクリーニング試験

成井孝雄

明治薬科大学生物研究室

助教授

雲南省各地で地衣類の調査・採集を実施し、 400種を超える
サンプルを得た。現在、これらの chemotaxonomyとスクリ}
ニング試験を実施している。ここでは、雲南省において現在も
食品やお茶などに用いられている地衣類の中で、今回の調査・
研究で二次代謝産物の詳細を明らかにすることが出来た 12種
の地衣類の chemistryなどを報告する。

KEY WORDS - chemotaxonomy; gradient HPLC; lichen; 
secondary product; standardized 1工Canalysis; II.lnnan 

[序論]
中国雲南省は熱帯地方から高山地帯まで極めてバラエティー

に富んだ環境を有し、植物学的に未調査の地域が存在するばか
りでなく、この地域にのみ産する地衣類が数多く存在する事で
知られる。実際、著者らが今回採集した地衣類標本は 400種
を超えており、これら全てのサンプルの chemistryの解明と、
薬理スクリーニング試験にはもう暫く研究時聞が必要である。

ここでは、中国側の共同研究者が既に雲南省の周辺で採集し、
昨年 4月から日本と米国に於いて化学分析を始めてきた 12種
の地衣類サンプルの分析結果を報告する。一方、これらの地衣
類は、現地の少数民族が食品や健康茶などに古来から用いてい
るもので、それらの用法や効能などに関する現地調査の結果は
新規の医薬品開発の一助となりうる情報を含むと考えられた。
そこでこれらの調査結果も併せて報告する。なお今回の調査・
研究に、米国ノースカロライナ州デューク大学植物学部の

Chicita F. Culberson教授、並びにVVilliamL. Culberson教授の
両氏を共同研究者として加えた。



[目的]
雲南省各地に居住する多数の少数民族が食用もしくは薬用や

健康食品として利用してきた以下の地衣類の chemistry並びに
それらの用法、あるいは効能に関して調査・研究する。

E1ノerniastrumcirrhatum (Fr.) Hale ex Sipman， Lasallia asiae-
orientalis f. major恥 i& Jiang， Lethariella cladonioides (Nyl.) 
Krog em Wei， Lobaria isidiophora Yoshim.， Lobaria kurokawae 
Yoshim.， Ramalina conduplicans ¥ainio， Sulcaria sulcata (LevJ 
Bystr. ex Brodo & Hawksw.， Thamnolia vermicularis (Sw.) Ach. ex 
Schaerer， Thamnolia subuliformis (Ehrh.) W Culb.， Thamnolia 
venηicularis ssp. solida Sato， Umbilicaria indica Frey， Usnea 
longissima Ach. 

[方法1
1工CはChicitaらの "Threesolvent systems"を用いた (1981)10 

すなわち、展開溶媒に
A液:toluen - dioxaneー acticacid = 180:45:5 
pre B l'夜:60 % acetic acid (5 min) 

B液:hexane - methyl tertiary-butyl ether - formic acid 
= 140:72:18 

pre C液:acetic acid (3 min) 
C液:toluene - acetic acid = 200:30 

を使用し、コントロールレーンには norsticticacidとatranorin
を用いたo 1LCプレートは Merck社の Silicage160 F254 5715を
使用した。

HPLCは溶媒系として
Solvent 1 methonol - waterー o-phosphoricacid = 30:70: 1 
Solvent 2 methanol 

を用いた。グラジエント条件は Naruiらの報告2に従い、 80% 

のSolvent1を40分間で15%の Solvent1にリニアグラジエント
した。次に、この条件を 20分間維持し、計 60分間測定した。
カラムは Beckman社製の ODSカラムを用い、検出波長に 270
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nmを用い、色素の検出には 430nmと760nmを採用した。

[結果・1]
雲南省周辺で採集した 12種の地衣類の chemistry

1. Everniastrum cirrhatum (Fr.) Hale ex Sipman 
記注-CH町A."funnan 針。v.:Luquan Co.; 3，000 m. 

羽ゐngLi-song 93-18129。1993.(HKAS 16051) 
成分-アトラノリン、クロロアトラノリン、コンサラチン

酸、サラチン酸、脂肪酸、プロトリケステリン酸、

リケステリン酸。

2. Lasallia asiae-orientalis f. major Wei & Jiang 
記注-CHINA.Sichuan Prov.: Huei1i Co.， Longzhoushan; 

3.500 ID. On rock. 
Wang Li -song， 97-17832， 1997. (HKAS 16059) 

成分ーヂロフォール酸、パプロシン酸、ヒアスチン酸、フ
ッサリル酸、レカノール酸、 トリテルペノイド。

3. Lethariella cladonioides例'yl.)Krog em Wei 
記注-CHINA."funnan Prov.: Lijiang Co.; 3，900 ID. 

明弘ngLi-song 81-18132， 1981. (HKAS 16053) 
成分一アトラノリン、カナリオン、コンノルスチクチン酸、

ノルスチクチン酸。

4. Lobaria isidiophora yiωhim. 
記注-CI召NA.Sichuan Prov.: Luding Co.; 2，450 ID. 

On Picea sp. 
Wang Li -song 96-16930，1996. (HKAS 15922) 

成分一クリプトスチクチン酸、コンスチクチン酸、スチク
チン酸、ヂロフォール酸、ノルスチクチン酸、レカ

ノール酸。

5. Lobaria kurokawae Yoshim. 
記注-CHINA."funnan Prov.: Binchuan Co.; 3，000 m. 

Wang Li -song 96-18134，1996. (HKAS 16060) 
成分ーヂロフォール酸、レカノール酸。

6. Ramalina conduplicans Vainio 
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記注-CHINA.Yunnan Prov.: Lijiang Co.; 2，500 ffi. On a bush. 
Wang Li -Song 81-18130， 1981. (HKAS 16052) 

成分一ウスニン酸 (trace)、コンサラチン酸、サラチン酸、
色素成分 sv-1。

7. Sulcaria sulcata (Lev.) Bystr. ex Brodo & Hawksw. 
記注-C阻NA.Sichuan Prov.: Hueili Co.; 3，450 ffi. 

On Rhododendron sp. 

Wang Li -song， 97-18133， 1997. (HKAS 16054) 
成分-アトラノリン、プソローム酸、プソローム酸に関連

した構造の未同定化合物、未同定化合物侭fclass= 

A6B5-6C6; H+黄緑;トルエン不溶)。

8. Thamnolia vermicularis (Sw.) Ach. ex Schaerer 
記注_.CH町A.Yunnan 針ov.:Lijiang Co.; 4，100 ffi. 

Wang Li-song 81-18131， 1981.但KAS16050) 
成分一何TangLi-song 81-_18131B，1-18131D}. 

スカマート酸、タムノール酸、デカルボキシタムノ

ール酸、ベオミケス酸。地衣体は uvーを示した。

9. Thamnolia subuliformis (Ehrh.) W. C叫b.

記注-CH町A.Yunnan Prov.: Lijiang Co.; 4，100 ffi. 
Wang Li -song 81-18131，1981. (HKAS 16050) 

成分一バルバチン酸、 3-α ーヒドロキシバルパチン酸、ベ
オミケス酸、スカマート酸。地衣体は UV+を示した。

10. Thamnolia vermicularis ssp. solida Sato 
記注-TIBET.4，400 ffi. Collector in Chinese，笠7，1975.

(HKAS 1089) 
成分一スカマート酸、バルパチン酸、 3-α ーヒドロキシパル

バチン酸、ベオミケス酸。地衣体は UV+を示した。

11. Umbilicaria indica Frey 
記注-C阻 NA.Sichuan Prov.: Hueili Co.， Longzhoushan; 

3，500 ffi. On rock.羽18.ngLi-song， 97-1783L 1997. 
(HKAS 16058) 

成分ーヂロフォール酸、未同定トリテルペノイド、ヒアス
チン酸、レカノール酸。
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12. Usnea longissima Ach. 
記注-CHINA.Sichuan Prov.: Julong Co.; 3，000 m. 

On Rhododendron sp. 
明ゐngLi -song， 96-1656L 1996. (HKAS 15923) 

成分-ウスニン酸、ニューロポゴリン酸、ネオジヒドロム
ロリン酸、ノルパルパチン酸、バルパチン酸、ムロ
リン酸。

[結呆-2]
雲南省周辺の食用地衣類の調査・研究

A. 食品としての地衣類
雲南省の少数民族は 5種の地衣類を食糧としてきた。その内、

Lobaria属の 3種は油で妙めて温かい料理として食べる。一方、
Ramalina属の 2種は通常は冷製料理として供されてきた。

1. 冷製として
Ralnalina conduplicans ¥hln.， 
Ramalina sinensis J atta. Nuov. 

地方名: 'shu hua' (Jinggu郡)、
‘shi hua cai' (雲南省中心部).

雲南省南西部、 yi族、 D泊族、 Han族などが暮らす Jinggu郡
では、 Ramalina属の上記2種の地衣類を結婚式の際の冷製とし
て宴会料理に供する。この習慣は古代から今日まで変わること
なく続いており、調味料として塩と唐辛子粉が添えられる事は
あるが、温められた料理が給仕されることはない。例外的に、
雲南省中央部や Chuxiong地方ではこれら 2種の地衣類が豚肉
と一緒に油妙めで供される事がある。
食べる際には、まず地衣体を重曹の入った湯で 10-20分沸騰

させた後、流水で、 1-2日晒してから前記の目的で食用に用いる。
2種の地衣類は外観が良く似ており、現地の人々はこれらを

区別することはない。 Jingdong郡の食品庖は何処も 2種を混合
した状態で販売している。
R. canduplicansは樹皮に着生する樹枝状地衣で、 0.5-2mm幅

で、平坦かつ不規則に 2分枝しながら生長する。 R.sinensisも
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樹皮着生で、扇状に生長し、長さ 6cm、幅 3δcmになる。

2. 珍味として
Lobaria kurokawae Yoshim.， 
Lobaria isidiophora Yoshim. 

地方名: ‘qing wapi'のali、Binchuan郡).
雲南省北西部の Bai族の居住地域ではこの 2種はごく普通の

食料である。初め地衣体を 10-20分間煮て、清水に 1-2日浸し
た後、豚肉と泊で妙、めて食膳に供す。

この 2種は区別が容易で、あるため、 Binchuan郡の食料品庖で
は分けて販売しているが、混合状態で売られている事もあった。
Lobaria isidiophoraはブナなどの樹皮に着生し、直径 15cm 

を超えて生長するのは珍しくない。共生藻は緑藻。湿っている
状態では地衣体の背面は緑灰色、裂芽は円筒状で縁生、裂片の
背面に裂芽を持つ。一方、 L.kurokawaeは樹皮などに着生し、
直径 10-15cmに生長する。共生藻は藍藻で、地衣体の背面は黒
茶色、湿潤時は緑藍色。裂芽や粉芽は無く、背面は凸凹な小じ
わが有るか滑らかである。

3. 救荒食として
Lobaria orientalis (Asahina)おshim.

地方名: ‘Lao long pi' (Mianning郡近辺)
Zang (チベット)族が居住する雲南省北西部では古来から飢鐘

の際、 L.orientalisを救荒食とした。地衣体を水で 30分間沸騰
させた後、清水に 1-2日浸し、油妙めにしたり、香辛料と混ぜ
て冷製として供する。
L. orientalisは雲南省北西部では最も一般的に見られる地衣

類で、樹皮に着生し、地衣体の直径が 20cmを超える事が珍し
くない。地衣体背面は湿った状態では灰緑色で、厚みがあり、
裂芽も粉芽も無い。子器は時折その縁部に認められる。胞子は
無色で l子嚢に 8個、 4室に分かれる。

B. 健康茶としての地衣類
雲南省では健康維持、あるいは保健飲料として少なくても 4

種の地衣類がお茶代わりに利用される。 Thamnoliavermicularis 
とTh.subuliformisの2種が‘雪茶'、 Lethariellacladonioides 



とL.sinensisの2種が‘紅雪茶'として常用される。現地では
上記の地衣体をカップやグラスに入れ、沸騰水を注いで、 3-5分

置いた後に直接飲み始める。一般の緑茶を飲用する習慣と同様、
極めて日常的な慣習となっている。

1. 雪茶
Thamnolia vermicularis (Sw.) Ach. ex Schaer.， 
Thamnolia subuliformis但hrh.)W Culb. 

地方名:Xue cha (Zhong dian、Lijiang地方)。この XueCha 
とは‘高原に生育する茶'を意味する。

Thamnolia vermicularisとTh.subuliformisには抗炎症の効果
があるとされ、明代から漢方薬の原料として使用されてきた長
い歴史があると信じられる。その他の効能としては体液の生産

を高め、渇きを止め、精神を安定させ、心臓を助け、高血圧、
神経衰弱、肺炎などに効果があると言われる。

今では雲南省の何処でも入手出来るが、オリジナルな商品は

Naxi族の住む Lijiang地方で入手出来る。この 2種は形態が良
く似ているため、混じり有った状態で売られている事が多い。

2. 紅雪茶
Lethariella cladonioides (Nyl.) Krog em. Wei Krog.， 
Lethariella sinensis Wei et Jiang 

地方名:Lu xing cha叉は Hongxue cha (Deqin、Zgongdian、
Lijiang地方)。

これらの地衣類はチベットの伝統医学で用いられる薬物で、

血圧を下げたり体脂肪を減少させる効があると言われ、一般に、
炎症に有効であると伝承されている。

現地の人々は健康に不安や問題がない場合でも、まるでお茶
を飲むように飲用していた。この茶は Zang(チベット)族が居住

する Zhongdian郡などで容易に購入できる。現地の人々は高地

まで出かけて」これらの地衣類を採集している。 2種の地衣類

は似かよった赤錆色で形も良く似ており、現地の人々は両者を

全く区別せずに採集している。

L. cladonioides は二股に分枝しながら 5-10cmの高さに直立
して生育する。一方、 L.sinensisは 15cmまで枝分かれしなが
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ら垂れ下がるように生育する。

[考察]
雲南省産の地衣類の chemotaxonomy並びに地衣成分の薬理

スクリーニング試験を実施する第一段階として、現地少数民族

め間で古来から食品あるいは健康茶に用いられてきた 12種の

地衣類の chemistryを[結果-1]に記載した様に、詳細に明らか

にする事が出来た。特に今回は即日を併用したため、これま

で、当該地衣類で、存在を確認出来なかった、クロロアトラノリン、

コンノルスチクチン、デカルボ、キシタムノール酸、 3-αーヒドロ

キシバルバチン酸、リケステリン酸などをそれぞれ検出するこ

とが出来た。これら微量に存在する二次代謝産物の検出は今後

の研究において chemotaxonomyの，一助となる可能性が考えら

れる。なお、今回の調査・研究において、中国で食用地衣類と

される Cladinaaggregata， Umbilicaria esculentaの2種を採集す

る機会に恵まれず残念であった。
次に、[結果-2]としてこれらの食用地衣類の現地での用法や

効能などをまとめた。新婚の 2人がRamalinacanduplicansあ

るいは R.sinensisで造られた冷製を結婚式で食べるのは一種の

セレモニーと考えられる。カップルの幸せと生命の誕生そして

子孫の繁栄を願い、それらを象徴するのがこの 2種の地衣類で

あると伝えられる。この事実は、彼らが菌類と藻類が共生して

新しい生命を創造し、繁殖していくという地衣類の本質をあた

かも見抜いているように窺えて興味をそそられる。

[参考文献]
1. Culberson， C. F.， Culberson W L. and J ohnson A.， 
A standardized τ工Canalysis of s -orcinol depsidones. 
Bryologist 84， 16-29 (1981). 

2.N訂 ui，T.， Culberson， C. F.， Culberson， W L.， Johnson， A. and 
Shibata， S.， 

A contribution to the chemistry of the lichen family 

Umbilicariaceae (Ascomycotina) 

Bryologist 99， 199-211 (1996). 
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サイトカイン産生調節能を有する中国独特薬の探査とその

炎症性疾患、動脈硬化への影響

池 島 喬

長春中医学院附属医院急症薬物研究中心

教授

要旨
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中国で伝統的に使用されて来た自然薬による抗炎症効果をヒト炎症性サイ-.!

トカインの産生及び活性の制御の面から検討した。 蜂毒は内毒素投与による

ラットの体温上昇を有為に抑制するが、それは炎症性サイトカインの産生の直

接的な抑制を介していない事が invitroの実験結果から示唆された。 慢性腎

炎治療薬である「益気血活血複方j はその構成単方である黄香により IL・1αと

TNFαの産生を抑制する事により抗炎症薬効を発揮すると思われるがその抑制

メカニズムは各サイトカインによって異なる。 黄香は炎君主性サイトカインに

よる他種の炎症性サイトカインの誘導という、炎症における「雪崩現象Jの抑

制には関与せず、免疫細胞刺激物質による炎症性サイトカインの産生を直接抑

制する。 また特定の癌細胞に対しアポトーシス(計画死)誘導効果をも有す

る。淫羊かくのサポニン (icar垣n)の体内代謝産物であり且つ薬効主体である

baohuosideは免疫細胞が巴に毒素などで刺激されていた場合は炎症性サイト

カインの産生の抑制を、刺激されていない場合は産生の充進をもたらし、中国

自然薬の逆二方向性の薬効を示唆する。

また中国に多い寄生虫である脳嚢虫の簡易診断法の開発も同時に手掛けて

おり、約 90%以上の診断確率を得た。

KEYWORDS 

炎症性サイトカイン、 IL・1α，IL・ls，IL・lra，IL・6，IL・8，TNFα，中国自然薬、

漢方複方、蜂毒、黄香、アポトーシス、脳嚢虫症簡易診断法

--------------------------------・-----------------------------------------------------------------
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1 .蜂毒による炎症性サイトカイン産生制御と抗炎症作用の関係に

関する研究

目的

中国自然薬のサイトカイン産生への関与を探る

材料及び方法

蜂毒をDFcn型電子蜂毒採集器(吉林省)を用いて採取精製した。 Wister
ratにおける内毒素 (LPS)による直腸体温の上昇に対する蜂毒の効果を電子体

温計で測定した。 また炎症性サイトカインの代表としての IL-lβによる体温

上昇の誘発に対する蜂毒の影響も試みた。 更に副腎摘出ラットへのLPSによ

る体温上昇に対する蜂毒の影響を調べた。 LPSによるヒト末梢血単核細胞

(PBMC)からの各種炎症性サイトカイン (IL・1α，IL・ls，IL・lra.IL・6，IL・8，
TNFα)の産生分泌に対する蜂毒の影響をラジオイムノアッセイ法(RIA)で測定

した。

結果

B
a
a
-
'
'
a
a
-
-
.
，，，.，，
s
a
g
-
-
E
E
'
a
'
'
'
'
a
s
 

100問 lkg体重量の LPSをラットに腹腔内投与すると 60分後から 240分

後にかけて1.5から 20Cの直腸体温の上昇が観察された。 LPS投与30分前

に蜂毒を投与しておくと蜂毒投与量依存的に体温上昇は抑制され、 6mglkg体

重量投与量では体温上昇の完全な抑制が見られた。 即ち蜂毒は抗炎症作用が

有る事が分かった。 体温上昇の主な原因となる内因性サイトカインの一種で

ある(ヒト)IL-Isのラットへの 100μg/ml投与では投与後 10分以内に体温上

昇が開始されたが、蜂毒は如何なる投与量においても体温上昇を抑制しなかっ

た。 即ち蜂毒は炎症性サイトカインの活性には関与していない可能性が高い。

ヒト末梢血培養に 1，10， 100， 1，000 ng/mlのLPSをそれぞれ添加すると Z・

1α， IL-Is， IL-6， IL-8， TNFαの産生はLPS濃度依存的に上昇したが、蜂毒の

添加は LPSによるこれらの炎症性サイトカインの産生量に影響しなかった。

天然の抗炎症物質である IL・1レセプターアンタゴニスト (IL-lra)はLPS濃

度に無関係に一定量の産生が認められたが、蜂毒はIL-lraの産生量にも変化を

もたらさなかった。 故に蜂毒はinvitroでは炎症性サイトカインの産生に影

響しない。 炎症性サイトカイン産生抑制能を有する副腎皮質ホルモンの産生

へ蜂毒が影響する可能性を考えて副腎摘出ラットを用いて実験を行った。国j腎

摘出ラットに対して 100μglkgLPSを腹腔内に注射し、 LPS誘起性の体温上
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昇に対する蜂毒の抑制効果の減少を得る事を試みたが副腎摘出ラットはLPSに

対する発熱反応が低く、顕著な結果を得ることは出来なかった。

考察

IL・1α，IL・1s，IL-6， IL-8， TNFα等の炎症性サイトカインは発熱、火傷、

細菌感染症、リュウマチ性関節炎を含む炎症性疾患に対してその症状の発現に

大きく関与している。 蜂毒がリュウマチ性関節炎に治療効果を有する事は古

来中国で伝えられている事であるー。 しかし蜂毒はinvivo (ラット)において

これらの炎症性発熱を抑制しでもヒト invitro実験において炎症性サイトカイ

ンの産生を抑制しなかった。いまだ、蜂毒によるサイトカイン抑制性副腎皮質

ホノレモンの分諮充進効果の可能性は有るものの、蜂毒の抗炎症作用は数編の論

文で記載されているような炎症性サイトガインの産生の直接的抑制ではなく、

他の免疫機構を介して行われているものと推定する。

参考文献

1) Hadjipetrou・KourounakisL. and Yiangou M. 

J. Rheumatol. 15(7):1126・1128，1988

2) Panush RS. 

J. Rheumatol. 15(10):1461・1462，1988

3) McHugh S.M. et al.， 

Clinc. Exp. A11ergy 25:828・838，1995

ll. r中薬益気血活血複方」のサイトカイン産生に対する影響

目的

中医慢性腎炎治療薬の炎症性サイトカイン産生に対する影響を調べる

材料及び方法

長春中医学院第五内科(朴志賢教授)で慢性腎炎患者に投与している複方(当
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帰、黄者、益母草、丹参、桃仁、紅花)及び各単方の水煎剤を遠心漉過して使

用した。 ヒト末梢白血球から Ficoll-Hypaque組織分離液を用いて単核細胞

を得た。 複方もしくは各単方を加えて後、 LPSを加えて培養、ラジオイムノ

アッセイを用いてヒト IL-la，IL・ls，IL・lra，IL-6， J~，.6~ T~Fα量を測定、ま

たRT・PCRを用いて各炎症性サイトカインのmRNAの産生を観察した。

鐘基

患者投与用の複方の 20倍希釈液をヒト末梢単核細胞培養に加えると、 IL-

la， IL・ls，TNFαの産生を顕著に抑制したが、この薬剤投与量では末梢白血球

細胞に対する毒性は認められなかった。また各単剤においては当帰、益母草、

黄香が TNFαの産生を顕著に抑制した。 特に黄香はIL-lα，TNFαの蛋白質産

生を抑制した。 RT-PCRにおいて複方及び黄香はTNFαntRNAの産生を完全

に抑制したがIL-lαmRNAの産生には影響しなかった。

考察

抗慢性腎炎中薬「益気養血活血複方j はIL-la.， TNFα等の炎症性サイトカ

イン産生を抑制することによって抗炎症効果を発揮する可能性が高い。しかし

そのサイトカイン産生抑制の機作は各サイトカインによって異なっており、〉

IL・1αの産生はIL-lα遺伝子の転写後 (pos抗ranscriptional)，TNFαの産生

は TNFα遺伝子の発現(佐anscrlp抵.onal)時に制御されていると思われる。 ま

た免疫充進剤と思われている黄香に抗炎症効果が認められた。

参考文献

Zhao KW and Kong HY 

中国中西医結合雑誌 13(5):263.・26~ 1993 

m. 炎症性サイトカインによる炎症性サイトカインの産生誘導に

対する黄香の影響

目的

炎症には炎症性サイトカインが炎症性サイトカインを誘導して炎症の増悪
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化の原因になることが多い。 黄香の抗炎症作用はこのステップに関与してい

るかどうか調べてみた。

材料及び方法

A375・82ヒト黒色腫、 L929マウス肺上皮癌細胞、 T98Gヒト神経謬細胞

培養に黄香水煎剤及び黄者多糖を 0.001・1mg/ml濃度で加え、 IL・113，

TNFα(100 ng/ml)による他種の炎症性サイトカインの誘導をラジオイムノア

ッセイで測定した。

結果

如何なる濃度に於いても黄香水煎剤及び黄香多糖は IL・113或は TNFα に

よる T98G細胞からの IL-6及びIL-8の産生分泌量に影響を与えなかった。ま

た IL・1特異的な細胞死をする A375・82細胞に黄香水煎剤或は黄香多糖を添加

しでも IL-lによる A375-S2細胞の細胞死は阻害されなかった。

考察

黄香による炎症性サイトカインの産生抑制は内毒素等の免疫充進物質によJ

るサイトカイン産生誘導の過程に働くのであって、以後の過程である炎症性サ

イトカインによる炎症性サイトカインの産生誘導を抑制するのではない。また

この実験で黄香成分が或る特定の腫痕細胞株 (A375・82)に対してアポトーシ

ス(プログラムされた細胞死)を誘導する予備的知見を得た。

参考文献

。DinarelloCA et al.， 

J. Im.munol. 139:1902.・1910~ 1987 

2) Ik:eji皿 aT. et al.， 

J. Infect. Dis. 1162:215.・223，1990 

・・・------------------------------------------------------------------------------------------------
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N.淫羊かくサボニンの代謝産物による炎症性サイトカインの

産生制御

目的

淫羊かくサボニンの血清内代謝産物中で免疫充進効果を有する成分のサイ

トカイン産生に対する影響を調べた。

材料と方法

ヒト組織球由来マクロファージ様細胞である THP・1をLPS，PMi¥を用い

て刺激した。 刺激 30分前に淫羊かくサポニンicarun及び其のラット血中ま

たはヒト尿中から分離した、顕著な免疫充進性を有する代謝産物である

baohuosideをTHP-1細胞培養に加え、ラジオイムノアッセイを用いて炎症性

サイトカイン (IL・1α，IL・6，IL・8，TNFα)の産生を比較した。

結果

濃度0.1若しくは 1μg/mlbaohuosideはLPS，PMAを用いて THP・1細

胞を刺激時、 IL・6の産生を充進するが、 IL・8の産生は抑制する。しかし LPSρ

PMA不存在時、 baohuosideは逆に IL-8の産生を顕著に誘導した。

考察

免疫充進剤淫羊かくは其の血中代謝産物baohuosideにより IL-8の産生を

誘導するが巴に他種のマクロブアージ刺激が有る時は逆に其の産生を抑制し、

逆二方向の薬効を有する事が判明した。多くの漢方薬には濃度依存的若しくは

他の薬剤との併用投与により其の薬効が逆転するが無刺激時に baohuosideに

よる IL・8の産生の顕著な誘導はこれらの現象を一部説明していると思われる。

参考文献

1) Ha抗iriM. et al.， 

Chem. Pharm. Bull. 33:3838， 1985 

2)李書桐 etal.， 



第二軍医大学学報 16:514，1995 : 

其の他

現在、霊芝、銀耳、人参等の多糖に於ける抗炎症に関した炎症性サイトカ

インの産生制御の研究を継続中である。

また現時点では日中医学協会からの助成金を使用してはいないが脳嚢虫症

患者血清中の抗体価を感染豚より分離精製した特異的抗原を用いる事によって

測定する簡易診断法(旭川医科大学伊藤亮教授開発)を吉林省長春市と内蒙古

通遼市を中心とする農村部患者に予備試験中である。中国では CTスキャン等

を用いて確定診断出来る医療施設が少なく、特に嚢虫症流行地域である遠隔農

村地域の診療施設には診断設備が無きに等しい。 また現在中国圏内での抗原

抗体法による嚢虫症診断キットは測定感度が低すぎる。 まず、長春近郊の豚

屠殺場から感染豚血清及び嚢虫胞を入手し、等電電気泳動で抗原を精製分離し

てから豚血清中の抗体価の存在を確認した。長春市、通遼市周辺の嚢虫症 (CT

及び視診で確定診断済み)の患者血清を検定した。 簡易血清診断法と確定診

断とは約 90%の相関性が得られた。 皮膚表面などにまだ虫体が顕在する以前

の初期感染症患者への診断及び早期治療に応用出来るものと期待している。

参考文献

1) Ma L. et al.， 

Transac. Roya1 Soc， Tropic. Med. Hygiene 91:476-478， 1997 

2) Sim.anjuntak GM. Et al.， 

Imm.unoJ. Today 13:321-323， 1997 

------------------------------------------------------------・
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研究テーマ

難治療に対する各種先端的放射線治療法の臨床的研究

来日研究者氏名

朱京麗

中国での所属・役職

北京中日友好病院放射線腫蕩科 副主任医師

招聴者氏名

平岡真寛

所属・役職

京都大学大学院医学研究科放射線医学講座 教授

(要旨)

原発性、転移性骨腫療に対する局所温熱療法の評価

1 982年から 1997年までに京都大学で温熱療法を行った原発性、転移性骨腫

療症例を検討した。治療を行ったのは、合計 16人の 19部位で局所温熱療法を中

心として放射線療法や化学療法との併用効果を評価した。これらの患者に対して、

のべ86回の治療を行い、その内 55回で効果腫蕩内温度測定を行った。腫蕩内最

高、平均、最低温度は、各々42.9，40.4，41.6"Cであった。 12腫蕩 (63%)で腫

蕩内最高温度は42.50Cをこえた。 CT画像で評価した局所麗第制御は、 15.8%でみら

れた。また局所底痛制御は62.5%であった。 l年累積生存率は60%であった。我々

の初期臨床研究は、原発性および転移性骨腫療に対する温熱療法の有用性を証明す

るものである。



Preliminary clinical results of locoregional hyperthermia for 

primary and secondary bone tumors 

(ABSTRAcn 

Nineteen primary and secondary bone tumors in 16 patients were 

treated with hyperthermia plus radiotherapy and/or chemotherapy between 

1982 and 1997 at Kyoto University Hospital. The thermometric and clinical 

results were analyzed retrospectively. In 55 of 86 hyperthermia sessions， 

the intratumor temperature was measured using a thermometer. Of the 19 

tumors， 16(84%) received heat treatment'4-7 times， and 3(15.8%) received 

1 or 2 treatments of hyperthermia. The mean maximum， mean minimum and 

average intratumor temperatures were 42.9， 40.4 and 41 .6
0

C， respectively， 

and 12(63%) reached a tumor maximum temperature above 42.5
0

C. The 

durations that intratumor points exceeded 42， 41 and 400c were 27， 33.8 and 

37.9 minutes， respectively. The local tumor response to treatment was 

assessed using X-ray computed tomography. The local response rate was 

15.8% and the local pain relief rate was 63.2%. The 1-year cumulative 

survival rate was 60%. Our preliminary results indicated that 

thermoradiotherapy and thermochemotherapy are clinicaly feasible and 

potentially beneficial in the management of locally advanced bone tumors. 

Keywords: Bone tumor， Hyperthermia， Radiotherapy， Chemotherapy， 

.Thermometry 

Zhu-l 



1.lntroduction 

Locally advanced or recurrent primary and metastatic bone tumors are 

consi'dered to be refractory to conventional treatment modalities. Patients 

with bulky bone tumors often complain of intractable pain. In such patients， 

surgical treatment is seldom an option， and the efficacy of conventional 

radiotherapy and chemotherapy remain unsatisfactory. Hyperthermia in 

combination with radiotherapy and/or chemotherapy is expected to be 

effective for these tumors. 

During the past 2 decades，. hyperthermia in combination with radiotherapy 

or chemotherapy has been investigated basically and c1inically as a new 

cancer treatment modality (Abe and Hiraoka 1990). In our department， 

hyperthermia has been employed for the treatment of locally advanced or 

recurrent primary and metastatic bone tumors since 1982. We herein 

retrospectively analyzed the thermometric and clinical results of this 

treatment to determine whether or not the temperature of bone tumors 

could be elevated to the therapeutic range of hyperthermia， and whether 

hyperthermia in combination with radiotherapy and/or chemotherapy 

improves the local control， quality of Iife and survival. In addition， the 

toxicity of the treatment was examined. 

2. Materials and Methods 

2.1 Patients 

Nineteen primary and metastatic bone tumors in 1 6 patients underwent 
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hyperthermia from August 1982 to June 1997. The patients consisted of 11 

males and 5 females and their ages ranged from 14 to 76 years with a mean 

of 58 years. AII patients complained of pain. 

AII patients had histologically confirmed malignant tumors. Of the 19 

tumors，10 were primary tumors in 8 patients which consisted of 4 

osteosarcoma， 3 chordoma， 2 chondrosarcoma， and 1 Ewing's sarcoma: The 

remaining 9 tumors in 8 patients were metastatic bone tumors and the 

primary sites were the Iiver in 4， the thyroid in 2， the kidney in 1， the 

urinary bladder in 1 and the colon in 1. The tumor volume was calculated by 

the formula πabc/6 and it ranged from 65.4 to 1565crrl with a mean of 539 

00. Treatment sites were the pelvis in 1 6 ， chest wall in 2 and lower 

extremity in 1 . 

Prior treatment consisted of systemic chemotherapy in 3 tumors， 

transcatheter arterial embolization (TAE) and transcatheter arterial 

infusion .(TAI) in 5， radiotherapy in 5， hyperthermia in 3 and surgery in 3. 

Five of the 19 tumors received a multimodality approach and 7 received a 

single modality approach. The remaining tumors were not pretreated in the 

treatηlent site. 

2.2 Hype代hermia

Three types of heating equipment were used for locoregional 

hyperthermia depending on the tumor volume， anatomic location 

and depth from surface. The methods of heating treatment and temperature 
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measurement were described previously (Hiraoka et al. 1994， Mitsumori et 

a1.1996， Nishimura et al. 1990). In brief， an 8 MHz radiofrequency (RF) 

capacitive heating device(Thermotron RF8， Yamamoto Vinita Co.， Osaka， 

Japan) was employed for treating 1 5 deep-seated or large subsurface 

tumors. In general， 2 opposing electrodes were used and the sizes of the 

pair of electrodes were determined according to the size and location of the 

tumors. When the tumor was located at the central pa代 ofthe anatomical 

site， a pair of same-sized electrodes was used. Otherwise， a pair of 

different-sized electrodes was employed'to shift the high temperature area 

to the tumor side. 

Three heating treatments were employed using an ultrasound heating 

system (Shimadzu Corporation， Kyoto， Japan). This device had an improved 

center holed planar transducer， which minimized the hot spots at the 

central axis and provided homogeneous distribution of acoustic fields. The 

frequenc'y and diameter of the applicator was selected， according to the size 

and depth of the tumor. A single heating treatment was performed using a 

430 MHz microwave heating apparatus with a lens applicator ( HTS-1 00， 

Tokyo keiki Co. Ltd.， Tokyo， Japan)， for a subsurface tumor. 

A temperature-controlled water pad or water circulation unit was 

used in all heat treatmerits， to control the temperature of the skin surface 

and subcutaneouslayer. Hyperthermia was delivered for 30・65minutes 

(mean， 43.4 min.)， once or twice weekly， within 30 minutes following 
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radiotherapy. The power was increased in a stepwise manner until the 

intratumor temperature reached the therapeutic range or the patient 

became tolerate the treatment. 

Sixteen of the 19 tumors received heating treatment 4・7times. The 

remaining 3 tumors received the treatment only 1 or 2 times， partly due to 

intolerance of sufficient power elevation， and pa代Iydue to a poor general 

condition. 

The blood pressure， pulse rate and body temperature were measured 

before， during and after heating treatmen't. 

2.3 Tumor Temperature Measurement 

The intratumoral temperature was measured using a thin 

Teflon-coated microthermocouple probe. The probe was inserted into the 

tumor via a 21・gaugeangiocatheter that had been introduced into 

the deepest part of the tumor with the aid of ultrasonic guidance or X-ray 

computed tomography (CT). The thermal distribution within the tumor was 

obtained either by withdrawing the thermocouple by 1 cm step during and 

immediately after hyperthermia with a single point thermocouple， or by 

using a stationary multipoint thermocouple probe. 

We defined Tmax.， Tmin.， and Tave. as the maximum， minimum and 

average intratumoral temperature in a thermal distribution recorded at the 

termination of treatment， respectively. In addition， T>420

C， T>41 oC and 

丁>40"Cwere defined as the duration that intratumor point exceeded 42
0

C， 41 
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t， and 40t， respectively. 

2.4 Combination Therapy 

Hyperthermia was combined with radiotherapy and/or chemotherapy. 

Radiotherapy was applied using megavoltage photons of 6 and 1 5 MV or 60 

Co for 15 of the 19 tumors. The prescribed dose and fractionation was 

37.0・61.2Gyin1.8・2.5Gy per fraction for 12 tumors， and 27.0-32.0 Gy in 

3・4Gy per fraction for 3 other tumors， 5 times weekly， respec'tively. 

Hyperthermia was administered after radiotherapy， usually within 30 

minutes. In 4 of the 15 tumors， both radiotherapy and TAE and/or TAI were 

combined with hype代hermia.The anti-cancer drugs used were cisplatin and 

doxorubicin. One of the 19 tumors was given concurrent systemic 

chemotherapy using cisplatin 50mg 1m， weekly， for 4 cycles， intravenously. 

Three of the 19 tumors were treated by hyperthermia alone， because the 

tumor had been heavily pretreated. One patient underwent intraoperative 

radiotherapy after treatment with external radiotherapy in combination 

with hyperthermia. This tumor was previously considered unresectable. 

2.5 Assessment of Response 

The local effect to treatment was evaluated by the change in tumor 

volume (using CT) when the tumor showed maximum regression. 

CR(complete response) was defined as 100% tumor regression， PR(partial 

response) indicated more than 50% tumor regression， NC(no change) less 

than 50% tumor regression and less than 50% tumor progression， 
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PD(progressive disease) signified more than 50% tumor progression. 

Pain control by treatment was evaluated according to the change in pain 

score before and after treatment. Pain was scored based on multiplied pain 

severity (O=none， 1 =mild， 2=moderate， 3=severe) and pain frequency (O=no 

pain， 1 =occasional， 2=intermittent， 3=constant)， with values ranging from 

0-9. Complete pain relief (CPR) was defined as a pain score decreasing to 

zero. Partial pain relief (PPR) represented a pain score below the initial 

score. Other patients were c1assified as no pain relief. 

The follow-up period ranged from 2 'to 95 months. Survival rates were 

calculated using the Kaplan-Meier method. 

3. Results 

3.1 Thermometry 

Eighty-six hyperthermia sessions were performed for the 19 tumors， 

and the thermometry was performed in 55 of the 86 (64 %) heat 

sessions.. Intratumoral thermometry was performed in all patients at least 

1 time except for 1 patient who refused it. 

Table 1 . shows the thermometry data obtained during heating treatment. 

The range and average for T>42
0

C， T>410

C， and T>40o
C were 0-54 minutes 

(Ave.=27)， 13-54 minutes (Ave.=33.8) and 15-57 minutes (Ave.=37.9)， 

respecfively. The heating time.ranged from 36 to 58 minutes (Ave.= 47.3). 

The average+SD (standard deviation) values for Tmax.， Tmin.， and Tave. 

were 42.9 + 2.16"C， 40.4土1.43"Cand 41.6+1.27"C， respectively， (Table 2). 
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Twelve of the 19 tumors reached a maximum temperature of 

孟42.5
0

C.Five out of the 19 reached a minimum temperature of >41 "C， and 11 

out of the 19 showed an average temperature of >41 "C. 

3.2 Local Response and Pain Control Rate 

With regards to local response， 3 achieved PR and the remaining 16 

showed NC (Table 3) of the 19 tumors treated. The local response rate was 

3/19 (15.8%). The local response rate was 3/1'2 (25%) in 12 

tumors in which the intratumoral temperature was孟42.50C.A local 

response was not obtained for tumors with Tmax. below 42.50C. 

Six of the 19 tumors achieved complete pain relief (CPR) and 6 

achieved partial pain relief (PPR). A total pain control rate was 12/19 

(63.2%). Pain scores before and after the treatment are listed in Table 4. 

In 9 of 12 tumors in which Tmax.孟42.50

C，the pain control rate was 9/12 

(75 %). On the other hand， in 3 of 7 tumors in which 

Tmax. <42.50C， the pain control rate was 3/7 (42.8 %). 

Among the 10 primary tumors， 2 obtained PR and 7(70%) reached Tmax. 

孟42.5"C.Of the 9 metastatic tumors， 1 achieved PR and 5(55%) reached 

Tmax.孟42.50C.Concerningpain control CPR+PPR， the results were similar 

for both primary and metastatic tumors. 

Figure 1 shows a patient with chordoma who obtained PR and CPR 

following thermoradiotherapy. 
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3.3 Survival 

The cumulative survival rate of 16 patients is shown in Figure 2. The 1 

year and 3 year survival rates were 60% and 25%， respectively. The survival 

outcome for the 3 pa代iallocal responders was 44+in 1 case and 39+ months 

in another case. The remaining outcome was 59+ months and the patient 

continues to live with stable disease. The mean survival period of patients 

with pain relief was 26.8 months. There was no significant difference in 

survival between primary and seconary bone tumors. 

3.4 Toxicity 

Regarding blood pressure， the systolic blood pressures before and after 

heating treatment were 128.8+23.7 mmHg (mean土SO)and 130.6+22.9 

mmHg (mean+SO )， respectively. The diastolic blood pressures before and 

after heating treatment were 75.6土13.4mmHg (mean+SO) and 77.8+15.8 

mmHg (mean+ SO)， respectively. The blood pressure increased in 50 % of 

the patients， while it decreased in the other 50%. 

The pulse rate was elevated in most patients， with a range of 

6-51 beats/min. (mean+SO， 18.8+11.7). 

The sequelae of hyperthermia were not severe. The majority of the 

patients reported mild pain associated with heating. The pain disappeared 

spontaneously after hyperthermia finished. Two patients could not tolerate 

treatment because of pain， and the treatment was unsatisfactory. Numbness 

and edema in the treatment regions were observed in 4 and 1 patient， 
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respectively. There was no thermometry-catheter related complication. No 

late sequelae were observed in any patient. 

4. Discussion 

Hyperthermia has been used effectively as an adjuvant to radiotherapy 

and/or chemotherapy in the treatment of soft tissue tumors (Leopold et al. 

1989，トliraokaet al. 1995)， head and neck tumors (Valdagni et al. 1994， Wust 

et al. 1996)， breast cancer ( Bornstein et al. 1992)， liver tumors (Nagata et 

al. 1995) and pelvic tumors (Sapozink et al. 1984， Nishimura et al. 1992). 

Toセhebest of our knowledge， few studie包haveexamined the treatment of 

bone tumors with hyperthermia. Our results demonstrated that adding 

hyperthermia to radiotherapy and/or chemotherapy was advantageous 

without increased side effects in a group of patients with locally advanced 

primary or metastatic bone tumors. 

The thermal parameters showed that hyperthermia for bone tumors is 

c1inically feasible， because the intratumor temperature was heated to a 

therapeutic temperature. Twelve out of the 19(63%) tumors reached Tmax. 

2言42.50C.Ten out of 19(52%) tumors achieved a Tmax. >43
0C. Moreover， 

84%(16/19) tumors were treated 4 to 7 times and these patients tolerated 

the treatment. The thermometric results reported by Matsui et al. (1989) 

were also positive. According to their study， temperatures above 42.S
oc 

were observed in the center and surface of pig femurs. Futhermore， the 

majority of malignant bone tumors was raised to a maximum temperature 
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above 42.5
0

C in a pilot c1inical study. 

Our findings suggested the following benefits of hyperthermia in the 

management of locally advanced bone tumors. 

The first is that the local control rate may be improved if tumors are 

heated above 42.5 't. The local control rate was 25% (3/12). 

Since all of these tumors were regarded as refractory to radiotherapy or 

chemotherapy alone because of their volume， histological type and 

history of prior therapy， this response was good. The second benefit t。

patients is pain reduction. Reduced pain was observed even in patients who 

showed no tumor regression. Twelve out of the19 tumors(63.2%) achieved 

pain control. A higher pain control rate (75%) was noted in tumors heated 

above 42.50C in the Tmax. than in tumors heated below 42.50C whose pain 

control rate was 42.8% (p>O.1). AII tumors which achieved either local 

response or pain relief were heated more than 4 times， except 1， which was 

heated 2. times. No significant relationship between Tmax. over 42.50C and 

local response or pain relief was found， because the patient number was 

small. However， the c1inical results sugg.ested that Tmax. over 42.50

C and 

more than 4 times heat treatments are necessary to obtain local control or 

pain relief. 

The addition of hyperthermia to radiotherapy and/or chemotherapy did 

not increase the acute complications. Hyperthermia-related 

toxicity such as subcutaneous fat necrosis and skin burn was not observed. 
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With regard to the systemic effects of hyperthermia， the pulse rates 

increased after hyperthermia in all patients， while the blood pressure 

changed individually. 

More recently， a patient's quality of life has become a new criterion for 

assessing cancer therapy. Our multimodality approach using hyperthermia 

provided pain relief and tumor volume reduction， suggesting that this 

treatment method is c1inically useful. 

In conclusion， our thermometric and c1inical results indicate that 

locoregional hype代hermiais feasible for locally advanced bone tumors. The 

clinical benefit of hyperthermia in combination with radiotherapy and/or 

chemotherapy was suggested. Since the number of patients was small， 

further hyperthermia clinical trials should be performed to confirm these 

observations. 

Acknowledgement: 
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ベラプロストの血小板機能抑制機序:2種類の血小板凝集計を用いて。
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プロスタサイクリンの安定化誘導体であるベラプロストの血小板凝集能に対す a

る作用を、 2種類の血小板凝集計を用いて判定した。一つの凝集計は従来の吸光

度法を用いたものであり、広く日本で用いられているが小凝集塊の検出ができな

い、また凝集の程度と吸光度法の変化との相関が悪い等の弱点がある。一方、最

近開発された散乱光を用いた血小板凝集能は 数個程度の血小板凝集塊も測定で

きること、また凝集塊のサイズと個数が定量的に判定できることなどの利点を有

している。この新しい血小板凝集計を用いると、以前より低濃度の刺激剤でおき j

る血小板凝集が測定でき、それ故低濃度の血小板機能阻害剤の効果が判定できる i

のではないかとの仮定の下、今回の実験を行った。結果として、トロンボキサン:

A2類似体である U-46619およびコラーゲン刺激の場合、散乱光を用いた血小板凝

集計により判定されたベラプロストのED50は従来の吸光度法より数倍から 10倍

程度低い値を取った。一方、エピネプリンおよびADPでは従来法との聞に大きな

差は認められなかった。ベラプロストは細胞内cAMPを増加させることにより血小

板機能を抑制させるが、トロンポキサンA2による血小板活性化をおそらくこれに

鋭敏に反応することが示唆された。 ADPやエピネプリンの小凝集塊の形成はトロ

ンボキサンA2非依存性であることが明らかにされており、おそらくこの現象が

ADPやエピネプリン刺激の場合のベラプロストの有効性を落としていることが示

唆された。
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1ntroduction 

P1ate1ets p1ay a key ro1e in physio1ogica1 hemostasis， and a1so 

participate in the pathogenesis of thrombosis which occurs with various 

disorders inc1uding diabetes me11itus and ischemic heart diseases. 

P1ate1ets appear to be activated in vivo in these disorders， and the 

modification of p1ate1et hyperfunction has been one of the therapeutic 

aims for a 10ng time. A number of agents have been deve10ped to 

attenuate p1ate1et hyperfunction， and severa1 drugs have been a1ready 

introduced into market with 1imited success. Hence， accurate 

measurement of p1ate1et function is a prerequisite for the eva1uation 

of efficacy of anti-p1ate1et agents. 

The most wide1y app1ied method of p1ate1et function today is p1ate1et 

aggregometry based on changes in 1ight transmission of p1ate1et 

suspensions， deve10ped by Born et aL in 1962. A1though most， if not 

a11， of c1inica1 eva1uations of p1ate1et aggregation have been 

performed with this conventiona1 p1ate1et aggregometry， it is now 

realized that there is on1y a litt1e， if not none， corre1ation between 

the extent of aggregation assessed by this method and c1inica1 

responses. This discrepancy may be attributed to the poor corre1ation 

between changes in 1ight transmission and the formation of p1ate1et 

aggregates， and to the 10w sensitivity of the conventiona1 method to 

detect sma1l aggregates. We have recent1y deve10ped a p1ate1et 

aggregometer based on a partic1e counting method using 1ight scattering. 

This new method can quantitative1y assess the number and size of 

p1ate1et aggregates in a suspension. 1t is a1so sensitive enough to 

detect aggregates consisting of severa1 p1ate1ets， and therefore can 

eva1uate p1ate1et activation of a weak magnitude. This device is now 

commercia11y avai1ab1e， and severa1 c1inica1 tria1s as we11 as 

fundamenta1 eva1uation have been reported. 

Prostag1andin 12 (PG12) is synthesized and re1eased by endothe1ia1 

ce11s. PG12 by interacting with its receptors on p1atelets e1evates the 

intrace11u1ar 1eve1 of cAMP in p1ate1ets， and this process is considered 

to p1ay an important ro1e in preventing p1ate1et adhesion to endothe1ium 

and subsequent aggregate formation. Whi1e administration of PG12 shou1d 

1________________________・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・..----・・-・・・・・ー・・・・・・・・・・・・・・・4



prove usefu1 in the therapeutic regimen for thromboembo1ism， its 

instabi1ity prec1uded its wide c1inica1 app1ication. Recent1y， severa1 

stab1e ana10gues of PG12 have been deve1oped， and their c1inica1 

efficacy has met considerab1e success. They shou1d a1so prove to be 

potent inhibitors of p1ate1et aggregation in in vitro studies， but 

previous reports using the conventiona1 p1ate1et aggregometry have found 

inhibitory effects of these agents on1y at high concentrations which 

cannot be achieved in vivo. 1n this study， we eva1uated the effects of 

sodium beraprost， a stab1e ana10gue of PG12 synthesized by Toray Co. 

Ltd.， on p1ate1et aggregation， as assessed by the new aggregometry based 

on 1ight scattering. Changes in 1ight transmission， used in the 

conventiona1 aggregometry， were simu1t号neous1ymeasured a10ng with 1ight 

scattering， to de1ineate the comparative efficacy of these two methods 

in detecting changes in p1ate1et aggregation. 

Materia1s and Methods 

1. Agents: Sodium Beraprost was a generous gift from Toray Co. Ltd.， 

Tokyo， ]apan. 1t was disso1ved in disti11ed water at a 

concentration of O. 1 mM just prior to use. ADP and epinephrine were 

obtained from Sigma (St. Louis， MO， U.S.A). U46619 was purchased 

from Funakoshi (Tokyo， ]apan). Co11agen was obtained from 

Form-Chemie. 

2. P1ate1ets: Venous b100d was drawn from hea1thy vo1unteers who 

denied uptake of any drug for a minimum of two weeks prior to 

experiments. B100d was immediate1y mixed with 3.8覧sodium ci trate 

(1 vo1ume of citrate/9 vo1umes of b1ood)， and the mixture was 

centrifuged at 160 x g to obtain p1ate1et-rich p1asma (PRP). For 

the measurement of changes in 1ight transmission， PRP was further 

centrifuged at 2000 x g to obtain p1ate1et-poor p1asma， which was 

used to ca1ibrate 100覧 1ighttransmission. 

3. Measurement of p1ate1et aggregation: We deve10ped a p1ate1et 

aggregometer' that simu1taneous1y measures p1ate1et aggregation by 

two means. One is the conventiona1 method based on changes in the 



1ight transmission (LT) of a p1ate1et suspension， deve10ped by 

Born. The other is based on the partic1e counting method using 

1ight scattering (LS). Brief1y， a diode 1aser 1ight beam (40μm 

in width， wave1ength 675 nm) was passsed through PRP in a 

cy1indrica1 glass cuvette maintained at 37~. An optica1 device 

focuses on a 1imited area of the p1ate1et suspension， and measures 

the intensity of 1ight scattered by partic1es passing through the 

area， thus minimizing mu1tip1e 1ight scattering. The intensity of 

1ight scattering detected by this device provides information on 

the number and size of aggregates in the suspension. lt has been 

demonstrated that this device is particu1ar1y sensitive in 

detecting p1ate1et aggregates of ~ma11 size. 

Resu1ts 

1. Dose-response curves of ADP-induced p1ate1et aggregation assessed 

by LT or LS. 

Assessed by LT， ADP at the range of 0.5 and 1.5μM induced a 

transient increase in 1ight transmission， which has been defined as 

the "primary aggregation". At higher concentrations of ADP， the 

primary aggregation is fo11owed by the secondary aggregation， 

which represents irreversib1e p1ate1et aggregation. Since the 

primary aggregation is of sma11 magnitude and varies between 

measurements， the secondary aggregation has conventiona11y been 

used to evaluate the effects of various inhibitors on p1ate1et 

aggre ga t i on. 

On the other hand， LS which can eva1uate the size and number of 

p1ate1et aggregates demonstrates that the formation of sma11 

aggregates occurs in the phase of the primary aggregation， as defined 

by LT. LS a1so shows that p1ate1et aggregates of sma11 size precede 

the formation of 1arger aggregates， which coincides with the phase of: 

the secondary aggregation as detected by LT. The ED50 va1ue of ADP 

assessed by LS for inducing p1ate1et aggregation is approximate1y 



0.75μM， whereas that of LT is approximately 2.0μM. These findings 

clearly demonstrate that LS which can detect the formation of small 

aggregates can evaluate platelet activation more sensitively than LT. 

Other agonists， including epinephrine， collagen， and U46691 gave 

results essentially similar to that of ADP (data not shown). 

In experiments thereafter， two concentrations were determined for 

each agonist. One was the minimal concentration of the agonist which 

induced the secondary aggregation assessed with LT， and the other was 

the maximum concentration of the agonist that induced the formation 

of small aggregates as assessed by LS but not that of larger 

aggregates or substantial changes in light transmission. The effects 

of sodium beraprost were determined，on platelet aggregation induced 

by the agonists in the concentration range thus determined. 

2. Effect of beraprost on platelet aggregation induced by ADP. 

Beraprost in a dose-dependent manner inhibited ADP-induced platelet 

aggregation assessed by LT as well as LS. At concentrations higher 

than 10 nM， beraprost almost completely inhibited the formation of 

platelet aggregates induced by ADP. The ID50 values of beraprost 

were approximately 5 nM with LT， and 2. 5 nM with LS. 

3. Effect of beraprost on platelet aggregation induced by epinephrine. 

Beraprost in a dose-dependent manner inhibited epinephrine-induced 

platelet aggregation assessed by LT as well as LS. At concentrations 

higher than 10 nM， beraprost almost completely inhibited the 

formation of platelet aggregates induced by epinephrine. The ID50 

values of beraprost were approximately 7 nM with LT， and 5 nM with 

LS. 

4. Effects of beraprost on platelet aggregation induced by U46619. 

Beraprost up to the concentrations of 3 nM virtually had no effects 

on U46619-induced platelet aggregation， when assessed with LT. At 

concentrations higher than 10 nM， however， platelet aggregation was 

almost completely inhibited. Thus， although the ID50 value falls 

between 3 and 10 nM， its value could not be determined with accuracy. 

Assessed with LS， beraprost in a dose-dependent manner inhibited 

platelet aggregation with the ID50 value of 0.2 nM. 

--------------------------------------------------------------------------------------------------
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aggregates， which allows the assessment with LT， are greater than those 

required for the formation of small aggregates that can be 

quantitatively measured by LS. Thus， LS can evaluate platelet 

aggregation of a minor degree induced by agonists at concentrations 

lower than those required for the assessment by LT. 

Anti-platelet agents which have clearly proved useful in clinical 

trials are often known to lack inhibitory effects at physiologic 

concentrations on platelet aggregation in vitr~ Most of these studies 

h、aveused the conventional platelet aggregometry， which requires the 

formation of large aggregates for assessment， and the concentrations of 

the agonists used in these studies were much higher than could be 

generated in vivo. Platelet aggregate'formation induced by potent 

agonists at high concentrations may be resistant to anti-platelet 

agents or requires higher concentrations of these inhibitors. It is 

possible that anti-platelet agents at concentrations closer to the 

physiologic range may prove effective if they are tested for platelet 

aggregation induced by agonists at concentrations closer to those 

in vivo. This hypothesis led us to perform the comparative study on 

the effects of beraprost on platelet aggregation， as assessed by LT and 

that of LS. 

In the present study， we have demonstrated that sodium beraprost in a 

dose-dependent manner inhibited platelet aggregation induced by all the 

four agonists， ADP， collagen and U46619， irrespective of the methods 

for measuring platelet aggregation. However， there appear to be 

differences in the ID50 values of beraprost between the agonists. With 

ADP or epinephrine， the ID50 values determined by LS were relatively 

close to those of LT ( 2.5 nM vs. 5 with ADP stimulation， and 5 nM vs. 

1 nM with epinephrine). On the other hand， the ID50 values determined 

by LS were much lower than those of LT with U-46619-or collagen-induced 

platelet aggregation (0.2 nM vs. 3-10 nM with U-46619， and 0.5 nM vs. 

3-10 nM with collagen). These data raise several interesting notions. 

First， the formation of small aggregates induced by U-46619， a 

tIII-oInboxaIle A2mimet i?，and by collagen appears-to be highly sensitive 

to the elevated intracellular cAMP level induced by beraprost. 

1______----・・・ー・--------------・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ー・・・・4・
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Since the formation of sma11 aggregates in co11agen-induced p1ate1et 

activation is known to be dependent upon thromboxane A2 formation， 

these findings suggest that cAMP potent1y inhibits the formation of 

sma11 aggregates， which is the initia1 phase of p1ate1et activation 

induced by thromboxane A2. It is a1so suggested that the intrace11u1ar 

cAMP 1eve1 is re1ative1y 1ess potent in suppressing the transformation 

of sma11 aggregates into 1arge aggregates. 
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研究テーマ: 高血圧症に関するゲノム解析
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要旨:インスリン非依存性糖原病患者の家系分析によれば、高血圧に関する遺伝的素因
が8番染色体の LPL遺伝子の近傍 (8p22)に存在することを示唆している。本研究
ではこの結果を確認し高血圧関連遺伝子をク口ーニングするために、 LPL近傍の 13 
個の STSマーカーを用いて、慶臆BACライブラリーをコロニーハイブリダイゼー
ションでスクリーニングした。得られた 29個のBACクローンをサザンプロットおよ
びPCRを併用して整列した上で、 6個の重なり合う BACクローンを選定しそれらを
用いてエキソントラッピングを行った。 30個のヱキソンが得られたのでそれぞれシー
ケンスを決定しデータベースへのホモ口ジ一歩ーチを行った。その結果、 1個は LPL
遺伝子由来のエキソンであったが、他の 29個は未知のシーケンスであった。本研究に
よって、 8p22領岐に存在する新規遺伝子のク口一ニングが可能となり、高血圧関連遺
伝子を発見する基盤ができた。

Key Words: エキソントラツピング、 BACライブラリー、 8番染色体、高血圧

Hypertension is a common complex disease characterized by quantitative 
trait under polygenic control. The identification of genes responsible for high 
blood pressure is of major importance， because it provides a mechanistic 
classification and guides therapy for the primary abnormality. Wu et al studied 
the distribution of blood pressure in 48 Taiwanese families with noninsulin-
dependent diabetes mellitus and conducted quantitative sib-pair linkage analysis 
with candidate loci for blood pressure， insulin resistance and lipid metabolism: 
They obtained significant evidence for linkage of systolic blood pressure to a 
genetic region at or near the lipoprotein lipase (LPL) gene on chromosome 
8p22 1) . As a step toward identifying the pathogenic gene of hypertension， 1 
screened BAC clones from Keio human BAC contig covering markers D8S 1715-
D8S 1949-D8S282. Furthe口nore，1 performed exon trapping and sequencing of 
the obtained exon-like fragments. This information wiU aid in the isolation of 
candidate genes involved in出epathogenesis of hypertension and other disorders 
mapped to the 8p22 region. 

MATERIALS AND METHODS 

Human BAC library. The Keio BAC library was constructed by Asakawa et 
al. and reported previously2). 

Synthesis of oligonucleotide probe. The sequence information on 13 STS 
markers located on chromosome 8p22 was downloaded from the database of the 



Whitehead Institute at MIT. They were used as probes for hybridization and 
PCR amplimers. 

Colony hybridization using high-density replica (HDR) filters. The 
3072 BAC clones were blotted onto a 12 x 8 cm Biodyne nylon membrane by a 
Biomek 2000 workstation (Beckman). DNAs were fixed to membranes 
according ωa microwave/proteinase k colony lysis procedure3).百leend-labeled 
probe reaction was followed by mixture containing 0.1 pmol each of 13 STS 
marker oligonucleotides (forward amplimers)， 6.5μCi of [y_32P] ATP (5000 
Ci/mol， AA0018 Amersham)， and 1 unit of T4 polynucleotide kinase (Takara) in 
the supplied buffer and was incubated at 3TC for 1 hr. The u凶ncorporated[y-
32P]A TP was removed with a Sephadex G-50 spun column. Prehybridization was 
performed with a solution of 5 x SSC， 5 x Denhardt's， 0.5% SDS， 0.5 mg/ml 
denatured ssDNA at 55

0

C for overnight. 官官 labeledprobes were added to血e
hybridization solution and incubated for 72 hr at 55

0

C. 百lefilters were washed 
three times with 2 x SSC and 0.5% SDS for 15 min at room temperature， 
followed by two washing for 30 min at 55

0C， and fmally washed with 0.1 x SSC 
and 0.1 % SDS for a few min at room tempera加re. The filter was exposured 
against F吋iimaging plate for 72 hr. 百leautoradiograms were obtained with a 
BAS 2000 Bio Imaging Analyzer (F吋i，Japan). 
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29 BAC clones were amplified by PCR with 13 STSs 

Southern blot analysis. DNA from 29 BAC clones which cover血e13 
markers near LPL locus was digested with HindIII， sep紅 atedby 0.7 % agarose 
gel electrophoresis and transferred onto a nylon membrane (NEN). HindIII-
digested DNA was labeled with [α._32P]dCTP by a random priming me血odand 
hybridized to the Southem blot filter of BAC DNA. 

Exon trapping. Exon位appingwas performed using佃 exon位appingsystem 
(GIBCO， BRL) as recommended by the supplier. DNAs of six BAC clones (1220-
D6， 1689-F4， 1961-C5， 1460-HI0， 1381-A1 and 2048-D6) were digested with 
PstI and subcloned into PstI-digested pSPL3 vector. Transformed colonies 
resistant to ampicillin were pooled and plasmid DNA was purified. Recombinant 
plasmids were transfected into COS-7 cells using FuGENE 6 transfection reagent 
(BOEHRINGER， MANNHEIM). After 48 hr， total RNA was purified from COS-7 
cells， reverse-transcribed and PCR-amplified using vector-spec出cprimers. The 
PCR products were subcloned into pAMP10 using the uracil DNA glycosylase 
(UDG) cloning method as recommended by the supplier. 

DNA sequencing.. The位appedsequences were amplified directly from each 
colony by PCR using cassette-specific primers， purified by QIAquick-spin 
columns (QIAGEN)， and then subjected to DNA sequencing. 百lesequencmg 



reaction was performed using Taq DNA polymerase and Fluorescence・labeled

dideoxy-nucleotides in a BigDye terminator cycle sequencing kit (Perkin-Elmer). 

The DNA sequence was then determined using an automatic DNA sequencer (ABI， 

Mode1377).百lenucleotide homologies were analyzed using BLASTN search of出e

non-redundant databases. 

RESULTS AND DISCUSSION 

We a抗emptedto construct a BAC contig map to cover 血e reglOn 

co町espondingto quantitative位aitlocus of human blood pressure at chromosome 

8p22. From BAC library， 29 BAC clones were selected by colony hybridization 

with labeled 13 STSs ne紅 LPLlocus. We then performed PCR with血esame 

STSs to conform. the BAC clones containing human DNA inserts. To find 

neighboring clones， we used Southem hybridization with each BAC clones as出e

probe. After a series of experiments we were able to cons佐uctthe BAC contig 

covering markers D8S1715-D8S1949・D8S282.
To isolate transcribed sequences from' this region， we performed exon-

仕appingusing 6 BAC clones， and isolated 30 putative exon fragments. These 

exons ranged from 57 bp to 261 bp in size. Homology search with nucleotide 

sequence database revealed that one exon is derived from gene LPL located in 

出isregion. 18 exons matched with p紅 tialEST sequences without known 

function. 4 exons matched with exon sequences出atwere independently trapped 

by other investigators. 7 exons had no considerable homology with the sequences 

deposited in database. We found 18 exons to be present in human liver， thymus， 

brain， placenta， retina and testis cDNA libraries. These exons reported here will 

be useful resources for isolation of candidate genes involved in the pathogenesis 

of hypertension as well as other novel genes located in the 8p22 region. 
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要旨 i 
j熱ショックタンパク質(恥p)反応性リンパ球の同種異系(アロ)臓器移植拒絶!

反応時の関与が最近報告されている。しかし、熱ショックタンパク質の発現機i
構及び役割について、特に二種類のT細胞、すなわち αβT細胞、 γδT細胞i
のアロリンパ球に対する反応性についてはまだ不明である。そこで、アロ抗原i
による一方性、二方性マウス混合リンパ球反応における Hspの発現機構及び役i
割について検討を行った。正常またはX線照射後リンパ球においては細胞成長i
因子、抗原、マイトジンなど存在の有無に関わらず、 Hsp60またはHsp70分子i
が細胞表面に発現し、アロ抗原の刺激によりその発現は著しく増強した。 αs:
T細胞はアロ生細胞と共培養時に強く増殖し、また、その増殖性は抗Hsp60抗!

体によって、 31-43%に抑えられた。一方γoT細胞では抗政p60抗体の添加!

によって、完全に増殖が抑えられた。以上の結果から、マウス m司式o系においl
てアロ反応性はHsp60分子とγδT細胞が関連し、 αsT細胞の関与は部分的i
であることを判明した。臓器移植拒絶反応における Hsp60好の関与及び役割!

の機序の解明は臨床において拒絶反応の制御に役に立つと考える。 i 
r--ー『ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー・1
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問TRODUCTION

何回tsh∞kprot出 s(hsps) are pr，ωωby bo白 P戸r依伽叩ω 山 u蜘k町叩。叫t匂μ以ωc岱吋ells川lhsuriderj

: a variety of stress田 suchぉ suddenelevation of temp erature， oxidative radi叫 s，ano丸 i
:al∞ho~he抑制aIs， ischemia， cytokines， infection and inflammation(l・6).Thiscellular: 

!mPOEMspmmdtobemponsiblef叩・o附耶tressedcells throu民間制叫

: denature p rotein(7). B鎚 id白， many 1抑制igationshave shown由討 hspsperform a: 

: function as " molωlar chapero脚"by folding unfolding釦 dtranslocation of: 

!E45誕生当7，8，)虫恒三宮竺包 relate虫色自主主巴竺虫色，~~.P.:~~虫色企12jj



iFぽ example，hsp70 can int町 制 withunfolding polyp句tid白 so鎚 potentiallyto: 

:facilitate a conformational change in the peptid州 HC∞mplex， which is r，削redfor: 

jtmdd州 idか，MHC∞mpl低 to印 刷arsum州 9) 均 r白 sionof MHC is: 

: promoted by the stimulation via h倒 stress(13).加 ti伊 presentationcan be blacked by: 

:antibodi鎚噂msthsp 70(1勾.Th脱 datasu鯵 stthat hsps belongto antigen-presenting: 

jml側関 On恥 otherh叫 hspsalso s蜘旬 be伽叩制igensreco， 伊 凶 byj

: immune sy stem， whichωtrigger autoimmune r，抑制的14)tumor immunity(15)，: 
: and graft rej回 tion(16・24).

t sev叫 investi斜 orshave noted that 伽 鎚ctivelymphocyt倒的 anther smdj 

:proportion of T cells within infiltr仰 g勿mphocyt回 inallograft. Therefore， th匂 i

: p ostulated that graft・凶tratinglymphocyt回 might poss鎚 other specifi均 toi 

jaddω 釦 tigen(16).They found伽.trat allo伊良i仰 h州…spo耐 dmMkedlytoi

: recombinant myc∞ω。ぬba似cteri抑n巾t包alhs叩p6“5釦副dh均s叩p7初O.M釦町ys則tれ加u凶ldi偲 h即a抑.ve悶

i凶d。噂gra泊ftun凶d伽e町r伊伊esast 郎 s， i泊nw袖h帥lC

jトトu戸悶噂ψIla制 a制nd叫dh暗s内 ac削 ym岬附ph仰附t陥岱 叫 ndωu応刷c伺edin rat， (16，18-2伽 ouse(1加 d!

: human sy stem(21・24).However， there are several questions requII吋 tobe clarified.: 

: Firstly ， in several studi白t}町伺.ctivityoflymphocyt白 infi伽 atedin allograft tissu白 toi

j h m  is evailI制 by 山 respon則 ore旬ωc∞。αm帥耐n巾l巾bi加n削 。町rn∞馴。∞nr，郎民悶。omb凶i泊nan釦制t町叩c∞ω。ぬ伽ba似cteri
i戸hs叩ps(1“6ιω，1凶8旦幻，19吟，).This is obviously not so powerful evidence for the interpretation of: 

: involvement of hsp s in allo，伊丘 rejectionb邸釦seno hsps derived from same spices: 

icouldbet田 tedfor the岬 onseto lymphocyt白川間 investi似 ions.Recen均 aj

:group had a promising result thほ Tcells合omre.J釘tedhuman kidn句 allograftresp ond: 

:to human hsp72(23). The conclusion丘omthis repo此 S民 msto imply th拭 hsp72is a: 

itzFtmtiFn which didt lymph何 teresp onse. Do抑 制lytherefore町 eぉ j

: alloantigen or antigen presenting molωles in allogeneic ly mp hocyte reaction?: 

:Moreover， although hsp60・r回 .ctive油釦dγδTcells have been identified in m凶n凶nce(2お5):l 
an仙1

and TCR γ δ 唱x却pr，図郎s討10略g偲ω:llstω。allo-かωs叫t討lmu叫l拭御。町ru叫 s叩p-イr伺臨郎.cti討vepa拭.thwa:符-::I?At 1 笛制t，t出he司i 
hs暗sp戸s勾町r附白s伊 1制 lyin羽出nboth伽 q州ぉmand nucl釦 s，h。仰，wev閃 a町民〉川川，川wo。州1

抑悶附s。∞n白ωcellsurfacω凶eraωs坑tress由副白削1伽 ul拭副仰io。∞nb句yall山0-悶は抑i討Vl江勾削t旬引yρ?In prese鮒n凶ts山tωud匂y，:

jwe “deti自in凶凶n凶出i比ti討vel均l砂y∞nfirmed t恥h恥ee句却悶s討i。∞n。ぱfb悦仙hh均s叩p凶仰6ω0釦叫dh均s叩p7拘omol句則ules笛 on the: 

idls h mum凶剖 lymph∞yter制 ionin vitro. A hsp 60-dep endant伽 -eactive1

トesponsein both cases ofα s T andγ d T cells w凶凶hmudnes附 mMtmi

:MA担問ALS釧 D:rvm加ODs i 
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凶1imds j 

lTm-W伺 k-oldmale inbred B必;B/c但-2d)組 dC5沼 U6(H・2均出回:， 2 months of a民 i

jwere p帥 asedfrom S凶 uぬLab側町AnimalCenter (Sh凶似 Ja阿 AHi

: animals had acωs to watぽ釦dfc∞ds叫 libitumand were housed in制 ordan回 withi

h副知tionalanimal care policies. : 

Antibodies and reagents 

The following mAbs were used:釦 ti・hsp60mAb derived from theは 1hy bridoma: 

(mo附 IgGlisotype) has a UniQl同 ecificityfor mammalian hsp 60 and a叩 hs州
: but does not cross react with the bacterial∞unt句副， or with helminths and spinach.: 

jThem仙 p70mAb 帥 d 企omthe BRM・22Wbddomalodizd both thej 

:constit叫ive(hsp73)釦 dinducible (hsp72) for:ms of hsp70 in immunoblotting Both: 

: anti-hsp mAbs were purchased from Sigma The following mAbs or reagents were: 

purchぉedfrom PHARMINGEN， USA: Bi以o叫Iti加n-c仰-c

TCR ア δ 釦 d叫 TCRα s; 刷 m-∞吋u阿凶 anti-mouseCD玖 Fπc-i

∞吋ugatedhamster anti-mouse TCR s; R-PE-conjugated hamster anti-mouse TCR y : 

δ， FITC-or R-PE-conju伊.tedhamster IgG isotype standard. FITC-conju伊.tedF(め')21

rabbit anti-mouse IgG were from舘 ROTEC.Streptavidin microb伺 dswere purchased: 

;from (Miltenyi Biotec， Bergisch Gladbach， Germany). 

iPr句制ionof TCRα3・釦dTCRγδ・句ressingcells. Splenic tissu既 obtmdl

i仕omBALB/c or C57BU6 miω， wer，陪eg伊障m削ntl勿ypres白郎sedb句yslides and p笛 sedt出hr01砂 ai 

!ド別y戸戸n巾i訂E耶 Ir川ichw部叫州5臼i附 i由削5批蜘吋旬同附n蜘i

i同monon。∞n釦側cl蜘釦 s叩pl陥e伺n。叫句t陥白 s抑e句:pa制ra附a瓜.ted合仇。mF日lC∞coll-:担H均王匂抑yp叩 e口cen削l

i旬p鎚 sωedt耐肘加。∞ugt誹lN均'ylonFiber Column (Wako Pure Chemical Industries) to obtain T cell-: 

ien帥 d仰 ulation.Purification ofα s orγδT cells from伽 eBA泊BνUcs叩pl凶en剖n凶i

i戸Tc岱cellsweredω。neb句ymagr伊1児附eti匂ca制cti討.va剖.tedcell s 。侃r目t匂ぽ.φ似4引ilte.旬en町yl氾Bi以。叫te民c，Ber，頃gischGαladbach，: 
:凶Germa叫n勾1ザy).Cells were resuspended in labeling buffer (pBS， pH7.2， 2mM印TA)，toi

jwhichbiotim恥阿mAbsanti・CD19(1m凶06cells)釦 danti-TCRγδormd-i 

jTCRα s wereaddedぽ lmg{106cells. The cells were incubated for 20凶non lce釦 dl

: washed twice with labeling buffer. The悶 lspendedcells wぽethen incubated with: 

istrmMdh出町'ob帥 (10mlll07cell仰 15min∞i印刷washed.Cells were伽 i

: added in a column， which wぉ p恥 edin magnetic activated cell sorter. We∞llected the: 

: entire eft1uate as a " nonmagrtetic" fractio九 inwhichα s orγo T伺 Usac∞unted: 

lおr>90%， as analyzed by flωrescence staini略 i

ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー_J



:ProIi加ionぉsay:On問符 r則 ionand two-w可 r制 ionofα s orγδTcelq 
:to allo，伊eicsplenocyt白.Two-way allo・reactivity:p roIiferative r，匂pons句 ofα sor: 
jγδT cel1s合'omsp leens of B細川句 tosplenocyt回企'omC57BU6向 wmi
: determined in a 3♂H凡勺f仁む勺-1♂，τTdRi泊nc∞。r中P。悶削ti。∞na儲ssay.R，儲切P。∞，nd伽ぽc句倒ells(ο1 X 10ゲ4 α S 。ぽrγ i 
i川δT 偲ω11s企。仰mBA泊BU以c凶句付:)wぽ悶eωt伽町'edw叫it由h2X 10ゲ，4i討IπTa“di加拭ed(仰2却OGyμx-:剖x-r寸守叫r

i戸問仰町ornot irradiated附 st加山ors(splenocytes from C57BU6凶付加州lC抵einj
: the wells of 96・'wellV・bottom凶crotiterpl蜘(Nunc， Wiesbaden， Germany) in a: 
lvolumeof02凶. The medium w白 RPMI-1640叫 plementedwith 10%hω.1 
1h的制dFCS， 10 mM HEPES， 2 mM L-glutamine， 100 U/凶 penicillin， and 100μ! 
:gIJ凶streptomycin.The cells were incubated at 37'C in a humidified atmosph町eof5%i
jc02Mr for6郎知内P60 (1:400)川 sp70(1:5州 Mbm addd toi 
iα此町白隠P釘 tiveIy.Controls in叫c

.;Mi凶w羽i也ω。∞u叫t釦刷ti-h切s叩P凶凶6ω0。町rト-h均s叩p7苅0叫.b.At the indicated time， in似 duaI microcl伽 eswere: 
:pulsed with 1μCi 3H-TdR per weIl釦dincubated for叩 other6 hours. Therea白er，i
iωlt町白 wereh町田tedonto gj.鎚sfibers and counted for beta emission using a trace・961
: direct beta counter (Berthold). 

; The one-way mixed lymphocyte reaction in a 3町dRi問中oration路町 四伽1

:performed. 5 X 104 T ceIls (rl郎叫e白sp。∞nd附d白伽e町吟r
;μisol似1加a剖仰io削。∞n企仇。ms叩plen釘en∞I。吻cyt陥岱 合仇。m帥 BA油BνUc，砂∞l加t印ur，剖吋 w叫it出hi討nπrraヨa“di加a拭ted(仰2却OG匂y)戸5X 1附0ゲ4i
!怜s叩pl蜘白悶nc印cell仙ell山l1s(s似t刷刷l加a御o叫O仕仇。mC5沼凶 mice in 96-well， round-bottom 出町opla出 i
:(Nunのおr3 days， whiIe expressions of hsp60 and hsp70 on responder， stimulator and: 
: responder +stimulator ceIls were anaIyzed at day 2如 dday3. 

!日owcytometry 
:For phenotypic ar叫y山， the magnetic isolated ceIls were stained with FI1ひanti-TCR:
抑制R-PE-anti-TCR y d 制 lSp句 r回附ofanaI向cellswemaindwHhj
imti・hsp60 or anti・hsp70resp倒 ivelyfor 15 min on ice. After two washing steps， c伺d仙elI山Hhlhsi
iNwe悦re右引etheni泊nωb凶縫“with FIロπτTC-叩c∞。∞o恥lJ事卵UlμJlμu伊g伊斜a試t“F(伸a油s刈b'め'フ)戸，2r，油油b凶i比tar釦制l此tiト-mouseIgGs伽。町r1臼5凶n。∞nl
!μlC切c句e釦制dwas錨刷伽削i防c句e恥 c仙eIl出Ilswe町町r

: All anaIyses were' measured on a FACScan flow cytometer (Becton Dickioson). 

jst制 icaI釦aIysis

: AnaIy sis of v剖ancew鎚 usedto t白 tthe differenc回 amoogaIl t白 tedgroups io: 
1proliaration a ssay-1  
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jE却附ionofhsp60釦 dhsp700n叫 turedcells in伽 way凶制l加ymp凶h句叩t如e引r伺制d伽

i拘h吋泊巾t釘r仰 i伽llus刷凶附附s坑t釘r制砥制edin fig以1，a ∞nventional proliferation of murine splenic T cell: 
ICBMB/c)釦 tia1Iogeneic訂凶iぽedsplenocyte (C5沼 U6)wぉ ob吋ouslyobsewedl 
jd凶 ng3 day s of culture in vitro. H仰向 theev田 tin仙 processwe are in吋 dini
:is whethぽ theresponse of T cells to allo伊 1eiCstimulation ∞uld∞rresp ond with hsp : 
1句 ressionon cells. As shown in fig2， both freshly isolated responder但ALB/c)splenid 
jTdlS 釦 ds伽山or(C57BU1何 le町 t白 ∞uld 句 resssば紙h均s叩がp凶仰6ωOm削01釘飢則側u叫此11山le
immihn。町rp。叩pu叫lat副蜘10。∞n(ドく 6%， A and B). R白 pondercells maintained this level of hsp60: 
j句 ressionat師向 andi…sed at州 σ)叫th25%. T恥heh均1S珂s叩併p凶凶6ωO~勾町9駅r附e
戸a“di切atedο0ωGyけ)st首imul加aぽωtωOぽrcells i泊nぽ伺鰯sedwiゆ?φhpro刈。olor噌ngtime ofαω11t旬ure(似atda'匂y2，l
i同4必3%釦制d縫 d州a符がyρ3，62%). In the 卯l ω res of resp onder mi凶 with irradiated stim叫ator: l cd M ere w as ihrn1 cぽreas伺鎚51均n昭卿1喝gp州 ve“吋cellp戸erce伺en吋 i加nt川1けth恥hewl叫泊hol仰 。叩pu叫Il血削帥la加a拭t

!戸49%拭 da'符.y2釦 d 67% at da'符.y3respe釘倒cti討vel均l防y.At same time p oint， the se伺que釦n句 f伽。町rt出he可i 
:leve吋elぬIs。ぱfhsp凶60併+句cellp町悦c叩削ta~伊謁 IS 鎚 f制01州II。仰w附 s:re切s叩ponderw訓it出hs凶t討imul血la加a幻t。町r(侭Rw叫it出hS勾)>: 
!トst刷拭仰伽。町r(ω勾 > re.郎叩s

!同pe的閃e創nta穆伊 in cells 企omthe culture of児 sponderwith stimulator. Th拭 is， %neti 
lincreasing = %R with S -[%R (responder) + %S (stimul抗or)/2].A幻c∞c∞。r凶din略gt恥hhe!
!凶叫印ωl加抗叫仰10。∞nw凶itl川 sDお。rml官mu肉JI巾九Ia，色， w附eD。αl刷恥閥 i耐n悶σ郎悶in喝gperce側n瓜ta郁伊 i加nαd伽i
!ドr白 por凶 e町rw叫it出hs叫ti加m叫a拭t。町rc伺倒ellsw ぽ悦e24.5% 低 da勾y2釦 d23.5% 低 da可y3.It indicates th ほi 
: an increasing hsp 60 句 resslon 凶 sts in cultures of 陥 po∞nd卸e町rwith st伽i訂加mu山Jlat附。町r偲dllhs ， ; 
!トwh恥1碍e…叩

i凶al山Is。仙】ha柳P仰per伺ledin t曲heωeofhsp70句 ressionin same t回 tsystem (fig2 1 to P). Befo吋
!∞lture， both responder T cells and stimulator splenocyt句切ressedhsp 70 molecule 0∞叫n吋i 
!川廿出1時閣向el

lkept this 1加evel拭 da勾y2(侭K，6%均)釦 di泊n町伺錨sed拭 da符.y3(N例)w凶it白h4侶3%.The hs叩p7初0i
i勾悶附s討i。∞n1加n1耐π耐adi凶低制“ s叫t“iml耐。町r川.白吋偲吋l1si加nαぽ.伺郎sedw羽it出hp戸rolω伽lon噸明gin略削gti附r町meωl陪e。ぱfc何Mωcl∞ω州u叫d
iHd符2，50%釦 dat day3， 24%). The hsp70+閃ilpECentapinthecultumofmponderi 
:with ir叫 iatedstimulator cells significantly increased (38% at day2 and 58% at day3).: 
lTheirI町 ercentageswere 10% at州 and29% at州 i

: The alIoreactive proliferative responses of yδT orα s T cell to allogeneic stimulator 1 
:cells in onか.wayor two-way reaction were completely or partially blocked by anti・i
jhsp60mti同 h 吋tro.To directly address山 roleofhsp60md hsp70h dbi 
1 reactivity ofα s T orγo T cells (BABUc)， we performed the experimentぉ!



ih拘凶凶ill仙伽蜘lust凶附s坑t蹴吋edinfi均g.4ωA幻ωs刊n∞附吋。側t制d的 el向Is胸s卿仰州吋吋h恥加e町ere，

l問但 T cells tω。alloa制n凶ti場g伊en瓜 h 。∞n争叩.wa:符~ r'郎制tio民 t白hぽerewa笛5n∞。grl伊。帆hd似d伺 e“di泊nω旬m! 
iい。fγ dT cells plus irradiated allogeneic spleen cells (C5沼 U6)，which was similar with: 

j出ecases of aII∞仰いchas ，灯油， αβT吋 ls，irradiated…ωdi  
:(li吋ng)st加叫atorcells alone. A det田 tableprolif町 ationwぉ foundin the∞ltures of: 
:，灯油 wi由 livingallo~eic cells (two-way rl制 ion)during 3 to 4day s or. 
jh印刷onin吋troσ<0.05，when∞mp制叫thall controls orγ dT句l1s州
: irradiated aIIo~盟eic st凶叫ほor叩l1s)，while this response w錨∞mpletelybl∞kd byi 
:addingmAb anti-hsp60 toωltureσ<0.05，γδT cells + living sti制御rwsus(vs)i 
i γ dT 伺叫:lls+ li由 gs坑ti加mu叫ωl

iσ>0臥ω.β0ω5，ァ δT白日s+ living stiml制 orvsγ d T cells + living stimulator + anti-: 
: hsp 70). Differentially toγ d T田:lls，αsT cells demonstrated irradiated allo・1

llymphocyte-induced proliferation at the top level on day4. We inter，回tinglynoted that: 
:this allo・reactiveresp onse was not influenced by adding both mAbs anti-hsp 60 and anti・1
1hspotoωltures (P>0.05， when∞mp州側egr'叩).However， wh印刷rradi制 i
: stimulator w邸 changedinto living allo~neic cells，釦ti-hsp60 antibody could blocked: 
: the p roliferative allo・reactivityof be抑制吋 TcelIs and allogeneic living spleen cells: 

σ<0.05， bl∞:ked vs not blocked)川帥 Wお thestrongest p rolifera:伽 h的協叫
systemσ<0.05， when compared with other groups exc叩tαβTcells p lus living: 

stimulator with釦 ti・hsp70).Anti-hsp70 antibody did not show any blocking effect on: 
two-waya加 eac伽 be附 nα s T cells an山削d“ωal
shown in fig4， the following proliferative respons白 duringthe period from day3 to: 
day5 were拭 samelevel σ>0.05'， when∞mp訂edwith each oth町):α sT cells plusl 
Fdadstimulaorwithor羽thoutmAb山内p600ran山 p70，α吋sT celI州l
i伊H由 gst 加.ulatorw抑i江thmAb却訓ti岬 6ω0， 釦 d γ δ T 吋 Isplus living stimulator with or: 

: without mAb anti・hsp70.All statisti叫釦alys錨 abovewm  Melyon datafrom thel 

ideteMnaion attimehm day3today4.i  

lE却問sionof hsp60釦 dhsp70 onωlturedα s andγδT cells and stimulator: 

jds in …ay 。…r川川t仰w叩吋勾 m吋n凶耐i耐剥 ly戸卯ym附n
i拘isolatedα 8 釦 d，d T 岱倒cells(⑦B必;D/c"幼cの:)e句甲r悶岱shs叩p6ω0釦 dhs叩p7初0低 s討i凶凶1加訂 level tω。l
i汁Tcells isolated with ny lon wool as shown in fig2 (data not shown). At the top ofl 
idloreactivepro蜘 a伽 inon問符 ortwo-way mixed 1仰 h叩 er制 ionat向 4i
l (fig4)， we analyzed the句 r鎚 sionsof th蹴 twohsps onωltured cells (匂5).Afterl 
:4days of∞ltu町 ，d 'T cells alone had 40% ofhsp60+民l1s(A) and 53% of hsp70+: 
idls(G)開制ively，wh町側 αsT cells alone possessed 26% of hsp60+田 llsρ)j



jmd25%ofhp70+ceHs(乃res附 vely.Amongγδorα sT仙羽th蜘山orj

: (C57BU6) irradiated. splenocyt鎚 (one-wayr制 ion)，there were 60% (B， γo) or: 

j38%侭 αs)of hsp6俳句l1s，as well出帆但， γδ)釦d37%氏 α8)ofj

:hsp70+回:Ilsr抑制ively.On the othぽ hand，there were 48% (C) ofhsp60+田11s組 d1

!43%ωof hsp7俳句l1sin叫加回 withγδT cells p lus not irradiated st加叫ほori

cells， wher錨 therewere 44%のofhsp60+ ce11s and 53%ωof hsp70+ cells inl 

ωt町白w羽it由h αsT伺cellsplus凶1路s附 i訂π“必i制叫蜘mu叫laぽt。ぽr伺cells.We山had包釦ana吋a

cells with γ δ 。ぽrα s T cells plus s叫timu即l乱1U叫山11加a低御制伽tω矧伽。α町rw叫it由h町 w抑i社th凶。∞u叫ti討rπr叫a“di加拭必lon。∞nv均i抱ad伽ual叫i 
∞仰lorstaining by m側 sof anti-TCRαβ-PE or anti-TCRγδ-PE plus anti-hsp60!・1

1hsp70・FπC，the results showed th低 allnon-α s T cells or non-γ6T cdls h the! 

: cultures were 100% positive for hsp60 or hsp70 (data not showed). 

jDIS印 SSION

i仰凶M剖仙刷t出蜘h加。ゆ h切s叩ps山h抑凶叫 i加n叫1tra即a邸叫.cell臥h加句町r郎e白ss討i。山dera st附 t批h恥1碍e~勾町甲駅r閃es凶s討10∞n ぱ

i戸b叫仙hh均s叩P凶仰6ω0釦制dh均s叩p7初om削。01則 les白 。∞ncel1ular surface were observed in present: 

i hm  t i伊tion.W仇efound t出h拭 tl附 wa邸st悦he句 ress討i∞ Oぱfb加ot出hh切s叩p凶凶6ω0釦制dh均s叩p7初0。∞nt批h恥e! 

iド同μcell仙ellsII川 l刊 a符YmtXiは刷xed1仰 h叩 erea蹴伺郎削ct伽ti。αnmv沈i江tro.ln。仰u町r勾 e剖伽d加m悶 e叫叫d山s別 em，叫 伽 e!

i戸hs叩psex却prl白 sed拭 smallprop。此lon泊 respondercel1s (T回l1s)，at large rate in irradiated: 

: stimulator lymphocyt回，釦dat the high回tpercenta伊加 ther回pond町 withirradiatedj 

mimuMordls SomeTdlsωltured with on1y medium ∞uld仰向SShsp60mdi 

: hsp 70 on surf抑.As every immunologist knows， T cells tends to die in vitro if th叫

: would not be further stimulated oy antigens， mitogens， or T cell growth factor， such as: 

juhostmldonMdsinvitm∞山町eぉ astress to T叫 i江tw附。州∞附t

ibe組 y必五ωt旬y:fi伽Oぽru凶stωo un凶1d白er;蹴s坑t釦 dthe phenomenon of hsp expression in this: 

i∞ndition. Furthermore， irradiated lymphocyt白押ressedhigh r側 ofhsp601 

1(si凶 icant1y)and hsp 70 mol悶 l白 ms制 eωltural∞nation-X-rayimdiation mmsl 

: to be a stimulus for hsp ~中間sions ofthe lymphocyt回.The higl附町出削ofboth: 

ihsp60md hsp70hamMin the ωe  of the凶別reof T 間 0蜘 ce11swi叫
idlopneic imdi制 lymphocyt偲 h吋tro.After the sp∞taneous町邸ionsof b叫

: hsp 60 and hsp 70 were excluded， t恥h恥1碍en制eti加n町郎悶i均n略gra削t白 。ぱft出he蹴s臼e~抑中駅卵re附e

!件int帥M凶sωωe. It s仰t甘ωro。∞吋n噸物1頃助d助ys釦uggl餅誌臼tstl白h抵川a釦山naはall。噂伊n附d白csti白伽伽i訂1II

i@勾中郎附s討i。∞n。∞n切cellul耐訂 s釦u正巾a偲.Based on the 釦 alysisめove，we have a 附 O∞ntω。i

i旬p。ωst加ulat旬e由拭hs暗sp戸sm凶igl掛1tb恥ealloa釦nt詑均t

iH泊t批he刷e叫allo-悶dω耐M陥吋t旬y。内m即ph仰州t笛笛 s鈎。meωo∞ne帥1悶ehave al凶 yp resumed it s仰向mj

la伊(16). We then d邸 igneda伽 herexp erimental sy stem in vitro. In the d回 i伊， we!



!hth1adds坑t附 d仙ωtl叫 r儒 均 point臼s鎚asfc帥 ws広:(加 伽 k匂poss仙 di宜民蜘伽伽e町郎悶閃r氏悶悶削e町3詑E

i悶 P。邸偲 。ぱfα β T 釦制dγ δ Tc叫ellstω。h均s叩pmol胤飢叫d郎鎚;(ω2勾.)b加。t白hone-wa:匂y釦d仰。叫.イi 
1Nwa符y 凶沼創~l砂ym帆p悼hα仰亨t町e引r郎制ti伽。∞n凶g酔似h耐tbe all n民尚白町 f伽。ぽrthe evaluation of the role of: 

i hs p M 1吋 i均 ， b 民悶蜘叩3J.釦u附1

i同附σω)川也白耐厄凶ngposs討必iゐblebl∞凶geffe蜘dωs。ぱfan削dι仙.占h切s叩p組副.ti泊b。必die儲s。∞nall。ぽ悶伺制ctive悶 P。∞nseis: 

1凶加P附。侃抗蜘釦制.ttωodωefi宣脳凶凶耐t旬ehs切p-reacti'耐veresp。蹴 int帥hi凶語由iss別y戸阿s坑te飢瓜 A幻s偲叫pecte叫d，ω no削。叫teddby l 
jsommeelsO)，it is diE叫 tto induce a response ofγ d T cells agai附 izdMdi

jalios坦eiclymphocyt白， unlike the situation withα sT田:lls.However， an alloreactive: 

lpro険制onwas found in two-way allo.伊e1Cr側 tionin the mixture ofγδT cells: 

: with living allo炉問 lymphocyt低 M胸。reov叫e町民:r，t出仙M凶spro叫lifc伽e町r凶瓜必i。∞nw笛 ∞m抑pl加ぽ制d均yi 

i怜bl胤。∞cke“db句y釦副ti凶.占hs叩p6ωoantibody a“dded tω。theωωl加加r肉久 w叫he町r伺鎚s釦 1I附伺錨sin略gex却pres鎚s討io∞n吋i 
iM。ぱfh均s叩p6ωomol釘伺ω釧u叫此Jlew笛 d似et陶附釘倒teda:砥tsarr 

j何凶d山。∞ne釦 d γ d Tc印Tcel匂ωc句cellswi 
! :th恥1珂ecells ∞1加tωur，叫'edw訓it由hi耐汀lTl!I“di切a拭ted all。噂E伊~n矧eic s叩pl胤e釦n。何cyt協白， t出he悦rew笛 no。 句ωcellgr.伊g伊。，wth叫

det蜘t陥釘伺凶凶“加川t出hiscl伽

γd T cells with allogeneic spleen cells existed in anti-allかlymphocyte/yd T cells in: 

our 句 erimental sy stem. In st耐 ng∞ntr出t，α s T cells r白叫p。∞ωn凶dedtω。1耐汀a必diぬ伽i泊切a抗御t旬ed叫; 
a此llo~伊炉伊抑凶P開抑附閃ne悶l悶悶eICω叫s叩P向nc印1 C川c白吋ellsat s 仙

c白吋ells，wh凶i臼le“th恥1碍er，問'ewa鎚stωh恥1悶es坑tron。α∞ng.:伊誌剖tcell gr'伊。w附thin t】he碍em凶n叫1首i泣組訓ureofα β T cells with living: 

allo~eic spl偲 n切l1s.Alloantigens are obviously伊odst加ulifor the resp onse ofαs: 
T切l1s.In bl∞kingtest，wefoundthatbothanti-hsp60couldpartially blockedtwo-wayi 

allo・reacti吻 wl 由 31-43% inhibition rate at day3 to da:がy戸50ぱfc“fculα∞ωul加ltu悶 but dωid n削。叫ta鵡E俄b記耐cは川t 什i 
。∞ne-wa'勾.yall 。か-reactiver郎e白sp。∞n鈍 Similarly tω。t蜘h恥ecωaおse。ぱfγ dT 偲吋lls，we als叩。fcお。∞u町r凶 tωh恥e:

町鎚郎則s討101吋 b加。出仙hs切s叩併p6ω仇Oar卸l仙 P戸仰7初oor叫 e“悶ωc白吋ellsin theα伽 esof α sT白川ith∞tj

or with irradiated or not iπadiated allogeneic sp leen伺 lls，which were all positiveおri

hsps. In spite ofhigh附 ofhsp70+cells in two-way問削Cl加久 therewasnotai

bl∞king effi伺 ofanti・hsp70 antibody to be det民 tedin the 切 edmentalsystem-ki

:indi叫 回 thathsp70 seems附 tobe制 edto allo-reactivity or∞ly to participate in: 

landgenpresentation iM削 cellula代 nvironment.

j umw凧 ourr，則tsindiωe削 allor，聞はiveresponse in two-w符 r制 ionofi

:bothγ d T cells to allo~eic sp leen cells could be a∞mplete hsp60・dependant，th拭1

: is， hsp 60 serv回出印刷凶vealloan帰 nm。∞似u町re}叫中釘d伽11加加I町men

i i伊h釦叫ι恥 d必lか肘r制 i耐吋泊均t旬yぱ α β τTcωT cel、旬ωc白倒ells刊ω。∞nlyp阿a訂副副仰t叫吻制t“山ωωi泊凶凶均all均11勿ydω鴎削t川 s叩併p凶6ω0，w州凶eωMH恥Ccl伽l加邸sベI円
i凶釦d叩IIall山。組訓t“i伊伊IS凶ghtbe resp onsible for remaining effi伺 .1ft的hi凶ismecl伽t

!凶∞nfirmedin humans both in吋voand in吋vo，a strategy based on bl∞king hsp60・1
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1B倒的，社 isn制 toclarify the further qu白 tions:what is個 ctrole of hsp60 in allo-: 

lf伺 ctiveresponse? Is it target釦 ti伊 itself， or an組 tigeI1pr田制 molmile?The!

resoh伽 lofth回 equ白 tiomillprMdealrtMwidermforthepztidpaionofhsp in! 

alloreactive response. 
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SU恥1MARY

Heat shock protein. (hsp )-reactive Iymphpcytes and inducible expression of 

hsps have been recently found to be prl白 entin allograft und町goingrejection. 1t 

1S nec出回ryto check the role of hsp泊 allogeneic恥nphocytereaction， to 

anaIysis the d践rencebetween the responses ofαsT ceIls釦 dyoT ceIls to 

allo・stimulator、註1"-hsp-reactivepathway， and to detect hsp expression on cel1 

surface under a s悦 ssfulstimulation. In present山 dy，we definitively 

confumed increasing expre路 ionofbo也 hsp60and hsp70 molecules on murine 

celIs in a one-way or two-way mixed Iymphocyte reaction in vitro. T ceII or x-

ray irradiated 1戸nphocyt白 couIdexpress bo也 hsp60and hsp70 molecules in 

也e. absence of exogenous ceIl grow由 factor，antigen or mitogen. Allogeneic 

stimuIi wouId markedly promote these hsp expressions.αsT ceIls， not. yoT 

cells， re叩ondedto allogeneic irradiated 'Iymphocytes. in vitro.官官 strongest

proIiferation would be eIicited when αsT celIs co-cuItured with aIlogeneic 

living 1戸nphocytesnot irradiated. This proI涯とm討onwぉ partially(31・43%)

blocked by釦 6・hsp60antibody. on the other hand， a detectable proIiferative 

response occurred in the mixture of yoT ceIls with allogeneic Iymphocytes not 

irradiated， which would completely (100%) inhibited by adding an世-hsp60

釦 .tibodyto the c叫加e.our resuIts sugge試也athsp60・de戸nd釦，tallo・re印刷ty

in murfue system in vitro is completely related to yoT cells and partially toαsT 

cells. A s回 tegybased on blocking hsp60・aependantallo・.reacti吋tywould be 

beneficial to也econtrol of aIlgra:ft rej ection in clinic if the mechanism above 

wouId be fur也erconfumed in humans'bo也invitro and in vivo. 

町 TRODUCTlON

Heat shock proteins (hsps) are produced by bo也 prok町 oticand eukaryotic 

I Addr民scoπespondenceto Dr. Xia:かkangLi，Dep釘旬lentofExperiment Surgery & Bioengineering， 

National Children's Medical Research Center， 3・35・31，Taishido， Setagaya-ku， Tokyo 154 Japan 



cel1s under a variety of stresses 'suchぉ釦ddenelevation of tempera同町

oxidative radicals，釦oxia，alcohol， heavy metals， ischemia， cytokines， infection 

and in:flammatio，乱1-6This cel1u1ar reSJ)onse is戸esumedto be responsible for 

protecting stressed cel1s也roughreactiva也19denature protein. 7 Besides， many 

investigations have shown也athsps perform a白nctionぉ“ molec叫訂

chaperones" by fo凶ng，unfolding， and仕組slocationof polypetides
7

ぺwhichis 

closely related to antigen processing and presentation.与13For example， hsp70 

can interact wi也 unfoldingpolypeptides soぉ pote凶 allyto facilitate a 

conformational change in也ep句，tide-MHCcomplex， vihich is required for 

む溜lSitof peptide-MHC complex to cellular surface.
9 Expression of MHC is 

promoted by the stimulation via heat stress.
13 Antigen pre田ntationcan be 

blacked by antibodies against hsp70. 12官lesedata sugge坑也athsps belong to 

antigen-presenting molecules. On the other hand， hsps a1so seem to be the 

阻屯et 釦.tig~ recognized by immune sy~em， which can trigger autoimmune 

respo蹴 f・14tumor imrn凶 tylS，釦dgraft r吋ection.16-24 

Several investigators have noted也atalloreactive lymphocytes are a rather 

small propo出ionof T cells within in五ltrating1戸nphocytesin allograft. 

百lerefor~，也ey postulated出拭 graft-infil回出19lymphoc戸esmight posses 

other叩eci:ficityto additiona1釦:tigen.16τneyfound 也atrat a110graft 

lymph∞ytes respo:pded markedly to recombinant mycobacterial hsp6.5 and 

hsp70. Many studies have recently revealed也atallogra:ft undergoes a stress， in 

which hsps including the families of h甲60and hsp70 are upregulated and hsp-

reactive 1戸nphocytescan induced in rat， 16，18-20 mo凶 el7and human system_21剖

However， there are several questions required to be clari:fied. Firstly， in several 

studies the reactivity of 1戸nphocytesin:filtrated in allograft tissues to hsps is 

evaluated by由.ere叩onseto recombinant or non recombinant mycobacterial 

hSpS.16，18，19 1bis is obviously not so power五11'evidence for the interpretation of 

involvement of hsps in allograft rejection because no hsps derived企om鈍 me

spices could be tested f~r'the regponse to 1戸nphocytesin these inves討gations.

Recently a group had a promising res叫t也抗 Tcells企'Om rej ected human 

kidney allogra食re巧>ondto human hsp72.
23 The conclusion from this report 

seems旬 imply也拭hsp72is a旬rgetantigen which elicit 1戸nphocyteresponse. 

Do hsps really therefore serve出 alloantigenor antigen presenting molecules in 

allogeneic lymphocyte reac討on?Moreover， although hsp60・.reactiveαsand 

yoT cel1s have been identi五edin mice2S and humans
26， what is di宜erence

between the responses of TCR，αs-expressing cells釦 dTCRyo・expressingcells 

to allo・stimulatorin hsp-reactive pathway? At 1おも也ehsps express generally 

IDWl也加 bo白血ecytoplasm and nucleus， however， would hsps express on cell 

surface under a 5位essfulstimulation by allo・reactivity?In present s加dy，we 

defmitively con:firmed the expression of bo也 hsp60and hsp70 molecules on 

the cells in murine mixed lymphocyte reaction加 vitro.A hsp60・dependant

alloreactive response in bo也 cぉesofαsT釦 dyoT cells wぉ foundin mu巾 e
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sy坑，emin vitro. 

MATERIALS AND政IETHODS

Animals 

Ter州 eek-oldmale II伽'edBALB/c但・2ぢandC57BU6 (H・2り凶ce，2 months 

of age， were purchased企omShizuoka， Laboratory Animal Center (Shizuoka， 

Japan). All animals had access to water and foods ad libitum and were housed 

in accord釦，ceWl也insti加，tionalm:託malcare policies. 

Antibodies and reagents 

The following mAbs were used: anti-hsp60 mAb derived企om也eLKl 

hybridoma (mo凶 eIgG 1 isotype) hぉ auniq:ue specificity for mammalian 

hsp60 and a'吋組 hsp60，but does notロossreact wi由 thebacterial counte中art，

orwi也 helmin'也S釦 dspinach. The anti-hsp70 mAb derived企om也eBRM・22

hybridoma localized both the constitutive (hsp73)釦 dinducible (hsp72) forms 

ofhsp70 in immunoblotting. Bo也釦，ti-hspmAbs were purchased企omSigma. 

百lefollowing mAbs or reagen也 werepurchased企omPHARMINGEN， USA: 

Biotin-conjugated 'hamster anti-mouse anti-TCRyo and anti-TCRαs; biotin-

conjugated rat anti-mouse CD19; FITC-conjugated hamster anti-m.o凶 eTCRs; 

R-PE・conjugatedhamster anti-mou田 TCRyo，FITC-or R-PE-conjugated 

hamster IgG iso旬peはand訂 d.FITC-conjugated F(ab'h rabbit anti・mouseIgG 

were企om，SEROTEC.Streptavidin microbeads were purchased企om小liltenyi

Biotec， Bergisch Gladbach， Germany). 

Pn々parationofTCRαβand TCRy8-expressing cells 

Splenic討ssues，obtained企omBALB/c or C57BU6 mice， were gently pressed 

by slides and passed也rougha syringe， in which wぉ filledwi由 sterilized

tampon ， to obtain single-cell suspension.百lemononeuclear splenocytes 

separated企omFicoll-Hypaque centrifugation were then passed through Nylon 

Fiber Column (Wako Pure Chemical Indusなies)to obtain T cell-enriched 

population. Purification ofαs or yo T cells企omthese BABUc splenic T cells 

were done by magnetic activated cell sorter小1iltenyiBiotec， Bergisch 

Gladbach， Germany). Cells w町 eresuspended in labeling bufferσBS， pH7.2， 

2mM EDTA)， to which biotin-conjugated mAbs anti・CD19(1μg/106 cells) and 

anti・TCRyo or組かTCRαswere added拭 1μg/106cells.古田 cellswere 

incubated for 20 min on， ice and washed twice wi也 labelingbu宜er.The 

resuspended cells were then incubated wi也 S国 pta吋dinmicrobeads (10μν10
7 

cells) for 15 min on ice and washed. Cells were then added in a column， which 

wぉ placedin magnetic activated cell sorter. We collected the entire effluateぉ

a" nonmagnetic"企action，in which αs or yo T cells accounted for >90%，ぉ

analyzed by fluorescence staining. 

3 



Proliferation assay: one-w勾，react臼nand two-way reaction 01αβor y8Tcells 

ωallogeneic伊 lenocytes

Two-way a110・reactivity:proliferative responses of αPぽ yoT cel1s企om

spleens of BALB/c mice to splenocytes from C57BU6 mice were determined 

in a 3H-TdR incorporation assay. Responder cells (1 x 104αs or yo T cells 

企omBABUc mice) were c叫加redwi也 2X 104 irradiated (20 Gy x-ray) or not 

irradiated (Iiving) stim叫ato四 (splenocytes企omC57BU6 mice) in凶.plicatein 

也ewells of9ιwell V-bo枇:ommicrotiter plates (Nunc， Wiesbaden， Germany) 

in a volume of 0.2 ml. The medium wぉ RPMI-1640supplemented wi也

10%heat-inactivated FCS， 10 mM HEPES， 2 mM L-glutamine， 100 U/ml 

pe凶cillin，and 100μ g/ml streptomycin.百lecells were incubated拭 37.Cin 

a humidified a凶 osphereof 5% CO2 in air for 6 days. Anti-hsp 60 (1 :400) or -

hsp70 (1 :5000) mAb w出 addedto c叫~es respectively. Controls included 

respond町 orstimulator alone， and cultures without釦，ti-hsp60or -hsp70 mAb. 

At the indicated time， individua1 microcu1tures were pulsed wi也 1μCi3H-TdR 

per well and incubated for another 6 hours. Thereafter， cultures were harvested 

onto glぉsfibers and counted for beta emission using a trace-96 direct beta 

counter (Berthold). 

古田 one-waymixed 1戸nphocytereaction in a 3H-TdR incorporation笛 say

W出a1sop町formed.5 X 104 T cells (responder)， which were separated by 

nylon wool isolation企'omsplen∞ytes企omBABUc， co・culturedwi也

irradiated (20Gy) 5 x 104 spleen cells (stimulator)企omC57BU6 mice in 96・

well round-bottom microplates (Nunc) for 3 days， while expressions of hsp60 

and hsp70 on responder， stimulator and responder +stimulator cells were 

ana1yzed at day 2 and day3 .. 

Flow cytometJア

For pheno守picanalysis，也emagnetic isolated cel1s were stained wi由 FITC-

釦 6・TCRsand R-PE-anti-TCRyo. For hsp ex.pression of analysis， cells were 

民話nedwi也 anti-hsp60or anti-hsp70 respectively for 15 min on ice. After two 

wぉhingsteps， cells were then incubated with FITC・conjugatedF(ab')2 rabbit 

釦 ti-mouseIgG for 15 min on ice and washed twice.古田 cellswere 

resuspended in PBS wi也 1% paraforma1dehyde. All analyses were measured 

on a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson). 

Statistical ana/ysis 

Ana1ysis of variance w邸 usedto test也edifferences among all tested groups in 

proliferationぉsay.
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RESULTS 

Expression of hsp60 and hsp70 on cu]tured ce)]s in one-way mixed 

lymphocyte reac説。nin vitro 

As i1Iustrated in :fig.l， a conventional proliferation ofmurine splenic T cell 

(BALB/c)釦 .tiallogeneic irradiated splenocyte (C57BU6) w;出 obviously

observed during 3 days of culture in吋.tro.However，也eevent in也isprocess 

we are interested in is whether the re叩onseof T cells to allogeneic stim叫ation

co叫dcorre叩ondwi也 hspexpression on cells. As shown in五g.2，bo出企eshly

isolated responder (BALB/c) splenic T cells and stimulator (C57BU6) 

splenocytes could express surface hsp60 molecule in minor population (< 6%， 

A and B). Responder cells maintained this level ofhsp60 expression拭 day2(C) 

andinロeぉedat day3σ)wi也 25%.The hsp60 expr回 sionin irradiated (20Gy) 

stimulator cells increased wi也 prolongingtime of culture (託 day2，43%釦 d剖

day3， 62%). In也ec叫加resof responder mixed wi也irradiatedは泊ulatorcells， 
there wぉ increasingpositive cell percen阻gein the whole population accounted 

for 49% at day2 and 67% at day3 respectively. At s出netirne point， the 

sequence for the levels of hsp60+ cell percen担gesis as follows: responder wi也

stimulator (R wi也 S)> stim叫ator(S) > r勾 onder(R). We used a formula to 

calculate a net increasing percen也gein cells企omthe culture of re叩onderwi也

はImulator.τnatis， %net incr回 sing= %R wi也 S・ [%R(responder) + %S 

(stimulator)/2]. According the calculation wi也 thisformula， we found the net 

increasing percen也gesin cultures of responder wi也 stimulatorcells. were 

24.5% at day2 and 23.5% at day3. It indicates也前 anincreasing hsp60 

expression exists in c叫加resof responder wi也 stimulatorcells， when comp訂 ed

wl出 responderor stimulator cells at same time. Sirnilar manifestation also 

happened in the cぉeof hsp70 expression in回 metest sy坑em(fig.2 1 to P). 

Before culture， bo出 re叩onderT cells釦 d抗出叫atorsplenoc戸esexpressed 

hsp70 molecule on their surface in minor population (8%， 1 and乃.A武er

culture， responder cells almost kept this level at day2侭， 6%) and increased at 

day3 .φ-T)wi也 43%.百lehsp70 expression in irradiated stimulator cells 

increased wi也 prolongingtllne of c叫ture(拭 day2，50% and at day3， 24%). 

百lehsp70+ cell percen也ges.in the cultures of responder wi也 irradiated

stimulator cells si伊i:ficantlyincreased (38% at day2 and 58% at day3).百leir

netpercen也geswere 10%拭 day2and 29% at day3. 

The alloreactive proliferative responses of 1oT orαsT cell to allogeneic 

stimulator cells in one-way or two-way reaction were completely or 

pa吋ia)]yblocked by anti-hsp60 antibody in vitro 

To directly .address the role ofhsp60 and hsp70 in allo・.reactivityofαsT oryoT 

cells (BABUc)， we performed也ee}中e巾nentas illustrated in fig. 4. As noted 

elsewhere， yoT cells were notぉ goodresponderぉ αsTcells to alloantigens. 
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In one-way reaction， there w:ぉ nogrowth detected in cultures of y8T cells plus 

irradiated a110geneic spleen cel1s (C57BUの，whichw鎚 similarwi也也ecぉes

of all controls， suchぉ ySTcells，αsT cells， irradiated or not irradiated (li吋ng)

抗出叫atorcells alone. A detectable prolifc町ationw.ぉ foundin the cultures of 

yST cells w.i也 livingallogeneic cells (two-way reaction) during 3 to 4days of 

incubation in吋troσく0.05，when compared w.i也 al1conなolsor y8T cells plus 

i:iradiated a110geneic stimulator cells)， while也lSresponse w出 completely

blocked by adding mAb anti-hsp60 to culture (P<0.05， yST cells + li吋ng

stimulator ve四国 (vs)yST cells + living stimulator +叩6・hsp60)，and w出 not

affected at a11 by anti-hsp70σ>0.05， yST cells + living stimulator vs yST celIs 

+ living stimulator +訓均70).Di能ren制 lyto yST cells，ゆT celIs 

demons位atedirradiated a110・Iymphocyte-inducedproliferation at血etop level 

on day4. We interestingly noted也at也isallo・reactiveresponse w出 not

influenced by adding bo由mAbsanti-hsp60 and an世-hsp70to cultures σ>0.05， 

when compared these groups). However， when the irradiated stimulator w.ぉ

changed into living allogeneic cells， anti-hsp60 antibody could blocked the 

proliferative allo-reactivity of betweenαsT cells and a110geneic living spleen 

cells σ<0.05， blocked vs not blocked)， which w白血es仕ongestproliferation 

m也istested systemσく0.05，when compared w.ith other groups exceptαsT 

cells plus living stimulator w.i也anti・hsp70).Anti-hsp70 antibody did not show 

any blocking effect on two-way allo回reactionbetween αsT cells and al10geneic 

living spleen ceIls. As clearly shown in fig.4， the follow.ing proliferative 

re叩onsesduring the period企omday3 to day5 were拭 S出nelevel σ>0.05， 

when compared wi也each0也er):αsTcells plus irradiated stimulator w.i也 or

w.ithout mAbs anti-hsp60 or anti-hsp70，αsT cel1s plus living stImulator wi出

mAb anti-hsp60， andγST cells plus living託加ulatorwi由 orw.ithout mAb anti-

hsp70. All statistical analyses above were basely on data 企om也e

determination at time企omday3 to day4. 

Expression of hsp60 and bsp70 on cultured αs and yS T ceJls and 

stimulator cells in one-way or two-way mixed lympbocyte reaction in vitro 

百lebo出合eshlyisolated αs and y8 T cells (BALB/c).express hsp60釦 dhsp70 

at similar level to T cells isolated w.ith nylon wool as shown in fig2 (data not 

shown). At也etop of alloreactive prolifer拭ionin one-way or two-way mixed 

lymphocyte reaction at day4 (fig4)， we anal戸edthe exp~essions of出esetwo 

hsps on cultured cells (fig.5). After 4days of c叫加re，y8 T cells a10ne had 40% 

of hsp60+ cells (A)釦 d53% of hsp70+ cells (G)回 spec託vely，whereas αsT 

cells alone possessed 26% of hsp60+ cells (D) and 25% of hsp70+ cells (.乃

respectively. Among y8 orαsT cells w.i也 stimulator(C57BU6) irradiated 

splenocytes (one-way reaction)， there were 60% (B， yS) or 38% (E，αs) of 

hsp60+ cells， as wellぉ 49%(H， yS) and 37% (K，αs) of ohsp70+ cells 

respectively. On the other hand， there were 48% (C) of hsp60+ cells and 43% 
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σ) of hsp70+ cells泊c叫加reswl也 yoTcells plus not irradiated stimulator ceIls， 
whereas there wぽ e44%のofhsp60+ cells and 53% (L) of hsp70+ cells in 
c叫加reswi也 αsT cells plus not註Ieldiated坑un叫atorcells. We had anaIyzed 
cultured cells with yo orαsT celIs plus stimulator wi也 orwithout irradiation 
via duaI color託ainingby means of釦かTCRαs-PEor組 6・TCRyo-PEplus 
anti-hsp60/・hsp70・FITC，the results showed也ataIl non-αs T cells or non-
yoT cells泊也ec叫旬reswere 100% positive for hsp60 or hsp70 (data not 
showed). 

DISCUSSION 

Al也oughhsps have basicaIly intracellular expression under a stress，由e
expression of both hsp60 and hsp70 molecules on cellular surface were 
observed in present investigation. We found由低 therewぉ也eexpression of 
bo由hsp60and hsp70 on the cells in one-way mixed恥nphocytereaction加

vi，か''0.In our experimentaI system， the民 hspsexpressed at small proportion in 
responder cellsσcells)，低larger拭ein irradiated stimulator恥nphocytes，釦d
at也ehighe坑 percen抱ge恒也eresponder wi也 irradiatedstimulator cells. Some 
T cells cultured with only medium could express hsp60 and hsp70 on surface. 
As every immunologist knows， T cells tends to die加 vit7・''0if也eywould not be 
fur也erstimulated by antigens， mitogens， or T cell growth factor， suchぉ IL・2.
If no stimulation for T ceIls in vitr'O could serveぉ as位essto T ceU， it wouId 
notbe釦 ydi部c叫tyfor us to unders也nd也ephenomenon of hsp expression in 
也iscondition. Fur也ermore，irradiated防mphocytesexpressed high rates of 
hsp60 (si郡市C釦 .tly)釦 dhsp70 molecules in same cultural condition. X-ray 
irradiation seems to be a stimulus for bsp expressions of也e恥nphoc戸es.百le
脳gheは expressionof bo也 bsp60and hsp70 happened in由ecぉeof the 
Inl泣ureof T responder celIs with aIlogeneic irradiated 1戸nphocytesin vit7・''0.
Aft町也espon也neousexpre路ionsofbo也 hsp60釦 dbsp70 were excluded， the 
net increasing rates of these expressions were found in也1SCぉe.1t strongly 
sugge由也at釦aIlogeneicstimulus could凶ggerinducible hsp expression on 
cellular surface. 
Based on the anaIysis above， we have a reぉonto postulate也atbsps might be 
alloantigens or aIloantigen-related molecules to participate in也eallo・reactivity
of lymphocytesぉ someonehave aIready presumed it severaI years ago. 16 We 
then designed a fur血erexperimental system in vit7・'0.In也edesign， we had 
位 essed也e也reekey pOiD'也おおllows:(1) to check possible di宜erent

aIloreactive responses ofαsT組 dyoT cel1s to hsp molecules;ρ)bo也 one-way
and two-way mixed切nphocytereaction might be aIl necess訂yfor the 
evaIuation ofthe role ofhsp in all-reactivity， because the hsps could express 
on both alloreactive 1戸nphocyt回;(3) checking possible blocking e百ectsof 
anti・.hspantibodies on alloreactive response is important to defmite hsp-
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reactive response in也issystem. As expected， and noted by someone else27， it 

is di缶cultto induce a reヰ旧rnseof yoT cells against irradiated allogeneic 

lymphocytes，国詰ike也eS1加ationwi也 αsTcells. However，釦 alloreactive

proliferation wぉ foundin two-way alIogeneic reaction IIl也enu拭ureofyoT 

celIs with living allogeneic lymphocytes. Moreover，也isproliferation wぉ

completely blocked by組討・hsp60antibody added to the culture， whereas佃

increasing expression ofhsp60 molecule w;ぉ detected拭 sametime on the cells 

ofbo由 ySTcel1s cultured alone and yoT cel1s wi也 allogeneicspleen cel1s. 

Al由oughhsp60 expressed血 60%of the celIs cultured wi由 irradiated

allogeneic splenocytes， there w;ぉ nocel1 growth detected in也isculture yet. 

However， a complete hsp-reactive alloreactive response of yoT cel1s wi也

allogeneic spleen celIs 閥抗edin anti-allo・lymphocyt的STcells in our 

experimen也1system. In.位ikingcontrぉLαsTcel1s re甲ondedto irradiated 

allogeneic spleen c711s at s泊ularprolife:cative level to yST cells with 1iving 

allogeneic cel1s， while thぽ ew出血estrongest celI growth in the mixture of 

αsT ceIls wi也 livingallogeneic spleen cells. Alloantigens are obviously good 

stimuli for由eresponse ofαsT ceIls. ln blocking test， we found也atbo出釦ι
hsp60 could partially blocked two-way allo・，reactivitywi也 31-43%inhibition 

rate at day3 to day5 of culture， but did not a宜ectone-way allo-reactive 

respon民.Similarly to也ecぉeof yST cel1s， we also found the expression of 

bo由 hsp60釦 dhsp70 on the cells in也ec叫turesofαsT cel1s without or wi由

irradiated or not irradiated allogeneic spleen cel1s， which were all positive for 

hsps. In spite ofhigh rate ofhsp70+ cel1s in two-way reaction culture， there was 

not a blocking e能 ctofbanιhsp70 antibody to be detected in出eexperimental 

system. lt indicates由説 hsp70記 emsnot to be related to allo・reactivityor only 

to participate in antigen pre記 n包括onin in回 cellularenvironment. 

Taken toge出er，our results mdicate也atalloreactive response in two-way 

reaction ofbo也ySTcells to allogeneic spleen cells could be a complete hsp60-

dependant，也atis， hsp60 servesぉ anexclusive alloantigen in 0町 experimental

system. on the other hand， the allo・reacti吋tyofαsT celIs only partially due to 

hsp60， while MHC clぉs1 and I1 alloantigens might be responsible for 

remaining effect. lf也ismechanism could be confirmed in humans bo出 invivo 

and in vivo， a s仕拭egybased on blocking hsp60・dependantallo・reactivitymight 

be beneficialω 也econtrol of allgraft rejection in clinic. Besides， it is need to 

clari守也e白rther'questIons: what is exact role of hsp60 in allo-reactive 

r白 ponse?Is it target antigen itself， or an antigen present molecule?百le

resolution of these question will provide further 'evidence for the participation 

of hsp IIl alloreactive re叩onse.
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Legends: 

Fi伊 re1.百lepr'Oliferative response 'Of BABUc splenic T cells (R)企eshly

is'Olated by nyl'On w'Ool c'Olumn ぬ all'Ogeneic(C57BU6) irradiatedρOGy) 

splen'Ocytes (S) in vi仕o.The da也 represent也emean value 'Of tripIicate wells 
土SD企'Om7c出 es'Ofmice 

Fi伊 re2.百leexpressions 'Of hsp60 and hsp70 'On celIs in 'One-way mixed 

l戸nph'Ocyte問 acti'Onin vifl・'0.The cuIture pr'Ot'Oc'Ol wasぉ sameas 'One in fig.l. 

Cells were stained wi也mAbs組 .ti-hsp60(A t'O町釦danti-hsp70 (1 t'O P) 

f'OIl'Owed stained wi由 FITC-c'OnjugatedF(ab')2 rabbit anti-mouse IgG.百le

curves wl出 s'Olidareぉ areFITC・c'OnjugatedF(ab'h rabbit anti-m'Ouse IgG 

staining al'Oneぉ iso守pec'On位。1，while 'Ones wi也 emptyare出訂e釦 ti-hsp60・

'Or -hsp70・FITC.Samples: A釦 d1: BABν'c splenic T ceIls :freshly is'Olated by 
nyl'On w'Ool c'Olumn before culture; B釦 dJ: splen'Ocytes企om企eshC57BU6 

m'Ouse bef'Ore culture; after 48 h'Ours (C t'O E and K to M) 'Or 72 hours σt'O H 

and N t'O P) 'Of c叫turein vitr'O，出ef'Oll'Owing cells were s阻ined:resp'Onder cells 

(BABUc splenic T cells， C， F， K and N)， stimulat'Or. celIs (irradiated C57BU6 

splen'Ocytes， D， G， L and 0)釦 dresponder + stimulat'Or cells (E， H， M and P). 

Figure 3. Immun'Oflu'Orescence analysis 'Of murineαsT釦 dyoT cells is'Olated 

by magnetic activated ceIl s'Ort侃Thes'Orted ceIls were stained wi由釦6・

TCRαs-FITC and an世・TCRyo・PE. FLl・H: TCRαs-FITC. FL2-H: 

TCRyo-PE. 

Figure 4.百 leaIl'Oreactive pr'Oliferative resp'Onses 'OfαsT 'Or yoT cells t'O 

all'Ogeneic stimulat'Or celIs in 'One-way 'Or tw'O-way reacti'On.αsT 'Or yoT celI 

(BABUc) were c'O-cultured wi出 stimulat'OraIl'Ogeneic spleen ceIls (C57BU6) 

wl也 (two-way)'Or wi也out('One-way) x-ray討adiati'On(20Gy) f'Or 6 days. The 

mixed lymph'Ocyte cultured cells were added 'Or n'Ot by mAb anti-hsp60 (1 :400， 

ahsp60加 legend)'Or ariti-hsp70 (1 :5000， ah叩70in Iegend) respectively. Li吋ng

抗出ulat'Orin legend means也eC57BU6 splen'Ocytes with'Out irradiati'On. Data 

were expressed出 meancpm 'Of凶plicatec叫旬間企'Om 也氏esep訂 ate

experimen臼.SD were <10% 'Of mean values. 

Figure 5.百 leexpressi'Ons 'Of hsp60釦 dhsp70 'On ceIls in 'One-way 'Or tw'O-way 

mixed 1戸nph'Ocytereacti'On in吋.tr'O.百leculture pr'Ot'Ocol w邸お S出neぉ'Onem

fig.4 and s也lDmgwぉ perf'Ormedat day4 'Of culture. Cells were stained wi出-

mAbs anti-hsp60 (A t'O F) and組 6・hsp70(G t'O L) f'OIl'Owed stained with FITC-

c'Onjugated F(ab')2 iabbit anti-m'Ouse IgG.百四 curveswl也 s'Olid訂 eas訂e

FITC-c'Onjugated F(ab')2 rabbit anti-m'Ouse IgG staining aI'One出 is'Otype

c'Ontr'Ol， while 'Ones with empty areas are釦.ti-hsp60・'Or-hsp70・FITC.Samples: 
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A and G: yoT cells (BABUc) alone; B and H: y8T cel1s (BABUc) wi也

C57Bν6 splenic irradiated (20Gy) cells; C and 1: y8T cel1s (BABL/c) wi出

C57Bν6 splenic cells; D組 dJ:αsTcells (BABUc) alone; E and K:αsT cel1s 

(BABUc) wi也 C57BU6splenic irradiated (20Gy) cells; F and L:αsT cells 

(BABL/c)wi也 C57BU6splenic cells. 
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Abbreviation: 

hsp(s)， heat shock protein(s); TCR， T cell receptor; mAb， monoclonal antibody; 
FITC， f1uorescein iso也iocyanate; R-PE， R-phycoery也丘町 Sav・PE，
Strepta吋din-phycoery由nn.
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【要旨】

多包虫Echinococcusmultilocularisの原頭節protωcolex抗原を用いて、他穏寄生虫抗原

と交叉反応のない単クローン抗体を作製し、確度の高い免疫学的診断法を確立するこ

とを目的として本研究を行なった。多包虫protoscolex粗抗原を作製し、 BALB/cマウス

に免疫後、牌細胞とミエローマ細胞を融合し、単クローン抗体産生ハイプリドーマを

樹立した。多包虫に対する単クローン抗体71*-*を作製し、認識抗原の特異性について検，

討した。その結果、 4株は、多包虫抗原とのみ高い反応性を呈し、単包虫抗原、その他:

の7穏鱗虫抗原およひ~BALB/cマウス腎抽出抗原とは反応が認められなかった。免疫組

織学的検討から、単クローン抗体は 1) laminated layerとtegmentof the germinallayerと

のみ反応する単クロ一以抗体、 2)加凶natedlayer， tegment of the germinallayerおよび

young protoscolexと反応する単クローン抗体、 3)germinallayer， brood capsuleおよび

protoscolexと反応する単クローン抗体の3群に分類された。各1洋の単クローン抗体とも

に虫体の他に虫体周囲の結合織とも反応したが、その他の虫体周囲正常組織とは反応

が認められなかった。したがって、この虫体周囲結合織の反応は、虫体外に分泌され

た虫体抗原が結合織に沈着し、この沈着抗原と単クローン抗体が反応じたものと推察

された。 今回得られた単クローン抗体を用いて認識抗原を精製することにより、他極

寄生虫抗原と交叉反応のない診断用法を樹立する可能性が期待される。

〈阻YWORDS>多包虫、免疫学的診断法、単クローン抗体、 protoscolex

研究報告

【目的】

中国を含む開発途上国においては、寄生虫症は未だ重要な疾患であり、診断が遅れ

重篤な病状に陥るケースが少なくない。このような地域における早期治療には、簡便

迅速で、確度の高い早期診断が重要なポイントになる。 中国における重要な寄生虫症

としては、住血吸虫症、マラリア、リーシュマニア症、糸状虫症、有鈎，饗虫症等、数

多くあげられるが、これらはし、ずれも診断技術に習熟すれば、必ずしも確定診断が難

しい寄生虫症ではない。しかしながら、中国にも分布する包虫症は、診断法が確立し

、・.・
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iていないため、治療が遅れ、死にいたることが多い寄生虫症である。すなわち、最初!

:に肝臓に寄生することが多く、ここで徐々に発育する。症状がでるまでの潜伏期間が j
'長く数年~数十年を要するが、この聞に血流を介して他臓器に転移している場合もあ:

り、発症した時点ですでに手遜れであることが多いため治療が非常に困難な寄生虫症 j

である。このため、感染早期に確定診断を行ない、外科的に摘出する以外に有効な対

-応策がないが、現時点ではそのような診断法がないのが実情である。そこで今回は、

多包虫抗原に対するモノクローナル抗体を作製し、血中に存在する可溶性多包虫抗原

を検出し得る新しい免疫学的診断法を確立することを最終目的において、以下の研究

を行なった。なお、中国には、今回研究対象とした多包虫のほかに単包虫が分布して

し、るが、抗原入手等、技術的問題から前者について検討した。

【方法】

1 )弘前大学医学部寄生虫学教室神谷春男教授から分与いただいたスナネズミ肝臓寄

生多包虫のprotoscoLはを凍結、融解処理後、 50mM n-heptyl・s・D-thioglucoside存在下で

超音波破砕した。 10，000x gで1!時間遠心処理後、上清を採取し、多包虫protoscoLex~ll抗'

s 原として以下の実験に周~'\た。

2)上言Gprotoscolex粗抗原100.. lLg最をFreund'scomplete adjuvantと混合し、 BALB/cマウ

スに腹腔内及び皮下に注入、免疫した。さらに岡松抗原をFreund'sincomplete adjuvant 

と混合したものを、最初の免疫から2週間目と更にその10日後に免疫した(日程の関係

i上、銭教授は、最後の免疫処置から実験に直接燐わった)。この免疫の期間にマウス尾

:静脈から採血、血清を採取し、血中のprotoscolex抗原に対する抗体価の上昇をELISA法

:で線認することにより、 protoscoLex粗抗原を用いた免疫効果について判定した。すな

jわち、 a)多包虫protoscoLex粗抗原を3%スキムミルク含有PBSで希釈し、 ELISA用96穴，

プ.レートlこ100μlずつ加えた。 b)3rcで2時間インキュベーション後、さらに40Cで一

晩静鐙した。 c)0.05 % Tween 20 (Tween 20-PBS)で5分、 3回沈浄したo d) 5%スキムミ

ルク含有PBS(スキムミルク-PBS)で各wellを満たし、 370Cで111寺間インキュベーション

(7~ロッキング操作〉したo e) Tween 20-PBS )で5分よ 3回洗浄後、 3%スキムミルクで

希釈したマウス血清を100μl加え、 3T'Cで1時間反応させた。f)Tween 20-PBSで5分、 3

回洗浄後、 3%スキムミルクで希釈したperoxidase-conjugatcdrabbit anti-mouse 

immunoglobulins polyc1onal antibody (二次抗体〉を加え、 370Cで~!時間反応させた。 g)

Tween 20-PBSで5分、 5回洗浄した。 h)OPD水溶液(メタメールで可溶化させたOPD:

0・phenylcnediaminと過酸化水素水を蒸留水で希釈したもの〉を加え、暗所・室温にて j

30分間、静霞した。 i)吸光度計にてO.D.値を測定し、抗体価の上昇の有無について検:

討することにより、 protoscoLex粗抗原を用いた免疫効果について判定した。なお、樹 ' 

立したハイプリドーマ産生単クローン抗体の下記7種蝦虫粗抗原との交叉反応性の有無:

-・・・・・・・・・・・・・・・・----------------------------------------------------------------------------------
. 
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の判定も本法により行なった。一次抗体としてはよ樹立した7株ハイブリドーマの培養 j

上清を用いた。

3) protoscolex抗原に対する抗体価の上昇を確認したうえで最後の免疫処置の3日後に

マウス牌臓を摘出し、ガラスホモジナイザーを用いて牌細胞懸濁液を作製をした。こ

の牌細胞とマウスミエローマ細胞(P3X63・'Ag8.653ceU)をポリエチレングリコール存在

-下で融合させ、ハイプリドーマ細胞を作製した。 protoscolex粗抗原を用いたEUSA法に

よりスクリーニングし、多包虫protoscolexに対する単クローン抗体産生ハイブリドー

マを樹立した。

4)樹立したハイプリドーマが産生する単クローン抗体のクラス及びサブクラスを、

-抗マウスIgM，IgGl~ IgG2aおよびIgG2b抗体とアガロースゲルを用いたオクタロニ一法

7-jにより判定したo

15)単クローν抗体の抗原認識特性を明らかにするために、多包虫感染スナネズミの

;肝臓を用いて病理切片を作製し、免疫組織学的検討を行なった。すなわち、 a)上記肝

!臓をスナネズミから取り出レ、 10%ホルマリン-PBSで固定した。ゆ固定した肝臓を適

!当な大きさに切り出し、エタノール (70%;""100%)で脱水後、パラフィンにて包爆し、

jパラフィンブロックを作製した。 c)このパラフィンブロックを用いて、 4メ仰の厚さの

i切片を作り、免疫組織学用のプレパラートを作製した。のこのプレパラートを十分乾

燥後、キシレンにてパラフィンを除去し(脱パラフィン〉、エタノール(100%，......70%)

を経て、 PBSにまで移行したo e)さらに、スキムミルク-PBS中に1時間静置し、ブロッ

キング操作を行った。Tween20・PBSで5分、 3回洗浄したo f)次に、このプレパラート

上の組織切片に、樹立した7株ノ、イプリドーマの晴義上清をまんべんなくかけ、'室温で

1時間反応させた。 g)Tween 20-PBSで5分、 3回洗浄後、 3%スキムミルク -PBSで希釈し

たperoxidase-conjugatedrabbit anti-mouse immunoglobulins polyclonal antibodyを悶様に組

織切片にかけ、室温で111寺閥反応させた。 h)Tween 20-PBSで5分、 5恒!洗浄後、蒸留水

で経く水洗した。。このプレパラートをDAB水溶液 (DAB:3，3'-ジアミノベンチヅン

と過酸化水素水を蒸留水で希釈したもの)中に浸演し、ハイプリドーマ産生単クロー

ン抗体認識抗原を業補色に発色させたo j)プレパラートを蒸留水で水洗、エタノール

で脱水、キシレンで透徹後、カナダパルサムで封入し、顕微鏡観察を行った。

6)単クローン抗体認識抗原の特異性について、巨大肝!怪FωcioZagigantica、イヌ糸

j状虫Di1ψZariaimmitis、旋毛虫Trichbtellaspiralis、広節裂顕条虫、DijフlザllobotltriumZIαtum 

い肝l汲虫Clollorchissinen.sお、単包虫Echinococcu.sgra71uZosωおよひ・;有鈎鐙虫Cysticercus

: cellulosaeの7種蛾虫粗抗原およびBALB/cマウス腎抽出抗原を用いたELISA法により、

交叉反応の有無を判定することにより比較検討した。

-----------------------・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・----------------------------------------------------------
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i【結果】

; 1")・96穴プレート3枚。88wells)に融合細胞懸濁液を100μlずつ時き、そのうち184welIs 

(約64%.)にハイプリドーマのコロニーが認められた。さらにそのうちの56welLs (約

19%)が、多包虫protoscolexに対する抗体を産生しているハイプリドーマであった。

2)抗体産生ハイブリドーマ56wellsのうちから、抗体のカ佃iの高低等の反応性の迷い

i をもとに7weLlsを選び、リミッティングダイリューション操作を3回繰り返し実施し、

多包虫protoscolex応対する単クローン抗体産生ハイプリドーマ7株を樹立した。

3)この樹立したハイプリドーマ7株が産生する単クローン抗体のクラス及びサブクラ

スは、 4株がIgGl、琳がIgG2b、1株がIgMであった。

: 3)この7株のうち4株は、多包虫抗原と高い特異性を皇し、単包虫抗原を含むその他

の7穏鱗虫抗原およびBALB/cマウス腎抽出抗原とは反応(交叉反応)が認められなかっ

た。

免疫組織学的検討から、単クローン抗体認識抗原の分布は、大別して次の3騨に分類

された。

4)一群の抗体により認識される抗原は、 laminatedlayerとtegumentof gcrminal laycrめ

みに認められた。

5)二鮮の抗体により認識される抗原は、 laminatedlayer、tegumentof germinallayerお

よびyoungprotoscolexに認められた。

・6)ヨ洋の抗体により認識される抗原は、 germinallayer，brood capsuLeおよび

protoscoLcxに認められた。

7)各群の単クローン抗体ともに虫体の他に、虫体周聞の結合織とも反応したが、そ

の他の虫体周囲正常組織とは反応が認められなかった。

8)この虫休周囲結合織の反応は、虫体外に分泌された虫体抗原が総合織に沈着し、

この沈着抗原と単クローン抗体が反応したものと推察された。

【考察】

多包虫のprotoscolex抗原をマウスに免疫し、 7株の単クローン抗体産生ハイプリドー

マを樹立した。その認識抗原の分布から、 a)laminatcd layerとtegumentof germinaL layer : 

のみと反応するものよ b)laminated layer、tegumentof germinallayerおよびyoung

protoscolexと反応するもの、 c)germinal Layer， brood capsuleおよびprotoscolexと反応する

ものの三群に分類された。これまでlaminatedlayerが宿主と虫体のいずれから産生され

るかは明らかでなかったが、今回得られた単クローン抗体の反応性から、虫休由来で

ある可能性が示唆された。今後、多包虫protoscolexをスナネズミに感染させ、経|時的

にLaminatedLayer について観察することにより、その可能性について検討する予定であ

ーる@ーさふ広他麗搭必虫抗原と蕊Xl&回全CZELJ主Z旦ごと群生官設会tLt.:豆管jf;???きi
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:ぃ。そこでこの単クローン抗体を用いて認識抗原を精製し、 ELISA法のコーティング
i 用抗原として使用することにより、他穏寄生虫抗原と交叉反応のない多包虫症診断法
jを樹立する可能性が期待される。また免疫診断法の→つとして、血流中に容在する寄
:生虫抗原、いわゆる循環抗原を検出する方法がある。今回得られた結果から、虫イ本抗
a.原が虫体に接する正常肝臓組織に沈着していたことから、循島献し原として血流中に移

' ' ' • 
' 

行するかは判断しづらいところではあるが、今後は、この循環抗原検出の可能性につ
いても単クローン抗体を用いて検討してし、く予定である。

・---------------------------------------------------------------------------------------------------

-・・ . ・
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@要旨

1. 日本の生物学的製剤基準の概要説明と試験の実施

.γフテリアおよび破傷風トキソイドの安全性と有効性について実験動物を用い

た無毒化試験、力価試験を実施する

2.試験成績の統計学的解析法の概要説明

・コンピューター利用におけるバイオアッセイーの理論とソフトの基礎研修と

その応用について

3.現在国際的に求められている基準とハーモナイゼーションについて

• WHO基準との整合性

+KEYWORDS 

生物学的製剤、品質管理、バイオアッセイー、統計学的解析

@研究報告

1 . 目的

生物学的製剤であるワクチンは多数の健康者の免疫に用いられるため十分安

全でなくてはならない。また、当該疾病を予防する手段として免疫を付加する

に十分なある一定水準以上の力価を有する必要がある。これら、生物学的製剤

の品質を保証するために品質管理と呼ばれる手法が基本となる。製品の品質は
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物理学的、科学的、あるいは生物学的手法により測定される。品質の測定値は

偶然の結果としてある範囲で変動するもので有る。この変動の量は統計学的に

平均と偏差値として把握される。これら生物学的手法を用いた測定法をバイオ

アッセーと呼び、安全性と有効性を評価する手段となっている。バイオアッセ

ーに際しては、動物、培養細胞、微生物等が使用され、物理学的または化学的

測定法より測定値の変動が大きくなる。変動の原因には、使用動物の種差、個

体差、試験方法や動物の管理状況等があげられる。これら変動要因を考慮して、

ワクチン等の本質に近い値を知るために統計学的手法が重要である。

今回、日本におけるこれらワクチン類の品質管理技術の実際を学び、中国で

の品質管理技術を援り返り整理する。ワクチン類の国際的市場開発が行われて

いる今、両国間さらに国際的な視野においてこの分野の発展に資するために研

修するものである。

2.方法

生物学的製剤の品質管理の中で、国の管理機構を中心に調査、研修する。従

って、ワクチンの国家検定と標準品の交付を行っている国立感染症研究所の組

織とその機能について調査する。国立感染症研究所の行っている検定の中でジ

フテリアと破傷風トキトイドワクチンについて、安全性と有効性についての品

質管理技術を細菌・血液製剤部、細菌製剤第3室において技術研修する。特に、

有効性の保証試験である動物を用いたカ価試験法について実習する。

また、研修して得られたカ価試験成績について、元国立感染症研究所 安全性

研究部 統計室長 石田説而先生の元で生物定量法の統計学的解析を研修し、

さらに通常の試験成績解析をコンピューターシステムの導入とその応用につい

て発展させる。

3 .結果および考察

( 1 )日本の生物学的製剤の国の管理機構

「ワクチン開発と承認審査プロセスj について以下に示す。

候補ワクチン→

動物での前臨床試験

↓ 

治験居

第 1相試験:少数の健康人希望者で安全性(副作用)、免疫効果の確認

↓ 

第 2相試験:接種方法、接種量、副作用、免疫効果について検討
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↓ 

第3相試験:第2相試験の規模を拡大し、主として免疫効果、安全性の確認

↓ 

承認申請

↓ 

中央薬事審議会 調査会、特別部会、常任部会

↓ 

承認・認可

↓ 

製造・販売

↓ 

第4相試験:市販後の追跡調査

再調査会

「厚生省内での手続きの流れJを以下に示す。

グ
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審
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事

調

特

常
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「国家検定・検査システムJを以下に示す。

厚生省

保健医療局

ホルモン

ワクチン

抗毒素

血液製剤

抗生物質

国立感染症研究所 感染症対策

副反応対策

「国立感染症研究所の組織Jを以下に示す。

戸山庁舎 所長 国家検定試験室 (NCL)の統括責任者

細菌部 NCL:コレラワクチン、肺炎球菌ワクチン

ワイルス部 NCL:インフルエンザワクチン

感染病理部 NCL:病理学的検査

感染症情報センター:国内感染症情報、流行予測調査

国際協力室:海外感染症情報、研修生の受け入れ

村山分室 細菌・血液製剤部 NCL:細菌製剤全般、血液製剤全般

安全性研究部 NCL:安全性一般試験

ウイルス製剤部 NCL:ポリオ、麻疹、風疹ワクチン等

動物管理室 NCL:動物試験

筑波医学実験用霊長類センター:サル実験施設

ノゼンセン病研究センター

(2)カ価試験の実習

現在、中国においてはジフテリアと破傷風トキトイドの力価試験はモルモッ

トを用いて行われているが、日本ではマウスを用いた試験方法で行われている。

以下に日本における両トキトイドの生物学製剤基準試験方法を別紙2にあらわ

し、以下その概要を示す。

圏内標準品と試験品を任意に希釈し、各用量を 1群 10匹のマウス (4・5週齢、

雌、 ddy/SPF)皮下に O.5ml宛注射する。 γフテげのカ価測定に関しては、 トキ

ソイド注射4・5週後に採血し、血清中の抗毒素を培養細胞法 (Vero細胞)で定，

量する。また、破傷風はトキソイド注射 4・5週後に破傷風毒素の 100LDso を

皮下に直接注射し、毒素による麻療の出現(特異症状)と死亡日数を観察する。

症状および死亡に至る回数はスコアに変換して、統許解析をする。標準品に対
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する相対力価を平行線定量法で求めた。

上記の方法を用いて、日本の標準品と中国 蘭州研究所で製造した混合ワク

チン中のγ7テ97トキソイドのカ価を比較試験するとともに、作製したソフトを

用いてコンビューターで統計解析した。

培養細胞法で求めた個々のマウスのγフテげ抗毒素価表 3・1に示した。表には

簡単な計算機で求めた平均値を示した。さらに作製したソフトで計算した実例

を表 3・2に示した。個々の値を入力後に表される成績とその詳細解析は必要な

要因を考慮に入れた成績としてあらわした。共通の回帰係数を採用して蘭州の

製品を評価すると 960単位となった。

日本の標準品を対照として蘭州研究所の製品を評価すると 677単位または

960単位となった。この計算の違いは、今回の実験だけで得られた成績だけ解

析すると 960単位、現在までに累積された日本国内の混合ワクチンの成績を考

慮に入れると 677単位となった。表中の図でわかるように標準品 (REF) と蘭

州の製品 (RAN)は傾き (b) が異なり、平行性は否定された。これは両者の

品質が異なることを意味し、統計学的には両者の解析に無理が生じる。また、

結果的には RAN トキソイドは高力価のために、用いた用量が適当でなく、よ

り希釈した用量で試験するべきであった。今回の成績によると蘭州研究所製の

γフテリアトキソイドは国際的に求められている WHO基準 (30単イ立10.5ml) を盗

かに上回るカ価で、あった。

(3 )その他作製した統計解析プログラムの実例

日常の実験で得られた成績を統計解析得るためのプログラムを作製した。

実際に例題を作り、解析した実例を別紙4に示す。

別紙4・1:一元配置法

別紙4・2:二元配置法(繰り返しのない場合)

別紙4・3:相関係数

別紙4-4:平均値の差の検定(対応のない場合)

別紙4・5:平均値の差の検定(対応のある場合)

別紙4-6:回帰係数(繰り返しのある場合)

別紙4・7:回帰係数(繰り返しのない場合)

別紙4・8:平行線定量法(連続量の場合)

別紙4・9:平行線定量法(プロピット法)

別紙4・10:度数分布

( 4) National con位。1authorities (NCA) の位置づけと役割を WHOのテキ

ストで学んだ。
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ワクチン等の生物学的製剤を製造する製造所は、 GoodManufacturing Practice 

(GMP)で規制され、査察制度が国際的に導入されようとしている。それに伴

い、国家検定をどのように行い、ワクチンの品質保証を確立するか、国際的に

ノ、ーモナイゼーションが叫ばれていることを理解した。以下にそのガイドライ

ンんの要約を示す。

NCAは国内で生産されたものや輸入されたワクチン等について規制された

品質であることを保証する義務がある。適切な品質、安全性および有効性を有

することを保証するために製造者のための要求基準(生物学的製剤基準)およ

び製剤に特有な品質管理に準拠しているかを確認する。その手段として、国家

検定があり一般試験法と製剤別試験法について明記し用意する必要がある。こ

れら基準は WHOから提供された資料や、各国の基準とできる限り調和しかっ

その時代に適合した水準を基盤として作られる。しかしながら、これら品質、

安全性および有効性は背増車に主たる責任があるため、製造者は設立状況と設

備の充実性、出発材料、製造工程、コントロールテスト過程及び製剤特殊性を

評価するための専門家をもうける必要がある。一般的にこの機能は national

control laboratory (NCL)として単独の行政的ユニットとして設立される。 NCA

は独立した専門顧問と適切な専門家との顧問審議会の活用と可否決定を援護す

るためにNCLの試験施設と同様な施設との関連を持たなければならない。

要員 :NCAとNCLの要員には訓練された専門家を含み、コントロール過程の

技術的及び行政的両面の側面を包括する。

行政:NCAは製造者の提出書類の受理と評価のため裏付け過程を確立し(サ

ンプルテスト等)、詳細報告の検討を含め承認または不承認の通達をする。

GM1'査察:査察の目的は製造者の施設及び製造工穫が WHO出版物に記載さ

れているような G悶の原則または生物学的製剤基準または状況に適合してい

ることを保証することにある。

製造者と製剤の承認過程:生産工程確立の承認またはライセンス授与は GMP

の原則に対応している場合にだけ許可される。承認を許可されるためには製造

法確立に関する情報、製剤に関する情報等についての詳細情報を精査しなけれ

ばならない。

国家検定試験室 (NCL): NCLの施設の大きさとスタップの数は、要求される

品質管理の性格と範囲に依存する。主な重要な機能は、試験室のテストと評価、

生物学的製剤用の圏内参照品の作製があげられる。

製造承認後のモニターリング:製剤出荷、監視、市場調査、リコールと取り消

し、製造変更の承認、新しい指示の承認等について連続的に行う。

輸入製剤承認の手続き:輸入を希望する国の NCAは製剤の品質あるいは基準

に合致することを説明する製造者 NCAにより発行された証明書を受け、テス
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トの必要性を減じライセンス書類を簡略化することができる。この際に、 WHO

参加メンバー、製剤の証明、追加情報の請求、欠陥と副反応の報告等について

検討する。

日本国の NCAsの現状はほぼガイドラインに沿うものと理解した。すなわち、

予防接種による健康被害は国が責任を持ち迅速に対応すると法律で規定されて

いた(予防接種法 1994年)。その責任を果たすために、生物学的製剤の品質、

安全性および有効性を有することを保証するための機構が確立し、今回研修し

た国立感染症研究所の国家検定およびGMP査察等が行われていた。

4.参考文献

1 :石田説雨、高橋元秀(1993) 生物学的製剤の統計学的品質管理法

細菌製剤協会平成 5年 8月

2:ワクチンハンドブック(1994)

第2編 ワクチン各論 ジフテリアトキソイド 71・80. 佐藤博子、高橋元秀

第2編 ワクチン各論破傷風トキソイド 81・90. 佐藤博子、高橋元秀

丸善株式会社

3 :日本臨床、増刊号第 53巻(1995)

広範囲血液・尿化学検査、免疫学的検査(下巻)

破傷風菌 P148・150 ジフテリア菌 P204・206 日本臨床社陀

4: Vaccine Handbook (1996) MARUZEN， Tokyo 

Part Two: Chapter 9; Diph也ぽiaToxoid， Hiroko SATO and Motohide TAKAHASHI 

p52・59

Part Two: Chapterl0; Tetanus Toxoid，日rokoSATO and Motohide T AKAHAS団

p60・67

5: 細胞培養法によるジフテリア抗毒素価測定の際にみられる VERO細胞内の頼粒増

加について ・.マウス血清について

保田幸子、小宮貴子、高橋元秀、亀山昭一、松橋直

日本臨床病理学会誌第41巻第 3号 P289・292(1993.3) 

6: 細胞培養法によるジフテリア抗毒素価測定の際にみられる VERO細胞内の頼粒増

加について ・.頼粒の性状とカ価試験に及ぼす影響

保田幸子、小宮貴子、高橋元秀、亀山昭一、松橋直

!日本臨床病理学会誌第41巻第 5号 P609・613(1993.5) 

7:百日咳・ジフテリア・破傷風・日本脳炎の抗体検査法

近田俊文、高橋元秀 日本医事新報 P721・722(1996) 

8:ジフテリア抗毒素価測定に用いる培養細胞法の改良

小宮貴子、高橋元秀、福田靖、貞弘省二 医学検査 46巻 2号 P135・138(1997) 

9: Summary and recommendations. Brown F， Cussler K， Hendrikesen C (e也):Dev Biol 

S飽ndBasel， Karg町" 1996， Vo1.86， p353・358
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務1~~ 1 

持普 老E 日 来呈 君受

-申請人:李偉華の滞在予定

予定滞在期間 199 8年 7月 5日 より 1 998年10月 2日 (90日間)

月・日 予 定 宿泊先

7月 5日 北京空港から成田空港へ 日

日中友好会館後楽寮

7月 6日 国立感染症研究所(感染研) にて入所手続き

7月 7日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講 東京都文京区後楽

一丁目玉番三号

7月 8日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

(03-3814-1261) 

7月 9日 感染研、細菌製剤第 3室にて品質管理学を聴講 に滞在。

7月10日 感染研、細菌製剤第 3室にて品質管理学を聴講

7月11日 行楽寮で自習及び休息

7月12日 行楽寮で自習及び休息

7月13日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月14日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月15日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月16日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月17日 感染研、細菌製剤第3室にて品質管理学を聴講

7月18日 行楽寮で自習及び休息

7月19日 行楽寮で自習及び休息



月・日 予 定 宿泊先

7月20日 行楽寮で自習及び休息 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

7月21日 感染研、細菌製剤第 3室にて品質管理学を聴講 に滞在。

7月22日 感染研、細菌製剤第 3室にて品質管理学を聴講

7月23日 感染研、細菌製剤第 3室にて品質管理学を聴講

7月24日 感染研、細菌製剤第 3室にて品質管理学を聴講
， 

7月25日 高橋冗秀室長宅訪問

7月26日 行楽寮で自習及び休息

7月27日 感染研、細菌製剤第 3室にて品質管理学を聴講

日中友好会館後楽寮

7月28日 感染研、細菌製剤第 3室にて品質管理学を聴講 (03-3814-1261) 

に滞在。

7月29日 感染研、細菌製剤第 3室にて品質管理学を聴講

7月30日 感染研、細菌製剤第 3室にて品質管理学を聴講

7月31日 感染研、生物統計室にて生物統計学を聴講

8月 1日 行楽寮で自習及び休息

8月 2日 行楽寮で自習及び休息

8月 3日 感染研、生物統計室にて生物統計学を聴講

8月 4日 感染研、生物統計室にて生物統計学を聴講

8月 5日 前生物統計室長石田説而先生宅を訪問

8月 6日 前生物統計室長石田説而先生宅を訪問



月・日 予 定 宿泊先

8月 7日 石田説而先生宅でコンビューター基礎学を聴講 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

8月 8日 行楽寮で自習及び休息 に滞在。

争

8月 9日 行楽寮で自習及び休息

a 

8月10日 石田説而先生宅でコンビューター基礎学を聴講

8月11日 石田説而先生宅でコンビューター基礎学を聴講
， 

8月12日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

8月13日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

8月14日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

8月15日 行楽寮で自習及び休息

8月16日 行楽寮で自習及び休息

8月17日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

8月18日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

8月19日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

8月20日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習 に滞在。

8月21日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

8月22日 行楽寮で自習及び休息

8月23日 行楽寮で自習及び休息
. 

8月24日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習



月・日 予 定 宿泊先

8月25日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

8月26日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

8月27日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

8月28日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

8月29日 行楽寮で自習及び休息
， 

8月30日 行楽寮で自習及び休息

8月31日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

9月 1日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

日中友好会館後楽寮

9月 2日 石田説而先生宅でコンピュータ一応用学の実習 (03-3814-1261) 

に滞在。

9月 3日 石田説而先生宅で‘コンピュータ一応用学の実習

9月 4日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

9月 5日 行楽寮で自習及び休息

9月 6日 行楽寮で自習及び休息

9月 7日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

9月 8日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

9月 9日 石田説而先生宅でコンピュータ一応用学の実習

9月10日 石田説而先生宅でコンビュータ一応用学の実習

9月11日 石田説而先生宅でコンピュータ一応用学の実習



月・日 予 定 宿泊先

9月12日 行楽寮で自習及び休息 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

9月13日 行楽寮で自習及び休息 に滞在。

9月14日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

9月15日 石田説而先生と箱根研修旅行

箱根泊

9月16日 石田説而先生と箱根研修旅行
， 

9月17日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

9月18日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習
-・

9月19日 行楽寮で自習及び休息

日中友好会館後楽寮

9月20日 行楽寮で自習及び休息 (03-3814-1261) 

に滞在。

9月21日 感染研、細菌製剤第 3室にワクチン学の実習

9月22日 感染研、細菌製剤第3室にワクチン学の実習

9月23日 行楽寮で自習及び休息

9月24日 石田説而先生と京都・奈良見学

京都泊

9月25日 石田説而先生と京都・奈良見学

京都泊

9月26日 石田説而先生と京都・奈良見学

9月27日 行楽寮で自習及び休息 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

9月28日 最終報告書の作成
， 

に滞在。

9月29日 帰国後の共同研究に関する打ち合わせ



月・日 予 定 宿泊先

9月30日 帰国に関する部屋の整理 日中友好会館後楽寮

(03-3814-1261) 

10月 l日 帰国に関する部屋の整理 に滞在。

10月 2日 成田空港から北京空港へ 北京着
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ジフテリアトキソイド

1 本質及び性状

本剤は、ジフテリア毒素(以下「毒素」という。)をホルマリンでその免疫原性をなるべく損なわないように無

毒化(以下「トキソイド化」という。)して得られた『ジフテリアトキソイドJ(以下「トキソイド」という。)を

含む無色ないし淡黄褐色の澄明な液剤である。

2 製法

2.1 原材料

2. 1. 1 製造用株

ジフテリア菌 Park-Wi1liamsNo.8株文はとれと同等以上の毒素産生能をもっ株を用いる。

2.1.2 培地

毒素の産生に用いる培地には、馬肉、人体に由来する材料、ヒト血液型物質を含む可能性のあるもの、文はその

他の人体に高度のアレルギーを起ζすおそれのあるもの竜用いてはならない。

2.2 原液

2.2.1 毒素液

ジフテリア菌の培養終了後、鏡検文は適当な培養法陀よって検査するとき、他の細菌の混入を認めない培養液を

適当な方法で除菌し、とれを毒素液とする。

毒素液は、 3.2.8を準用して試験するとき、 1m[中に毒素の 100Lf以上を含まなければならない。

2.2.2 トキソイド化及び精製

トキソイド化には、ホルマリンを用いる。トキソイド化の前あるいは後に精製しなければならない。

乙の精製トキソイドを含む液を原液とする。

原液について、 3.1の試験を行う。

2.3 最終バルク

原液を緩衝性の甥食塩液等で希釈し、 1m[中のトキソイドの含量が70Lfを超えないようにして作る。

ζの際、チメロサールを 0.01wん%になるように添加するととができる。また、適当な安定剤を加えるととが

できる。

3 試験

1，3.1 原液の試験

3. 1. 1 純度試験

一般試験法のたん白窒素定量法を準用してたん白窒素含量を、また、 3.2.8を準用してトキソイド含量を測定す

るとき、たん白窒素 1mgにつきトキソイドの 1，500Lf以上を含まなければならない。

3.1.2 無菌試験

ー一般試験法の無菌試験法を単用して試験するとき、適合しなければならない。

3.1.3 無毒化試験

検体を 0.017M リン酸塩緩衝塩化ナトリウム液 (pH7. 0)で薄めて、 1m[中にトキソイドの 2∞Lfを含むよう

にしたもの、及び最終欠ルクと同等の漫度となるようにして 3アCに20日聞置いたものを試料として、次の試験

を行う。
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ジフテリアトキソイド

3.1.3.1 モルモット試験

3.2.6.1を準用する。ただし、 1ml中にトキソイドの 200Lfを含む試料の場合には、動物 1匹当たりの注射量

は、 2mlとする。

3.1. 3. 2 ウサギ試験

3.2.6.Fを準用する。
'，r 

3.2 小分製品の試験

小分製品について、次の試験を行う。

3.2.1・ pH 試験

一般試験法の pH測定法を準用して試験するとき、 6.6--7.4でなければならない。

3.2.2・ チメロサール含量試験

一般試験法のチメロサール定量法を準用して試験するとき、 0.012Wん%以下でなければならない。

3.2.'3ホルムアルデヒド含量試験

一般試験法のホルムアノレデヒド定量法を準用して試験するとき、 0.01w/v%以下でなければならない。

3.2.4'無菌試験

一殻試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2.5 異常毒性否定試験

一般試験法の異常毒性否定試験法を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2.6 無毒化試験

検体及びとれを 3TCに20日聞置いた試料について、次の試験を符う。

3.2.6.1 モルモット試験

検体及び試料にそれぞれ体重 300--400gのモルモット 4匹以上を用い、 1匹当たり 5mlを皮下に注射して 30

日間以上観察する。

乙の問、いずれの動物も毒素による中毒死、壊死、麻ひ等の中毒症状、著しい体重減少、その他の異常を示しで

はならないb

3.2.6.2 #立:吹ギ試験 ‘ I ~" 

検体、試料及び 0.2Wん%ゼラチン加 0.017M リン酸塩緩衝塩化ナトリウム液 (pH7. 0)で 40倍に薄めたシッ

ク試験液(動物用)のそれぞれ0.1mlを体重約2.5kgのウサギ2匹以上の各々の皮内に注射して、 2日間観察す

v'9ぃ品をtd代表レKLidL 
ヘ;¥，JI・1 亡の問、シック試験液(動物用)希釈の注射部位は、毒素による明らかな特異反応を示さなければならず、か

つ、各試料の注射部位は、との特異反応その他の異常を示してはならない。

3.2.7 力価試験

モルモットを用いる毒素攻撃法若しくは血中抗毒素価測定法文はマウスを用いる血中抗毒素価測定法によって試

験する。

3.2.7.1 毒素攻撃法

3.2.7. 1. 1 材料

検体、標準ジフテリアトキソイド(以下「標準品」という。)及び適当な毒素液を用いる。検体及び標準品の希

釈は、 0.02w/v%ゼラチン加 0.017M リン酸塩緩衝塩化ナトリウム液 (pH7. 0) に、また、毒素液の希釈は、
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0.2 w/v%ゼラチン加0.017.Mリン酸塩緩衝塩化.ナトリウム液 (pH7. 0)による。

3.2.7.1.2 試験

検体及び標準品をそれぞれ希釈し、対数的等間隔の階段希釈を作る。

体重加0-4∞gの毛ルモット 10匹以上を 1群とし、検体及び標準品の各希釈に l群ずつを用い、 1匹当たり 2

mlを1回皮下に注射する。免疫注射の 4-6週間後に、それぞれの動物を約50LD悼の毒素で攻躍して、 7日間

観察する。

また、非免疫対照群の体重約4∞gのモルモット 3匹以上を 1群とし、その 3群以上を用いて攻躍に用いた毒素

のLDso数を測定するとき、その値は 25-100でなければならない。

3.2.7.1.3 判定

試験の成績を統計学的に処理して比較するとき、検体の力価は 3国際単位以上でなければならない。

3.2.7.2 血中抗毒素価測定法

ウサギ皮肉法、培養細胞法文は血球疑集反応法によって行う。

3.2.7.2.1 材料

.検体、標単品、標準ジフテリア抗毒素及び結合価既知の毒素液を用いる。ただし、血球疑集反応法により行うと

きには、純度2，500 Lf/mgN以上のジフテリア毒素文はトキソイドの感作血球を用いる。

3.2.7.2.2 試験

動物の免疫は、 3.2.7.1.2を準用して符う。ただし、マウスを用いるときは約5週齢(体重約 20g)のマウス 10

匹以上を 1群とし、検体及び標単品の各希釈に 1群ずつを用い、 1匹当たり 0.5mlを度下に注射する。

免疫注射の 4-6週間後にそれぞれの動物から採血し、血中抗毒素価を測定する。

3.2.7.2.3 判定

3.2.7.1.3を準用する。

3.2.8 表示確認試験

参照ジフテリア抗毒素(フロキュラシオン用)を用い、抗体変量法による試験管内沈降反応、によって行う。

4 貯法及び有効期間

有効期聞は、 2年とする。

5 その他

5.1 添付文書等記載事項

次の用法及び用量

初回免疫には、通常、 1回0.5mlずつ 3回、いずれも 3-8週間の間隔で皮下に注射する。ただし、 10歳以

上の者には、第1回量を 0.1mlとし、副反応の少ないときは、第2回以後適宜増量する。

第 l回の追加免疫には、通常、初回免疫後 12-18箇月の聞に l回0.5mlを度下に注射する。ただし、初回免

疫のとき副反応の強かった者には適宜減量し、以後の追加免疫のときの嬢種量も ζれに準ずる。また、 10歳以

上の者には、 0.1ml以下を皮下に注射する。
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破傷風トキソイド

本質及び性状1 

本剤は、破傷風毒素(以下「毒素」という。)をホルマリンでその免疫原性をなるべく損なわないように無毒化

して得られた『破傷風トキソイドJ(以下「トキソイド」という。)を含む無色(以下「トキソイド化」という。)

ないし淡黄褐色の澄明な液剤である。

法製2 

料材原2.1 ノ

製造用抹2. 1. 1 

破傷風菌 Harvard抹又はこれと同等以上の毒素産生能をもっ抹を用いる。

地培2.1.2 

ヒト血液型物質を含む可能性のあるもの、文はその毒素の産生に用いる培地には、馬悶、人体に由来する材料、

他の人体に高度のアレルギーを起乙すおそれのあるものを用いてはならない。

液原2.2 

液素毒2.2.1 

破傷風菌の培養終了後、鏡検文は適当な培養法によって検査するとき、他の細菌の混入を認めない培養液を除菌

ろ過し、とれを毒素液とする。

毒素液は、標準破傷風抗毒素を用いて結合価を測定するとき、 lLf量が 0.05ml 以下て・あるか、文は 3.2.8を準

用して試験するとき、 1ml中に毒素の 20Lf以上を含まなければならない。

トキソイド化及び精製2.2.2 

トキソイド化の前あるいは後に精製しなければならない。 ζの精製トトキソイド化には、ホルマリンを用いる。

キソイドを含む液を原液とする。

原被について、 3.1の試験を行う。

最終バルク2.3 

原液を緩衝性の生理食塩液等で希釈し、 1ml中のトキソイドの含量がたん白質として 2∞μgを超えないように

して作る。

乙の際、チメロサールを 0.01wん%になるように添加するととができる。また、適当な安定剤を加えるととが

i
a
l
t
i
-
-
1
・

できる。

験試3 

原液の試験3.1 

純度試験3.1.1 

最終バルクと同等の濃度に薄めたものを試料とし、一般試験法のたん白窒素定量法を準用して試験するとき、 1

ml中のたん白質量は 200μg以下でなければならない。

無菌試験3.1.2 

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合しなければならない。

検体を 0.017M !1ン酸塩緩衝塩化ナトリウム液 (pH7.0)で薄めて最終バルクの 3倍の濃度となるようにした
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破傷風トキソイド

もの及び最終バルクと同等の濃度となるようにして 3TCに20日聞置いたものをそれぞれ試料とし、 3.2.6を準用
-" 

する。

3.2 小分製品の試験

小分製品について、次の試験を符う。

3.2.1 p H 試験

一般試験法の pH測定法を準用して試験するとき、 6.6-7.4でなければならない。

3.2.2 チメロサール含量試験

一般試験法のチメロサール定量法を準用して試験するとき、 0.012wん%以下でなければならない。

3.2.3ホルムアルデヒド含量試験

一般試験法のホルムアルデヒド定量法を準用して試験するとき、 0.01W.ん%以下でなけれぽならない。

3.2.4 無 菌 試験

一般試験法の無菌試験法を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2.5 異常毒性否定試験

一般試験法の異常毒性否定試験法を準用して試験するとき、適合しなければならない。

3.2.6 無毒化試験

検体及びとれを 3TCに20日聞置いた試料について、次の試験を行う。

検体及び試料にそれぞれ体重300-400gのモルモット 4匹以上を用い、 1匹当たり 5mlを皮下に注射して、 21

日間以上観察する。，

乙の問、いずれの動物も毒素による中毒死、けいれん、強直等の中毒症状、著しい体重減少、その他の異常を示

しではならない。

3.2.7 力 価 試験

モルモット文はマウスを用い、毒素攻撃法文は血中抗毒素価測定法によって試験する。

3.2. 7. 1 毒素攻撃法

3.2.7. 1. 1 材料

検体、標準破傷風トキソイド(以下「標単品」という。)及び適当な毒素I疫を用いる。検体及び標準品の希釈は、

0.02 wん形ゼラチン加0.017M 9ン酸塩緩衝塩化ナトリウム液 (pH7. 0)に、また、毒素液の希釈は、 0.2w/v% 

ゼラチン加0.017M 9ン酸塩緩衝塩化ナト 9ウム液 (pH7. 0)による。

3.2.7.1.2 試 験

検体及び標準品をそれぞれ希釈し、対数的等間隔の階段希釈を作る。

体重3oo-4oogのモルモット文は約5週齢(体重約20g)のマウス.10匹以上を 1群とする。検体及び標準品の

各希釈に 1群ずつを用い、 1匹当たりモルモットでは 2ml、マウスでは 0.5mlを1回皮下に注射する。免疫注射

の4-6週間後に、それぞれのモルモットを約50LD却の毒素で、文はそれぞれのマウスを約 100LDsoの需棄で

攻撃して、 7日間観察する。

また、非免疫対照群の体重約400gのモルモット文は免疫マウスと週齢をあわせたマウス 3匹以上を 1群とし、

その 3群以上を用いて攻撃に用いた毒素の LD却数を測定するとき、その値は、モルモットでは 25--100、マウス

では 50-200でなけれぽならない。

3.2.7.1.3 判定
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試験の成績を統計学的に処理して比較するとき、検体の力価は 30国際単位以上でなければならない。

3.2.7.2 血中抗毒素価測定法

3.2. 7. 2. 1・材 料

検体、標準品及び結合価既知の毒素被を-用いる。 ζれらの希釈は、 3.2.7.1.1を準用して待う。

3.2. 7.2.2 試験

動物の免疫は、 3.2.7.1.2を準用して汗う。

免疫注射の 4-6週間後にそれぞれの動物から採血し、血中抗毒素価をマウス法によって測定する。

3.2.7.2.3 判定

3.2.7.1.3を準用する。

3.2.8 表示確認試験

参照破傷風抗毒素(フロキュラシオン用)を用い、抗体変量法による試験管内沈降反応によって符う。

4 貯法及び有効期間

有効期聞は、 2年とする。

5 その{也

5.1 添付文書等記載事項

次の用法及び用量

初回免疫には、通常、 1回0.5mlずつ 3固いずれも 3-8週間の間隔で皮下に注射する。

追加免疫には、通常、初回免疫後6--18箇月の聞に、 0.5ml以下を 1回皮下に注射する。ただし、初回免疫

のとき、副反応の強かった者には、適宜減量する。以後の追加免疫のときの接種量も ζれに準ずる。

-117-



2 

& I 3 

0 
十 I 4 

5 

6 

7 

~ I 8 

9 

10 

S xχ= {( 

SXy=( 

一一

b = 

事!ど~.~ブ
ジフテリアトキソイドカ価試験成績(培養細胞法 (おr5:_)

)2 X + ( 

)x ( 

免疫年月日 Ifqg，~‘ 13.

測定年月目的~q ， 14

)2X }-i. 2.:= 

)+( ) x ( )ー((

議血年月日l惚 '110
力価判定年月日111R.1(. I~. 

)+( )JX( 



REF RAN 
-0.903 -1.398 -1.903 -1.204 -1.710 -2.201 

1 0.294 0.041 0.001 0.137 0.137 0.069 
2 0.020 0.009 0.001 0.097 0.048 0.156 
3 0.294 0.033 0.004 0.589 0.416 0.029 
4 0.147 0.028 0.001 0.832 0.832 0.137 
5 0.048 0.009 0.001 0.104 0.104 0.069 
6 0.069 0.024 0.001 0.294 0.147 0.014 
7 0.048 0.137 0.001 0.147 0.186 0.104 
8 0.078 0.020 0.023 0.416 0.147 0.104 
9 0.294 0.017 0.018 0.263 0.078 

10 0.016 0.009 0.147 

t喜三島i -1.004 -1.628 -2.603 -0.614 -0.733 -1.130 
/令庖) 0.178 0.122 0.345 0.128 0.126 0.112 

SXX 直線 式 共通回帰使用可否SXy 

REF 
RAN 

4.743 7.621 Y= 1.607X + 0.509 
4.432 2.335 Y= 0.527X + 0.073 可

可
不

用量 HS F SS DF 

間

性

能

体
周
知
行
線

検
田
平
直

4

・・4
4
4
4
『

ζ

ヲ
'
T
4

・AA
M

ヲ

'
n
u
'
'
n
U

9
8
6
3
 

•••• 4
4
n
u
『

ζ

内

U

4
2

・4
4

11.9767 
10.8034 
2.6713 
0.1532 

70.09耳障$

63.22** 
15.63"解噛

0.90-
ーー・・・・ーーーーーー・・ーーーーーー---ーーーーーーーーーーーーーーーーーー-----ーrーーーー

用畳間
.誤差

5.1516 
0.1709 

25.758 5 
8.544 50 

合計 34.302 55 

共遜の分散: 0.1709 
分散の一様 性 の 検 定
x 2= 4.38 
一様件ありl…係数 1.085 力価 95%信 頼 区 間 V(H) 

1RAN 960.489 534.658， 2255.150 0.02188 

共 還 の 回 帰係数( 1. 320)で計算した相対カ価
カ価 基草笛との 比 絞

RAN 1%の危険率で差あり677 .226 

1998/09/18 11:33:02 

ー.34 a
-
a
E
a
-
-
'
B
E
E
-

• 
，
 

a

，
 

• • • • • • • • • 
，
 

，
 

，
 

• 
'
E
E
E
h
?

，BE
・

• • • • • • • • • • 
a

，
 

，
 -，

 • 
，
 

• • ー.98

-1.61 

-2.2:5 

-2.88 
-2.2主 -1.88 -1.56 -1.23 -.91 
ー_REf"…_R向N

芳i]t~ 3--2 



ー九画むあ弘

、4 ・ ， . 
A1 A2 
31.5 31.4 

2 31.6 30.4 
3 33.0 30.5 
4 32.3 30.9 
5 33.0 30.9 
6 32.0 30.5 
7 33.0 32.0 
8 32.8 29.8 
9 33.5 30.4 
10 33.5 31.2 

水準間 F=81.0313
1%以下の危険率で有意差あり

35.3 T 

34.1 

31.6 

30.3 

A1 

A3 
34.2 

35.5 
35.5 
34.3 
35.2 
35.4 
35.0 
34.1 
33.5 
35.9 

A2 A3 

¥，，¥'.φ- .-1 

ヲJ1F/」 4シー/

ファイJ~名 :EX15



ムえ必重L芝、L総)1色l.J;必必念〉

玖組手汰??3ゑ L括返~)
A1 A2 

81 0.033 0.119 

82 0.025 0.071 

83 0.019 0.101 

84 0.022 0.109 

Aの水準間 F=57.83
1%以下の危険率で有意差あり

-D.9h 

内

-1.17十

-1.4今十

-1.9子

Bの水準間 F=2.56

有意差なし

-1.4 

一1.51

-1.5 

A1 A2 

A3 

0.062 

0.056 

0.075 
0.086 

A3 

A4 

0.014 

0.009 

0.018 

0.015 

A4 

81 82 83 

A5 

• 

84 

白!与え今一方
。小ペナム

ファイル名王X16
A5 

0.039 

0.034 

0.030 

0.052 



相条五し敬)
X Y 
0.060 0.049 

2 0.043 0.035 
3 0.119 0.109 
4 0.036 0.030 
5 0.057 0.058 
6 0.013 0.015 
7 0.912 1.007 
8 0.060 0.061 
9 0.078 0.075 
10 0.014 0.015 
11 0.019 0.016 
12 0.039 0.039 

相関係数=0.9943
1%以下の危険率で相関有意

0.00 • 
-0.45 

-0.91 

-1.37 

-1.82 
-1h9-1.42496-0.504.ω 

、っ¥L，... ) 、

:引さにじiムフ

ファイル名:EX27



平均値の乏の級会:_L兵jゐ的活」り場企ノ

三子力女(ねえれ&及 Lキ陶号泌が

A1 A2 
0.8 2.2 

2 0.7 1.7 

3 0.6 2.0 

4 1.3 2.1 

5 0.7 2.1 
6 1.0 2.5 
7 1.3 1.7 
8 0.6 2.3 
9 0.9 2.1 
10 0.9 2.3 

平均値=0.8800 分散=0.0662
平均値.=2.1000 分散=0.0644
t=10.673 

間以下の危険率で有意差あり

当)紋 eJ-4 

ファイル名:EX07 



平均イl(ilのえの被えLえjゐのある勉仇)

取締ぬ之内議及LJ.qíJ~玖珂)

X 

0.022 
2 0.008 
3 0.049 
4 0.109 
5 0.076 
6 0.026 
7 0.064 
8 0.015 
9 0.052 
10 0.023 

平均値=ー0.075
分散=0.010
t=2.427 

Y 
0.019 
0.010 
0.040 

0.110 
0.051 
0.022 
0.055 
0.008 
0.048 
0.019 

5%以下の危険率で有意差あり

¥.7.)心/.".. I 

列;;~く-4L-y

ファイル名 :EX06



i翁~れ祈犠j~Lのある湯企)
\~v~~折 L政)
Dose 10.0 3.16 1.0 

1.0 1.3 0.5 

2 1.5 0.7 0.3 

3 1.2 0.8 1.0 

4 1.4 0.5 0.4 

5 0.9 1.2 0.5 

6 1.0 0.5 1.1 

7 0.9 1.1 0.4 

8 1.3 0.6 0.8 

9 0.8 0.9 0.7 

10 0.9 0.6 0.5 

回帰 F=54.021%以下の危険率で回帰成立

F( 1， 36， 0.01)=7.40 

直線性 F=0.20直線性成立

F( 2， 36， 0.05)=3.26 

1.09 

0.89 

0.69 

0.50 

0.30 

ー0.50 0.00 0.50 1.00 

別与え φ る

ファイル名:EX24
0.316 

0.3 

0.4 

0.2 

0.3 

0.1 
0.2 
0.3 

0.5 
0.6 
0.1 



崎鮒 L魚~JJ1gーω\~}I~数)
昨淘お竹 Lは及)

X Y 
25.0 6.8 

2 6.25 9.0 
3 1.561 12.3 
4 0.391 17.7 
5 0.098 27.3 
6 0.024 43.5 

一次回帰 F=54482.2070
1%以下の危険率で一次回帰成立
y=.ー.098X+.057

0.21 

0.14 

0.07 

ー0.01

-0.08 
-1.62 -0.87 -0.11 0.64 1.40 

主主主)午-1

ファイル名 :EX23



三子学う線波及k 別会え4tg
ファイJ"名:EX28

Ref B 
DOSE 0.25 0.0625 0.25 0.0625 

2.3 2.6 3.6 1.6 2.4 3.1 
2 1.9 2.9 4.1 2 2.6 3.2 

3 2.5 3 3.7 1.4 2.9 3.3 

4 2.2 2.5 3.5 2.3 2.2 3.4 

5 1.8 2.8 3.4 1.7 2.6 3.6 
平均 2.140 2.760 3.660 1.800 2.540 3.320 

分叡 0.083 0.043 0.073 0.125 0.068 0.037 

標本間 F=9.44 1% Sign市canceF( 1， 24， 0.01)=7.82 
回帰 F =161.57 1% Sign市canceF( 1， 24， 0.01 )=7.82 
平行性 F=O.OONo Si伊市canceF( 1， 24， 0.05)=426 
直線性 F=0.47 No Sign市canceF( 2， 24， 0.05)=3.40 

相対力価 95克信頼区間
1.728 2.574，1.195 

3.66 

3.19 
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、、、
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• Ref Y=-1.26X +2.09 

2.73 
ロ B Y=-1.26X +1.79 

2.26 

1.80 

-1.20 -0.60 0.00 



プロc(';;ト炎、12..よる-1-fjJ亀た主治

統牛車えキ待d売はゑ

RLF 
DOSE N r 

-0.699 20 20 
ー1.398 20 16 
-2.097 20 12 
-2.796 20 6 
-3.495 20 

RLF苛

T-1 

四
一
向
山

95%信頼区間

0.0097.0.0029 
0.0380. 0.0121 

zjjえφづ

ファイル名:EX302
T-1 

DOSE N r 

-0.699 18 17 
-1.398 20 12 
-2.097 20 6 
-2.796 20 
-3.495 20 。
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国 RLFY=1.32X +7.99 

ロ T-1 Y=1.32X +7.19 

2.00 
-3.50 -2.80 -2.10 -1.40 -0.70 
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タ表食分今 ファイル名 :EX03

A1 A2 A3 A4 A5 I A6 A7 A8 

19 16 19 18 18 21 23 18 

2 16 14 9 23 12 11 17 13 

3 15 14 16 13 13 20 14 13 

4 18 15 11 16 17 I 27 23 15 

5 15 18 18 13 18 16 18 

6 14 15 17 16 18 10 11 16 

7 16 13 16 25 20 21 17 22 

8 11 13 18 22 16 15 19 14 ! 

9 14 23 16 15 16 20 12 

10 11 11 15 13 14 16 15 12 

11 12 16 19 19 17 25 18 14 

12 21 21 21 14 13 17 20 24 

13 15 20 14 16 16 1 11 14 17 

14 18 19 21 16 14 ! 13 16 16 
s 

15 14 12 15 12 ， 14 9 13 11 i 

平均=1.198

分散 =0.∞9

25 

20 

15 

10 

5 

。

範囲

0.945 1.005 

1.005 1.065 

1.065 1.125 

1.125 1.185 

1.185 1.245 

1.245 1.305 

1.305 1.365 

1.365 1.425 

1.425 1.485 
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研究室で記録中の李研究員

石田先生宅で、統計解析用プログラム作製



マウス免疫中の李研究員

マウス採血中の李研究員



日本財団補助金による

1998 年度目中医学協力事業報告書

ー中国人研究者・医療技術者招勝助成一

"" 

. 、
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中日

中

財団法人

理事長

10 日月2 1999年

研究室で掘影した本人のスナップ写真、及び発表論文等のコピーを添付

@二f者任責
へ

・.招
. ・.. 

" 
瀬

北海道大学歯学部歯科保存学第二講座・

加藤

職名主任教授所属機関

電話 706-4266札幌市北区北13条西7丁目所在地〒 06D-8S86. ・. 

. 
"" 

. 、

培箪王招へい研究者氏名-、

講師

一特にMTMによる治療方法についてー

職名所属機関 中国崎爾演医科大学第一臨床医学院口腔正崎科

歯周疾患者における矯正治療研~究

2. 日本滞.在日程"，

マア・.ー

• 
・• 

・

. .一一、

1998年 8月 2日:来日，札幌に入る.次日より、北海道大学歯学部歯科保存学第 2講座にて研究に

従事，歯周病学の臨床研修.

1998年 10月初日より，上記の研修に加えて、北海道大学歯￥部歯科矯正学講座にて臨床研修を

受ける.

1999年2月 14日，研修を終了し、揖国.

、 . 

• 

• 
. . 

. . . . 
.・. 
・"" 

・

告報究3.研

別紙書式を参考に、報告本文4000字以上で報告して下さい(枚数自由・ワープロ使用)

タイトル・要旨等は日本語で、回YWORDS以下は日本語或いは英語で記入して下さい.

.研究成果の発表予定がある場合は発表原稿・抄録集等を添付して下さい.

論文発表に当つては、日中医学協会一日本財団補助金による旨を明記して下さい. 
. 
. 



; 歯周疾患者における矯正治療ー特にMTMによる治療方法についてー

ま培車

中国崎爾潰医科大学第一臨床医学院口腔正晴科・講師

加藤明北海越文学嘗噂翻蝿事i附帯学第二嶋檀・主任教授

今後中国において必要とされるであろう治療法 MTMについて考察する。今回

の経験を中国の歯科治療に生かし、日中の友好のために今後とも貢献したい。

要旨

北海道大学歯学部にて加藤照教授の指導のもと、歯周病学、歯科矯正学の臨

床、教育、研究に関する研修を受けた。特に歯周病患者をいかにして治療する

か、歯周病患者に矯正治療を施すにはどのようにな前処置をするべきか等、実

践的技術を身につけることができた。今回、研修内容の概略を記すとともに、

J.lfEYWOR関:M~nor Tooth Movement， Pe巾dontics，and Dentition 

--~.-・・-一--1'!で・・・・一----------~----------------------一-----一一__一一一------.-一一----一 ----t

!?.研究報告

l" "O'unng. my stay.in the Hokkaido Unive陪 ity，I have been involved in clinics， 

: educati(?n'， and researches. I had leamt some articles on M.T.M written by Pro. 

1.katobefore l camGtoJapan.lt is a good chance for me tocome tothe Dental 

jschool，HokkaidoUnive叫 andstudy under thersupe附 ionof Pro. Kato. 1 

leamt not only some basic knowledge of Periodontics ， but also basic practiqes 

•• 
• ・・
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011 periodontal patients here. 

・Inthe clinic， I attended both periodontal clinic and orthodontic clinic. 1 leamt 

basic clinical skills of periodontal treatment， i.e. periodontal pocket probing， 

scaling!root planning， and minor surgeries. Because I had a lot of experience 

in orthodontics in' China， a抗endingJapanese orthodontic clinic is a good 

oppo同unityfor me. I saw a lot of new skills， i.e. Lingual Arch， Edgewise 

appliance， chin caps， etc. I also leamt how to do orthodontic treatment for 

periodontally involved patients. In many cases， elimination of inflammation is I___________________________ 
・・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・----------------・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・4
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needed prior to orthodontic treatment. Otherwise， orthodontic force will affect 

the tissue as a traumatiG force. 

1 helped te~ching students during my stay. The pre・clinicaltraining impressed 
二c...

me deeply because the students were using the equipment as similar as the 

real clinical ones. It was benefit to the students in leaming clinical skills on 

models. The attitude" of seriousness towards working has been developed 

!--befO問 theywo山onthe patients. -・.，.， . ・. . 

: 1 was involved iI; some re鈎 archeswithin the periω. One of the researches 

-jwaS f∞used on the occlusal traumatism. Normal occtusal force or even minor 

io巾 odonticforce can be worked as a t問 umaticforce when the gingival 

".，: ~:: "'cohdition is not..healthy. Cats we問 usedfor the experiment and 100g of 

ド pahologic貝bservation，Osteoclastic (bone附 olvingcell) activities were found 

! '.. .. around.the tootil:・刊isexperiment is still unde附 ay.

L .._ I wo.~.ld exp陪 ssmythan附ulnessto the Medical Committee of Japan-China for 
-..;由

・.j-.suppo同ingme during the study. When I g~ back to my country， I will sh~陪 my

十、 experienceand technique with my colleague and.t_each my students. I am su問

: . ' .jl_ will be helpful to our school and our country. I will also contribute to the 

I.¥friendship between Japan and China，the Hokkaido Unive陪ityand Harbin 

: 下 MedicalUnive陪ityin the f刷陪・

. . . . ・・ . 
・'"・.ー・.・， 

1 '; 
-aト・

f. • • ，. . 
1 
I 

・

I would review the articles on Minor Tooth Movement (M.T.M) which is not so 

common in China yet. I think it is very important to・leamthis technique 

because it is an easier and less time taking technique. 

* * 4官 安 4官 * * * 4尾 * * * 

:1. 

・---------ー，--_.-・・・・・・・・…..........・・…---...........................................:......---d
(2) 



r.、

-j . .1 ・・ been widely used in correcting displaced teeth caused by alveola.r... bone 

....! ....Ioosing or teeth loosing. 

j THe indications for the useof minor tooth movement may回開.tegorizedin 

f I eight main classes: e白st甘h拘制h陥刷1喝閣e副ticpu巾。白se白s，p悶訓e剖ti旬cpu巾。鵠s，pe巾dω。n川ta剖l 

g~1十、i十:;ト'::: 仰巾。~es， pro吋 u悶 1pu巾。鰯， i加n胸tぬe陶 ptionof m刷a副l。∞c∞c伽 ion州i加n川t廿伽f

: 1J; ;:司'den川ti比tio。れ叫4戸:'.p陪剛ven川tionof'p阿at肋hologyof t肋heoral tissues， correction of speech 

! .:::: defects， a~c;i facilitation of oral surgical procedu陪 s.

! ' The etio.IQgic factors causing malposition of the teeth may be grouped into four 

ji. m副帆伺tegories:he陪dita叩， congenital， sy拠 mic，and 10伺lIyacquired facto陪.

二 ::Anyoneofthese factors may be respo附 b12forthe maloecluSIGn-The 

ト acquired1∞al factors components of the occlu明1forces， improper position 

: '.，~r:td distribution of teeth， occlusal attrition， periodontal disease， inadequate 

γ'" restorations， pemicious habits， inadequate or misdir~cted muscular activity， 

:' . ":. . and labial frer可i.

' . . 

Minor Tooth Movement (M.T.M) is defined as a Iimited tooth movement within 

a few teeth. It di何ers'fr.om the Major Tooth Movement in that it uses minor 

orthodontic force in a Iimited teeth range. M.T.M can deal with most .Of the 

dental. disorder rather than skeletal dysplasia. It does not take very long period 
Lもも

of treatment as the Major Tooth Movement. 

In most cases， M.T.M.works as one phase of the periodontal treatment. It has 

1. 

FACTORS OF MALOCCLUSION 

One of the primary characteristics of periodontal disease is the 1055 of. the 

alveolar suppo同ofthe a仔ectedteeth. Forces of a magnitude insufficient to 

move a tooth with normal alveolar bone may cause movement of a tooth with 

ト reducedsupport. When a fo附 sapplied to a tooth，附stanceto movement is 

•. • 
-

-

-

v

・・i
-

-
e
t

・
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;de附附yfrl悶。mtt町 er同i。州a剖1f自iber:陪rsat世tact附

??: s剖idefr，悶附。m川 wh刷 he“forc陶ec∞。mes
i-.叫

... 

! . ..... eliminated. Pressure of the lip in the opposite direction f陪quentlywill mgye the 

j m a l p o s e d 刷 h back to its original posi 伽 if 。∞c∞cluω』崎sa剖la飢ndothe町rfo。陶 5 ar，悶削'en 

! P e 吋巾。d。口爪ta副1disease is often characterized by gi加ngiva副1enlargement as a result 

i thd inflamma伽 .~nd edema. Gingival enlargement associated with several 

j:町stemiG.:diseases，with伽 'omatosis，and with the use of Dilantin sodium， can 

;ぇ:causemi駅前ion.

j The tongυe is an active force in the development and maintenance of the 

jJ九 nårrn.~1 positions of the teeth. The mo巾hology，physiology， coordination， and 

". '. l' mode of function of the patient's tongue sh!Juld be‘'evaluated for their influence 

i....... . on the dentition. 

1・.・・ ¥・， CASE SELECTIONS 

:1:The choice of ca蹴 suitablefor minor tooth movement is based upon 

khowledge of the objectives that can be obtained by the procedures and an 

unde陪tandingof their limitations. A thorough examination is essential for 

.，，，，，，
a

，，， 

・

Wh郡l..theperiodontal pocket is palatal to an anterior tooth， the tooth is moved 

labially， since the thin labial plate and the restraining forces of the lip may not 

offer sufficient 

granulation tissue and ，the pocket heals， the force acting to move the tooth is 

the removes treatment periodontal When resistance. 

tonger present. 

. ' . 

. . 

円ltnOra appear at 1irst to be may what because selection successful 

malposition may really be pa同ofa generalized malocclusion or malrelationship. 
.' ..・
.・1・， 

e ・・. . • ・， . 
・. • • 
・-・・・・・・・・・・で・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ; 」. ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・4
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If the diagnosis is not correct， the proposed movement procedure may cause 

. . 

. 



jk malposition 

L. Minor...mov~ment techniques may be considered if most of the teeth are in 

ふ

， : . ..... depression is difficult to achieve. 

: Atr tooth movement is the result of the application of forces to the crowns of the 

jhteeth beingmo叫 Theresponse of the附 ha州 hedi附 ionof movem削

! ¥，' ".ate d~termined" Q，y the type and direction of forces applied， modified by the 

: .'， . 'To tfQQ.uce movement， forces may be derived from the effort of a metal wire to 

1 resist distp同ionby returning to its passive position after it has加endisplaced. 

!:‘ used for川nortooth movement compo附，tof acrylic-and-wire appliance， fixed 

! ' '. '，~rçh wires， labial arch appliance， lingual arch appliance， sectional arches， steel 

i-aHoy wi問 ligaturesfor anchorage， soft rubber tooth pos社ione陪， elastic acrylic 

;L positione陪， cont悶ctingsilk ligatures， bite plates and bite planes， to叩 e

. 

• 
• • 

，
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unexpected side ~eaction~ or a final result that may be wo陪 ethan the present 

"， 

て-4

correct relationships， if the malpositions are limited to relatively few teeth， and 

if the desired movement is not more than a few millimeters. In the case of 

extruded teeth the degree of extrusion is especially impo同ant，since extensive 

'. ，" . ・.，'， 

'FORCES APPLlED FOR MINOR TOOTH MOVEMENT 

'. 'resistartce.of the periodοntium and the opposing forces. 

For<;~s also may be obtained from the ability of rubber or elastic acrylic to 

return to its passive state after having been stretched or compressed. lVIethods 

depressq陪， functional appliances and depressor appliances. . 
. . 

M.T.M AND ADUL T 

Minor tooth movement and complex 0同hodonticprocedures are frequently 

fmake the appamtly untreatable case manageable.The estheticsofj 

indispensable in the rehabilitation of the adult dentition. Tooth movement can 

(5) 
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"': . . ..... M.T.M AND CHILDREN 

二.: ....Minor tooth movement mu剖 beapplied則的 fullunderstanding of the growth 

: and development of the dentofacial complex. In a basically normal occlusion 

tearly retraction of a severely pmtmding m似iIIa叩 incisortoω制 abnormal

f:muscle function and habits of the lip and to叩 emay be desirable 伽 apy

jzhM附 movementpmeedU問 splay an important role in the p附 e蜘 nand 

".・: '. .~terceþtio[) of developihg. malocclusions but cannot be considered as early 

j i:stagesofORthodontict陪 atment.

jln  

j:、甘'eatment.

i-Consideration.M1M is 

i::demands.As l couldcoverboth pedodontal and o蜘 do山 field，1 will do my 

:下 bestto become a pioneer of this technique through my continuous studying 

and prac1ice. 

periodontal and prosthetic treatment can be enhanced. Repositioning of teeth 

can frequently correct. .abnormal and eccentric function of the mandible and 

By procedures. for subsequent 

abutment and crowned teeth frequently can be reduced. 

sound basis a provide thus 

China， lots of patients are waiting for the periodontal and ort~odontic 

taken 

appropriate technique for answering to these 

* オk* * * * * ?セ* * * * • ， 

. . . ・・.
". 

In be to needs treatment the money for 

an 

and Time 

1 would express my thankflilness to Professor Hiroshi Kato and Lecturer Ryuji 

(6) 

Sakagami in the Periodontal Depa同ment，to Associate Professor Tohru Imai in 

the Orthodontic Department as well as to the School of Dentistry， Hokkaido 

• • 
••• 
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日 2字三異才臼ヨキ甫助歪皇室による

1998一主F三E夏日中匡三今時~プコ著罫議告さ幸良告皇子署嘗

一中国人研究者・医療技術者招聴助成ー

財団法人日中医学協会

理事長中 島章 殿

ノヂ99年 J月/之日

研究室で撮影した本人のスナップ写真、及び発表論文等のコピーを添付

1.招へい責任者
山田陽城 ⑮ 

所属機関 (社)北里研究所

108-8642 東京都港区白金5-9-1

職名理事

03-5791-6174 
電話所在地〒

招へい研究者氏名

所属機関 所内九研尚子医

平
一
射

百
一
放

一
古
小

馬
一
北 職名助理研究員

研究テ マ 和漢生薬エキス中の低分子性腸管免疫調節物質の解明

2.日本滞在日程

馬 百平氏は平成 10年9月24.日に来日し、翌日より研究を開始した。これまで順調に

研究が進行しており、本課題での研究の完了にはさらに l年を要するため、馬 百平氏は 2

年間北里研究所・東洋医学総合研究所において研究を行う予定になっている。平成 11年4

月1日からは、北里研究所より経済的なサポートを受けて研究を続行する予定である。また、

得られた研究成果については、貴協会からの助成による研究成果も含めて馬 氏の帰国前に

日本国内で開催される関連学会にて発表、学術誌に投稿する予定である。

3.研究報告

別紙書式を参考に、報告本文4000字以上で報告して下さい(枚数自由・ワープロ使用)

タイトル・要旨等は日本語で、 KEYWORDS以下は日本語或いは英語で記入して下さい。

研究成果の発表予定がある場合は発表原稿・抄録集等を添付して下さい。

論文発表に当つては、日中医学協会一日本財団補助金による旨を明記して下さい。



新究テーマ:和漢生薬エキス中の低分子性腸管免疫調節物質の解明 -i 

研究者氏名:馬百平 : 

;中国での所属・役職:北京放射医学研究所・助理研究員

招聴者氏名・所属・役職:山田陽城 (社)北里研究所・理事

要旨

: 漢方薬の構成生薬の熱水エキスについて腸管免疫調節活性の検討を行った結果、 TI-

:147が活性を有していることが明らかとなった。 TI-147の熱水抽出エキスのEtOHや

:MeOHを用いた分画、ゲルろ過および疎水性クロマトグラフイーによりTI・147中には粗

j多糖画分に分画される高分子性の腸管免疫調節物質と低分子性活性物質が含まれること

;が示唆された。また、 TI-147からの直接のMeOH抽出による低分子性活性物質の分画に

jついても検討し、活性物質がMeOH可溶性の比較的高極性物質として分画できることを

i明らかとした。

KEYWORDS 

j腸管免疫調節活性、パイエル板、漢方薬、構成生薬、活性物質

;研究報告

: [目的】漢方薬の煎液や市販エキス製剤は経口的に投与されることから、漢方薬中の

:薬効成分は消化管より吸収され、生体内機構に直接作用すると考えられる。一方、、消

j化管にはパイエル板等の腸管免疫系が存在している。腸管免疫系は近年その詳細が明ら

lかにされてきた生体内機構で、腸管内での細菌感染に対する防御バリアーの形成や食物

!アレルギーに代表される免疫寛容の調節に関与している 1)。また、腸管上皮やパイエル

;板中のT細胞は、腸管上皮から鼻粘膜等の他の粘膜組織に移行し(ホーミング)、これ

(らの粘膜系の制御を行うことも明らかとなっている。さらに腸管上のT細胞は、

:InterIeukin-6 (IL・6)やTumornecrosis factor (TNF)などのサイトカインを産生し、粘膜局所・

8のみならず全身免疫系や造血系などの生体内機構を調節すると考えられている。これら

のことから、漢方薬中の薬効成分が腸管免疫系を介して間接的に作用する可能性が考え

られる。著者らはこれまでに重要漢方処方の一つである十全大補湯が腸管パイエル板中

のT細胞を活性化し、骨髄細胞の増殖促進因子としての機能を有するIL-6や頼粒球.マク

ロファージコロニー産生促進因子(GM-CSF)などのサイトカイン産生を促進させる作用

を有することを明らかとした2)o このことから、漢方薬の構成生薬中に腸管免疫系を調

・節する薬効発現物質が含まれている可能性が考えられ、本研究で、検討を行った。

【方法]腸管免疫調節活性の測定:以下のように招聴者の研窺グループで確立した方

法にもとづいて測定した2)。

1 )パイエル板細胞の調製

雌性C3 H/HeJマウス (7---8週令)を脊髄脱臼後、眼科用ハサミを用いて消化管よ

りパイエル板を切り出したo このパイエル板を氷冷した5%牛血清アルブミン(BSA)含有

ハンクス培地にとり、これをステンレスメッシュ (200mesh) 上で"3---5mLのディスポ寸



lザプJレ注射器のゴムラパー付き内筒を用いてすりつぶすことによりバイエル板細胞を遊

:離させた後、 3-5mLのディスポーザ、フソレ注射器を用いて50mLファルコンチュープに

:本液を採取した。さらに、 Vortexミキサーを用いて撹持するすることにより完全に分散

:させ、ステンレスメッシュ (200mesh)で漉過後、遠心分離を行った (1200中m，4℃，

:5min)。培地をデカンテーションすることによりバイエル板細胞を得た。本細胞につい

;て5%BSA含有ハンクス培地 (10mL) を用い2回同様の操作を繰り返すことにより細胞

!を洗浄後、 5%ウシ胎児血清(FBS)含有RPMI-1640培地を用いて2-3x1ぴcell/mLのパイ

:..r. )レ板細胞懸濁液を調製した。本懸濁液(180~/ well)を96穴マイクロタイタープレー;

トに分注後、サンプル溶液 (0-1000μg/mL，20μL)を加えて5% CO2インキユベーター

(37"C)にて5日間培養した。

2)マウス骨髄細胞の調製と培養

雌性C3H/HeJマウスを脊髄脱臼後、大腿骨を摘出した。両骨頭を眼科用ハサミで除去

:後、 3-5mLのディスポーザプル注射器を用いて5%BSA含有ハンクス培地により骨髄細

;胞を50mLフアルコンチュープに押し出し採取した。本液をVortexミキサーを用いて撹

i祥することにより骨髄細胞を分散させ、ステンレスメッシュ (200mesh)で漉過した後、

j遠心分離を行った (1200中m、4t、5min)。デカンテーション後、 5%BSA含有ハンク

jス培地を用いて細胞を洗浄後、得られた骨髄細胞を5%FBS含有RPMI-1640培地(lOmL)

:を用いて懸濁した。細胞集塊が残る時は上記の方法により j慮、過した。得られた細胞浮遊

:液を2.5x 105cell/mLに調製し、骨髄細胞懸濁液とした。 96穴マイクロタイタープレート

!に 1)で得たパイエル板細胞培養上清(5卯L/well)、5%FBS含有RPMI-1640培地もしくは

:25%ウマ血清(5仰L/well)を加え、本溶液中に上記のように調製した骨髄細胞懸濁液

( 100~/well)を加えて 5% CO2下37tで5-6日間培養した。

3)骨髄細胞数の計測

2)で培養した骨髄細胞を含む96穴マイクロタイタープレートにAlamarBlue溶液

(20 ~/well ， Biosource社)を添加後、プレートミキサーで 5分間撹祥し、 37t、5%

;C02下、数時間インキュベーションした。この溶液について蛍光プレートリーダー(大

!日本製薬製)を用いて励起波長544nm、測定波長590nmで、蛍光強度を測定し、増殖した

;骨髄細胞数を計測した。またサンプルのかわりとして精製水もしくは5%メタノールを

:用いてパイエル板を培養したものをコントロールとし、コントロールによる骨髄細胞数

に対するサンプルによる骨髄細胞数の増殖率を腸管免疫調節活性とした。

【結果1
1 和漢生薬の熱水抽出エキスからの腸管免疫調節物質の分画

漢方薬の構成生薬のうち数種の熱水抽出エキスについて腸管免疫調節活性の検討を行

った結果、 TI-147に高い活性が認められたことから、本生薬中に低分子性の腸管免疫調

節物質が含まれている可能性について検討を行った。

TI-147の熱水抽出エキスについてEtOH沈殿、 MeOHで、の還・流および透析を行うことに

より粗多糖画分(Fr.A)、MeOH不溶性-EtOH沈殿上清画分(Fr.B)、MeOH可溶性画分(Fr.

C)を得た(Scheme1)。さらにFr.BについてはSephadexG・25を用いたゲルろ過により分画

し、分子量の大きさに従いB-1-B-5までの 5画分を得た(Scheme1)。これらの画分につ

いて腸管免疫調節活性を検討した結果、 Fr.AとともにB-3、B-4およびB-5に強い活性が

認~_2~左足CI:回二J)~_~他.?_)_~n:佳子.活丘--C'，長2会o B-3ごBごヲ.~:三位:_1~~~T.:t生。指j土狩主主~



l i含まれていることが推定されたことか

jら、次にB-3-B-4~こついてSep-pak C
l8 

別
47

1カートリッジを用いた疎水性クロマト

jグラフィーにより分画することを試み

た。その結果、未吸着画分(B-3a-B-

， ~a)、 50%MeOH溶出画分(B・3b-B・5b)、

担0%MeOH溶出面分(B-3c-B・5c)および

!100%MeOH溶出画分 (B-3d-B-5d) を

待た(Scheme1)。これらの画分について

i腸管免疫調節活性を検討した結果、

ppt 
(F'ιA) 

同副dul2.
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制 p
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100% 
MeOH 

:100% MeOH溶出面分のみが高い活性を s・1 B・2 阿 B-4 肘 FιCc 

涼し、活性強度はB・5d>B-4d>B・3dであ

!った(Fig.2)0B-3d-B-5dは低分子物質

iであることが推定されたことから、こ

jれらの画分をTLCを用いて比較検

前した(Silicagel， CHC~-MeOH = 20: 1)0 
iその結果、これらの画分中には共通して

jRf値0.01，0.11，0.38付近に展開されるスポ

B・58

100%Me。

B-3d 

B-4d 
B・5CI

!ットが観察され、活性画分中には有機溶 Scheme 1 TI・147からの腸管免疫調節物質の

;媒で展開可能な低分子性の活性物質が含 分画

まれることが示唆された。
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** 
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Fig. 1 TI-147の分画面分の腸管免疫調節活性

2 TI・147からの腸管免疫調節物質の分画法の改良

2000 

前述のようにTI-147には低分子性の腸管免疫調節物質が含まれていることが示唆され j

た。前法では熱水抽出エキスからの検討を行っているため、構造解析に十分な量の活性j

物質を精製することが煩雑であると考えられた。そこで、次にMeOH抽出法を用いた分画 j

法について検討した。 TI-147をソックスレー抽出器を用いてMeOHにより抽出後、 MeOH

エキスについてethyle伽、 CHC~ 、 AcOEt次いでゆuOHを用いて順次分配し、各分画面 i
，分を得た(Scheme2)。これらの画分について腸管免疫調節活性を測定したが、いずれの j
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Fig.2 TI・147より得られた低分子画分の腸管免疫調節活性

;函分も活性は認められなかった。これら

!の画分のうち比較的収量が高く、前述の

!活性物質が分画されると考えられる高極

j性画分[n-BuOH(Fr. 5)画分]についてSep-

:pak Cl8カートリッジ を用いてさらに分

j画した。 Fr.5をSe円 akCI8
カートリツジ

jに添加後、未吸着画分を水を用いて溶出

jさせ、さらに吸着画分を50%，80%次いで

:1∞% MeOHにて溶出させた。この際、各 BUO~ layer 
iMeOH液で、の溶出においてカートリッジ 山}

i上で数種のノfンドが観察されたことから、

j各バンドごと日分取し(Scheme2)、各面分

ilこついて活性を測定した。その結果、

:100% MeOH溶出画分のFr.5D3に最も強い

!活性が観察され、 5DIと5D2も活性を有し Scheme 2 TI-147からの直接MeOH抽出法に

!ていた(Fig.3)。さらにTI・147をMeOHを用 よる活性成分の分画

jいて還流抽出した場合においても同様の結

j果が得られ、以上のことから、 TI-147中の低分子性腸管免疫調節活性物質はMeOHによ

り抽出可能で、あることが示された。

TI-147 

。
包E

 
d
 

n
 

a
 

e
 

a
 

w
 

n
 

伺

H

制

叫

回
一

川

回

川
聞

}

m

「

w

t

M

-

a乱

b
n
-
m

一

即

刻

P

一

l
l
l
z
e
t
i
-
-
L
 

H

-
ω

一「
E包olayer 
(Fr.2) 

exta wnn CHCI 3 

CHCI~ layer 
(Fr. 3) 

extd. wlth AcOEt 

AcOEt layel 
(Fr.4) extd. wlth BuOH 

1 

H~O layer 

(Fr.6) 

唱。O%MeOH

s包2 593 5C2 5C3 50可 5D~ 503 

【考察】今回、和漢生薬の一つであるTI・147中のバイエル板を介した腸管免疫調節物質

の検索を行った結果、 TI-147中には高分子性の腸管免疫調節物質とともに低分子性の活

性物質がいずれも含まれていることが明らかとなった。これまでTI-147に腸管免疫調節

活性を有する低分子化合物が含まれていることは報告されていなしE。またTI-147に含ま

れる代表的な既知化合物について活性の検討を行った結果、いずれの化合物も活性を示

さず、特異な活性物質が含まれていることが推定された。現在TI-147について大量に分



面を行い、活性物質の精製を行っている。
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Fig.3 TI-147から直接MeOH還流により得られた分画画分の腸管免疫調節活性
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交流テーマ:講演及び臨床研究の検討

訪中研究者氏名一瀬幸人

所属 国立病院九州がんセンター

役職呼吸器部部長

報告

1.講演「進行非小細胞肺癌の治療ー現状と今後の展開ー」

1 .従来薬による化学療法の有用性の検討

進行非小細胞肺癌(NSCLC)に対する化学療法の有用性に関しては、 1995年

にNSCLC共同研究グループ(Non-SmallCell Lung Cancer Collaborative Group) 

が。 11臨床試験のメタアナリシスの結果を報告している。それによると、支

持療法に加えてシクロホスフアミド(CPA)などのアルキル化剤を長期に用い

た群と支持療法を単独で、行った群では、むしろ抗癌剤を服用させた方が予後

不良という成績になっている。

また、支持療法単独群に比べて、シスフラチン(CDDP)を中心とした治療群

ではハザード比が0.73で1.5カ月の生存期間延長が認められているが、標準的

治療法となるほどの有用性はなく、さらに効果的な新規抗癌剤の出現が待た

れていた。

2.新規抗癌剤の登場で向上した奏効率

近年、パクリタキセル(T氾ふドセタキセノレ(TXT)、ビノレルビン(VNB)、

ジ、エムシタビン(dFdC)、イリノテカン(CPT-11)などの新規抗癌剤が相次いで登

場した。これらの抗癌剤を NSCLCに対して単独使用した結果、奏効率は20%

---30%、生存期間中央値(MST)は30週---40週で、あったと報告されている。

次に、これら抗癌剤とフラチナ製剤(主に CDDP)を併用すると奏効率は

40%台となり、これまでの標準的併用療法とされていたビンデシン(VDS)+ 

CDDPあるいはエトポシド(VP-16)+CDDPを確実に上回る。たとえばTXL+

CDDPとVP-16+CDDPの両群聞で第 III相比較臨床試験を行った米国 ECOG

で、の成績(n=560)で、は、 TXL+CDDPの奏効率は26.5%、MST9.6カ月 (TXLの

用量は 135mg/m2/24h)、VP-16+CDDPの奏効率は 12.0%、M釘'7.4カ月であ

った。前者の奏効率は後者の2倍であり、生存についても良好である。この

結果ECOGでは、 TXL+CDDPをNSCLCに対する化学療法のスタンダード・

レジメンのーっとしている。



3.最も有用なレジメンをめぐる種々の臨床試験

NSCLCの治療に新規抗癌剤を用いる場合、どのようなレジメンが最も有用

であろうか。そのようなレジメンの検討についてもすでに種々の臨床試験が

行われている。たとえば ECOGでは T氾 +CDDP、TXL+カルボプラチン

(CBDCA)、TXT+CDDP、dFdC+CDDP間で、 SWOGではTXL+CBDCA、VNB

+CDDP問で有用性の比較検討が始まっている。

わが国では、これら新規抗癌剤のうち TXTとCPT・11が承認済みであり、

他の3剤は現在申請中である。 TXT+CDDPとVDS+CDDP、CPT・11+CDDP 

と VDS+CDDP、あるいは VNB+マイトマイシン(島岱1C)+CDDPとVDS+

lv1l¥tIC + CDDPなどの聞で臨床比較試験が行われている。

4.既存の抗癌剤の再評価

新規抗癌剤に期待が集まる一方で、、既穿の抗癌剤の見直しも行われつつあ

る。そのような薬剤のーっとして、テガフールとウラシルの合剤である UFT

が現在注目されている。

まず、予備的臨床試験として、 31例の進行 NSCLC(n=31)を対象に UFTと
CDDPを同時投与する併用療法を行った。その結果、奏効率は 35%と高く、さ

らに驚くべきことに有害事象としてグレード3、4の骨髄抑制がわずか6%で

あった。骨髄抑制はVDS+CDDPのレジメンでは数10%に出現し、VDS+ l¥tllvIC 

+CDDPといったレジメンでは大部分に発現している。したがって、 UFT+

CDDPによる骨髄抑制の発現率がー桁台ということはきわめて注目に値する。

そこで¥新たに UFTの肺癌に対する有用性を検討するグループ (JapanU町

Lung Cancer Study Group)が組織され、多施設問での検討が行われた。対象は

ステージIIIB(32%)、ステージIV(68%)の108例の NSCLCで、 UFT400 mg/m2 

X14日+CDDP80 mg/m2 (8 日間)を 3~4週間隔で投与した (U町の最大投
与量は600mg/body)。その結果、 103例の評価可能例のうち CR1例。 PR29

例で、全奏効率は29.1%であった。層別解析では、ステージIIIBの方がIVに

比べて高い奏効率が得られた。

M釘、は40週、 1年生存率は 39%で、前述の新規抗癌剤の成績と比べても遜

色がなかった。さらにグレード3の毒性も白血球減少がわずか 0.9%と、非常

に安全性が高いことが確かめられた。したがってU円は今後、新規抗癌剤と

並んで第III相臨床試験の候補に上げられるべき薬剤と考えられる。

5.主流を占める化学療法と放射線療法の同時併用

現在の局所進行NSCLCに対する治療は、放射線単独療法よりも化学療法と

の併用療法が主流となりつつある。これは米国の大規模第III相試験の結果を

反映したものである。しかしその効果は、化学療法後に継続して放射線療法
を行った群が、放射線単独治療群に比してM釘、を 2---4カ月延長させる程度に

¥ 



すぎない。

一方、抗癌剤には放射線の増感作用が期待できることから、最近では化学

療法と放射線療法を同時に併用する方が継続して行うより優れているとする

報告が増えつつある。 TXL+CBDCAにさらに放射線療法を同時併用した場合

の奏効率は 80%弱、 1年生存率が 63%と報告されている。ただし、この場合

は食道炎を高頻度に併発し、骨髄抑制も強く、こうした問題の克服が化学療

法と放射線療法の同時併用における今後の課題といえよう。

われわれは UFT+CDDPの毒性がきわめて低かったことから、本療法と放

射線療法の同時併用についても第II相試験を行っている。対象は切除不能IIIA

及び皿BのNSCLCで、凶 (performancesta加s)が0---2の全 17例である。 UFT

は400mg/m2を52日の治療期間中連日、 CDDPは80mg/m2を3週間おきに3
回投与し、放射線療法は1回1.6Gyを週，5回、計60.8Gy照射した。結果は

PR16例、 MR1例で、全例に反応が認められ、 1年生存率は80.4%で、あった。

また安全性の検討では、骨髄抑制が約 60%にみられたが、その他の毒性は軽

微で、重篤な食道炎や呼吸器障害などの副作用は認められなかった。

以上の成績から、 UFT+CDDP、さらに放射線療法の同時併用は NSCLCの
治療に有用であり、今後全国的規模で検討するに値すると考えられる。

II.臨床研究の検討

1 .中国医学の実状

昨年、遼寧省腫癌医院での講演の後、院長及び肺癌診療部門の医師より、

肺癌患者を対象とした臨床研究の開発について相談を受けていた。そこで帰

国後、遼寧省腫癌医院より当院に研修に来ていたこ人の肺癌専門医と話し合

い、以下の臨床研究を行うことを相談し柏和院長より了承を得ていた。

①「開胸時発見された癌性胸膜炎に対する Hypoto凶ccispl剖泊町eatment(臨床

第II相試験)J 

②「臨床的T2NO、T1，2N1症例に対する術前化学療法(第III相試験)J 

③「局所進行非小細胞肺癌患者における化学放射線同時併用療法と放射線療

法との比較(第四相試験)J 

これらの研究課題は症例数、医療費の面でも実行可能であるということで

あったが、 1998年8月の時点で腫癌医院に研究の進捗状況を尋ねたところ何

も始まっていないばかりかプロトコールもないということであった。今回の

訪中にて以下の事柄が明らかとなった。

1)臨床研究の内容、必要性について実は理解していない。

2)個々の sta妊の力が強く groupで一つの研究を押し進める土壌がない。

2.指導内容



上記の2点を踏まえ、胸部外科、内科、放射線科の総ての武a妊に集まって

貰い、臨床研究の必要性を強調し、個々の研究課題の質疑応答を行った。

また、第III相試験は研究体制が不備なため実行不可能と考え、第II相試験

へと変更した。

①、②については現地の dataを基にプロトコールを作製し、③については本

邦のプロトコール(来年1月より研究開始予定)を送付することにした。

III.今後の交流計画

遼寧省腫癌医院の客員教授として年に 1度は講演を予定している。また上

記の臨床研究が軌道に乗れば、研究が適正に行われているかまた論文として

まとめる方法などの指導を行う予定である。



肺癌の増殖・進展に関する細胞増殖因子ならびに細胞外基質の発現

についての研究指導

日本大学医学部病理学教室

教授根本則道

【目的】笹川医学奨学金第 19期研修生、北京胸科医院主治医師席 家寧氏な

らびに黄 衛祖院長の要請にもとづき、 1998年9月26日から 10月2日の日

程で北京市北京胸科医院を訪問した。今回の訪中目的は席 家寧氏が第 19期研

修生として日本大学医学部病理学教室で研究に携わった「肺癌の増殖・進展に

関する細胞増殖因子ならびに細胞外基質の発現についての研究」を北京胸科医

院において継続するための環境を整備すること、また、学術ならびに文化交流

を通じて日中両国の一層理解と信頼を深めることにあった。

【講演・指導内容ならびに学術受流】席 家寧氏はすでに本学における研修期

間中の研究成果を平成 9年 10月、上海で開催された第4回国際病理アカデミー

中国支部・中国病理学会合同会議において rExpressionof TGFβ， bFGF and 

FGF-Receptor(FGFR) in pulmonary neuroendocrine tumorsJとして発表し

ている。今回の訪問では研究指導の一環として医師、検査技師、看護婦を対象

とした講演を行った。テーマは「気管支・肺ならびに縦隠の神経内分泌腫療の

細胞診断学」で、席 家寧氏との共同研究の内容にも一部関連している。細胞

診断学は病理診断のー要素をなすものであり、わが国では広く用いられている。

とくに、穿刺吸引細胞診は組織診に比較してより低侵襲性であり、また廉価で

あるが、的確なサンプリングが行われれば得られる医療情報はきわめて大きい。

そのためには種々の病態における細胞像を的確に把握することが必要不可欠で

ある。呼吸器領域についても通常の剥離細胞診に加え、穿刺吸引細胞診の持つ

有用性は図り知れないものがある。神経内分泌腫痩には低悪性度のものから高

悪性度まであるが、各々の細胞像には特徴があり、その特徴を理解することは

呼吸器領域における神経内分泌腫療の診断にきわめて有用であることを強調し

た。近年、 Gastrinreleasing peptide (GRP)は肺小細胞癌の自己増殖因子の一

つであることが明らかにされている。このペプチドの腫湯内局在ならびに血清

値の測定は、本腫療の確定診断のみならず腫療の進展や治療後の再発などのモ

ニタリングにもきわめて有用である点を示した。一方、研究面では神経内分泌

腫療に限らず、腫療の増殖における種々の増殖因子とその受容体 (bFGF、

bFG F -R eceptor(FG FR)、TGF・βs)ならびに細胞外基質タンパクの発現が重

要な役割を担うことを明らかにしてきた。今回の訪問では bFGF、FGFR、TGF-

βs免疫組織化学的方法に加え、これら増殖因子を含むサイトカインならびに受



容体タンパクのmRNAの局在を Insitu hybridization法により組織レベルで明

らかにし、タンパク発現と比較検討することの意義を説明した。これは機能発

現にはタンパクの発現が必須であるが、 mRNAの局在は必ずしもタンパクの発

現を意味せず、両者の聞には事離が存在する場合があることを認識してもらう

ためである。今回の訪問では限られた時間内でのことであり、分子生物学的手

法についてはそのその基本的概念を説明し、その手技の実際に関しては症例を

用いて解説した。今日、病理学ならびに腫蕩学における研究の進歩は分子生物

学的手法に負うところがきわめて大きい。従って、将来においてはこれらの手

法を駆使することの有用性と、その研究面ならびに診療面への応用の必要性に

ついても触れた。

【訪問地の状況・課題】北京胸科医院は 1949年に創設された市級専科病院であ

り、北京市の郊外に位置し、約 7万坪の広大な敷地の中にゆったりと建てられ

ている。周囲の環境が良く“花園式"と称されている病院であり、北京結核病

医院をへて 1989年に現在の名称に改められた。病床数600で、結核内科、腫

蕩科、総合内科、胸部外科、一般外科、麻酔科、外来・救急外来、 RICU病棟な

ど14部門が設置されている。以前は肺結核症が治療対象の大半を占めていたそ

うであるが、近年は肺癌の取り扱いが非常に増加しているとのことであった。

しかし、肺結核症の擢患率はわが国に比較するとまだ高く、北京胸科医院にお

ける取り扱い疾患として重要な位置を占めている。病理診断科には 2名の病理

医が専任しており、組織診ならびに細胞診を担当している。穿刺吸引細胞診は

病理医が行っていた。日常の診断業務内容はわが国とほぼ同様であるが、術中

迅速診断はほとんど行われていないようであった。病理解剖についてもきわめ

て限られていた。病理診断については免疫組織化学を含む特殊染色が併用され

ており、きわめて適切な診断がなされていた。しかし、免疫組織化学試薬や抗

体などの種類はかなり限られており、基本的な免疫組織化学の遂行には問題は

ないが、その研究への応用には大きな制約があると考えられた。また、参考図

書、マニュアル本などはかなり不足しており充実させる必要性を感じた。病理

診断科の 2名の病理医と 3名の技師はほとんど日常業務に追われており、病理

診断科内に独自の研究体制をもつことは困難と思われた。臨床医との連携はあ

るもののプロジェクトを組んでの研究体制は、今までほとんどなされていない

とのことであった。北京胸科医院内には基礎研究施設と動物実験施設が備わっ

ている。しかし、研究を遂行するための指導的人材は圧倒的に不足している状

況にあると思われた。さらに、効率的に実験を行うためには実験助手や技師に

対する教育と人員の確保が必要と思われた。一方、分子生物学的手技の遂行に

必要な機器についてはほとんどが不足の状況であった。今後、新しい技術を導

入するにあたっては、これら周辺機器の整備は勿論であるが、何よりも指導者



としての人材確保のための教育指導が先決であると痛感した。以上のことから、

今後の課題としては 1)研究指導体制の確立、 2)段階的かつ継続的な研究指

導者の育成、 3)実験助手ならびに技師などコメデイカルの教育、 4)機器・

備品などの充足を中心とした研究環境の整備などが挙げられる。これらは一朝

一タには成しえないものであり、時間をかけた継続性のある指導と援助が必要

であると感じた。

【文化交流ならびに交歓】中国は数々の歴史的、文化的遺産を多々有している

が、今回の滞在中は万里長城(八達嶺)、明の十三陵、天宣公園、故宮博物館

などを訪れる機会を得た。限られた時間内であったため十分な視察ならびに観

賞は出来なかったが、いずれもスケールの大きさは想像をはるかに越えるもの

であり、わが国では経験できない文化的背景を目の辺たりにできたことは大き

な収穫であった。また、国慶節の祝賀に接し天安門広場を埋めた人波の迫力は

東京の雑踏の比ではなく中国が有するマンパワーの底力を見せ付けられる思い

であった。食文化に関しても今までない貴重な経験をすることができた。歓迎

会に始まり送別の晩餐は勿論のこと、街の小さな食堂においても常に新たな発

見のある滞在であった。パスを利用して一人で市街見学した折りには片言の中

国語で買い物をし、料理を注文せざるを得ず本当に良い経験であった。ホテル

などでは英語が通じるので問題はないが、市中では英語は役に立たず中国語の

必要性を痛感し、今後の中国語勉強への刺激にもなった。

【今後の受流計画】現在、我々の教室では継続して「腫蕩の増殖・進展に関す

る増殖因子ならびに細胞外基質の発現」を基本テーマとした病理的ならびに分

子生物学的方法による研究を行っている。席 家寧氏および研究グループから

は、同テーマならびに関連領域での共同研究の継続の希望がだされており、我々

も学際的な支援は今までと同様に行っていくつもりである。今回の訪問指導に

際しては北京胸科医院から客員教授を委嘱されているので期間内においては学

術ならびに技術指導のための訪中の必要性を感じている。今後は共同研究の幅

を広げると共に、分子生物学的研究分野の技術指導の充実を念頭においた支援

体制を整えていく予定である。なお、席 家寧氏自身は特別笹川奨学生として

の再研修を希望しており、今後、もし状況が許せば我々としても支援してゆき

たいと考えている。

【おわりに】北京滞在中は席 家寧氏、黄 院長はじめ胸科医院のスタッフの

皆様から本当に心暖まる歓迎を受けた。スタッフの中にはかつて日本で教育を

受け、私の家の近くに居住されたことのある先生もいて本当に驚いた。今回の

訪問を機会に北京胸科医院と本学の友好がさらに発展することを期待している。



月日 訪問地・機関 交流内容

9月26日 北京市 笹川医学奨学金第 19期研修生

席家寧氏と会食

27日 北京市 万里長城(八達嶺)ならびに明の十

二陵の観光視察、天萱公園

28日 北京市・北京胸科医院 北京胸科医院黄衛祖院長表敬訪問

検査科病理部門視察ならびに

免疫組織化学研究室開設指導

胸科医院指導部と会食

29日 北京市・北京胸科医院 免疫組織化学研究室開設指導

病理医との学術交流-

講演:気管支・肺ならびに縦隔の神経

内分泌腫蕩の細胞診断学

30日 北京市・北京胸科医院 免疫組織化学研究室開設指導

席家寧氏宅訪問、会食

10月1日 北京市 天安門広場観光、故宮博物館

送別晩餐(全緊徳拷鴨庖)

2日 北京市 帰国
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日本貝オ団補助金による

1998 年度日中医学協力事業報告書

一日本人研究者派遣ー

財団法人日中医学協会

理事長中島章殿

講演・手術指導等の写真を添付して下さい。

紙 t1 年 3 月ö\~日
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職名労支援

電話 O， 9-1，k-1-←" J 

2.中国滞在日程 (訪問都市・機関名等主な日程を記入して下さい)

別紙;ふ(.a-

3.交流報告

(別添書式を参考に、講演・指導内容、訪問地の状況・課題、今後の交流計画等を4000字以上で報告して下さい。

ワープロ使用)



中国滞在日程

199 8年

8月 2 0 日(木)盛岡出発 、 日 本 出 国 ( 成 田 空 港 )

2 1日(金)大連市中心医院訪問

院長、副院長、書記と会見

大連市中心医院で講演

「不正唆合は放置するとどうなるか J

2 2日 ( 土 ) 大 連 市 中心医院口腔科で臨床指導

2 4日(月)大連医科大学訪問 歯学部長と会見

歯 学 部 医員にセミナー

2 5 日(火)日本帰国(仙台空港)、盛岡帰着

199 9年

3月 5日(金)盛岡出発、日本出国(仙台空港)

6 日(土)大連市中 心 医 院 で 臨 床 指 導

大連医科大学で講演

「骨格型不正岐合の治療」

7 日(日)鞍山市楊崩梅口腔診療所訪問、臨床指導

8日(月)大連市中心 医 院 で 臨 床 指 導

大連市中 心医院で講演

「骨格型反対吹合の治療」

9日(火)日本帰国(仙台空港)、盛岡帰着



交流テーマ

訪中研究者氏名

所属

役職

講演

歯科矯正学の臨床指導

三浦虞行

岩手医科大学歯学部歯科矯正学講座

教授

報告

講演 1-:1998年 8月21日午後、大連市中心医院において、大連市内の歯科医師約

120名を対象に、演題「不正唆合を放置するとどうなるかJについて2時間の講演を行

った(写真 1)。講演後約 1時間にわたって活発な質問を受けた。講演の要旨は以下の通

りである。

演題「不正唆合は放置するとどうなるかJ

外観は同じようにみえる不正唆合でも、その成り立ち方はいろいろである。矯正臨床に

おいては、まず治療の対象となるそれぞれの不正唆合について、どこに、どのように(質

的・量的)不正な状態が存在するのかを見極めておく必要がある。

そこで不正唆合の成立ちを、骨格型、機能型、ディスクレパンシー型、デンタル型の4

つの要因に分けて捉えるとよい。診断にあたっては、これら要因の現症とのかかわり合い

の程度を明確にしたうえで、それぞれの要因ごとに治療目標と治療時期、治療期間とを設

定し、それにみあった力系と装置の選択を行い治療計画をたてる。その際には生物学的反

応、心理的反応を考慮し、さらに動的治療後の保定や予後などを含めて、かなりの長期間

にわたった治療計画となる。

不正攻合の成立ちとして

(1)骨格型の不正要因:顎骨の形態異常(形、大きさ)および頭蓋に対する位置の異常の

あるもの

(2)機能型の不正要因:早期接触等によって誘導される下顎の位置に異常のあるもの、そ

の他習癖等によるもの

(3)ディスクレパンシー型の要因:歯と顎骨との大きさに不調和のあるもの

(4)デンタル型の要因:上の三型と結びつかない個々の歯の異常

の四つの要因があげられる。

治療に際しては、これら要因の現症とのかかわり合いの程度を明確にしたうえで、それ

ぞれの要因ごとに的確な治療目標と治療時期、治療期間とを設定し、それにみあった力系

と装置の選択を行い、治療計画をたてる必要がある。

治療時期の設定にあたっては、不正佼合の成り立ち(要因)に対して、それぞれの時期

に適した治療法を講じるが、その動的治療後の保定や予後などを含めて、かなりの長期間

にわたった治療計画をたてる必要がある。

治療方法の選択にあたっては、対象となる不正唆合の種類、不正唆合の要因、治療目標、

治療の時期さらに、適応する矯正力の種類、力学的要素、生物学的反応、心理的反応を考
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慮して行う。それぞれの要因について要点は以下の通りである。

(1)骨格型の不正要因:顎骨の形態異常(形、大きさ)および頭蓋に対する位置の異常の

あるもの

骨格型の不正要因に関しては、上下顎について、顎骨の大きさの異常、位置の異常、形

態の異常の有無について判断する。さらに現症とのかかわり合いの程度についても判定す

る。また、骨格型の不正要因は、個体の成長発育と密接な関連をもっているため、あわせ

て顎発育の評価と予測を行う必要がある。

治療目標として骨格型要因に対しては成長誘導を行う。

顎骨の過大(過成長)→成長抑制

顎骨の過小(劣成長)→成長抑制因子の除去

→成長促進

顎骨の前方位

顎骨の後方位

顎骨の形態異常

→後方移動

→抑制因子の除去

→前方移動

-+成長促進あるいは成長抑制

治療時期は骨格型要因は加齢とともに増悪化する傾向にあるため、できるかぎり早期か

ら顎関係の改善を計り、かつ顎発育が終了するまで長期間にわたる管理が必要である。

治療方法として骨格型要因に対しては、顎整形力を適応し、成長抑制として chincap装

置や EOAといった顎外固定法が、成長促進として急速拡大法や、上顎前方牽引法を適用

する。

(2)機能型の不正要因:早期接触等によって誘導される下顎の位置に異常のあるもの、そ

の他習癖等によるもの

機能型の不正要因に関しては、歯の位置異常による早期接触などにより、岨E爵時や顎運

動時に下顎が近心、遠心あるいは側方の不正な位置に強制的に誘導されていないかどうか

を判断する。また、舌癖や指しゃぶりなどの習慣や、筋機能異常もこの機能型の要因に含

まれるので、この点に関しても現症の誘因となっていないかどうか精査する必要がある。

治療目標として機能型要因に対しては、早期接触等の機能障害の除去あるいは習癖のコ

ントロールを行う。

治療時期は機能型要因は放置すれば骨格型の異常へと発展して固定化してしまう可能性

があるため、できるだけ早期に機能障害や習癖を除去する必要がある。

治療方法として機能型要因に対しては、機能障害の除去のために、歯槽性あるいは、下

顎性の移動を行う他、習癖を除去するための種々の方法を講ずる。

(3)ディスクレパンシー型の要因:歯と顎骨との大きさに不調和のあるもの

ディスクレパンシィー型の要因 toothto denture base discrepancyに関しては、上下顎歯

列それぞれについて歯の大きさと歯槽基底の大きさとの聞の不調和、すなわち、ディスク

レパンシィーの有無と程度を判定しておく必要がある。また、この要因は、骨格型の要因

と関連があり、とくに、上顎骨の劣成長を伴う反対唆合症例では、上顎歯列に叢生や萌出

遅延といったかたちでディスクレパンシィーの要因の影響が強く現われることになる。逆

に、下顎の劣成長を伴う上顎前突症例では下顎歯列にデスクレパンシーの要因の影響が強

く現われる。さらに、ディスクレパンシィーの存在はときとして唆合状態や顎関係の安定
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に大きな影響を与えることがあるため、この点も留意しておく。

治療目標としてはディスクレパンシィー型要因に対しては、とくに萌出余地不足に対し

ては、拡大あるいは抜歯によりディスクレパンシィーの解消を行う。

治療時期はディスクレパンシィー型要因の解消における抜歯には連続抜去法が適応され

るが、単にディスクレパンシィーり量のみを判断基準とせず、唆合状態や顎の成長発育と

の兼合いの中で、抜歯部位や抜歯の時期を決定する。

治療方法としてディスクレパンシィー型要因に対しては、ディスクレパンシィー量が少

ない場合には、歯列の拡大が、その量が大きい場合には、抜歯によって解消する。

(4)デンタル型の要因:上の三型と結びつかない個々の歯の異常ゐ

デンタル型の要因に関しては、個々の歯の位置異常や、埋伏歯、先天欠如、過剰歯さら

には歯周疾患などがあり、これらの有無についても確認しておく必要がある。

治療目標としてはデンタル型要因に対しては、その状態に応じた処置を行う。

治療時期はデンタル型要因では、他の不正要因に対する目標や治療計画の設定との係わ

り合いからその治療の時期を設定する。

治療方法としてデンタル型要因に対しては、歯槽性の移動を主に考えられるが、他の要

因の治療との関連のもとに装置を選択する。

今回の講演では不正唆合はそのまま放置されると悪化することが多く、自然には改善し

ない例があることを示した。そのため不正岐合は、できるだけ早期に的確な診断を行い、

そのもとでの一貫した治療と管理を行う必要があることを述べた。

講演 2: 8月24日午後、大連医科大学において医員 8名を対象に日本の矯正歯科臨床の

現状について約 1時間のセミナーを行った(写真 3，4)。セミナーの要旨は以下の通り

である。

不正佼合は、できるだけ早期に的確な診断を行い、そのもとでの一貫した治療と管理を

う必要がある。しかしその一方で、臨床症状がすべて動的処置の対象となるわけではなく、

その判断の誤りで患者さんに多大の迷惑をかけかねないこともあり得る。このことは何ら

かの臨床症状がある症例の総てで、必ずしも動的処置が適切な選択ではなく、注意深い観

察と適切な助言が最適な処置である場合もあることを物語っている。

また医療を行うにあたって、医療の質として第ーにあげられるのは安全性であり、これ

は患者さんは勿論のこと医療従事者の安全をも確保しなければならないのはいうまでもな

い。そして患者さんに効果的な医療を提供することも必須のものである。そのためこれか

らの臨床にあたっては、臨床判断学とリスクマネージメントを考慮した取り組みが必要と

思われる。

講演 3: 3月6日午後、大連医科大学において中国の矯正専門医約 11 0名を対象に「骨

格型不正唆合の治療Jと題して、 2時間の講演を行った(写真 6， 7， 8)。講演後約 1

時間にわたって活発な質問を受けた。その際j審陽口腔正崎研究所(中国医科大学)所長

部 燕教授から、溶陽での講演依頼の打診があった。講演の要旨は以下の通りである。

演題「骨格型不正攻合の治療J

今回の講演では骨格型不正唆合の概要ならびに、その治療法の要点について解説した。
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骨格型の不正要因とは顎骨の形態異常(形、大きさ)および頭蓋に対する位置の異常のあ

るものをいう。

.骨格型の不正要因に関しては、上下顎について、顎骨の大きさの異常、位置の異常、形

態の異常の有無について判断する。さらに現症とのかかわり合いの程度についても判定す

る。また、骨格型の不正要因は、個体の成長発育と密接な関連をもっているため、あわせ

て顎発育の評価と予測を行う必要がある。

治療目標として骨格型要因に対しては成長誘導を行う。

治療時期は骨格型要因は加齢とともに増悪化する傾向にあるため、できるかぎり早期か

ら顎関係の改善を計り、かつ顎発育が終了するまで長期間にわたる管理が必要である。

治療方法として成長発育期においては、顎整形力を適応し、成長抑制として chincap装

置や EOAといった顎外固定法が、成長促進として急速拡大法や、上顎前方牽引法を適用

する。成長発育終了後は歯の移動で改善を行うか、顎骨形成手術を適用する。

骨格型の不正唆合の治療にあたってはフェイシャルパターンの分類が大切であるであ

る。ロングフェイスとショートフェイスに分けられるが、これは特に垂直的な問題を捉え

ているわけだが、各フェイシャルパターンにはそれなりの顎発育の経緯があり、遺伝的な

要因がある。各フェイシャルパターンがどういった特徴をもっているのか、パターン別に

分けた顔面の発育状態、あるいは治療効果を検討する必要がある。その他、 SassounIの水

平基準による分類がある。

分析方法としては、これまでの Downs法や Northwestem法とは異なり Harvolt、McNamara

の分析方法は、顎態異常の程度が前後的なものか、垂直的なものかを非常に簡単に判別で

きる方法である。 Witsの分析方法はさらに単純で、唆合平面に対して A点あるいは B点

からの垂線をおろし、その前後的関係をみる方法で、唆合平面を基準にして顎態の異常を

把握するものである。 Kimの分析は、 2級傾向か 3級傾向か、オープンバイト傾向かディ

ープオーバーバイト傾向か、抜歯症例か非抜歯症例かを分析している。

今回の講演にあたっては、骨格型不正唆合の治療に必要な基礎知識を解説した。

講演4:3月8日午後、太連市中心医院において大連市内の歯科医師と医療関係者約 100

名を対象に「骨格型反対唆合の治療」と題して 2時間の講演を行った(写真 10， 11，

1 2)。講演後約 1時間にわたって活発な質問を受けた。講演の要旨を以下の通りである。

演題 fJ骨格型反対校合の治療J

反対唆合は、歯槽性・機能性・骨格性反対唆合分類される。歯槽性は異常が前歯部に限

局し、機能性は下顎が前方転位しており、骨格性の場合は上下顎骨の位置関係、あるいは

大きさに問題がある症例となる。また、よく使われる Sanbornの分類は日本では顎変形症

の保険を適応する際の分類の一つに採用されている。

日本で一般的に骨格型反対唆合の治療に用いられる装置を解説する。

チンキャップ装置について

通常行っている牽引は下顎頭の方向で、 12時間は使用する。下顎の成長抑制により被

蓋が改善し、上顎の成長抑制がとれることで、キャッチアップグロースが得られる。頭の

変形を指摘する先生もいるが、これは殆ど無いと考えていいが、牽引の強さによってはそ

の可能性が無きにしも有らずだと思う。我々の外来では牽引力として通常 600g前後であ
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る。低年齢の場合は 400gか300gぐらいから始めることが多く、そういった力ではほとん

ど頭が変形することは無いと思うし、ベルトの幅が最近少し幅広くなってきているから、

頭の変形は考えなくてもすむと思う。開始時期は患者さんが使える状態であればいつから

でも可能だと思う。 3、4歳ぐらいでも聞き分けのいい子であれば十分装置に対応できる。

終了時期に関しては、本来は顎発育終了時まで使うのが原則である。チンキャップの効果

について、効果を認めている人の中には顎顔面の成長のコントロールが可能であるといっ

ている人もいる。ただ、 Graberは適用開始時の適用力が 900から 1000gとかなり強い顎

整形力を用い、被蓋改善後、段階的に少しづっ力を弱めていくという方式をとっており、

我々の通常の臨床的なものと異なる。多くの日本の先生方は、最初の使用で下顎オトガイ

部が下方または後下方に回転し、下顎の位置が変化し、その後成長方向を変化させる、と

いうのが一般的なチンキャップの効果に対する見解である。 Pro出tや McNamaraは牽引方

向を低くすることで下顎の成長方向を下方に変えることができると述べている。また、下

顎骨の成長方向の転換は、チンキャップの使用中に限定され、使用を中断すると、装着前

に有していた本来の方向に下顎の成長が戻るため、顔面骨格型のパターンを変える応は成

.長終了期まで使用することが必要であるとの報告もある。しかし、チンキャップを長期間

使うことに関しては患者さんにかなりの負担となるし、途中で中だるみという現象も起き

てくるため、患者さんの顎発育の状態をよく確認しながら適用を考えていくことが必要で

ある。強さに関しては、日本では 300gから 600gが適当だといわれている。

上顎前方牽引装置について

チンキャップと同様に、低年齢から適用可能である。患者さんが低年齢で対応できた場

合は、被蓋の改善だけでなく、中顔面部の陥凹感もとれ、上下のバランスがとれてくる。

一方、思春期前期以降から始めると、被蓋は改善されても上顎の劣成長が残り、全体的な

バランスの改善は難しいと考えられる。本装置についても、効果はあるのか、いつ使うの

かという問題が出てくる。効果について、私も含め多くの研究者が、上顎骨の前方移動の

他に上顎切歯の唇側傾斜、下顎切歯の舌側傾斜、下顎の位置の変化を被蓋改善のメカニズ

ムとしてあげている。適用時期は、思春期性成長スパート期、またはそれ以前の適用が効

果的である。

急速拡大装置と上顎前方牽引装置の併用について

上顎前方牽引装置だけでなく、急速拡大装置が適応可能な時期には両装置を使用する場

合もある。まず最初に急速拡大を行って正中口蓋縫合を聞き、その後前方牽引を行う。急

速拡大を行うことで正中口蓋縫合のみならず、上顎骨を取り巻く縫合が緩んでき、その後

で上顎を前方に牽引すれば、上顎が前方移動しやすいだろうというのが、この装置を適用

する一つの理由である。教室の森岡は、急速拡大と上顎前方牽引装置を適用した骨格性反

対唆合症例について、被蓋改善が認められた症例と認められなかった症例の検討を行った

た。その結果被蓋改善が認められた症例では、臼歯部の唆合接触状態が変化して下顎の後

下方への回転が認められ、オーバーバイト、オーバージェットが減少して、下顎位が変わ

る。それから上顎歯列の拡大により前歯部の叢生が軽減あるいは解消される。そして急速

拡大終了直後から前方牽引を行うことで、上顎の前方移動が認められたと述べている。ほ

とんどの症例でチンキャップと前方牽引を併用しているので、下顎前歯の舌側傾斜が認め

られ、これも被蓋改善に関与していると考えられる。ただ、前方牽引終了後はチンキヤツ

-:>・



プだけで維持しところ、下顎の後下方への回転は徐々に戻ってきてわずかに前方に位置し、

その聞に歯のコンペンセーションが起きて、上顎前歯の唇側傾斜と下顎前歯の舌側傾斜が

大きくなり、上顎前歯被蓋を保っているという状態が認められた。それに対し被蓋改善が

認められなかった症例では、下顎の後下方への回転が起きていない。さらに問題なのは急

速拡大の終了直後から前方牽引を行うことで上顎の前方移動は認められるが、下顎の前下

方への移動ができずに前方に一緒に移動してしまうということがわかった。顔のパターン

をショートフェイスとロングフェイスに分けて検討した場合、特にショートフェイスタイ

プは後戻りする傾向にあることがわかった。もう一つは、 A守 tm'と Pog'-Goの比率が 37

以下の症例は被蓋改善が難しいと言える。

歯槽性の移動

成長発育期においては、チンキャップや上顎前方牽引装置の使用、または急速拡大装置

と上顎前方牽引を併用することで、ある程度顎発育のコントロールが可能で、できるだけ

低年齢から使った方が効果的な事がわかった。これまで述べてきた顎整形力の適用を行っ

ても被蓋改善ができない場合、あるいは年齢が高い患者さんの場合には、成長発育のコン

トロールができないため、ある程度顎発育が収まった段階で歯槽性の改善を仔うか、顎骨

形成手術を適用するかを選択していくことになる。歯槽性の改善による対応は、患者さん

の非協力により顎発育のコントロールができなかったケースや、手術の適応でありながら

手術を希望しないケースなどにみられるが、手術を適応した症例に比べ歯槽性による改善

は、顔のバランスやプロフィール上に問題が残る。

顎骨形成手術

顎骨形成手術は、以前は骨体離断短縮という方法が殆どであったが、その後矢状分割法

が導入され、現在では上下顎を両方同時に移動する方法が可能になった。

顔のバランスは非常に大切で、今後の矯正治療は、単に被蓋がつく、唆合関係が緊密に

とれるだけではなく、フェイシャルバランスを考慮した治療が重要である。

以上のことをまとめると、骨格性反対唆合の治療には、顎整形力を適応するか、外科手

術を適応するかあるいは歯列だけで改善するかという 3つの選択肢がある。成長発育期の

段階は上顎に関しては急速拡大装置か上顎前方牽引装置、下顎に対してはチンキャップ装

置が多く使われる。適応はいずれも乳歯列期から可能であるが、いつまで適応できるかと

いうと、前方牽引、急速拡大も思春期までが限界と考える。チンキャップはもう少し長く

使う場合も出てくる。顎発育のコントロールがうまく行かなかった症例、あるいはアダル

トケースで来た場合には、歯の移動で改善する顎骨形成手術を適用するかの選択になる。

今回の講演では、中国でも数多く見受けられる骨格型反対唆合の具体的な治療法を紹介

した。

臨床指導

8月22日終日大連市中心医院口腔科において、 36名の患者さんについて診断ならび

に具体的な治療法について実地指導を行った(写真 2)。

3月6日午前大連市中心医院口腔科において、 21名の患者さんについて診断ならびに

具体的な治療法について実地指導をおこなった(写真 5)。
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3月7日午前鞍山市楊蔚梅口腔診療所において、 10名の患者さんについて診断ならび

に具体的な治療法について実地指導をおこなった(写真 9)。

3月8日午前大連市中心医院口腔科において、 16名の患者さんについて診断ならびに

具体的な治療法について実地指導を行った。

訪問地の状況、今後の訪中計画

大連市はめざましい経済発展を遂げており、治安も良好である。人々も経済的に潤って

きており、矯正治療を求める患者さんも増加の一途にある。中国における矯正歯科臨床は

ここ 10年の聞に急速に発展してきているが、診断機器や治療に用いる材料が十分供給さ

れておらず、また診断技術、治療技術も十分とはいえず、これらの点に関してさらなる指

導と援助が必要である。

そのため今後もできるだけ多くの機会をとらえて学術ならびに臨床指導を行う考えでい

る。その一環として、 1 999年 6月26、27日に北京で開催される「日中歯科医学大

会 19 9 9 Jで大連市中心医院の李 志強先生を共同演者に研究発表(別紙)を行う。そ

してこの学会参加の日程に大連市での講演と臨床指導を加える計画である。
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写真1 1998年8月21日

大連市中心医院で講演
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写真2 1998年8月22日

大連市中心医院口腔科で臨床指導
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写真3 1998年8月24日

大連医科大学でセミナー開催
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写真4 1998年8月24日
大連医科大学訪問 朱歯学部長に見送られる
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写真5 1999年3月6日
大連中心医院口腔科で臨床指導
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写真7 1999年3月6日

大連医科大学で講演
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写真6 1999年3月6日

大連医科大学訪問
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写真9 1999年3月7日

鞍山市楊萌梅口腔診療所で

臨床指導
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写真8 1999年3月6日

大連医科大学で講演

写真10 1999年3月8日

大連市中心医院訪問

王副院長の出迎えを受ける



写真11 1999年3月8日
大連市中心医院で講演

写真12 1999年3月8日
大連中心医院で講演
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C1LL・2(ラット Tリンパ球系)細胞における、新しい増殖抑制剤 Saliva

Miltiorrhiza Derivative (SMD)によるアポトーシスの誘導

王銀郷中国湖南省婦幼保健院主治医師科主任

指導者:大谷周造大阪市立大学医学部第二生化学教室

教授部長

SMDは、抗癌作用のある salivamiltiorrhiza (漢方薬)の分子

構造を単純化した合成誘導体であり、構造的にはポリフェノール合

成誘導体に属する。サイトカイン Interleukin-2(IL・2)によq増殖が

維持されるC1LL・2細胞は、 SMDによる増殖抑制作用と、誘導さ

-れるアポトーシスを研究するのにいいモデルとなります。 SMDは

培養細胞の増殖を抑制し、この抑制効果は、 DNA断片化率で測定

されるアポトーシスの誘導と相関する事がわかった。このアポトー

シスの過程では、セリン、スレオニンのリン酸化よりもむしろ 91，80， 

55kDaの各蛋白質のチロシンリン酸化が阻害され、同時にチロシン

キナーゼ活性も抑制され、その結果としてフロテインキナーゼC

σKC)活性の抑制を伴うこと、 即ち PKCは PTKのシグナル伝

達の下流で阻害されるが、プロテインキナーゼAσKA)にたいして

は SMDは効果がないことを示した。 bcl-2蛋白の翻訳、bcl-2mRNA

の発現及び酵素 caspase-3の活性化はダウンレギュレーションを受

けることがわかった。 SMDは Bcl-2の発現と caspase-3の活性

を増加させたが、 PKCの活性化剤である TPA (12・O

Tetradecanoylphorbol13・acetate)は、少なくともある部分で、 SMDで

誘導されるアポトーシスを弱めることができた。以上の結果により、

SMDは新種の細胞増殖抑制剤であり、アポトーシス死を誘導する

チロシンキナーゼの阻害剤であることを明らかにした。



Induction of Apoptosis in CTLL・2Cells by a Novel Antiproliferative 

Agent， Saliva Miltiorrhiza Derivative(SMD) 

Yinna Wang・， Tadayoshi Hasuma*， Yoshihisa Yano・， Yoshihiro Morishima*， 

Toshiko Yoshimata*， Isao Matsui-Yuasa*・andShuzo Otani*t 
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Abstract 

Saliva miltiorrhiza derivative (SMD) is a simplified synthetic analogue of the principle of active 

sa1iva miltiorrbiza，組dstructurally it belongs to a polyphenol synthetic analogue. The cytotoxic T cell 

泊四世ivenby IL2 (CfLL・2cells) was used as a model to study the antiproliferative potential and出e

development of apoptosis induαd by SMD. We found that SMD can suppre路也ecell prolife前on

但 d也isinhibitory e依 ctby SMD was associated wi也也einduction of apoptosis detected by DNA 

企agmentation assay.τ'his apoptosis process is accompanied by inhIbition of tyrosine 

phosphorylation of about 91， .-80， 55・lillaproteins， rather也組出atof protein serine/threonine 

phosphorylation which dependent on IL2， and suppression of proteinザrosinekinase activity釦 d

subsequently inhibition of PKC activity也atis in downs住eamof PTK without affecting PKA 

activi守，as well as down-regulation of bcl-2 anti-apoptotic protein and bcl-2 mRNA，組dactivation of 

caspase-3 activity. A relation of bax protein levels to apoptosis was not appreci拭ed.TP A， a protein 

kinase C activator was able to a仕enuate也eapoptosis induced by SMD at least in part血ough

increasing of bcl-2 protein expression and inhibiting of casp邸 e・3activity. Tak.en together， we 

conclude出atSMD is a novel potent antiproliferative agent and a tyrosine kinase inhibitor出atinduced 

apoptotic cell death in CI工L・2cells. 

Key words: apoptosis， DNA丘agmen旬tion，protein phosphorylation， pro也intyrosine. kinase， 

protein kinase C， protein kinase A， bcl-2， bax， CPP32/Casp部 e・3protease. 
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τ'he abbreviations used訂e:IL2， interleukin-2; FCS， fe包1(羽町 serum;TCGF， T cel1 growth factor 

suppl~ment; CTLL・2cells， cyωtoxic T lymphocyte; PTK， protein t:戸osinekin出 e;PKC， protein 

kin蹴 C;PK.A， cAl¥1P-dependent protein kinase (protein kinase A); TP A， 12-Q-Te回 dec組 oylphorbo

1 13-a白旬te;SMD， Saliva Miltiorrhiza Derivative. 

Introduction 

Saliva miltiorrhizaρ脳 hen)is a回 ditionalchin回emedicine which has been widely use for the 

位ea旬lentof cardiovascular diseases and inflammation for a long time. Saliva miltiorrhiza derivative 

ー.， 

(SMD) is a simplified synthetic analogue of也eprinciple of active saliva miltiorrhiza， structurally， it 

belongs to a polyphenol synthetic analogue. Some studies have indicated出atSMD is回.pableof a 

組討oxidant組 dan anti知moractiviザ invitro(1，2). However， the biochemi回 1and pharmacological 

mechanism for the SMD inhibitory effect has not yet been elucidated. 

Apoptosis is the process of cell death relying on both gene induction and protein activation. A 

variety of genes involved in出eregulation of apoptosis have been identified(3). Cells undergoing 

apoptosis display several morphological and biochemical changes， including cellular collapse， nuclear 

chromatin condensation， the formation of vesicular apoptotic bodies and intemucleosomal DNA 

fragmentation.τ'he morphological alterations are accompanied by a varieザofbiochernical changes， 

although the molecular mechanisms of apoptosis訂'estill large unknown. Many signals and extemal 

stimuli regulate也eapoptosis acti吋tyby interaction with a number of proteins and gene products， 

such as transcription factors， Myc， Apaf-l， wild勾pe53 protein and bax were able to induce 

apoptotic cell death. and others bcl-2， bcl-XL， Ras， Rafprevented cells企omundergoing apoptosis( 5・
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6). Numerous disparate age凶， for example toxins， glucocorticoi也， protein kinase inhibitor， 

irradia:tion， growth factor withdrawal and組 ticancerdrug induce apoptosis in variety of cell types (4). 

Protein phosphorylation may have multiple roles in也econ位01of apoptosis proc時s(10)釦 d

activation of specific protein凶 asecan in some c阿部凶C岱 protectagainst apoptosis (7). 

Recently， much attention has focused on the role of proteases related to interleukin-1 βconverting 

佃勾me(ICE， renamed caspases )(8，9)釦 dit may be positive regulators in apoptosis. Now many 

experiments have been underscored白atapoptosis回 nbe activated by many types of cancer 

chemotherapeutic agents (11，12)釦 dnew出erapeutics回.tegiesa加 tocount町actdysregulation of 

apoptosis by pharmacological intervention. 

C孔 L・-2cells are the celllines也atundergo apoptosis upon growth factor deprivation (13). We 

used this cellline to investigate the effects of SMD on the inhibition of cell proliferationぉ itis a good 

model to study apoptosis. .Our purpose in this study was to ascertain the molecular basis in cr工L・2

cells by examining a potent antiproliferative e百ectand the development of apoptosis by SMD in 

r回pectto IL2 induced-cell proliferation， apoptosis phenomenon， protein phosphorylation， protein 

kinases， as well as the alterations of expression of bcl-2/bax， CPP32/Caspase-3 activity. 

Methods and Materials 

Chemicals. Saliva miltiorrhiza derivative (SMD) was synthesized by professor Lianning-Li 

(Institute of Materia Medica， Chinese Academy of MI組問1Sciences) and were kindly provided. 

Recombinant human IL2 were企omShionogi Chmi回 1Indus位協， Ltd・.12-0-Te住adecanoylphorbol
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13・ace也.teσ'PA)was purchぉed企omSigma. Mouse monoclonal anti-phosphotyrosine antibody 

(Clone PY2のwaspurchased from Transd叫

anti-phosphoserine antibody and rabbit polyclonal anti-phospho也reonineantibody were丘om

ZYl¥1ED Laboratories， Inc (Sou出 Francisco，CA). Rabbit polyclonal anti-bcl-2 antiboby (Ab・2)was 

obtained丘omCalbi∞hem (Cambridge， MA). Rぬb社polyconalanti-bax (P・19)was purchased from 

Santa Cruz Biotechnology， Inc. cDNA probe for bcl-2 was kindly provided by Dr Je飴eySklar 

(Stanford University School of Medicine. Stanford， Califo凶 a). [γ.32P] A呼 (3∞OCi/mmol)

組 d.[α..32P] dCTP (3∞OCi/mol) were from NEN (Bosto吋 andAmersham (England)， 

respectivitly. All the other chemicals were of the purest grade commercially available. 

Cell Culture.τ'he cytotoxic T cell line CI工L・2was cultured in a grow出 medium-RPMI 1640， 

10% fe也1calf serum (FCS)釦 d5%r抗 Tcell growth factor supplement (TCG町whichis合om出e

ωlture of rat spleen cells stimulated by concanavalin A (4μg!ml) for 48h. Cells in出eirexponential 

grow出 phasewere harvested， washed with RPMI 1640 medium， and suspended at 3.3 X 105/ml in 

出egrowth medium without TCGF in a humidified a回losphereof 95% air and 5% COz for 8・10h for 

starved cells. Then， cells were added to IL・2(100 U/ml) and SMD in the various conc即位ationsfor 

出.efollowing experiments.τ'he viable cells were determined by the trypan blue dye exclusion (14). 

百rreerepresentative fiel也 wereexamined and viability was expressed as也epercen也geof cells 

excluding tryp組 bluedye. 

DNA fragmentation assay.百leintemucleosomal DNA degradation was assay as described 
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previously (15) with slight modification. Briet1y， 1.2 X 106白日swere seeded in 35mm2∞l加re

dishes and位eatedwith different concen位ationsof SMD組 dIL2 (100 U/ml) for di宜erenttimes. Cells 

were harvested and washed wi也 ice-coldphosphate bu百~erred 回出e (PBS). DNA was extracted by 

the lysis buffer (20μ1 of 10皿MEDTA， 50 mM Tris-Hcl (PH 8.0) containing 0.5% (w/v) sodium 

lauryl s拡 osinate組 d0.5 mglml protein錨 eK) for 1 h抗 50
0

C.A宜erthen， 10μ1 of 10 mglml RNase 

A was added to the each sample， and incubated for further 1 h at 50
o
C. Reaction was stopped by出e

addition of 10μ110 mME町A.(PH 8.0). Sample were heated at 700C for 20 min._The to凶 DNA

企omeach s細 plewas loaded in 1.2% (w/v) horizontal ag訂'Osegel containing 0.1μ:glml ethidium 

bromide.百legel was run in百 Ebuffer (90 mM Tris， 90 mM borate佃 d2 mM EDTA) at 2.5 v/cm， 

and photographed under UV light. 

Protein kinase Assay. Kinase activiti回 ofprotein tyrosine kinase (PTK) ， protein凶 aseC 

(PKC) and cAMP-dependent protein kinase (PKA) were assessed using a Si伊 aTECfTMPTK， PKC 

組 dPKA Assay System Kit (Promega， U.S.A) using PTK Biotinylated Peptide Subs凶 te(for PTK)， 

Biotinylated Peptide Neurogranin (for PKC)叩 dBiotinylated Peptide Kemptide (for PKA) as 

subs位ates，respectively， according to也emanufacturer's instructions. For detec出19the three of 

protein kinase activities in intact cells， the cells were incubated in RPMI 1640 medium位eatedby with 

or without IL2 and SMD for various periods of time (0凶 nto 120凶 n)and harvested by washing 

wi也 PBS.τ'hecells were lysed by也e位協ctbu低 rto determine the protein kinase activities. For 

measuring the kinase activities in celllysate， the cells仕eatedwith or without IL2 were incubated in 10 

min釦 dlysed by也eextraction buffer， and cen紅ifugated釦 dsave出esupematant. 5μ1 of cell lysate 
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was added to也eReaction Mixture containing DSMO solution of SMD (1μ1) at various 

concenむationsin a final vo1ume of 25μ1 for determining the protein kinase activities， respective1y. 

τ'he biotiny1ated， 32P-1abe1ed peptides were recovered from the Reaction Mixture with the S.AM2TM 

Biotin Cap胞reMembrane and phosphory1ation of the peptides were determined by a scintillation 

counting (LS 6500， Beckm組).Protein concen回，tionwas determined by a Bio-Rad protein assay kit 

(Bio-Rad，悶chmond，VA) using bov恥 serumalbumin as a s回 dard.

Western Blot Analysis. 2.5 X 1伊 cellswere harvested and washed wi也 ice~old PBS，組d

solubilized in a 1ysis bu笹'er(1 % Triton X・100，50mMTris (PH7.4)， 1 mMNaV04， 0.5 mMEGTA， 

200 mM NaC1， 60μglml phenylme出y1su1fony1fluoride (PMSめ， 1.5μglm1 apro出加)by vortexing 

担 dinαlbatingon ice for 10 min.τ'he 1ysates were centrifuged at 1，500g for 10 min， and 

supernatants were白rtherclarified by centrifugation at 100，000g for 30 min.τ'he supernatants were 

saved and the protein contents were determined wi出theBio-Rad protein出 sayusing bovine serum 

albumin as a standard. Twenty-forty microgr紐 1S of protein per 1ane respective1y， was 

e1ectrophoresed on 8.75・13.8%po1yacry1amind-SDS minige1s (16) in SDS samp1e buffer. The 

proteins were也entransferred to polyvinylidene difluoride sheet (PVDF membrane; Pall Biosupport 

Division， Port Washington， NY) by e1ec位oblottingat 18V for 1 h. The membrane was blocked for 2・

3 h in a b10cking buffer (3% BSA and 0.25% normal horse serum in TBS).百 eblots were detected 

bya凶・phosphotyrosine(1:1000)，釦6・phosphose巾 e(1:500)， anti-phosphothreonine (1:500)， bcl-2 

(1:20)釦 dbax (1:200)組 tibodies.B10はedmembrane was incubated with a peroxidase-conjugated 

avidin (ABC kit; Vector Laboratories， Burlinggame， CA)組 ddeveloped in AEC solution (0.8% 
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amino-e也ylα由也ole組 dO.1Ma白也te，PH 5.2). The bands也atreco伊 izedby each釦 tibodieswere 

scanned with a laser densitometer. 

Northern Blot Analysis. 5 X106 cells were harv回tedafter位回国entofIL2組 dSMD，組dto凶

RNA was exむactedby也.emethod of the acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform method 

(17). RNA (20 f.lg/l釦e)was elec位ophoresedthrough a 1 % agarose gel containing 6% formaldehyde 

and blo批 donto a nylon membrane (Hybond-N+ membrane， Amersham)， The membrane was 

prehybridization at 42
0

C for 2 h in a solution containing 50% formamide， 3 X standard sa1ine citrate 

司.

(SSC)， 0.1% SOS， 20 mglml boiled salmon sperm ONA，組d 1 X Denharht's solution. 

Hybridization was performed for 16 h at 42
0

C in出esame prehybridization solution with bcl-2 (18) 

釦 d18s-rONA probe(19).百leprobes were labeled wi也 [α..32p]dCTP using a random ONA 

labelling kit (Amersharn LIFE SCffiNCE， England). After hybrid凶 tion，出emembrane was washed 

出reetimes at 420C for 20 min in 2 X SSPE釦 d0.1 % SOS washing buffer， once for 30 min in 0.1 X 

SSPE叩 d0.1% SOS w邸 hingbu百erat room temperature.τ'hen the membrane was su吋ectedto 

autoradiography and the density of each band was assessed semiquantitatively using a laser 

densitometer. The densities of bcl-2 mRNA bands were normalized relative to the value of血e18s-

rDNA. 

Assay of CPP32 activity. CPP32 activity was measured using a CPP321 Casp出 e・3Colorimetric 

Protease Activity. Assay Kit (MBL， Nagoya， Japan) according to the recommendations of 

manufacturer (20). Briefly， 2 X 1伊 SMD-treatedCILL2 cells拭血eindicated也newere harvested 
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and washed in PBS， suspended in 50μ1 Cell Lysis Buffer and incubated on i白 for10 min.τ'he 

lysates were cen位ifugatedat 10，000g for 1 min.τ'he equal a血ountsof protein co国entsin each 

samples were incubated wi出 subs回 teDEVD-pNA (chromophore p-nitroanilide， 20Qμ問 at370C 

for 1 h.τ'he pNA light emission was monitored using a spe位 ophotometer( DU 640， Beckm担)低

400 nm. Date were expressed錨 absorb組 ceof 400 n皿 wavelength.

Statistical aoalysis.τ'heぬ胞 wereexpr，凶sed錨也eme組 S土SD(Stand訂 ddeviation). The 

si伊出伺nceof the experiment date were va1idated using也eStuden's-t test.百ledi首位enceswere 

con~idered as to be significant when p<0.05. 

Results 

1. Aotiproliferative effects of SMD 

Cell viability was investigated to ascertain whether or not SMD c釦 affectthe cell proliferation in 

CTLL・2cells. About 50% of cells died by 16 h after deprivation of IL2 and cell viability is still above 

91 % by 16 h after the addition of IL2， SMD (50μg/ml) plus IL2 caused a markedly reduction of cell 

viability in a出nedependent manner， and almost 50%釦 d70% of cells died by 12 h and 16 h， 

respectively， as measured by tryp担 bluedye exclusion (Fig 1A).τ'he cell viability was inhibited in a 

does-dependent manner (Fig 1B) when IL2 withdrawal or也eaddition of SMD plus IL2.恥 cell

viabi均 wassi伊出cantly凶 ibitedat 20μg/ml SMD (p<0.05). 

2.Effects of SMD 00 DNA fragmeotatioo 

百lehallmark fe細胞 of programmed cell dea也 is也eformation of DNA fragments. Thus， the 
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analysis of DNA企agmentationby ag訂osegel electrophoresis was observed to understand whether 

or not SMD cytotoxic e宜ectwas able to induce apoptosis in cr工L・2cells. Fig 2A shows出atDNA

fragmentation was visible after 12 h of IL2 deprivation， and after 16 h of IL2 deprivation， there was a 

marked intensification in也eoligonucleosomal ladder. However， after 16 h of the cells位eatedby 

IL2， no DNA ladder was observed. When cells were民 atedwi也 herbimycinA or SMD plus IL2 

for 12 h ， DNA degradation was induced.τ'he date indicated也atSMD induced apoptotic cell death is 

in a time-dependent血出mer.Fig 2B shows出at也einduction of apoptosis by SMD is in a dose-

dependentm組 ner.At20μ.glml-SMDplus IL2， DNAladderwas appeared組 dat50μ:glmlSMD plus 

IL2，出eintensity of DNA ladder was visible. Otherwise， in the pr白 e田 eof IL2組 dO.1%DMSO(a 

vehicle)， no DNA fragmentation was detectable. Taken toge出er，These也tesuggest由atSMD was 

able to abolished the IL・2・inducedprotection against cell death and induced apoptosis in CI工L2

cells. 

3. Effects of SMD 00 proteio phosphorylatioo ioduced by IL2 

τ'he . phosphorylated-proteins were investigated to understand the relationship of protein 

phosphorylation叩 dapoptosis induced by IL2 deprivation or SMD in CILL・2cells. We firstly 

examined the role of phospho・ザrosinecontaining proteins. As seen in Fig 3A and Fig 4A，B， C， 出e

t戸osinephosphorylation of 91， 80佃 d55kDa proteins were dependent on IL2，組dSMD was able to 

inhibit tyrosine phosphorylation of出atproteins. N ext， we detected the pr回 enceof serine and 

也reoninephosphorylated-proteins to understand whether or not the serine/threonine phosphorylation 

involved in the cell proliferation induced by IL2釦 dSMD can suppress出国eserine/由民onine
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phosphorylated-proteins. As shown in Fig 3B，C and Fig 4D，E， the serine phosphorylation of about 

46.5kDa pro胞inand threonine-phosphorylation of about 31.5kDa protein were inロeaseda武er

stimulation of IL2， and tbese serineJ threonine phosphorylated-proteins induced by IL2 were not 

inlnbited by SMD.τbese date suggested出atSMD inhibited the tyrosine phosphorylation of proteins， 

however does not affect serine and threonine phosphorylation of proteins which were dependent on 

IL2. 

4. Effects of SMD on protein kinase activities 

Fig 5Ais也etime-course of-protein tyrosine kin国 eactivity (円'K)in批凶ctcells， and shows 

出at釦 initialincrease of PTK activity was observed抗 5min and maintaining higher levels by 120 

min in tbe cells仕eatedwith or witbout IL2. However， in tbe cells witb SMD (50μglml) plus IL2， 

PTK activity was underwent lower activiザcomparedwi也 intbe cells of minus or plus IL2. Fig 5B is 

the does-response of PTK activity in the cell lysate by direct incubation of SMD at various 

concen位ationsand shows出atSMD inhibited PTK activity in a dose-dependent m創merboth in出e

celllysate with or witbout IL2. SMD substantially inhibited PTK activity at出econcen仕ationof 10 

mglml (p<O.Ol). Fig 6A shows由説 proteinkinase C activity (PKC) by phospholipid activation 

was reduced in the in也ctcells回 atedwi血 SMD(50μglml)plus IL2 compared to in the cells田 ated

wi也 IL2(p<0.05).τbere were no si伊 ificantdi宜erenceon PKC activity bo也 inthe intact cells 

t回 tedwi也 orwitbout IL2. on tbe contrary， PKC activity did not decrease by direct incubation with 

SMD in tbe回目 lysate (p>O瓜 shownin Fig 6B). Fig 7A and B shows出atcA悶 -dependent

protein kinase acti吻 (PKA)in the prl回enceof cAMP was not a低 ctedbo出 m也eintact cells and 
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celllysate位'eatedby SMD.τ'hese results indicated也拭SMDwas able to inhibit PTK activity both of 

dependent or independent-ll..2. PKC activity was not inhibited directly， but inhibi民dindirectl y by 

SMD. No inhibition of PKA acti吋，tywas observed by SMD in CILL・-2cells，組dsugg凶 ted出at

SMD is a protein tyrosine kinase inhibitor. 

5. Effecfs of SMD on the， expression of Bcl-2 homologous proteins and Bcl-2 

mRNA 

To explore the po路 iblerole of bcl-2釦 dbax in出eSMD induced-apoptosis， we examined the 

effects of SMD on bcl-2組 dbax protein expressioTh analyzed by westem blot釦 alysis.Fig 8A，B 

shows也拭therewas a significantly increase in bcl-2 protein at 4 h in the cells trested with IL2，組dit 

continued to reach a highest level up to 12 h， and出enbcl-2 protein subsequently underwent 

decrease. Bcl-2 protein was suppressed when SMD was added in the cultures. Fig 9A，B shows the 

detectable levels of bcl-2 protein began to be decreased by SMD (10・20μ:g1ml)田 a回 e叫 andthe 

inhibitory e百ectof SMD on bcl-2 protein was in a dose -dependent m叩 ner.As indicated in Fig 10， 

the incubation of CILL・-2cells without IL2 which was similar to SMD-induced apoptosis or with IL2 

failed to induced a change in bax expression， indicating出atthere is no alteration in bax protein 

expression on出eapoptosis proce岱 inCfLL・2cells. We further examined the level of bcl-2 mRNA 

by northem blot analysis in order to determine whether批 suppressionof bcl-2 protein is due to a 

decrease in bcl-2 molecules. As shown in Figure 11， there was a significantly decrease in bcl-2 

mRNA expression in the cell incubation either without IL2 (1釦 e1)or with SMD plus IL2 (1ane3) in 

comparison to IL2 alone (1ane2). 
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6. Effect of TPA on apoptosis induced by SMD 

τPA(pho由01ester， 12・0・Te回 decanoylphorbol13-ace包te)is a protein kin蹴 C(PKC) activator， 

as well as considered as a promoter carcinogen. Some studies demons位ate也atPKC activator inhIbit 

apoptosis (21-23). So也拭 weinv剖 gatedwhe也eror not TP A is able to bl∞k DNA fragmentation 

induced by SMD. As shown in Fig 12， the cells紅白tedwi也 20μ:glmlSMD showed some DNA 

fragmentation appeared (1釦e3)，釦dTP A inhibited this DNA fra伊 entation(1組 e4).In co曲部t，τ'PA

did not block DNA fragmentation induced by 50μglml SMD (1ane6).百 e白teindicated也ほ TPA

have an inhibitory effect on血e;apoptosisinduced by，SMD at dose of 2Qμglml. N ext， we examined 

出eexpression of釦 6・apoptoticbcl-2 protein組 dcaspase-3 activity to釦rthercharacterize some 

mechanism in TP A blocked-apoptosis. As shown in Fig 13A，B， western blot analysis revealed出拭

百 'Acould restore恥凶ibitionof bcl-2 protein expression caused by 20μ:g!ml SMD (lane 4). Fig 

14shows出at也ecaspase-3 activity was increased after the withdrawal of IL2 and trea回 entofSMD 

either 20μglml or 50μglml(p<0.01) in comp紅 isonwi出正2位ea回lentalone. TP A restored the 

increase in caspase-3 activity caused by 20μ.glml SMD (p<0.05)， however， did not reve路e出e

elevation of cぉpase-3activiザ紅白tedby 50μg!ml SMD (p>0.05).τ'hese results indi印刷出.at

c.asp出 e・3activity is involved in apoptosis process and TP A was able to attenuate apoptotis cell death 

at least in part出roughinロeasingof expression of bcl-2 protein and inhibiting of caspase-3 activity in 

cr工L-2cells. 

Discussion 
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Apoptosis c釦 beinduced by diverse signaling pathway in a v訂ietyof ce11 lineages. In this report， 

we investigated the mechanism of antiproliferative e首ectof SMD ( a new polyphenol syn也etic

analogue) and found也atSMD can suppress tyrosine kinase acti吋ty組 d也eα11proliferation.百lis

inhibitory effects by SMD were associated with the induction of apoptosis. DNA企agmen阻tionis 

widely used to assess apoptosis. The pr凶 entstudy shows由説 DNA企agmentationwas observed in 

time釦 ddose-dependent m祖国r，組dr，内山edat 1ωt 12h組 d20岬 'mlof exposure ωSMD after 

血eaddition of IL2 (Fig 2).百lIsis consistent with the time and dose-fashion of inhibition of ce11 

viabiliザasassessed by町p組 bluedye exclusion (Fig 1). 

τ'he protein phosphory lation is by far the most common mechanism for posttranslational regulation 

of protein function， therefore， the role of protein phosphorylation during apoptosis have been 

described in many reports. Ohoka釦 dcoworks have demonstrated， using okadaic acid，出atprotein 

dephosphorylation is an essential step for glucocorticoid-induced apoptosis in murine T-cell 

hybridomas (24). A correlation has been observed between the dephosphorylations of protein by 

downregulation of cPKC and the induction of apoptosis in prolongωlture of promonocyte leukaemia 

ce11s (U937 cellの(25).During Fas-mediated apoptosis， t戸osinephosphorylation at about 56・60，70 

and 100-110印 awas increased in a human T-cellline (26). Barkett et al. have documented出at

cleavage of 1κB-alpha by CPP32 was blocked by se由lephosphorylation of 1κB-alpha (2フ).

Exposure of U936 ce11， a human myeloid leukemia ce11 line to etoposide stimulated出et戸osine-

phosphorylation of 30 and 60 kDa proteins in etoposide-induced apoptosis (28). It is well known 

制 IL2receptor (IL・2R)have in回 ce11ulardomain to which associates an in凶 sicprotein-tyrosine 
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kin部 e(町玄.)(29). Tumer et al. reported出at出eactivity of se出 e/1出reoninespecific Raf・1凶lasec叩

be regulated by tyrosine phosphorylation in CfLL・-2cells (30).百 us，tyrosine phosphorylation is 

considered 0茸en∞cur回 rlyin signalling回 S回 d凶恒也em釦 ysurvival factor receptors， and也en，

血.eireffect伺 nbes位onglyamplified via， e.g.， serine/l也reoninekinases (10). In our study， we have 

demons位ated出atof出回ephosphorylated-proteins， the about 91， 80 組 d55kDaザrosine

phosphorylated-proteins， 46.5kDa serine phosphorylated-protein 佃 d 31.5kDa 也氏onine

phosphorylated-protein were dependent on IL2 in C孔L-2cells， and implied也atthe cell proliferation 

in IL2-driven C孔L-2cells is involved in bo也 tyrosinephosphorylation組 dserine/也reonine

phosphorylation pathways. A1l of t戸osinephosphorylation of about 91， 80釦 d55kDa proteins 

which were dependent on IL2 were suppressed in SMD-induced apoptosis process， althrogh出e

nature of these proteins are as yet unidentified. Our findings suggested出atSMD induced apoptosis 

出rough the inhibition of tyrosine phosphorylation ra出er 出組出at of serine/threonine 

phosphorylation， and tyrosine phosphorylation play組 importantrole on出eapoptotic process in 

SMD-induced apoptosis. 

We next examined the effects of SMD on protein phosphorylating enzymes-protein kinase 

activities in order to explore the possible role of protein kin邸時 becauseSMD could affect批

t戸osinephosphorylation proteins on apoptosis process induced by SMD in cr工L・-2cells. Many 

studies have been shown出attyrosine kinase activity can凶ggerthe cell proliferation and apoptosis 

process in multiple cells.百lePTK inhibitors， herbimycin組 dgenistein prevented the radiation-

induced phosphoryl拭ionand inhibited apoptosis， and suggesting出atprotein tyrosine kinases playa 
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pivo凶 rolein也eapoptosis induced by radiation (31). Bae et al， re印 ntlyreported出at也eprotein 

tyrosine kin出 eactivation is required for upregulation of Fas ligand (FasL) expression and 

subsequent mediation of Fas death signaling account for aburatubolactam C (a novel inhibitor of 

supperoxide anionic generation) induced勾optosisin Jurkat cells (32). In the present study， three of 

protein kin蹴 acti樹凶 wereinvestigated， protein t戸osine凶 ase印刷ty(Pτ'K) which are 

r凶 ponsゐlefor less出an1 % of protein phosphorylation within cells; and two serine/threonine 

kinases， protein kin蹴 C(PKC)組 dcAMP-dependent protein kin蹴 (PKA)activities. We found也at

SMDsi伊出回目 inhibitedPTK activiザbythe co脱出副onof 10.μg/ml. on the other hand， SMD did 

not affected PKA activity and PKC activity in the celllysate， al出oughwhen exposing in也ctcells to 

SMD， PKC activity was inhibited. Thus， suggesting出atSMD may act through inhibition of protein 

tyrosine kinase activity， and subsequently suppressed PKC activity出atis in downs仕eamof PTKto 

induce cell apoptotic death. Our finding also indicated也atSMD is a novel protein tyrosine kinase 

inhibitor. 

τ'he bcl-2 family including its homologues，釦d回 spasefamily of cysteine prote鎚 esplay import釦t

roles in regulating apoptotic cell death induced by a varieザofstimuli in mammalia cells (33・36).Bcl-

2 gene f;出nily，ac白19拭 acen回 1checkpoint in也eapoptotic pathway， can suppress apoptosis. while， 

caspase family of cysteine protease facilitate apoptosis也atfunctional site is in出edowns位eamofbcl・

2 inf1uence (37). In this study， we examined也eeffect of SMD-induced apoptosis on the叫 ression

ofbcl-2組 db鉱.We found出拭 aobvious amou出 ofbcl-2 protein (Fig 8，9)釦 dmRNA(日g11) 

were seen after 12 h of位eatmentwith IL2. However， both bcl-2 protein and mRNA were inhibited 
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by SMD trea回lent.In contrast， bax protein was not ch釦 gedwhen the cells exposure to IL2 

depriv:ation or位回国entof IL2 or SMD， suggesting也atSMD induced apoptosis也IOUghthe 

alteration of bcl-2 protein level and mRNA expression， but not也Iough也atof bax protein level.τ'he 

date presented herein argu国也eratio of出eexpression of bax to bcl-2 play a predomin組.trole in出e

apoptosis process， up-regulation of b鉱 ordown-regulation of bcl-2 facilitat回 apoptosis(38). 

Recently， in some system， bax binding bcl-2 was not su箇cientto prevent apoptosis叩 d也e

overexpression of bcl-2 or bcl-XL can repress apoptosis in批 absenceof bax (39，40). These 

observation are concomitant with our findings.百lemechanism of bcl-2 on anti-apoptotic properties 

has also been elusive. Bcl-2 is considered as a phosphoprotein. It may be regulated by 

phosphorylation (41，42). Bcl-2 prevent apoptosis also伽 oughblocking cytochrome C release from 

mitochondria (43). We ne泣 measuredcaspase-3/CPP32 activity to understand whether or not caspase 

family of cysteine proteins contribute to也eapoptosis process induced by SMD in C孔L・-2cells， 

because overexpression of出岱epro同 ses企eq町 ltlyresults in apoptosis (44) and bcl-2組 dcaspase 

inhibitor can abrogate the activation of caspase leading to cell survival(37). Rescently， Hughes et al. 

reported出atdisruption of the natural K + elec甘'ochemicalgradient suppressed出eactivity of both 

回 spaseand apoptosis induced by glucoco吋coiddexamethasone， thapsigargin佃 dstaurosporin (36). 

Inpr回 entstudy， we shows血at釦 increasein caspase-3 activity in response to both IL2 deprivation 

組 dSl¥1D・岡田entwas observed (Fig 14).τ'hese results suggested版図spおか3protease is 

involved in the apoptosis process in C孔L・-2cells， although the involvement of lCE family proteases 

other出ancaspase-3 on the apoptosis proce路 isnot yet cle訂.
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Protein kinase C (PKC) is in白natelyinvolved in也eregulation of cell proliferation and cell 

survival (45). TP A， a protein kin蹴 Cactivator， have been reported to pro包ctseveral celllin回企om

apoptosis induced by a variety of agents (46，47). our studies shows也atPKC activity was inhibited 

出roughsuppr回singPTK acti吋tyin apoptotic cell death by SMD組 dτ'PAロna伐enuateapoptotic 

cell death induced by SMD.τ'his was interpreted to be due to PKC activation. N ow it is uncle紅白at

why activation of PKC blocked apoptosis induced by different agents. A correlation has been 

observed between the dephosphorylation組 ddownregulation of cPKC and the induction of 

apoptosis，叩dsuggesting PKC'provides a survival si伊 l血at叩 besupplied by PKCαalone (25). 

Knox et al (48) reported出atthe PKC isozyme dis回butionare associated wi出血 regulationof 

apoptosis in s回.tifiedsquamous epithelium and coincident wi白血epr回 enceof bcl-2 protein. We 

also shown出at胃 'Areduced the extent of cell death at 1回 stinP訂tby increasing the expression of 

出ebcl-2叩 6・apoptoticprotein and inhibi白19of casp凶 e・3activity. our observations訂econcomitant 

with above reports. 

In summary， in出isstudy， we conclude出atSMD possesses potential antiproliferative activity也at

rapidly induces apoptotic cell death in CTLL・2cells.τ'his apoptosis proc回sis correlated with the 

inhibition of protein tyrosine phosphorylation， protein tyrosine kinase and subsequently suppression 

of protein kinaes C出atis in downstream of PTK wi出outaffecting PKA activity，ぉ well鎚出e

decrease in bcl-2 protein釦 din口問sein cぉp出 e・3activity，叩dsuggesing出atSMD is a protein 

-tyrosine kinase inhibitor and expected to be a promising candidate for novel antiproliferative 

therapeutics. Our results also imply血atmultiple parallel and possible independent apoptotic pathway 
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exist in CTLL・2cells ra出er出組asingle linear pa出way.
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Fig 1. Effect of SMD on the cell viability in CTLL・2ceIIs.τbe cells in the exponential 

growth were harvested and starved in也efresh RPMI 1640 wi也 10%FCS without TCGF for 8・10

h. SMD were added to the culture for 30 min before the addition of IL2. Viable cells were measured 

by句P組 blueexclusion. D鳩町田租土 SDof出reedeterminations. (A)阻netiα.t p<0.05釦 d

tt p<0.01 comp訂edto time 0 h. * p<0.05佃 d村 p<0.01compared to IL2 alone at each ti血epoint. 

(B) Dose-response.本 p<0.05釦 d* *p<0.01 compared to IL2 alone. 

Fig 2. Effect of SMD on DNA fragmentation in CTLL・2c e 11 s. The cells were incubated 

and harvested after the addition of SMD and IL2 for ag訂osegel electrophoresis analysis as described 

in Materials and Me出ods.(A) kinetiω. SMDis 50μg!ml， and Herbimycin A (Hb A) is 0.25μM/ml. 

(B) Dose-response.百 e. cells wereωl旬redup to 16 h. Lane 1: without IL2， Lane 2: wi也IL2，Lane

3: Herbimycin A (0.25，uM!ml) plus IL2， Lane 4: 0.1 % DMSO plus IL2， Lane 5: SMD 0.5μg!ml plus 

IL2， Lane 6: SMD 5μg!ml plus IL2， Lane 7: SMD 10μg!ml plus IL2， Lane 8: SMD 20μg!ml plus 

IL2， Lane 9: SMD 50μ:g!ml plus IL2， Lane 10: SMD 100μg!ml plus IL2. 

Fig 3. Effects of IL2 and SMD 00 tyrosioe， serine and threooine phosphorylated-

proteins in CTLL・2cells.百lecells were incubated stimulated with IL2 and SMD and harvested 

at 10 min. Cellular proteins were ex回 cted叩 dsepar蜘 dby SDS-PAGE elec住ophoresis.百le

tyrosine， serine and threonine phosphorylated-proteins were detected by westem blot analysis with 

組 ti-phosphotyrosine，anti-serine and anti-threonine antibodies as desロibedin Materials and 

Methods. M: Molecular size of protein was measured using Protein Molecular Weight Marker出血e

st釦 d訂d.百leresults are企omthree independent experimen箇.(A) Protein t戸osinephosphrylation. 

(B) Protein serine phosphorylation. (C) Protein threonine phosphorylation. 
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Fig 4. The extent of tyrosine， serine and threonioe phosphorylated-proteio was 

meas~red by a laser deositometer. (A) Phospho勾rosine91 kDa protein. (B) Phospho-

tyrosine 80印 aprotein. (C) Phospho勾rosine55 kDa protein. (D) Phospho・serine.46.5印a

protein. (E) Phospho・threonine31.5kDa protein. 

Fig s. Effect of SMD 00 protein tyrosine kinase activity (PTK) io CTLL・2ceIls. (A) 

E百ectof SMD on PTK activity in in旬ctcells. SMD (50μglml)組 dIL2 were added to the cell culture 

at 370C in the indicated也neto me弱 urePTK activity as described in Materials and Methods. 

*p<0.05，村p<0.01and op>0.05 compared to IL2 values at each time point. tp<0.05担 dt p>0.05 

compared to也ne0 hr. (B) Effect of SMD on PTK activity in the cell lysate. NS not significant 

difference and ** p<0.01 compared to with or without IL2 values， respectively. 

Fig 6. Effect of SMD on protein kioase C activity (PKC) io CTLL・2cells. (A) 

Effect of SMD on PKC activity in intact cells. SMD (50μglmりandIL2 were added to the cell culture 

for 10 min at 37
0C and harvested to detect PKC activity as described in Materials and Methods. 

**p<0.05叩 dNS p>0.05 comp訂edto IL2 values. (B) Effect of SMD on PKC activity in the cell 

lysate. t not signifi回 ntlydi百erentcompared to without IL2 values. 

Fig 7. Effect of SMD 00 cAMP-Depeodent Protein Kioase Activity (PKA) io CTLL-

2 ceIls. (A) Effect of SMD on PKA activity in intact cells. SMD (50μ:glml) and IL2 were added to 

the cell culture for 10 min at 370C and harvested to detect PKA activity笛 describedin Materials and 

Me出ods.τ'herewas no si伊追cantdi百erencein each groups (p>0.05). (B) Effect of SMD on PKA 

activity in the celllysate. t not signifi伺 ntlydi百erentcomp訂edto without IL2 values. 
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Fig 8. Time-course of SMD effect 00 the expressioo of bcl-2 proteio io CTLL・2

celIs. SMD (50μglml)組 dIL2 were added to也.ecultures， and the cel1s were incubated and 

harvested at indicated血 esto detect the level of bcl-2 protein. (A) Westem blot analysis. (B) 

Densitome凶canalysis of bcl-2 exprl白 sionusing a laser densitometer. 

Fig 9. Dose-respoose of SMD effect 00 the expressioo of bcl-2 proteio io CTLL・2

cells. SMD at indicated concentrations佃 dIL2 were added to也.ecultures.τbe cel1s were incubated 

組伯郡白ted司 12h for the detection of bcl-2 protein. (A) Westem blot組 alysis.(B) Densitome位ic

analysis of bcl-2 expression using a laser densitometer. 

Fig 10. Effect of SMD 00 the expressioo of bax proteio io CTLL・2ceIls. SMD組 d

IL2 were added to the cultures， and the cells were incubated and harvested at 12 h for the detection of 

bax protein. (A) Westem blot analysis. (B) Densitome仕icanalysis of bax expression using a laser 

densitometer. 

Fig 11. Effect of SMD 00 the expressioo of bcl-2 mRNA io CTLL・2cells. The total 

RNA was isolated企omthe cells位eatedby SMD釦 dIL2 at 12 h. mRNA was analyzed by Northern 

blot analysis. (A) Northern blot hybridization of bcl-2 mRNA. Lane 1: without IL2， Lane 2: wi也

IL2， Lane 3: SMD 50μ:glml plus IL2. (B)百lerelative amou略 ofbcl-2 mRNA expression， as 

determined by a laser densitometer， and standardized to the amount of 18s・cDNAmRNA and 

expressed in arbi位aryunits. 

Fig 12. Effect of TPA 00 DNA fragmeotatioo io the apoptosis ioduced by SMD. 

SMD was added to the cultures for 30 min before the addition of IL2組 dTPA.百lecells were 

incubated and harvested at 16 h. DNA企agmentationwas analyzed鎚 describedin Materials and 
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Methods. Lane 1: wi出outIL2， Lane 2: wi也 IL2，Lane 3: SMD (20岬 'ml)plus IL2， Lane 4: SMD 

(20μg!ml) plus IL2組 dTPA (0.05μM Iml)， Lane 5: SMD (50μg!ml) plus IL2. Lane 6: SMD (50 

μ:g!ml ) plus IL2 and百'A(0.05μM/ml).

Fig 13. Effect of TPA on the expression of bcl-2 protein in the apoptosis induced 

by SMD. SMD (20μg!ml)， IL2 and TP A were added to the cultures.τ'he cells were incubated and 

h訂 V岱 tedat 12 h for the detection of bcl-2 protein. (A) Westem blot analysis. (B) Densitome位ic

analysis of bcl-2 expression using a laser densitometer. 

Fig 14. Effect of SMD and TPA on caspase-3 activity in CTLL・2cells. SMD， IL2 and 

TP A were added to the cultures.τ'he cells were incubated and harvested at 16 h to meぉurecaspおか3

activity鎚 describedin Materials and Methods. *p<O.Ol comp訂edto IL2 alone. tp<0.05 compared 

toSMD20μg!ml plus IL2. ttp>0.05 comparedωSMD50μg!ml plus IL2 . 
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2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等においての口頭発表 ⑤・ 無 (学会名・内容)
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2. Brain (in submission) 

Essential role ofthe human right parietal cortex in Japanese mirror reading: 

an fMRI study. 



3.今後の研究計画

1) tMRIおよび PETによる Binswanger病における脳循環代謝に関する研究。新しく開

発された伽lRI装置を利用して perfusionイメージと diffusionイメージを得ることで

Binswanger病の白質及び大脳皮質の湛流状態を評価する。同一症例で P町による 150標識

ガス持続吸入法を用いて局所脳血流、脳酸素代謝率の測定を行い、fMRIで得られたデ}

タとの関連を検討し、その白質病変がすべて虚血によるものか否かを明らかにする。

2 )血小板凝集能・赤血球変形能・血液粘調度を測定することにより血液レオロジーの面

から Binswanger病の病態生理、発症機序を解明する。今後では Binswanger病の形成に血

液粘調度・赤血球変形能などの血液成分が関しうるか否かについて研討する。 Binswanger

病を対象として、赤血球変形能・血小板凝集能・血液粘調度を測定し、これらの血液レオ

ロジー学的指標と Binswanger病の白質病変の程度及び痴呆の程度との関連性について検討

する。

4.研究指導者の意見

董氏は脳血管障害や痴呆疾患に興味を持ち，特に脳血管障害発症に関連して，血小板凝集

能や赤血球変形能に関しては中国ですでに充分な実績を有しています。京都大学の研究室にお

いては最近二年間の研究で，慢性脳梗塞における大脳皮質の中枢ベンゾジアゼピン受容体をシ

ングルフォトン断層法によって画像化し，極めて重要な成果を得ました。この研究成果は国際

雑誌に採択され，虚血性脳血管障害の病態解明に貢献し， 昨年の一年間でfM悶を用いて、

日本語鏡像文字の判読の脳内メガ二ズムに関する研究を行い、その研究成果は国際学会に発表

する予定であり、さらに、論文として国際雑誌に投稿中である。萱氏は充分な実験手技および

研究能力を備えていると判断されます。

董氏は学業が極めて優秀で，真面目な研究態度を持ち，長期にわたる実験計画を着実に達

成しつつあります。また，董氏は論理的思考に富み，実験データの処理・解釈にも有能で，協

調性にも富み，他の教室員との共同研究にも積極的に参加しており，研究者としての将来は極

めて有望であると考えます。

研究指導者氏名柴崎 浩 (議

5.研究報告

別紙形式を参考に、報告本文4000字以上で報告して下さい(枚数自由・ワープロ使用)

タイトル・要旨等は日本語で、 KEYWORDS以下は日本語或いは英語で記入して下さい。

研究成果の発表予定がある場合は発表原稿・抄録集等を添付して下さい。

論文発表に当つては、日中医学協会一日本財団補助金による旨を明記して下さい。



日本語鏡像文字の判読の脳内メガニズム i 

教授

蓋趨

中国天津医科大学付属病院神経内科 ・医師

京都大学大学院医学研究科脳病態生理学講座臨床脳生理学浩柴崎

日本語鏡像文字の判読のメガ二ズム

本研究では磁気共鳴機能画像(flv1RI)を用いて、平仮名の鏡像文字を判読する課題を
行い、その脳内神経機構を明らかにした。両側上下後頭回、左下後頭回、左下側頭葉、
両側紡錘回、右上頭頂小葉、左前頭下回、右小脳半球に賦活がみられた。これらの結果
から、平仮名の鏡像文字の判読にはニつの神経経路、一つは視覚空間情報の処理に関わ
る背側伝導経路;もう一つは物体認知に関ねる腹側伝導経路)が関与することが示され
た。さらに、右半球の上頭頂葉皮質におけるflv1RIの信号変化と課題の error指数との
聞に有意な相関が見られた。従って、右の上頭頂葉皮質は日本語鏡像文字の判読に最も
重要な役割を果たしてることが推測される。

KEY WORDS 

‘ 

mirror reading; flVlRI; right parietal cortex; reaction time; activation 

Research Report 

Neural mechanism of Japanese Mirror Reading 

Background and Purpose 

Mirror phenomena in language which include mirror writing and reading紅echaracterized as 

!

1
・
1

1

1

1

1

'

l

writing or reading which runs in the opposite direction to normaI writing or reading， with 

Critchley described the condition of mirror writing in reversaIs of words as welI as Ietters. 

normaI subjects when出eyareぉkedto write on出eirforehead or on the underside of a table 

The purpose of our study is to investigate the neuronaI substrate which is associated • 、‘，
J

--aA 
，，‘、

with Japanese mirror reading. 

AIl participants are native I 

Materials: Japanese words writlen in kana were chosen from the vocab叫aryof Japanese highr 

For' 

Experimental d mign:;  

Materials and Methods 

Subjects: Ten normaI volunteers participated in the fMR1 study. 

speaker of Japanese. 

Words used here are composed of3 or 4 Jap如 esekana phonograms. school textbook. 

each word， a nonword was created by changing one or two phonograms in the word. 



The study consisted of two fMRI sc釘mingsessions. In each session， subjects performed a 

lexical decision (word/nonwordjudgment) task on items visually presented in ei也ermirror 

reversed or normal orientation during altemating blocks lasting 30 s each. Participants were 

told to press one response key if the item appearing on也escreen w出 aword， and to press 

the other one if the item appearing on也esc問 enwas a nonword. 

fMRI procedure: Subjec臼 laysupine in the MR scanner. fMRI imaging was performed by 

1.5 T whole-body scanner， In each session， 33 functional images were acquired. A Tl・

weighted 3D anatomical image of each participant was obtained after the functional 

ロleasurements.

Data analysis: Functional image processing was performed on UL TRA-2 workstation. 

After image reconstruction， data were analyzed with SPM96 (2). Images were realigned， co・

registered with the participant's struc卸ralMRI and spatially normalized to allow group 

analysis. Afterwards， data were spatially smoothed. For detecting the common activation 

among participants between mirror reversed and normal orientation condition， we used the 

random effect model kit of SPM96 (3). The threshold for statistics was set at Z > 3.09 with 

p value less也an0.05 correction for multiple comparisons using the theory of Gaussian fields. 

ResuIts 

Behavioral data: 

百lereaction times (RTs) ofthe lexical decision task were significant increased for mirror 

! reversed items由anfor normal orientated items. The mirror nonwords decision required the 

longest RTs for correct responses (1455 ms)， fol1owed by the mirror reversed words (1216 

ms)， the normal orientated nonwords (986 ms)， and也enormal orientated words (820 ms). 

m征RIfinding: 

Bilateral occipital regions， bilateral temporal regions， and right superior parietal region were 

found to be strongly activated. In the occipitallobe， activations were identified bilaterally in 

the superior and middle occipital gyri which coπespond to Brodmann' s訂ea(BA)18，19. 

Temporallobe activation was detected in the left inferior temporal gyrus (BA 37) and bilateral 

FG (BA 19). In the parietallobe， a strong consistent activation located in the right superior 
parietal cortex (SPC， BA 7) w，部 foundonly in the right hemisphere. 

- ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 4・・----・・・・・・・・・・・------------



Discussion 

In the present study， we have used Japanese kana mirror reading task to demonstrate the 

neural subs仕atefor this special kind of reading skill. 

E吋dence企ompatients with parietallesions along with evidence企omstudies of normal people 

using functional neuroimaging method suggest也atparietal cortex play an important role in the : 

processing of mirror reversed verbal or nonverbal stimuli. Alivisatos and Pe甘ides，who 

measured regional cerebra1 blood flow with PET， reported a significant increase of cerebral 

blood flow in the left parietal region when subjects mentally rotated alphanumeric stimuli (4). 

However， Kosslyn found task-dependent right inferior parietallobe activity (5). Because the 

" : mirror reading task requires substantial visuospatial transformation which relies upon血eright 

dorsal visual pathway， it is likely出atthe activation detected in出eright SPC in the present 

study w回 associatedwi也 spatialtransformation of mirror reversed kana items. 

PET studies of reading indicate出atleft fusiform gyrus and ex位astriatecortex訂 einvolved in 

letter recognition processing . . We believe也atthe left fusiform gyrus and left inferior 

temporal region might be associated with these processes. 百lIshypothesis is consistent with 

the previous observations of activation in the left temporal object recognition紅 eafor reading 

mirror reversed letter strings (6). As a conclusion， mirror reading was associated with 

activation in widespread cortical regions which include bilateral occipital， bilateral temporal， 

right superior parietal， and left inferior企ontalcortices. 
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3.今後の研究計画

遠隔医療効率向上のために、医用静止画像及び動画像の伝送、画質の改善を目的として、下記のa，払 Cの研究を予

定している。

a. 静止画像

比較的快適な環境でかなり高い信頼性をもって診断支援を可能とするための画像のデ、ジタノレ化条件、デジタノレ画

像の表示条件等を探究したい。また静止画像のサイズは伝送時間と直線関係がある。パソコンテレビ会議システ

ムを用い場合、経済性と使い勝手を考慮、して、パソコンテレビ会議システムにどのくらい解像度の静止画像が診

断支援として的確かつ、経済性が満足であるかを研究したい。

b. 動画像

ISDN64電話回線3本で用いて、 UCG、CAGのビデオ画像伝送を行いたい。また画像再生スピードを変えて、その画

像を評価したい。

c. さらにケーブルテレビネットワークを用いて、医用動画像及び静止画像の伝送を行いたい。

d. 中国における都市部及び農村部における遠隔医療の必要性の調査を行う。

4.研究指導者の意見

徐君は名古屋大学医学部医療情報部大学院生として、病院管理学、心電図自動解析、医療情

報システム、特に遠隔医療システムの研究をし、当部はその指導的役割を果たしてきた。徐

君は中国上海第二医科大学卒業した医師であり、中国における医療状況を熟知し、遠隔医療

必要性を感じている大学院生である。従って、当部での遠隔医療研究を熱心に行い、肺がん

診断についてのテレビ会議システムの研究に高い成果を上げ、さらにシステム発展に努力し

ている。この技術と知識を中国における、医療システムの改善に応用したいとの希望が大で

ある。

研究指導者氏名 山内ーイ言 九一

5.研究報告

別紙形式を参考に、報告本文4000字以上で報告して下さい(枚数自由・ワープロ使用)

タイトル・要旨等は日本語で、間YWORDS以下は日本語或いは英語で記入して下さい。

研究成果の発表予定がある場合は発表原稿・抄録集等を添付して下さい。

論文発表に当っては、日中医学協会一日本財団補助金による旨を明記して下さい。
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X Zhixingt， K Yamauchil， M Ikedal， Y Shut， Y Hasegawa2 

IDepartment ofMedical Infonnation and Medical Records， Nagoya University Hospital 

. 2First Department ofInternal Medicine， Nagoya U凶versity，School of Medicine 

(Corresponding author) 

Xu Zhixing 

Dep紅町lentofMedical Infonnation and Medical Records， Nagoya University Hospital 

Nagoya University Hospital， 65， Tsurumai-cho， Showa-ku， Nagoya 466・8560，Japan. 

TEL: +81・52・744・2667;FAX:+81・52・744・1356

E-mail: xuzhixin@med.nagoya-u.ac.jp 

1 



Summary 

Chest radiographs of 50 patients， including 25 wi也lungcancer were digitized at 100 

dpi resolution and saved in也eJPEG format at a low compression rate. Four respiratory 

specialists observed these images on a video-teleconference system display with 

800x600 pixels resolution. After one month， they observed original chest radiographs. 

ROC analysis wぉ performedof the釦 swersbased on a 5・pointconf・idenceSeale.百le

observer-specific Az index values for the video-teleconference system ranged企om

0.803 to 0.944， and the corresponding Az values for the conventional radiographs from 

0.926 to 0.957. No differences were found between the video-teleconference system 

image and original images， showing出ata video-teleconference system will be useful as 

a supplement to a diagnosis of chest X-ray films. 

2 



Introduction 

Most ofthe many clinics in Japan訂 es包宜edby general practitioners. These clinics 

often need the real-time input of medical specialists suchぉ radiologists，pathologists 

and so on for the improvement of diagnosis and trea凶 ent.Until quite recently， it W:ぉ

difficult to obtain出iskind of specialized help. The real-time transmission of medical 

images to medical specialists and discussions wi也themhave long been sought "by 

medical practitioners. Now the rapid development of digital radiograph systems， digital 

data networks and video-teleconference so武waresh出 putsuch help within their reach. 

Medical specialists can also offer real-time radiological support and other assist釦 ceto 

medical practitioners using this new equipment. Such collaboration may lead to 

improved patient care and avoidance ofunnecessary patient transfers. 

The world's first medical-image transmission system w笛 developedsome出irty

ye訂 sago， using TV camerぉ andTV signal transmission 1. In early trials， the image 

quality wぉ notgood enough， and the diagnostic accuracy of the transferred images wぉ

lower出anexpected. Now the transmission of medical images is possible via any of 6 

modes: (1) Internet， (2) Integrated Service Digital Network (ISDN) narrow and broad 

band， (3) public telephone lines， (4) cable TV networks， (5) communication satellites 

and (6) mobile phones2
• The rapid development ofmodern communication technology 

3 



provides medical diagnosis叩 d仕切.tmentwith new opportunities3
• Now， on video-

teleconference systems訂'eavailable at low cost to small and outlying hospitals. 

Considering its cost-e能 ctivenessand e出 eof operation， we decided on a low-cost 

video-teleconference system which is able to transfer both still images and moving 

medical images through ISDN 64， and to allow collaboration wi也thoseusing personal 

computers. This system is extremely versatile and very eぉYto operate. 

Although a large number of studies have been done on the diagnostic performance 

of digitized soft-copy images on a CRT display， most of thern dealt with very expensive， 

specially equipped high-performance workstations. Therefore， we intend to apply the 

PC-based low-cost video-teleconference systern to the teleradiology systern， especially 

in this study， and we have evaluated this video-teleconference system for the detection 

and diagnosis oflung cancer on chest radiographs， using ofreceiver operating 

characteristic (ROC) analysis. 

Methods 

Video-l司eleconferenceSystem 

百levideo-teleconference systern used in this study was cornposed of personal 

computers (OKI， if station 5133)， a sc紅mer(EPSON GT・8500sc出mer)，and 

4 



speakerphQne. The PC-based videQ-telecQnference SQ食W訂 e，PictureTelPCSlive50， wお

ins也lled，組ditwぉ cQnnectedtQ出eISDN netwQrk at 128 kbitls.百lepersQnal 

cQmputer systems used釦 IBMcQmpatible Qne wi血32MB RAM， 1 GB hard disk， and 

a 17・inchcQIQr mQnitQr， with a resQlutiQn Qf 800x600 pixels， and w;ぉ abletQ display 

16，700 di宜erentQf CQIQrs. 

. Case Selection 

Fifty chest radiQgraphs were selected fQr the study by an experienced physician whQ did 

nQt participate in the Qbserver perfQrmance studies; 25 Qf these radiQgraphs featured 

lung cancers Qf varying subtlety， including metastatic lung cancers， while the Qther 25 

were either nQrmal Qr had SQme lesiQns Qther出釦 lungcancer. These radiQgraphs were 

Qbtained frQm patients hQspitalized企'Om1995tQ 1996 in the First Department Qfthe 

Intemal Medicine Qr ThQracic Surgery Qfthe NagQya U凶versityHQspital. 

Digitization and Display of Chest Radiographs 

The chest radiQgraphs were separated intQ the left and right sides， and were digitized 

and stQred separ剖elyQn the hard disk. This wぉ becausethe maximum size up tQ which 

出esc出mercan scan the image fQr digitizatiQn wぉ 210x297mm. We used a resQlutiQn 

5 



of 100 dpi to digitize the complete chest radiograph in order to adapt the image for 

display on a 17・inchcathode-ray tube (CRT) monitor σig 1). When the radiographs 

were digitized， a specialist with no involvement in the present study controlled image 

contrast， brightness etc. to keep the image quality at its maximum.百len，由edigitized 

images were compressed in the JPEG format at a low compression rate， and saved on 

the hard disk.百leaverage size of the stored image wぉ 55Kbytes， and its r品gew.ぉ 6-

. 86 Kbytes. 

The digitized chest radiographs were transferred by the applic剖ionshare mode (a 

function of video-teleconference softw訂 e)to the monitor for image reading and 

analysis (Fig 2). Between the initially digitized and transferred images， there were no 

significant differences in image quality4. In according to this， sep訂atetwo location 

obsetve the same quality image訂e也ought.

Observer Performance Studies 

F our respiratory specialists， each with more than 10 years of clinical experience， 

participated in the observer performance studies. For each observer， we previewed出e

image reading test composed of two reading sessions; in one session， the hard-copy 

screen-film images were interpreted using a conventional view box， and in the other 
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session， the soft-copy images on出e17・inchCRT monitor in video-teleconference 

system were interpreted. In the latter session， the observers were permi岱edto凶 e也e

V訂iousfunctions with which the system is.百lerewぉ aone-month interval between the 

two image reading sessions. 

Al由ough血eobservers were informed也atthe chest images might contain lung 

cance丸出eywere not informed of由epurpose of this s旬以 andwere blind to iridividual 

clinical information. They were asked to indicate the presence or absence of lung cancer 

on the following discrete five-point scale: 1 = definitely not present， 2 = probably not 

present， 3 = cannot be decided， 4 = probably present， 5 = definitely present. Reading 

time was not limited. 

To evaluate the observers' performance， the binormal ROC curves were estimated 

for each observer by means of the maximum likelihood method. The訂'eaunder the 

ROC curve (Az) wぉ used邸 anindex of performance. Az toge出erWl白血eslope釦 d

the intercept parameters of the binormal ROC curve when plo抗edon normal deviate 

axes were calculated for each estimated curve. The statistical significance of the 

difference between each pair of reading conditions wぉ analyzedby applying a Student t 

test for paired data to Az values. Here， a value of Pく O.05wぉ takento be significant. 

For each reading session， the overall performance ofthe observers出 agroupw出
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summarized wi也apooled ROC curve obtained by averaging the slope and intercept 

p紅白netersofindividual observer's ROC curves. 

Results 

The reading time of the chest radiography on出eCRT display and light box w出 less

出叩 30seconds for each cぉe.Fig 3 shows the four observer-averaged ROCもurves

obtained in the two reading sessions. The observer-specific Az index values for the 

video-teleconference system ranged企om0.803 to 0.944， and the corresponding Az 

values for the conventional radiographs were企om0.926 to 0.957 (Table 1). The ' 

performance for the video-teleconference system企om3 observers wぉ lower出組出at

for the conventional radiographs， but the opposite for the remaining observer. However 

there were no clearly significant differences between the video-teleconference system 

and the conventional radiographs (P = 0.07). Every observer wぉ satisfiedwith the凶 e

of the PC-based video-conference system. 

Discussion 

In any teleradiology system， the quality of the so武・copyimage on the CRT monitor is 

important. This image quality is determined by: the spatial and con位astresolution ofthe 
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~isplay device; background luminance level and luminance range of the display system; 

brightness凶 formity;ex凶 neouslight in the reading room; displayed field size; 

viewing distance; image motion and monitor flickering; signal-to・noiseratio of the 

displayed image; magnification functions; and也e凶 erinterfaces. 

The higher the resolution of the image on出eCRT display is， the better the 

radiologists diagnostic performance will be. 81ぉkyet al. reported由atthe di古erence

between a high-resolution workstation CRT display image and a conventional film 

images was often sma1l6• However， it is known也at也eradiologists diagnostic 

performance is not improved by improvements in the resolution power when the 

resolution is higher than 0.1mm pixel size (254 dpif. It is important in displaying 

radiography film that the minimum requirements be set拭 a0.2 mm sampling pitch (127 

dpi)， 10 bit densiザsamplingresolution for digitizing， and 1 OOOx 1 000 resolution degree， 

and 8 bit resolution in出edensity direction. However， the above-mentioned factorss 

make it difficult to define the exact requirements for image qualitya Physicians who 

practice telemedicine should be aw訂 eof these differences in image quality and adapt 

their practice accordingly. A physician is as liable for a diagnosis based on transmitted 

X-raysぉ heor she is for one by normal X-rays. Moreover， the complete chest image 

digitized剖 127dpi c出motbe shown on a 800x600 pixels CRT display of the kind 
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'!lSually used. Therefore， it is necessary to select the spatial resolution appropriate for the 

PC-based video-teleconference system. 

In a system built around a personal computer， the resolution of most CRT 

monitors is 800x600 or 1024x768 pixels. We scanned conventional radiographs wi也a

resolution of 100 dpi， and displayed them on出e800x600 CRT display in a PC-based 

system， and found也前也equality ofthese soft-copy images wぉ slightinfenor to也at

of conventional radiographs. In fact， the performance ofthree observers ofthe video-

teleconference system was lower than th剖 whenjudging conventional radiographs， 

although there wぉ nostatisticalIy significant di宜erencebetween the CRT images and 

the conventional film reading session. 

System based on the personal computer in this study is not expensive， so it will be 

readily affordable by cIinic offices of general physicians or in the outlying hospitals. 

Further more， it is reported出拭 interactive，low-resolution telemedicine is valuable for 

consultations between generalists and subspecialists8
• In the present s同dy，every

observer was able to indicate the site of the lung cancers， and to describe their sizes and 

shapes. All observers read each image within 30 seconds. 

In telemedicine， the time for image-file transmission should also be considered. 

The transmission ofhigh-resolution digital images required a longer time comp訂 ed

10 
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}v1也 low-resolutionimages. As the time of a transmission image is important for 

collaboration， the shorter the tIlne needed for image-file transmission the better. In our 

previous study， we found a close relationship between transmission time and the size of 

digital images
9， and也atthe time for a transmission image of 800x600 pixels w;ぉ 110

seconds by using ISDN 64. Ifthe chest radiographs are digitized at 100 dpi and也en

compressed in JPEG format， the range of file size w;出合om6 to 86 Kbytes，引出m

average size of 55 Kbytes. Even the maximum file (86 Kbytes) wぉ transferredwithin 

43 seconds， a tolerable time for a PC-based video-conference system.ηlUS， in terms of 

diagnostic performance and transmission time， the PC-based video-teleconference 

system will be acceptable for the consultation between generalists and subspecialists. 

Conclusions 

We evaluated the diagnostic performance of a PC-based video-teleconference system in 

the detection diagnosis of lung cancer on chest radiography. There w邸 nosignificant 

differ:εnce between the results of a PC-based video-teleconference system and the 

conventional radiographs， suggesting出atthe diagnostic performance and transmission 

time in a PC-based video-teleconference system would be acceptable for consultation 

between genera1ists釦 dsubspecialists. 
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Captions for Illustrations 

Fig 1 

百lepresent video-conference system， and presentation of chest radiographs on the CRT 

display. 

Fig2 

The observer wぉ readingthe soft-copy images on the 17・inchCRT monitor in video-

teleconference system. 

Fig3 

¥. The combined ROC curves of the CRT display image and the conventional film. 



The chest radiographs were separately 

scanned into the computer in the le白

and right side by side at 100 dpi 

The digitized left and right chest images 

were displayed side by side on the 17圃 inch

CRT display 

The present video-teleconference system: 

1. OKI If station 5133 PC 

2. EPSON GT -8500 scanner 

3. The speakerphone 

4. The CCD camera 

Fig 1 The present video-conference system， and presentation of chest 

radiographs on也eCRT display. 
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3.今後の研究計幽

心筋細胞膜 Na+.厄+突換(NHEl)輸送体の分子内機能ドメインを明らかにするための分

子生物学の研究に継続進めし、この輸送体にする心筋細胞膜内 pH及増殖因子や高浸透圧

制御の機序及ひ病態との関連を明らかにする。 Na+.圧子交換(NI王El)輸送体蛋白質の細胞質

ドメインの活性調節に、詳しい解析を行っている。

4.研究指導者の意見

5.研究報告

パン・テンシアンさんは、現在循環器病センターで Na+国+交換輸送体

(NHE)の構造と機能、特にカルシニューリン類似タンパク質(CHP)と

NHElとの相互作用に関する研究を行っています。 DNA、タンパク質、

細胞等の基本的な扱いをトレーニングした後、現在では十分一人で実験

を進めていけるまで成長しました。彼は熱心に注意深く実験を行う点で

大変優れており、彼が堅実な成果を収めてきたのもその彼の誠実な性格

がいい方に作用したものと考えています。初めのうちはコミュニケーシ

ョンがうまくいかなかったこともありましたが、最近彼の日本語と英語

の能力もかなり上達し、日常会話ではあまり苦労しないようになりまし

た。この調子でさらに飛躍するよう願っている次第です。
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研究テーマ:Na+lH+突換。任四1)~こおけるカルシニェーリン類似蛋白質の結合部位と

その役割

研究者:パン天期

中国での所属:中国武装警察部隊遼寧病院主治医師講師

日本での指導者:重川 宗一、‘日本国立循環器病センタ一分子生理部 部長、大阪大

学連携大学院医学部医学研究科教授

要旨:

細胞形質膜に普遍的に発現する Na+lH+交換。在四1)は、増殖因子や高浸透圧等、様々

な刺激によって活性化されることが知られる。活性化の全貌はまだ明らかでないが、 NHE1

の細胞質ドメインとカルモデエリンやその他の制御因子との相互作用が重要と考えられて

いる。 NHE1に結合する蛋白質としてカルシニューリン類似蛋白質(CHP)が最近クローニ

ングされたがι血 X，1996;93:12631・12636)、その NHE1における正確な結合部位と活性

.調節における役割には疑問が残された。私たちは、 CHP抗体と NHE1抗体、 NE四1の様々

なMBP融合蛋白質、 CHPの様々な GST融合蛋白質作成し、 invitroオーバーレイアツセ

イ、共免疫沈降法によって、 NHE1と CHPとの相互作用検討した。 CHPの様々な GFP

融合蛋白質作成し、細胞に NHE1とGFP・CHPとの相互作用検討した。その結果、 NE四 1

細胞質ドメイン中の膜貫通ドメインに近いアミノ酸 510・540がCHP結合部位同定された。

この領域は、以前報告されたもの(aa566・635)とは完全に異なる。私たちは最終目的に、細

胞に発現した変異蛋白質 NHE1 delat 515-530(aa515・530 を欠失)と NHE1

1522CID528C圧I529Cと、 CHPとの結合が検出できない程弱いことを確認した。また免疫

染色の結果、この変異蛋白質NHE11522CID528C圧王529Cの大部分は細胞内膜系(Golgi?) 

にとどまっており、 NHE1の膜へのターゲティングにおける CHPの関係が想定される。

細胞に NHE1とGFP-CHPとの相互結合が高浸透圧の調節を確認した。しかし一方で、こ

の領域は私たちが以前報告した pHi感受性維持、 ATP感受性、増殖因子活性化等に関与す

るサブドメイン I(aa503・595)の中にあり、 CHPがNHE1の活性調節に関与する可能性も

あり、現在より詳しい解析を行っている。



Interaction of the Na+/H+ exchanger (NHEl) with Calcineurin-homologue 

Protein (CHP): CHP Binding Domain and its Physiological Role 

KEYWORDS 

Na+-H+ exchanger，伺IcineurinB homologue protein， protein-protein interaction， in仕acellular

pH 

The abbreviation used are 

NHE1， Na+，瓜:+exchanger isoform 1;αIP， caIc泊eu出 Bhomologous protein; EIP A. 5・(N-ethyl・N

isopropyl)amiloride; GFP， green fluol¥凶centprotein; GST， gIutathione S-回 .nsferase;'MBP， maltose 

binding protein; pH;， intraceIlular pH; pH"， extracellular pH; SDS-PAGE， sodium dodecyl sulfate-

polyaロylamidegel electrophoresis; aa， amino acid. 

Purpose (目的)

百 eNa+，圧rexchanger (Nl司 isan impo由 ntre伊 lator白rintraceIlular pH (PH;)， ceII volume， 

組 d仕組sepi也eIialNa+仕組叩ort(1・3)・Itex却 sin vi巾aIlyaIl ceIls wi也 ceIltype-depende凶 pattem

of isoform expression. Among six knoWD isoforms of NHE， a ubiquitous isoform NHE1 is knoWD to 

ber叩idlyactivated in responseωa variety of extraceIlular stimuIi ranging from growth factoぉ to

mechanicaI stimuIi such回 hyperosmoticstress and ceII spreading (4-6). Some accessory regulatory 

factors has been四 ggestedto be involved in也eregulation of NHE1. Calmodulin is也efiぉtidentified 

regulatory factor that is involved in Ca2+ -induced activation of NHE1σ・9).Recently， the calcineurin 

B homologous protein (CHP) h出 beencloned路 acandidate for such regulatory factors of NHE1 (10)・

However， the CHP-binding domain wi也inNHE1 has not yet been precisely identified in that report 

(10)・Inaddition， evidence presented in that study (10) was not enough to understand completely a 

re gulatory role of CHP. In也is鈎ldy，we triedωidentify precisely the CHP-binding site within NHE1 

姐 dto clar均白erole of CHP by紐 alyzing也emut姐 tNHES也atc姐 notbind CHP. The data 

開館:est也atCHP may be involved in protein processing rather than也eaωteregulation ofNHE1. 



EXPERIMENTAL PROCEDURES (方法)

Antibodies. The NHE1句 ecificpolyclonal姐，tJoodyw出 purifiedfrom rabbits immunized 

'with maltose-binding prote泊。侶P)fusion protein∞ntaining出ecytoplasmic domain (aa 503・815)

of NHE1 ('η.τ'heα E句 ec出cpolyclonal組曲ody(IgG fraction) w踊 purifiedfrom rabbits 

immunized with GST.氾HP1-195 fusion protein. 

P/asmid construction and purifu:ation 01 fusion prote加'.All the plasmids used泊thisstudy 

were cons回 ctedbased on production of DNA fragments by polymerase chain reaction σCR)， 

ligation泊tovarious cloning vectoぉ andautomated sequencing of the inserted合agment.Pl回mids

were回 nsformedinto E.coli σm 101) for expression of the白sionproteins or plasmid preparation. 

MBPorGST白sionproteins were purified according to manufacturar' s protoco1. 

Cellsandp伽 Jidtranslection.百 eNa:官+ant在>orter-deficientPS 120 cells and transfect阻 ts

were maintained in Dulbecco's mod出edEagle's medium (D:ME問 containingお mMNaHC03 and 

supplemented with 7.5% (v/v) fetal calf serum， penici11in 50 units/ ml and streptomycin 50 mgIL in 

the pre田nceof 5% CO2• Cells σx10S cells/10 cm dish) were transfected with w辺dtype and various 

mutant NHE1 pl踊 midsor GFP-CHP pl錨 mids(20μg) by calcium-phosphate co・precipitation

technique. Cell populations白紙 stablyexpress NHE1 variants were selected by the官+みilling"(ll)，

組 dcells stably expressing GFP variants were selected with G418. 

Immunoblot and加 munoprec桝'alIon.For immunoprecipitaion， cells were harvested in a 

lysis buffer [containing: 150 mM Naα， 20 mM Hepesffris (pH7.4)， 1% Triton-1oo， 1 mM PMSF， 1 

mM benzamidine] and incubated for 1・2hours with polycIonal回 tibodiesagainst NHE1 orαfP in 

也epre民 nceof 30凶ofprotein A-Sepharose. The immune complex was washed 5 times with lysis 

buffer組 dproteins were eluted'wi也也esamplebu首位containing1 % SDS. Proteins were subjected to 

SDS-PAGE阻 dtransferred to immobi1on membranes. After incubation of membranes with 

antibodies， the blo匂 were 吋叩alized by enhanced chemiluminescence (ECL) and Konica 

immunostaining HRP 1000. In some e理erime凶 tos旬dythe interaction between NHE1 and CHP， 

membranes were incubated with 100μgofGST-αfP or MBP-NHE1 before incubation wi也白efiぉt

姐，tJoodies.

Measurements 01 the NoぜlJre:rchange activ句Iand pHi' The Na:官rexchange activity was 

evaluated by measuring EIP A-sensitive 22Na+ uptake acitivity using stable transfectants grown to 



conf1uence in 24-well dishes (12). For me細 rementof intracellular pH (pH;)-dependence of 22Na+ 

uptake， p:H; was clampedωvarious values by K+/nigericin (12). Change in pH; in re叩onseωvarious

extracellular stimuli w回 monitoredby equi勘 rationof [14C]benzoic acid using transfect蹴 grownto 

conf1uence in 24・welldishes. 

RESl江.TS(結果)

Idenl折'cation01 CHP-binding domain wit励 NHEl.In order to identify恥 CHP・binding

site within NHE1， we produced 24 MBP・NHE1fusion prote凶 conta・ningvarious regions of the 

cytoplasmic domain (aa 503・815)ofhuman NHE1. We also produced GST-CHP白sionprotein as a 

probe to detect the interaction between NHE1姐 dCHP in viu・0・MBP-NHE1Fusion prote泊swere 

四吋ectedωSDS・PAGEand GS下αIPoverlay assay. As a long purification st叩 causedprote泊

degradation， we initially checked whether CHP binds to MBP-NHE1 fusion proteins by姐 alyzing

directly total bacteria proteins without purification. We found白紙 GST・CHPstrongly bound to 

several MBP-NHE1 fusion pro匂inscontaining aa 503剖 5(complete cytopl白血icdomain)， aa503・

540， aa503-575 or回 515-575of NHE1， whereas it did not bind to other白sionproteins containing 

aa530-656， aa540-656 or aa560・815.τnesedata indicated that the CHP・bindingdomain exists in也e

N-terminus of印刷opl白血icdomain of NHE1. To confirm finally the CHP・bindingdomain， we 

produced three MBP-NHE1白sionpro.teins containing aa 503・815but lacking aa 515・520，515・5300r

510-530. We found也atGST・CHPdid not b包dto these deletion mutant proteins， although we 

detected a weak CHP-binding to the fusion protein lacking 515-520. Thus， we concluded白紙 the

CHP-binding domain is located in aa 515・5300fNHE1.

CHP・binding10 NHEl in vivo・Inorder to伽 dythe role of CHP-binding in也efunction of 

NHE1， we introduced several mutations into CHP・bindingdomain of NHE1. At也efirst， we 

produced也氏eNHE1 mutants (.1.510-515， .1.515・530or .1.510・530)deleted of aa 510・515，515・5300r

510・530and expressed them in也eexchanger-deficient cell PS120. We immunoprecipitated也e

wild-type or these deletion mutant NHES with rabbit anti-NHE1 antibody， or the endogenous CHP 

protein with rabbit anti-CHP antibody. We found白紙 thewild-type NHE1 was easily detected in the 

immunoprecipitates wi白 姐ti-CHPan曲 ody，or vice versa， that CHP was also detected in山

immunoprecipitates wi白姐ti-NHEl副加dy. As expected， NHEl deletion mutants were not 



detected in imunoprecipitates with anti-CHP姐 tibodyal也ougha little amount of d 510・515w筒

detected， indicating也ataa 515・530of NHEl is indeed the CHP-binding domain. Unfortunately， tbe 

Na官f+exchange印刷tyof celIs expressing tbese deletion mut姐 tsw踊 considerablylow as∞mpared 

ω也atof tbe wild-旬peNHEl， probably because of a severe mutation-induced change in conformation 

ofNHE1.τ'herefore， we凶edto introduce a more mild mutation into也eαE・bindingdomain of 

NHE1. Among more也姐 10mutants we凶ed，a mutant protein日22C.ρ528C!HS29C('也蹴細ino

acids were substituted wi也 cysteine)did not bindωCHP when CHP・bindingability w踊 checkedby 

in vitro GST-αIP overlay or by immunoprecipitation wi也叩tiCHP姐tJoody.In order to determine 

the localization of αIP protein in tbe cells， we produced a pl出 midfor CHP conjugated wi白 green

:t1uorescent pro句inGFP，位姐sfectedit into celIs and analyzed the localization of GFP :t1uorescence by 

∞nfocal microscopy. In也eexchanger-de宣cientcell PS120， most of G回目uorescencewas detected 

in也ecyto叩1.In contrast，泊 PS120 cells expressing the wild-type NHEl， GFP :t1uorescence became 

ωaccumulate in也eplasma membrane but not in也ecytosol. This result四 ggestthat NHEl is a 

major target for CHP in cells. As e却ected，G目白orescencewas not detected in the plasma 

membrane of cells expressing the mutant IS22C!D528C!HS29C. In addition， even in cells expre鎚ing

也ewild-type NHEl， GFP-fluorescence was not detected in the plasma membrane of cells co・

transfected with GFP・CHPdl60-180出atlost山 bindingability to NHE1. 

Charaderization ofNHEl mutants lacking CHP binding 

In order to s加dythe role of CHP-binding in regulation of NHEl， we used the mutant NHEl 

IS22C!D528C!H529C tbat lost the binding to NHEl， but retained a relatively high activity of the 

Na+!H+ exchange. The pH;-dependence of EIPA-sensitive 22Na+ uptake of cells expressing 

IS22Cρ528C!HS29C was almost the same as也atof cells expressing也ewild勾peNHE1. Depletion 

of cell ATP向。nglyinhibited 2lNa+ uptake activity by inducing an acidic shift of pH; dependence of 

也ismutant， like the wild-type NHE1. In cells express泊gNHEl， various extracellular stimuli are 

known to induce a long-lasting cytop加 micalkalinization也roughactivation of NHE1. We found 

也atthe cytopl回 micalkalinization was also observed in田llsexpressing 1522C!D528C.圧I529Cin 

re叩onseto all the. stimuli tested ('也rombin，PDGF， PMA， hyperosmolarity and LP A)，卸邸:esting也at

CHP・bindingis not involved in也eregula出 nof . NHE1. Next we tested the localization of this 

mut姐 tby confocal microscopy. Most of the wild-type NHEl protein w回 localizedin也eplasma 



membrane. In contrast， a relatively high amount of I522C/D528C/H529C protein was detected in the 

endomembranous strucωre around the nucleus as well as也epl出mamembrane. Our prelimin釘y

託udyrevealed白紙也isendomembranous structure is出eGolgi membranes. CoDSIstent with也is

finding， we found也atmore也祖 50%of山I522Cρ528C!HS29Cprotein expressed泊 cellsex:isted 

as四 immatureform wi也也emole叩 larweight of 90印.百edata回路銅山atCHP・bindingmay be 

involved in protein pro田 ssingof NHE1. 

DISCUSSION (:考豹

h也isstudy， we identified the CHP・bindingdom泊 wi也泊 NHE1. The identified CHP-

binding domain (aa 515-530) is located in the N・terminusof也ecytoplasmic domain of"NHE1.百e

cytoplasmic domain of NHE1 has previously been shoWn to be separ蹴 dinto at least four functional 

domains (aa 515・595，aa 595・635，姐 635・656，aa 656-815). Subdomain 1 (aa 515-595) has been 

shown to play叩 importantrole in pH;-maintenance， ATP-depletion-induced inhibition of NHE1 and 

growth factor-induced activation of NHE1. It is likely that distinct smaller regions within subdomain 

1 are involved in these multiple physiological roles.τ'he present data indicates that a part of 

subdomain 1 is also involved in the interaction with CHP. 

In this study， we expressed a mutant exchanger 1522C/D528C/HS29C that has no CHP-

binding ability but has a relatively high Na+!H+ exchange activity. However， this mut組 twas simiIar 

ωthe. wiId-type NHE1 in following po泊ts;1) pH; de戸ndenceof exchange， 2) .1¥.百 depletion-induced

of inhibition of exchange and 3) cytoplasmic alkalinization in response to various stimuli. 百 ese

findings四邸側 thatCHP-binding is not required for such白nctionsof NHE1. Our data are largely 

different from the pre吋ousreport (10). According to the previous repo託 (10)，C田 isan inhibitory 

protein and released from NHE1 through dephosphorylation of CHP upon stimulation of cells. 

However， we did not observed an alkaline shift in pH; dependence of exch姐 gein cells expressing 

I522C/D528C/H529C， that is e却ectedfrom CHP・inducedinhibition of exchange. We also observed 

a strong acidic shift of pH; dependence induced by ATP depletion and cytoplasmic alkalinization in 

E切 onseto thrombin， PDGF， hyperosmolarity (2∞mM sucrose) or PMA. These results are 

∞n5Istent wi也 ourpre吋ousreports that也eformer phenomenon is attributable to a limited fragment 



of aa 540・560(Ikeda et a1. unpublished observation)， whereas the la加 oneis attributable ωaa 566-

635 (13). 

At pre鴎 nt，也eprecise role of CHP is not known. However， the finding也ata part of the 

I522C/D528C，圧I529Cprotein is con田 ntratedin Golgi・like紺 ucture旭 cells，sugge幻也atCHPmaybe

involved in protein pro句 ssing. It is possible也at也eαE・bind泊gaccelerates the translocation of 

NHE1台。mGolgi cistemae ωthep加 mamembrane， although further御 dywould be required. This 

concept w回a1回四ggested企'oma recent report削 p22(i也esame prote祖師 CHP)is involved in 

vesicle回出c(14). Another posS1ole e理1姐 ationfor the role of CHP came from confocal microscopy 

叫>erimentwi曲 GFP・CHP.We observed that GFP-αIP accumulated in the plasma membrane only 

if we expressed NHE1 in PS120 cells， indicating that NHE1 is a major target for CHP. -'fhis finding 

leads to a novel concept也atNHE1 is required超 ascaffolding protein for recruitment of CHP to也e

plasma membrane. Future experi即時 woulddetermine the precise role of CHP・bindingto to 

NHE1. 
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Na・斤i.exchanger{NHE1)におけるカルシニューリン類似タンパ

ク貨の結合部位とその役割 アlanxlangPang、0 若林繁夫、
重川宗一(国立循環器病センター・rん凶仏ム

1998年

2D-
W03-06 

細胞形質膜に普通的に・発現する Na+/H+exchanger (NHE 1)は、 m煎因子や

高浸透圧等、筏々な刺激によって活性化されることが知られる。活性他の全貌

はまだ明らかでないが、 NHE1の細胞質ドメインとカルモデュリンやその他

の制御因子との相互作用が1Il要と考えられている。 NHE1に結合するタンパ

ク買としてカルシニューリン頬似タンパク買(CHP)が足近クローニングされ

たが(PNAS、93:12631，1996)、その NHElにおける正誌な結合郎{立と活性

調節における役割には疑問が残された。設々は、 CHP抗体、 GST-CHP融合

タンパク賀、 NHE1の銭々な?vIBP融合タンパク貨を作成し、 invitroオー

バーレイアッセイ、共免疫沈降法によって、 NHElと CHPとの相互作用を

検討した。その結果、 NHEl細胞質ドメイン中の股貫通ドメインに近いアミ

ノ酸 515・530が CHP結合郡位として同定された。この領主主は、以前報告さ

れたもの(aa566・635)とは只なる。設々は段終的に、細胞に発現した変Yiタン

パク質~515 ・530(aa515 ・ 530 を欠失)と CHP との結合が検出できない足弱い
ことを確認した。また免疫染色の結県、この変Yiタンパクfio515・530の大節

分は細胞内膜系(恐らく Golgi)にとどまっており、 NHElの股へのターゲティ

ングにおける CHPの関与が恕定される。しかし一方で、この領ほは衣々が以

前報告した pH.感受性維持、 ATP感受性、 m可HY子活性化等に関与するサブ

ドメイン 1(aa503-595)の中にあり、 CHPがNHElの活性調節に関与する可

能性もあり、lJl{'f.より詳しい解析を行っている。
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July 4th・5th1998 (Tokyo) 

高橋益広、盈u監査、真田雅好、高井和江、高橋英伸、青木定夫、小池 正、相沢義房樹状

細胞前駆細胞の特徴を有する急性骨髄性白血病 (FAB分類M5b): myelodendritic leukemia第

9回樹状細胞研究会平成 10年 11月7日(東京)

盈Lー愛畳、高橋益広、オスマン・ヤーセル、鄭 智菌、高橋英伸、鈴木訓充、新国公司、鳥羽 健、

青木定夫、小池正、橋本誠雄、古川達雄、相沢義房 K562に対する CIITA遺伝子導入によ

るHLA・DRとMHCclassI両者の発現第 40回日本臨床血液学会総会平成 10年 11月 11・

13日(金沢)

(2)学会誌等に発表した論文 ⑤- 無 (雑誌名・論文名)

1. Z. Zheng， M. 'l'akahashi， S. Aoki， K. Toba，_Aム担， Y. Osman， R. Aizawa， N. Takahashi， 

s. Hashimoω， S. Maruyama， '1'. F'urukmy仇 M..Narita， K. IGshi， T. Koikc， Y. Aizawa : 

Expx・CSSiOllof costimulatOl'Y molecules on colls derivod from human homalopoietic 

muligmmcies. J Exp Clin Cancer Res 17 (3) 251・2581998 

2. Yasser OSMAN， Masuhil:o TAKAHASHI， Tadashi Kon包， KenTOBA， Zhiyin ZHENG， 

Aichun LIU， Tutuo FURUKAWA， Sadao AOKI， Yosh江.usaAIZA WA  Generation of bcr-abl 

specifi.c cytotoxic T・lymphocytesby using dendritic cells pulsed with bα.abl (b3a2) 

peptide: Its applicability for donor leuk明 rtetransfusions in marrow grafted CML 
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3.今後の研究計画

G-CSF動員末梢血、骨髄、および臓帯血のCD34陽性細胞から樹状細胞へ誘導と応用

l 樹状細胞培養:G-CSF動員末梢血、骨髄および瞬帯血の単核球から、:MACSmagnetic beads 
を用いて、 CD34陽性細胞を純化する。種種サトカインを組み合わせて添加培養することにより、
CD34陽性細胞増殖と、 CD34細胞から樹状細胞への分化について検討する。
2 CD34陽性へ細胞のレトロウイルスベクターの遺伝子導入;EGFPCenhanced g陀 eenfluorescence 
proteln) cDNAを組み込んだレトロウイルスベクターをウイルス産生細胞に導入し、ウイルス価の
高い上消を作成する。 ウイルス培養上清をサイトカインで刺激した.cD34陽性細胞に加え、遺伝子
導入したのちサトカインを加え、樹状細胞へ誘導培養する。樹状細胞に特徴的加nAbCCD83，CD1a
など〉を用いたFACSanlysls行う
3 白血病に特異的な抗原のcDNAを組み込んだレトロウイルスベクターの作成:遺伝子導入した
CD34陽性細胞からD.Cへの誘導できれば、同一レトロウイルスベクターに、白血病に特異的な抗
原のcDNA(bcr-abDを導入する。 bcr-ablcDNAを組み込んだレトロウイルスベクター上清を作成し、
CD34陽性細胞に遺伝子導入し、 DCを培養する。このDCをstillllllatorとして、同一人のリパ球を
responderとするMLR行い、抗原提示能について検討する。白血病に対する、 DCを用いた免疫治
療の応用性を検討する。

4.研究指導者の意見

劉 愛春さんは、現在医学部大学院の 1年次に在学しております。学業成績は優秀で、特に専
攻している血液内科学の分野においては劉さん自身による研究成果を出しており、その研究成果
は、内外の学会に発表しております。第一演者としての学会発表は、 1)劉 愛春、高橋益広、
鳥羽健、ほか:血液細胞株における MHCclass IIとCIlTA発現の関連第 60回日本血液学会
総会平成 10年3月 25日-27日(大阪)、 2)劉愛春、高橋益広、オスマン・ヤーセル、
ほか :K562に対する CIlTA遺伝子導入によるHlA-DRとMHCclassI両者の発現第40回
日本臨床血液学会総会平成 10年 11月 11-13日(金沢)の 2つですが、 3)劉 愛春、高橋
益広、鄭智菌、ほか:骨髄、末梢血および脚帯血 CD34陽性細胞からの樹状細胞の培養第
61回日本血液学会総会 平成 11年4月 19日一21日(東京)も、発表の予定です。その他共
開演室とし，て2 岡本造血細胆移植学会、 The InternatiC>naI Soclety of Hematotherapy. and .. 
graft engineenng、 The Annual Meeting of the Japan Society of Gene Therapy、樹状細胞
研究会、 The AnnllaI Meeting of American Soclety of Hematology、癌特異的免疫療法研究
会など 15の学会発表を行っております。研究に対する態度は真剣で、最後まで粘り強く行い、
関連する文献も主体的に検索し、研究に応用しております。研究手技の修得にも非常に熱心で、

.各種の細胞培養、 l圏第細胞蛋白や遺伝子 (DNA、町ぜA)の抽出、遺伝子噌幅 (PCR法)、細胞
表面および細胞質内蛋白の解析 (FACS法)それにヒト細胞への遺伝子導入など技術を駆使して/ー-、
研究を進めています。このように、劉さんは HLA-DRや樹状細胞を応用した腫第免疫学の研発d々 &
に精力的に取り組んでおります。 研究指導者氏名伺采治歳 以t磁

5.研究報告
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タイトル・要旨等は日本語で、 KEYWORDS以下ば日本語或いは英語で記入して下さい。

研究成果の発表予定がある場合は発表原稿・抄録集等を添付して下さい。

論文発表に当っては、日中医学協会一日本.財団補助金による旨を明記して下さい。

、



造血器腫第細胞に対する免疫遺伝子治療の研究

研究者劉愛春

指導者相沢義房新潟大学医学部第一内科教授

要旨

樹状細胞は、強力な抗原提示細胞であり、ナイーブ T細胞に抗原提示が可能な唯一の細胞とさ

れている。最近、 GM-CSF、IL-4、TNF-α、SCFなどのサイトカインを用いることにより、骨

髄や末梢血の細胞から成熟樹状細胞を培養する方法が確立された。我々は、ヒト末梢血や瞬帯血

の付着細胞から単球由来の樹状細胞を培養し、その性状について検討した。培養した樹状細胞は

特徴的な「星」のような形態を示し、表面抗原では CD83、CD1a、CMRF-44が特徴的で、 FITC

結合 dextranの取り込みが認められた。樹状細胞は、混合リンパ球培養において:少数でも強

いアロ抗原刺激活性を示すだけでなく、 KHLを加ゑた混合リンパ球培養においては、自己リン

パ球に対しても刺激能が認められた。慢性骨髄性白血病の病因遺伝子と考えられている bcr-abl

に由来する b3a2ペフチドをパルスした正常ヒト末梢血付着細胞由来樹状細胞を加えて自己リ

ンパ球を培養することにより、 bcr-ablペプチドをパルスした自己マクロファージや HLA一致

患者からの bcr-ablを発現する白血病細胞に対する細胞障害性 Tリンパ球 (CTL)が誘導され

た。同様の腫境抗原ペプチドに特異的に作用する CTLの誘導は、急性前骨髄球性白血病に特徴

的にみられる PML-RARA仏)ペプチドをパルスした樹状細胞を用いた検討でも認められた。ペ

プチドでパルスした樹状細胞を用いた CTLの誘導においては、ペプチドと樹状細胞の間で MHC

拘束性が存在するものの、腫痕細胞に対する特異性が高く、腫療の免疫療法に応用できるものと

考えられた。特に骨髄移植後の白血病再発に対する DLTにおいては、 GVHはそのままで GVL

のみを増強することが期待され、良い適応になるものと思われた。緩解期の白血病症例や HLA

一致骨髄移植ドナーの末梢血から培養した樹状細胞に白血病細胞抽出液をパルスし、自己リンパ

球と培養することにより、白血病細胞に対する CTLが誘導された。腫揚細胞抽出液でパルスし

た樹状細胞を用いる腫療の免疫療法は、 MHC拘束性が無いことから、腫第症例に広く応用でき

るものと考えられた。本論文では、樹状細胞を用いた腫蕩に対する免疫(遺伝子)治療の現状と

将来の展望についても述べた。

KeyWords:樹状細胞、 bcr-ablペプチド、腫第細胞抽出液、細胞障害性Tリンパ球 (CTL)、

免疫(遺伝子)治療

1. 樹状細胞の培養とその性状

樹状細胞は、骨髄細胞、末梢血細胞、脚帯血細胞などから培養が可能である。骨髄細胞や瞬帯血

細胞からは、主に CD34陽性細胞を分離し、 GM-CSF、TNF-α、SCFなどのサイトカインを

加えて培養すると、 2--3週間で樹状細胞の増殖がみられる。また、末梢血や瞬帯血からの付着

細胞を GM-CSF、IL-4、TNF-αなどのサイトカインを加えて培養すると、 10日--2週間で単

球由来の樹状細胞が誘導される。末梢血から immunobeads法などで分離した CD3一、 CDllb-

、CD16一、 CD4+の細胞は、樹状細胞前駆細胞と考えられており、我々は、この細胞を GM-CSF

(100 ng/ml)、 IL-4(10 ng/ml)、 TNF一α(10ng/ml)を加えて培養した。培養翌日から

胞体に突起を有する樹状細胞が誘導されるた。細胞の由来や培養方法に関わらず、成熟した樹状

細胞はその名の示すように樹状の細胞突起が多数認められ、浮遊状態の細胞でも星が光を四方に

放っているように stellate見える。

細胞表面抗原としては、 CD1a.CD83. CMRF-44などが樹状細胞に特徴的とされており、 CD80

1 



、CD86、CD40などの共刺激分子や、 MHCclass 1、c1assIIは強陽性となる。単球やマクロフ

ァージと異なり、 CD14は陰性であるが、頼粒球系抗原である CD13や CD33、および CD54

(IC泊/，[-1)や CD58(LFA-3)などの接着分子は陽性である。

我々は、正常ヒト末梢血付着細胞から培養した樹状細胞について、その成熟度と細胞表面抗原の

発現の関連について検討した。その結果、 GM-CSFとlL-4を加えて培養した樹状細胞に比し、

GM-CSF、IL-4にTNF一αを加えて培養した樹状細胞では CD83や CMRF-44などの成熟樹状

細胞に特徴的な表面抗原が強い陽性となった。また、 TNF-αを加えることにより、 MHCclass 

II (HLA-DQなど)のほか共刺激分子である CD80や CD86も強陽性となった(図 4)。この

ように、 GM-CSFとlL-4により誘導された未熟樹状細胞は、 TNF-αの作用により成熟樹状細

胞となることが明らかとなった。

2.樹状細胞の食食能

樹状細胞が T リンパ球に抗原提示を行うには、樹状細胞が抗原となる蛋白質を取り込んで、細

胞表面に存在する MHCの溝にはまりこむ適当な長さとアミノ酸配列のペプチドに断片化(

trimming)する必要がある。我々は、 lL-2(300 U Iml)を加えて培養した瞬帯血リンパ球(

NK細胞およびT/NK細胞)と掛帯血付着細胞に CM-CSF(100 ng/ml)、 lL-4(10 ng/ml 

)およびTNF-α(10ng/ml)を加えて培養した樹状細胞について、 FITCの結合した dextran

を加えて反応させた後、 FACSで細胞質内の FITCを検出することにより、樹状細胞による

dextran分子の取り込みについて検討した。 dextranを加えて O"C (氷中)で反応させた細胞を

コントロールとして、 37'Cで反応させた細胞の取り込みを検討したところ、リンパ球では

dextranの取り込みは全く認められなかったが、樹状細胞においては明らかな取り込みが観察さ

れた。

3. 同種および自己混合リンパ球培養における樹状細胞の抗原提示能

樹状細胞の抗原提示能の指標として、同種および自己のリンパ球に対する混合リンパ球培養(

MLC)における樹状細胞の stimulatorとしての活性を検討した。正常ヒト付着細胞に GM-CSF

、lL-4、TNF-αを加えて培養した成熟樹状細胞は、 GM-CSFとlL-4のみで培養した未熟樹状

細胞や、末梢血単核細胞に比し、少ない細胞数においても、同種末梢血非付着細胞を responder

とする MLCで、強い刺激活性が認められた。また、自己末梢血非付着細胞を responderとする

MLCにおいても、抗原蛋白として KLH(keyhole limpet hemocyanin)を加える (100μg/ml

)ことにより、付着細胞に GM-CSF、IL-4、百-JF-αを加えて培養した成熟樹状細胞は、 KHL

の抗原提示による自己リンパ球に対する刺激作用が認められたロ

4.腫蕩ペプチドをパルスした樹状細胞による腫蕩特異的 CTLの誘導

樹状細胞は、抗原となる蛋白質を取り込み、細胞質内でprocessingし、抗原ペプチドを細胞表

面のMHCの溝に提示することにより、強力な抗原提示能を有することから、樹状細胞はいろい

ろな疾患の治療に応用できることが想定される。一方、腫第細胞は、腫窮化の過程で正常細胞に

は存在しない腫第特異抗原を発現する。腫蕩細胞がこのような腫第特異抗原を有効にリンパ球に

抗原提示することができれば、腫蕩細胞に対する細胞障害性免疫反応が起こるはずである。しか

し多くの腫露細胞においては、抗原ペプチドをMHC上に提示しても、 CD80やCD86などの共刺

激分子の発現がないかまたは弱く、有効な腫痕特異抗原の提示ができない。このような腫蕩に対

して、抗腫痛免疫反応を惹起させることによる効果的な免疫療法を確立する有力な方法の1つと

して樹状細胞の応用が考えられる。我々は、造血器腫療の腫露抗原を提示させた樹状細胞を用い

て、腫蕩細胞に対して反応する自己または組織適合抗原の一致した同種からの細胞障害性T細胞

(CTL)を誘導し、抗腫痕免疫療法に応用可能かどうかについて検討した。実際には、慢性骨髄

性白血病にML)におけるインターフエロンと併用した免疫療法の確立や血液幹細胞移植後の

再発に対するdonorleukocyte transfusion (DLT)への応用を目的とし、 bcr-ablペプチドでパ
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ルスした樹状細胞で刺激することにより、 bcr-ablペプチドに対し特異的に作用するCTLを誘導

することができるかについて検討した。加えて、急性前骨髄球性白血病 (APL)に対する免疫療

法の可能性を明らかにする目的で、本症に特徴的な遺伝子異常であるPML-RARAに由来するペ

プチドについても樹状細胞を用いた同様な検討を行った。

〔材料と方法]

細胞 :3名の正常人と 1例の CML症例の HLA一致骨髄移植ドナーの末梢血細胞(対象とした

細胞の MHCclass 1， class IIは表 1に示す)を用いた。

未熟樹状細胞の培養:末梢血付着細胞、または dendriticcell kit (MACS: Miltenyi Biotec， 

Germany)を用いた immunobeads法により末梢血単核細胞から分離した樹状細胞前駆細胞(

CD3-， CDllb-， CD16・， CD4+)をGM-CSF(100 ng/ml)と 1L-4(10 ng/ml)を加えて 3日

間培養Lた。培養は正常人においては自己血紫、骨髄移植ドナーにおいてはヒト AB血清をそれ

ぞれ 5%加えて行った。

bcr-ablまたはPML-RARAペプチドによる樹状細胞のパルス:12merのbcr-abl(b3a2)ペプ

チド (GFKQSSKALQRP)または PML-RARA仏)ペフチド (SGAGEAAIETQS)を培養した

未熟樹状細胞 (lXI06/m1 )に培養 3日目 (50ng/ml)と 5日目 (15ng/ml)寸こパルスした

成熟樹状細胞の培養:パルスした樹状細胞を GM-CSF、1L-4、TNF-α(10ng/ml)を加えて

さらに 5日間培養した。

腫第抗原特異的 CTLの誘導:自己末梢血非付着単核細胞(リンパ球)をパルスした樹状細胞(

30Gyの放射線照射後)に加え(混合比 10-200:1)、6日間培養した。

細胞障害性試験:正常人における検討では、自己末梢血付着細胞に M-CSF(50 ng/ml)を加え

て誘導したマクロファージに、培養 3日目に bcr-ablペプチドまたはPML-RARAペプチドを

パルス (501.1-g/ml)した細胞を targetとして用いた。また、 CML症例の HLA一致骨髄移植ド

ナーからの樹状細胞を用いた検討では、 CML症例の骨髄有核細胞を t訂getとして用いた。いず

れにおいても、樹状細胞で刺激したリンパ球を e百ectorとして、 targetcellの51Cr放出による

細胞障害試験を行い、 CTLの誘導を評価した。

【結果]

正常人Aにおける検討では、 bcr-abl(b3a2)ペプチドをパルスした樹状細胞は、単球由来及び樹

状細胞前駆細胞由来にかかわらず、 bcr-ablペプチドをパルスした自己マクロファージに対し強

い障害作用のある bcr-abl特異的 CTLを誘導することができた。ただ、 bcr-ablペプチドをパル

スした自己マクロファージに対しては、パルスしていない樹状細胞と培養したリンパ球もある程

度障害作用を示したが、これは、 targetであるパルスしたマクロファージがbcr-ablペプチドを

抗原提示することにより、 effectorである自己リンパ球から CTLを誘導した可能性が考えられ

た。 CML症例の HLA一致骨髄移植ドナーから培養し、 bcr-ablペプチドをパルスした樹状細胞

も、自己リンパ球に bcr-ablペフチドを抗原提示することにより、レシピエントである CML症

例の白血病細胞を障害する CTLを誘導することができた。しかし、正常人 BおよびCにおける

同様な検討では、 bcr-ablペプチドをパルスした樹状細胞はbcr-ablをパルスしたマクロファー

ジを障害する CTLを誘導することはできなかった。

PML-RARA仏)ペプチドをパルスした樹状細胞の自己 CTL誘導に関する bcr-ablペプチドと同

様な検討では、正常人Aにおいては PML-RARAωに対しても特異的に反応する CTLが誘導さ

れたが、正常人 Bにおいては、 PML-RARA仏)に対する CTLの誘導は認められなかった。

【結論】

正常人およびHLA一致骨髄移植ドナーにおいて、 12merのbcr-abl(b3a2)ペプチドでパルス

した樹状細胞で刺激することにより、 bcr-ablペプチドを提示する自己マクロファージまたは

HLA一致患者白血病細胞に対し特異的に作用する CTLを誘導することができた。一方、このペ

プチドをパルスした樹状細胞による腫蕩抗原の提示については MHC拘束性が認められた。以上

の結果より、予め症例の MHC拘束性についての検討や多種類のペプチドを用いることなどによ
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り、 CMLにおける免疫療法や血液幹細胞移植後の再発に対する DLTへの bcr-ablペプチドと樹

状細胞を応用した免疫療法の有用性が示唆された。特に、 DLTへの応用については、正常人の

実験系で、ペプチドでパルスしないマクロファージを句rgetとした場合は、ペプチドでパルス

した樹状細胞により活性化された CTL(effector)は障害作用を示さないことから、ペプチドと

樹状細胞を用いた本法は、 DLTの際に問題となる GVHの増強を起こさずに、有効な GVLを誘

導することができるものと考えられた。

また、 12merのPML-RARA(A)ベフチドにおいても、 MHC拘束性があるものの、樹状細胞を用

いることにより、 PML-.臥 RAペフチドに対する特異的CTLが誘導されることから、 APLに対し

ても、 PML-RARAペプチドと樹状細胞を用いた免疫療法の有用性が示唆された。

5. 白血病細胞抽出液をパルスした樹状細胞による CTLの誘導

腫蕩抗原ペプチドと樹状細胞を用いた CTLの誘導による腫蕩に対する免疫療法は、腫療に対す

る特異性が高く、有用な方法と考えられる。しかし、その応用に際しての問題点は、大部分の腫

蕩細胞はその腫虜特異的ペプチドが同定されていないことに加えて、ペプチドの MHC拘束性が

存在することにより、適用できる症例の数が少ないことである。我々は、腫蕩抗原ペプチドが同

定されていない腫蕩に対しても樹状細胞を用いた免疫療法を応用するために、ペプチドの代わり

に腫虜細胞抽出液でパルスした樹状細胞に腫蕩細胞に対する CTLを誘導する作用があるかどう

かについて検討した。

【材料と方法]

対象症例 :3例の AML症例(初診時の芽球と寛解時の末梢血細胞および初診時の芽球と HLA

一致骨髄移植ドナーの末梢血細胞の各組み合わせ)と 1例の ALL症例(再発時の芽球と HLA

一致骨髄移植ドナーの末梢血細胞の各組み合わせ)で行った。

未熟樹状細胞の培養: 2例の AML症例では寛解時の、また各 1例の AML症例と ALL症例で

は骨髄移植ドナーの末梢血付着細胞を GM-CSFとIL-4を加えて 3日間培養した。培養はヒト

AB血清を 5%加えて行った。

白血病細胞抽出液の調整:初診時もしくは再発時の骨髄単核細胞を ultrasonicationした細胞抽

出液に、使用直前に DOTAP(cationic liposome)を混ぜた。

白血病細胞抽出液による樹状細胞のパルス: 白血病細胞抽出液を培養 3日目の未熟樹状細胞に

加え、 2時間反応させた後、洗浄した。

成熟樹状細胞の培養:パルスした樹状細胞を GM-CSF、IL-4、TNFーαを加えてさらに 5日間培

養した。

CTLの誘導:樹状細胞を培養した人と同一人の末梢血非付着単核細胞(リンパ球)を、パルス

した樹状細胞 (30Gyの放射線照射後)に加え(混合比 10-70:1)、6日間培養した。

細胞障害性試験:白血病細胞抽出液を調整したと閉じ骨髄単核細胞を targetとし、樹状細胞で

刺激したリンパ球を effectorとして、 51Cr放出による細胞障害試験を行った。

【結果]

自己の系における 2例の AML症例における検討では、白血病細胞抽出液でパルスした寛解期末

梢血由来の樹状細胞は、自己の白血病細胞を障害する CTLを誘導することができた。 各 1例

のAML症例と ALL症例における HLA一致骨髄移植ドナーとレシピエントとの組み合わせによ

る検討では、症例の白血病芽球でパルスした HLA一致骨髄移植ドナーの末梢血由来樹状細胞は

、レシピエントの白血病細胞を障害する CTLを誘導することができた。

〔結論】

自己または HLA一致レシピエントの白血病細胞抽出液でパルスした正常人の末梢血付着細胞に

由来する樹状細胞により、白血病細胞に障害性を有する CTLを誘導することができた。腫露細

胞抽出液を用いる方法においては、樹状細胞に取り込まれた腫揚抗原蛋白は、細胞質内でその細

胞の HLAに適した腫虜抗原ペプチドに trimmingされるので、 HLA拘束性が問題にならないと

考えられ、また腫露特異的ペプチドが同定されていない腫痕に対しても適用することができ、免

4 



疫療法としての応用範囲は広いと考えられる。しかし、 DLTに応用した場合は、 GVL効果の他

、minorMHCを介する GVHの増強も考えられることから、今後の検討が必要である。

6.樹状細胞を用いた抗腫露免疫療法の現状と考察

悪性腫壊の治療成績を飛躍的に向上するためには、従来の化学療法、手術療法、放射線療法に加

えて効果的な免疫療法の確立が重要である。そのためには、細胞に対し特異的に作用する CTL
の誘導が不可欠である。従来行われてきたlAKやT止などの免疫細胞を用いた方法は、腫蕩細

胞に対する特異性が十分とはいえず、必ずしも癌治療成績の向上に寄与していない。腫第細胞に

対する特異性を高める方法の 1つとして、最も強力な抗原提示細胞である樹状細胞の応用が考

えられる。近年、樹状細胞に対する研究が進歩し、末梢血や骨髄、それに瞬帯血からサイトカイ

ンを用いることにより効率的に樹状細胞を培養できるようになったことから、樹状細胞を応用し

た腫蕩に対する免疫療法についての研究は広範囲な広がりを見せている。最近になって、 B細胞

リンパ腫に対してはハイプリドーマにより得られた腫蕩特異的イデイオタイプ蛋白をパルスし

た樹状細胞を静注することによる 7)、多発性骨髄腫に対しては骨髄腫細胞が産生しているモノク

ローナル抗体でパルスした樹状細胞を静注することによる、悪性黒色腫に対してはがラノーマ関

連抗原ペプチドや腫蕩細胞抽出液でパルスした樹状細胞を鼠径部リンパ節に注入することによ

る、また前立腺癌に対しては癌特異的膜抗原ペプチドをパルスした樹状細胞を静注することによ

る 10)臨床試験が開始されており、腫蕩特異的 CTLの誘導とその有効性についての予備的な報告

が認められる。

白血病に対する免疫療法として樹状細胞を応用した臨床試験は未だ報告されていないが、白血病

においては、染色体転座に伴う遺伝子再構成により正常細胞には存在しない腫蕩特異的蛋白質の

発現がみられるものが存在し、これらの型の白血病は腫第抗原ペプチドと樹状細胞を用いた免疫

療法の最適な対象疾患になる可能性がある。このような染色体転座による腫第特異的蛋白質を発

現する代表的な白血病はbcr-abl融合蛋白質を発現する CMLとPML-RARA融合蛋白質を発現

する APLである。今回の我々の検討では、 bcr-ablペプチドと PML-RARAペプチドのいずれに

おいても、 MHC拘束性はあるものの、これらのペプチドをパルスした樹状細胞は、これらのペ

プチドを細胞表面に提示することができ(予備的な検討であるが、 FITCを結合した 12mer
bcr-abl (b3a2)ペプチドを用いたFACSによる検討でもこのペプチドの樹状細胞表面での提示を

確認している)、 bcr-ablペプチドに特異的に反応する CTLを誘導することができた。特異的

なCTLの誘導が可能なことから、 CMLにおいてはインターフエロン治療と組み合わせることに

より、またAPLではtretinoin(all-trans retinoic acid: ATRA)や地固め療法としての抗白血病

剤治療と組み合わせることにより、残存する白血病細胞を根絶できる可能性が想定された。

一方、近年になって白血病や MDSに対する造血幹細胞移植後の再発に対する DLTの有用性が

明らかにされている。また、最近では従来型の移植が困難な症例に対して、 non-ablative
conditioning regimen transplantationとDLTを組み合わせた治療法が検討されており、その

有用性も最近になって報告され始めている。このように、 DLTは今後の造血幹細胞移植にとっ

てキーワードとなる方法論であるが、現状での DLTの効果は、対象疾患によっても異なり、必

ずしも十分とは言えない。白血病に対する DLTの効果としては、 GVLに基づく本来の目的とす

る抗白血病効果と、 minorMHCの相違に基づくと考えられる治療上好ましくない GVHの増強

効果が存在する。 GVLを増強し、 GVHを抑えるような理想的な DLTの方法は現在のところ存

在しないので、 GVLを増強するがGVHを増強しない方法論が、とりあえずは現実的な取り組

みと考えられる。この目的に添ったものとしては、腫痕抗原ペプチドと樹状細胞による DLTの

改良が考えられ、パルスした樹状細胞を放射線照射してそのまま輸注するか、パルスした樹状細

胞を用いて invitroで誘導した腫第抗原特異的 CTLを輸注するかの検討は必要であるが、いず

れにしても現実的に無理なく施行できる方法論として期待される。ペプチドを用いて行う場合に

障害となる MHC拘束性の克服については、アミノ酸の数が異なる多種類のペプチド断片を用い

て樹状細胞をパルスすることにより、適応症例の拡大が可能と考えられる。
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腫揚細胞抽出液をパルスした樹状細胞を用いた腫揚細胞特異的 CTLの誘導による腫蕩の免疫療ー

法は、自己の系では殆ど全ての腫療に適用できると考えられるが、このような手技による自己免

疫疾患の発症などの問題点を考慮する必要があるものと考えられる。また DLTへの応用に関し

ては、 GVLの増強効果が期待できる反面、 minorMHCによる GVHも顕著になる可能性が想

定され、 DLTに組み合わせる場合は、 CTLへの官《遺伝子の導入とガンシクロピルの投与など

の活性化 CTLを調節する方法の開発などを含めた十分な配慮が必要と考えられる。
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実験皮膚腫蕩に対する光力学療法と超音波力学的療法の併用効果の研究
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要旨

光増感剤とレーザー光照射による光力学療法(photodynamictherapy， PDT) 

は、表在性皮膚腫療に対して有効な治療法となりうることが報告されてい

る。しかし、浸潤性皮膚腫蕩には PDTの治療効果は少ない。近年超音波増

感剤と超音波照射による癌治療の試みが提唱され、超音波力学的療法

(sonodynamic therapy， SDT)とよばれている。そこで今回、肩平上皮癌組織

を C3Hマウスの背部に移植した実験動物腫蕩を用いて、 PDTと SDTのそ

れぞれ単独および、併用療法とを施行し、比較検討した。その結果、単独療

法群と比べ併用療法群では腫蕩の退縮が顕著であり、延命効果が認められ

た。組織学的に深部の腫疹組織の壊死が確認された。 PDTと SDTの併用療

法は有効な皮膚癌治療法のーっとなりうると考えられる。

KEYWORDS 

photodynamic therapy; sonodynamic therapy; cancer therapy 

研究報告

INTRODUCTION AND PURPOSE 
Photodynamic therapy (PDT) is a non-thermal and non-invasive回mortreatment 

modality， which involves administration of a tumor-localizing photosensitizer and subsequent 

irradiation of the tumor with visible light (usually laser light). This pr∞ess results in excitation of 

出esensitizer molecules to generate active oxygen species， especially singlet oxygen， which are 

responsible for tumor necrosis. The major advantage of PDT is the selective effect on tumor 



tissues while with minimum destruction of normal tissues because of the preferential 

accumulation of the photosensitizer into tumors and local irradiation of a low output power of 

light. In addition， it usually has a cosmetic outcome (Svanberg et al， 1994; Harth et al， 1998) 
since the heaIing after PDT is m泊叫yapr∞essof regeneration rather出釦 scarring(B紅ret al， 

1987). So f:訂"PDT has been increasingly used for skin cance四 includingBowen's disease， basal 

cell carcinoma and squ出nouscell carcinoma (SCC) (Dougherty et al， 1978; D油加担 etal， 1983; 
Kennedy et al， 1990; Cairnduff et al， 1994; Svanberg et al， 1994; Baas et al， 1996; Stables et al， 
1997). However， successful application of it has been limited to superficiallesions (Cairnduff et 
al， 1994; Svanberg et al， 1994; Regula et al， 1995; Peng et al， 1995; Gossner et al， 1998). Light 
penetration may be an加portantfactor influencing the depth ofPDT-induced tumor necrosis. 

Unfortunately， when laser beam p錨 sesinto出edeeper tissue， the light attenuation is unavoidable. 
To overcome this problem泊terstitialfibers can be used， but wi出atechnical difficulty of placing 

the fiber to achieve an equal irradiation throughout the tumor. Another approach to killing the 
tumor cells in the deeper level is to use higher light fluence rate because of a fluence rate 

dependency of the laser penetration into tissues. However， when it was practically applied， a 

decreased PDT effect wぉ observed，possibly due to血eoxygen depletion (Foster et al， 1991). 
Besides modifying PDT itself， the combined use ofPDT with other forms oftreaUIlehts such出

hyperthermia， radiotherapy and chemotherapy has bt1en explored (Creekmore and Zaharko， 1983; 
Wqldow and Dougherty， 1984; Nahabedian et al， 1988; Matsumoto et al， 1990; Prinsze et al， 
1992). Though synergistic effects were reported， such combinations could also potentiate the 

damage of normal tissues. Furthermore， the results紅 estill prelim泊ary.

Unlike laser light， ultrasound has a good tissue penetrating ability， reaching the deeper 
訂e邸 whilemaintaining its energy. 1t has been used in the treatment of cancer， with the results 
V訂yinggreatly (Kremkau， 1979). Using a combination ofultrasound and a chemical for tumor 

control is a relatively new modality which is referred to邸“sonodynar凶ctherapy" (SDT) 

(Umemura et al， 1989， 1992). Such a combination could induce a synergistic cytotoxic effect 

both in cell culture and experimental tumor studies (Tachibana et al， 1993; Umemura et al， 1993; 
Yumita et al， 1990， 1996; Miyoshi et al， 1997; Uchida et al， 1997). The typical chemicals used in 
SDT訂 ephotosensitizers， and also called sonodynamic sensitizer (sonosensitizer). Yumita and 
colleagues (1990， 1996) reported that出egrowth of implanted tumors in mice could be 

significantly inhibited by SDT with a photosensitizer (hematoporphyrin (Hp) or a gallium 

porphyrin. analogue (ATX・70))，while Hp or ATX・70alone had no inhibitory effect and 

ultrasound alone showed a small inhibitory effect. From the above， it wぉ thought出atan efficient 

destruction of tumor tissues in the deeper訂 e邸 mightbe achieved by combining SDT with PDT 

because of the better tissue penetrating ability of ultrasound. Us泊gmurine leukemia L 1210 cel1s 

incubated with mesopo中hyrin，an agent having both photodynamic and sonodynamic activity 

(Kesse11977; Kessel et al， 1994)， Kessel and coworkers (1995) examined the interactions 
between PDT and SDT. They found an enhanced cytotoxic effect by a combined use of the two 

modalities. However， there have not yet been any reports concerning such a combination in vivo. 

Using位ansplantedSCC in C3H1He mice， this study wぉ designedto investigate the 

combined effect of PDT and SDT on加morgrowth， survival of mice， and depth of induced tumor 

necrosis， aiming at exploration of a new modaIity for nodular tumors， which show poor responses 
to the conventional PDT. 1n order to determine whether the combined effect depends on the type 

of sensitizer used， two different chemicals， PH・1126(a pheoforbide derivative) and ATX・70(a 

gallium porphyrin analogue) were used， respectively. The former drug has been developed in 

Japanぉ anew potent photosensitizer (Saito et al， 1996)， and the latter one， initially being 
described as a photodynamic sensitizer (Nakajima et al， 1989)， is so far most often usedぉ a

strong sonosensitizer (Umemura et al， 1992; Kessel et al， 1994). Moreover， our prelim血紅y

studies (unpublished data) showed that both of the two agents were active not only for PDT and 

also for SDT， using the same tumor modelぉ in出epresent s佃dy.
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MATERIALS AND METHODS 

Sensitizers 
Pheoforbide Derivative 

PH・1126(molec叫紅weight= 666) was obtainedぉ apowder丘'omHamari Chemical 
L凶.(Osaka， Japan). It w邸m.ixedwith same weight of Dlλartaric acid powder ([CH (OH) 
COO問戸 150.09，Nacalai Tesque， Inc.， Kyoto， Japan)， and dissolved in 5% dextrose aqueous 
solution (for iv-injection， Otsuka Seiyaku Ltd.， Naruto， Jap組)by gr担d泊g也epowder of these 
two agents to form a tartaric acid salt ofPH・1126at a concentration of 1 mglml 笛 astock 

solution. 

GaUium-Porphyrin Analogue 
ATX・70(7，12・bis(l-decyloxye血yl)・3，8，13，17・te住町nethyl-po中hyrin・2，18・

bispropyonylasparginic acid gallium (111) salt; purity> 95%) wぉ agenerous gift from Dr. Isao 
S紘ata， Toyo Hakka Kogyo Ltd.， Okayama， J勾佃.It was dissolved in physiolog桝 salineat a 
concentration of 1 mg加 1as a stock solution. 

PH・1126叩 dATX・70were stored in出ed~k at -4 oC and each stock solution wぉ made
just before administration. 

Animals and Tumors 
Male and female C3H1He mice (Charles River， Osaka， Japan) were used in出iss回dy.

They were housed at room temperature wi出 a12 hr light/dark cycle and allowed free access to 
water and food. The tumor throughout wぉ asquamous cell carcinoma (SCC)， which developed 
spontaneously in a C3H1He mouse (Urano et al， 1976)， and was maintained by serial 
subcutaneous pぉsagein isologous C3H1He mice. Nonnecrotic tumor material for implantation 
was obtained by sterile dissection of tumors from donor mice and wぉ cutinto small fragments 
(about 1 mm3). Single tumor fragment wぉ transplantedsubcutaneously into the right flank of 
recipient C3H1He mice (6・8week old， weighing 20・25g). Mice were allocated for位eatment
when their tumors reached 7・10mm  in a diameter. At this size， tumor wぉ wellvascularized and 
spontaneous necrosis wぉ minimal.B~fore irradiation the skin overlying the tumor釦 d
surrounding訂 eawぉ closelyshaved with electric clippers and depilatory， and tumors with 
overlying skin being pigmented were excluded from the study. lrradiations were performed under 
intraperitoneal (i.p.) anesthesia (pentobarbita165 mglkg body weight). 

Laser Light Delivery Systems 
Two types of laser systems were utilized， a pulsed (50 Hz) YAG-Optical-Parametric-

Oscillator (OPO) laser system and a Krypton ion laser system.百leOPO laser system 
(Ishikawajima・HarimaHeavy Industries Co.， Ltd. [IHI]， Tokyo， Japan) is newly developed with 
an easily tuning wavelength range of 620・670nm. Itwぉ tunedto emit light irradiation at 650 nm 
for the SCCs at the optimum accumulation time (36 hr) (Ishih紅 aet al， 1991) after administration 
ofPH-1126. The Krypton ion laser system (Model LI-2530A， ToshibaLtd.， Yokoh田na，Japan) 
wぉ usedas the light source at 575 nm for irradiation of the SCCs at出eoptimum accumulation 
time (24 hr) (Yumita et al， 1996) after ATX・70injection. The waveleng出sof 650 nm and 575 nm 
correspond to the maximum light abso甲山npeak ofPH・1126andATX・70，respectively. Light 
from these two types of laser wぉ deliveredvia a single optical fiber and the output end of出e
fiber wぉ positionedto focus出elぉerirradiation into a uniform light spot with 1.0-cm diameter. 
The totallight dose is expressed as joules/square centimeter (J/cm2). 
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Ultrasound Irradiation System 
The ultrasound irradiation system consists of four parts， including generator，紅nplifier，

osci1loscope and transducer. Sine waves were generated by出egenerator (Model MG442A， 

Anritsu Elec凶c，Tokyo) at a frequency of 1.0 :MHz， 37 :t 1 W/50 n，組d44 :t 1 Volts，釦d

amplified by也epower amplifier (Model 240L， ENI， INC， Rochester， NY， USA). Driven by the 

sine waves， the transducer (supplied合'omHitachi Cen凶 1Research Laboratory， Tokyo， Japan)， 
12 mm in diameter， delivered ultrasound at組 outputacoustic power ofO.51 W/cm2

• The 

osci1loscope (V・252，20MHz， Hitachi， Japan) could monitor the driving waves during ultrasound 
irradiation. Figure 1 is組i1lustrationof tumor-bearing mice being exposed to ultrasound 

irradiation by placing the transducer in contact with the skin overlying the回morwhi1e with the 

base of tumor being fixed on a steel platform. During practical trea回lents，ultrasound‘gel w出

used to serveぉ contactmedium between the紅白lsducerand the tumors， and the aluminum 

matching layer of the transducer wぉ cooledby circulating water to keep the transducer and the 

旬morstemperature below批 hyperthermallevel(く420C).

Treatment Protocol 
The combination e百'ectofPDT釦 dSDT w&s investigated using PH・11260rATX・70ぉ

a s~nsitizer. In the c出 eofPH・1126，the tumor-bearing mice were divided into four groups， which 

were classified by treatment modality as: control (n = 5)， PDT alone (n = 7)， SDT alone (n = 6)， 
and PDT +SDT (n = 8). The control mice received neither PH・1126i吋ectionnor irradiation of 

laser light or ultrasound. The other three groups of mice were i.p. injected with PH・1126(5 

mglkg) and， 36 hr later， were exposed to laser light of 650 nm (PDT)， ultrasound (SDη，or 1ぉer

light immediately followed by ultrasound (PDT+SDT)， respectively. The totallight dose of 44 J/ 
W出 usedfor both PDT alone and the combination therapy. 

ForATX・70，similar treatment protocols were applied with group size of 5-6 mice. At 24 
hr before irradiation， ATX・70w出 giveni.p. to mice at a dose of 5 mglkg. The laser light wぉ

delivered at a total dose of 88 J/ cm2 of 575 nm. 
After treatments， the mice were housed in a room with subdued lighting， and the 

macroscopic changes of tumors were observed and photographed. 

Evaluation of Tumor Growth and Survival of Mice 
Following PDT and/or SDT， each旬morwぉ measureddaily by means of a caliper in the 

first week and afterwards every other day until day 20 post irradiation. Byぉsuminga 

hemiellipsoidal structure for the tumor nodule， individual tumor volumes (V) were calculated 

using the following formula: V (cm3) = (rc/6) L X W X H (L = leng血， W = width， H = height) 
(Mukht訂 etal， 1991; Peng and Moan， 1995). The survivals of each group ofmice were recorded 

until day 120 post irradiation， and the survival time was defined as the time from the irradiation 

day to death. 

Histological Studies 
For microscopic observation of the depth of necrosis， we sampled加mors72 hr after 

irradiation， which wぉ consideredto be the time of maximum necrosis， based on the macroscopic 
findings (described in the results) andωmorgrow出curves(Figs. 3A and 4A). Using PH・11260r

ATX・70，the combination therapy and the more efficient one of single紅白出lents(PDT with PH・

1126 or SDT with ATX・70)were repeated again on additional tumor-bearing mice. Untreated 

tumo四 werealso sampled as control. The removed tumors were fixed in 10% formalin solution， 

pr∞essed for routine paraffin embedding， cut in sections (5μm thick)， and stained with 

hematoxylin・eosin.
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Statistical Analysis 
Statistics were performed using the StatView 4. 11 software (Abacus Concepts Inc.， 

Berkely， CA). Tumor volumes and survivals ofmice in出edi百erentexperiment groups were 

compared， respectively. Tumor volumes were presented白出eme組土SD(SD = standard 
deviation)， and the survivals of mice were shown as the mean survival day (MSD) :t SD. Data 
were analyzed by a nonparame凶cANOVA， and followed by a Fisher's multiple comparisons test 
for tumor grow也s旬dy，or by a generalized Wilcoxon test for survival study. Statistical 

significance w出 achievedat P $; 0.05. 

t 

RESULTS 

Macroscopic Findings 
Before treatment tumors looked healthy as shown in Fig. 2A， and immediately after 

illumination the treated紅白 didnot show noticeable changes or exhibited little -edema (Fig. 2B). 
Mterwards， different degrees of edema and necrosis were出etwo main changes generally found 
in .all treated旬mors.The edema wぉ presentin tumor and surrounding skin within the 
illumination field， being most pronounced 12 hr after treatment and resolved over the subsequent 
36 hr. The necrosis wぉ restrictedto佃morarea， being observed 24 hr after irradiation and 
reaching its maximum degree at 72 hr post-iπadiation. The most severe tumor necrosis wぉ found
in the combination of PDT and SDT， especially with PH・1126，with four of total eight同mors
being replaced by a necrotic slough or an ulcer (Fig. 2C). In any single treatment groups， no 
tumorwωcompletely replaced eradicated， and the general findings consisted of a dense necrosis 
crust or an ulcer on the surface of tumors. 

The normal skin distant from the irradiation訂 eadid not show any obvious changes 
(Figs. 2C)， and symptoms of systemic toxicity were not observed in all treated mice. 

Effects of Combination of PDT and SDT with ATX-70 on Tumor Growth and Survival of 
Mice 

Figure lA shows the growth curves of the加mo四 afterPDT andlor SDT wi出ATX・70.
There were. no statistical differences between回morvolumes of any of the experimental groups 
(Con町01，PDT， SDT and PDT +SDηbefore treatments. Statistical analysis w白 performedon出e
data obtained from day 3， at which time the加mornecrosis w邸 mは imum.At all time points 
from day 3 to 20 post-irradiation， significant differences (Pく 0.05・0.0001)in tumor volume were 
obtained between any two of the fo町 groups.Twenty days after treatment， the mean tumor 
volume of血ePDT+SDT group， PDT group， SDT group and control group were 0.141 (SD 
0.021)， 1.339 (SD 0.111)， 0.427 (SD 0.071)， and 1.835 (SD 0.199) cm3， respectively. Based on 
the above， the tumor growth inhibition ratios were 92.3， 76.7 and 27% for the PDT+SDT， SDT 
and PDT groups， respectively， demonstrating血e釦 titumorefficiency in the following order: 
PDT +SDT >SDT > PDT. However， the combined effect of PDT and SDT is not shown to be 
greater than the arithmetic sum of出ee百'ectsofPDT alone and SDT alone (Fig. 3A). Figure lB 
shows the survival curves of the treated mice. Mean survival wぉ signific釦 tlyprolonged in the 
group treated with PDT+SDT (MSD:t SD = 105.8:t 21.1 days)，ぉ comparedwith出atof出e
control group (P = 0.044， MSD:t SD = 77.8:t 12.5 days). Compared to control， SDT alone led to 
a minor survival prolongation (P> 0.05， MSD :t SD = 99.0土24.5days)， while PDT alone did 
not lead to a survival prolongation (P> 0.05， MSD:t SD = 80.3:t 13.7 days). Significant 
difference in mean survival time w笛 alsonot obtained between PDT +SDT and either single 
therapy. As shown in Fig. 3B， none of control and single PDT groups of mice could survive to 
day 120， and 40% of single SDT group of mice (n= 5) remained alive at this time. However， the 
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combination therapy increased the 120-day survival to 60% of five mice. 

Effl目白 ofCombination of PDT and SDT with PH・1126on Tumor Growth and Survival of 

Mice 
Figure 2A shows the grow也curvesof出etumors after PDT and/or SDT with PH・1126.

There were no statisticaI differences between tumor volumes _of any of the experimentaI groups 

(Control， PDT， SDT釦 dPDT +SD1) before回 atments.For the same reぉonぉ m出ecぉeof 

ATX-70， statistical anaIysis wぉ performedon也edata obtained合omday 3. At aIl time points 

丘omday 3 to 20 post-irradiation， sig凶ficantdifferences (Pく 0.001-0.0001)泊 tumorvolume 

were obtained between any two of the fo町 groups.On day 20 after位eatment，出emean tumor 

volume of出ePDT+SDT group， PDT group， SDT group and control group were 0.041 (SD 
0.042)，0.454 (SD 0.112)， 1.068 (SD 0.141)， and 1.859 (SD 0.082) cm3， respectively. Based on 

the above， the tumor growth inhibition ratios were 97.8， 75.6組 d42.5% for the PDT +SDT， PDT 

and SDT groups， respectively， demonstrating出eantitumor efficiency in the following order: 

PDT +SDT >PDT > SDT. However， it is aIso shown出atthe combined effect ofPDT and SDT 

Wお notgreater th釦 thearithmetic sum of血eeffects ofPDT alone and SDT aloI_!.e Cfig. 4A). 
Figure 2B shows the survivaI c町 vesof the treated mice. The mean survivaI time of PDT +SDT 

group (117.6:!: 6.8 days) wぉ significantlygreater th釦 eitherthat of control (81:!: 15.7 days， P = 
0.002)，出atofPDT aIone group (93.6:!: 21.9 days， P = 0.019)， or出atof SDT alone group (81 :!: 

18.1 days， P = 0.003). Compared to control， either single therapy could not enhance the survival 
of mice (P > 0.05). As shown in Fig. 4B， none of control and single SDT groups of mice could 

survive to day 120， and only 28% of single PDT group of mice (n= 7) were still aIive at this time. 
However， the combination therapy increased the 120・daysurvival to 88% of eight mice. 

E住民白 ofPH-1126 Dose on Tumor Growth and Survival of Mice 

We previously investigated the effects of single PDT using 10 mglkg PH・11260n加mor

growth and survival of mice using the same animal tumor model (unpublished data). As an aid to 

comparison of PH・1126dose effects， the data using 10 mglkg PH-1126 were plotted in Figure 4A 

and B， respectively. Except for the drug dose， the light irradiation conditions were same出 inthe 

present experiment. Before irradiation， there were no statistical differences between tumor 

volumes of出eexperiment groups. Twenty days after treatment， mean tumor volume of the PDT 

(10mglkgPH・1126)group w出 74.4%lower (0.116土0.012cm3) than in PDT (5 mglkg PH-

1126) group (0.454:!: 0.112 cm乙P< 0.05)， but 64.6% higher than PDT +SDT (5 mglkg PH・1126)

group (0.041 :!: 0.042 cm3， P > 0.05). The data in Figure 4B indicate that wi出in72 hr after light 

irradiation， 5 of 8 mice (62.5%) treated with 10 mglkg PH・1126died， while no death was found 
in mice after single PDT or the combined use of it with SDT using 5 mglkg PH・1126.

Histological Alterations 
All tumors were sampled 72 hr post irradiation. Control slides showed the usual旬mor

architecture without obvious necrosis， with the tumor blood vessels being intact (Figs. 5A and a). 

In the tumors after single PDT with PH・1126，出esuperficial p訂tsbecame completely necrosis 

with obvious hemorrhage and thrombi (Fig. 5B)， while the base did not show obvious necrosis， 

出oughhemorrhage and dilated vessels were obvious (Fig. 5b). The tumors after single SDT with 

ATX・70showed similar changes， but wi出 lesservascular changes comp訂 edwithPH・1126(not 

shown). In出e加morsafter the combination血erapywith PH・1126，出emajor portion of知mors

showed necrosis extending from the surface to its base with hemorrhage (Fig. 5C)， but in the base 

less田nountsof viable tumor cells stiU existed with neighboring vessels showing hemorrhage and 

org釦 ization(Fig. 5c). Being s町田部 PH・1126，the combination therapy with Aτχ-70 also 

showed similar phenomenon but with no obvious microsculature alterations (not shown). 

By comparing macroscopic and microscopic changes 72 hr after irradiation， it w部 found

出atthough some tumors were deterinined to disappear with the naked eye or became 
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nonpalpable， actually undamaged tumor tissues still remained. 

DISCUSSION 
When a combination c組 certherapy is designed， besides the aim of obtaining additive or 

synergistic antitumor effect，出eselectivity of the effect must be considered. In respect of this 
point， the comb~ation of PDT and SDT is therefore very attractive since both of them have 
relatively high tumor selectivity by using a tumor-localizing sensitizer and a limi旬d訂 eaoflaser 

light or ul住都ound註radiation.In addition， using one agentぉ acommon sensitizer for PDT組 d

‘SDT is also a characteristic of this combination. As we know， PDT is a process of activation of a 

sensitizer by laser light， while SDT is initiated by the interaction of a sensitizer and ultrasound 

(Yumita et al， 1990; Umemura et al， 1992). Before laser light irradiation， a tumor-localizing 

sensitizer is in the ground state. On absorption of light， it ean be brought to釦 excitedtriplet 

S岡崎.But this triplet species have an extremely short lifetime (millisecond range)， and decay 
quic副yback to the ground sta旬 (VanHillegersberg et al， 1994). Hence， after exposure to 1鎚 er

light， the sensitizer maybe just experience the photochemical modifications whic.h d9 not 
influence its other properties suchぉ sonodynamicactivity. 

In the results， the combination of PDT組 dSDT， using either ATX・700rPH・1126ぉ a

sensitizer， wぉ foundto yield a greater antitumor effect than PDT alone and SDT alone. 

However， it w笛 alsofound that the combined effect of PDT組dSDT is not greater出組曲e

arithmetic sum of the two individual effects， using either of出etwo agents (Figs. 3A and 4A). 

Based on the above， it is suggested that additive effects could be obtained by the combined use of 

PDT and SDT， not depending on the type of the sensitizer， strong PDT or SDT agent. 
Considering treatment mechanisms， the present result has an inclination of a similar mechanism 

of action for PDT and SDT， which seems to con町出twith the in vitro study by Kessel' group. By 

comp訂ingthe modes of photodynamic versus sonodynamic cytotoxity with murine leukemia 

L1210 cells in culture， they suggested clearly different mechanisms involved in出etwo

modalities (Kessel et al， 1995， 1996). However， in vitro study can not involve tumor 
microvasculture， which has been reported to be an important t訂getof in vivo PDT (Nelson et al， 
1988). Our histological studies also suggest出atPH・1126and ATX・70maybe have different 

actions on佃morvessels， possibly due to their distributions in tumor. Taking into account the 
tumor-killing agents， it is generally believed出atphotodyn紅叫ccell damage ωcurs primarilyぉ a

result of singlet oxygen formation via photosensitized oxidation (Valenzeno， 1987; Foote， 1991; 
Henderson and Dougherty， 1992)， while cyto~oxic agent involved in SDT remains to be 
established. Miyoshi釦 dcoworkers (1995) reported hydroxide radicals rather than singlet oxygen 
could be detected during sonodynamic action by using ATX-70 in aqueous solutions exposed to 

ultrasound wi出elec町onp紅白nagneticresonance (EPR) method. It seems出atdifferent cytotoxic 

agents訂 einvolved in PDT and SDT， however， this different radical from singlet oxygen can also 
be explained to be just intermediates during sonochemical reaction. 

Although a better understanding of action mechanisms is very helpful for optimization 

ofPDTp紅白neters，the key to getting a cancer cure using this modality lies in matching the depth 

of necrosis to the depth of tumor (Fan et al， 1997). However， with the increasing depth of tumor， 
the red light used for PDT unavoidably gradually attenuates， so when reaching the deeper layer， it 

is not sufficient to induce a photochemical reaction with a sensitizer beyond the threshold for 

PDT necrosis. The microscopic results showed出at出ePDT -induced necrosis was largely 

superficial， though the base of tumors sensitized with PH・1126demonstrated obvious vascular 

damage (Figs. 6A and B). A unique advantage of SDT is its potentiality for deep-seated lesions 

since the ultrasound used has a good tissue penetrating ability. When combined with SDT，ぉ

shown in the present study (Fig. 7B)， the treatment-induced necrosis involved even the base of 
出etumors. This phenomenon may be explained by that the subsequent SDT could compensate 
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for the decreased PDT effect on the deeper tissues. By microscopic observation， it wぉ alsohoped 

出ata relatively homogeneous effect of SDT on旬mortissues could be shown because ultrasound 

can maintain its energy into deep紅白.Unexpectedly，出emost observable result of SDT is a 

superficial necrosis， which is beyond our explanation. Different from this result， other researchers 
reported a significant necrosis in出emajor part of出etumor tissue a丘町出.eATX・70・bぉedSDT

using a Colon 26回mor泊lplantedin血emouse kidney (Yw叫taet al， 1997). In their experiment， 
500妊Izand 1MHz ultrasound were combined， and delivered in a progressive wave mode. 

Analyzing the tumor grow出curvescombined with the microscopic alterations， it is 
出plied出at出etumor necrosis and s祉担kagereflect血eacute effects ofPDT andlor SDT， 

thereafter， tumor cell proliferation may be affected by a delayed effect. This after action can be 

clearly demons位atedby the growth curve of the tumors treated with the combination of PDT and 

SDT using ATX・70σ'ig.3B). Within 5 days after irradiation， the mean tumor size gradually 

decreased， and血enfollowed by the tumors remaining at this size for about 4 days， indicating a 

period of stasis in回morcell proliferation. 
As a confmnatory evidence for the local trea回lenteffect， the survival study was 

designed. The tumor models used in出epresent experiment訂 eSCCs transplanted in mice. After 

加mortransplantation， the tumor-bearing mice without treatment usually surviveTor"3 months 
before dying. The death w出 consideredto beぉ aresult of an extensive local tumor because 

autopsy did not show any obvious metastasis. This study shows出atthe combination出erapy

using either ATX・700rPH・1126could significantly prolong the survival of mice， demonstrating 
that strong inhibition of tumor growth can also result in a survival advantage. The improved 

survival of mice also corroborates the enhanced therapeutic effect by the combination of PDT佃 d

SDT. In addition， it is shown that the combined use of PDT and SDT did not increase the 

systemic toxicity. 
By means of the combination of PDT加 dSDT， we also hoped to use a relatively low 

sensitizer dose while without reducing the antitumor efficiency. In our previous experiments 

using the same mouse tumor model (unpublished data)， PDT with 10 mglkg PH・1126釦 d88 

J/cm21aser light resulted in 100% moロalityof mice. Reducing the light dose to 44 J/cm2 could 

result in good tumor control， but still caused mortality with a percentage of 62.5% (Figs. 4A叩 d

B). The dose of PH・1126(10 mglkg) was thought to be high enough to produce systemic toxicity 

in the form of acute le出ality.So， in th~ present study we selected a dose of 5 mglkg of PH・1126.

Comparing the effect of PH・1126dose (10 versus 5 mglkg)， it w出 foundthat using lower dose 

could avoid mortality but resulted in a significant1y reduced PDT efficiency. It suggests that the 

efficiency of PH-1126・basedPDT is strongly dependent upon PH・1126dose. The lower the dose 

used， the lower the PDT efficacy achieved. Figure 4A also shows that when combined with SDT， 

PDT with 5 mglkg PH・1126hぉ aslightly but not significantly stronger inhibition effect on 

tumor growth than PDT alone using 10 mglkg PH・1126.From the above， an important 
implication is that when SDT is combined with PDT， lesser田nountsof sensitizer could be used 

while without decreasing the treatment effect. This finding has considerable clinical value 

because at present出em吋orside effect of PDT in clinical practice is a drug dose-related skin 

photosensitivity which usually lasts for at least 4-6 weeks， and restricts patients from outdoor 
activity (Dougherty et al， 1990;応set al， 1992). 

In the present study， the doses of sensitizer (PH・1126andATX・70)，laser light and 

ultrasound were chosen based on our prelim泊紅yexperiment results as wellぉ otherprevious 

studies (Saito et al， 1996; Yumita et al， 1996)， not producing釦 yapparent signs of toxicity while 

achieving a comp訂 ableantitumor efficiency. In addition， the doses of laser light for PH・1126(44 

J/cm2) and ATX-70 (88 J/cm2) were used low enough出atthermal effect could be precluded 

(Suzuki et al， 1987)， though it has been reported血athyperthermia may potentiate PDT (Kinsey 

et al， 1983; Glassberg， 1991). The re出 onfor undesired thermal effect is th拭 untilthe actions of 

PDT and SDT are more fully understood， it is better to restricts studies to situations in which only 
these two modalities紅 einvestigated at a time. 
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In conclusion， wi出amouse SCC model， PDT and SDT exhibited an additive mode of 

interaction， using either PH・1126or Aτヌ・70笛 asensitizer. In spite of not achieving a 

synergistic effect， for nodular tumo四 thetwo modalities should be combined because such a 

combination could increase the depth of tumor necrosis as wellぉ withoutincreasing destruction 

of normal tissue. When combined wi血SDT，PDT could allow a low dose of sensitizer， thus 

decreasing the risk of generalized skin photosensitivity. However， based on也e回morgrowth 

curves and microscopic studies， a complete回morcure could not be achieved恒也isexperiment. 

This failure sugges白血at也etreatment parameters used here are not optimum， or血at也emouse

SCC maybe ar回 istant回mormodel. For residual tumor cells， PDT and/or SDT can be repeated 

because such回 atmentdoes not cause cumulative toxicity. 

Finally， although組訂gon-pumpeddye laser is the system most often used in PDT， but 

it is clinically not eぉYto handle， and its optical parts need continued replacement and 

maintenance. Thus， there is a need for new laser system to be more suitable for clinical practice. 

In血ecuπentstudy， we used a newly developed OPO laser system， which is tunable between 
620・670nm，部 alight sourceJor PH・1126，and found it is simple and easy to manipulate. The 

present PDT results indicate the potentiality of the OPO laser systemぉ acandidate for the argon-

dye laser system. In addition， our group originally used the ultrasound transducei; arid出epresent 

SDT results demons位ateits value for further study. ， 

REFERENCES 

Baas P， van Geel IPJ， Oppelaar H， Meyer M， Beyn印刷， van Zandwijk N， Stewart FA: 

Enhancement ofphotodynamic therapy by mitomycin C: a preclinical and clinical study. Br J 

Cancer 73: 945・951，1996 

Barr H， Tralau CJ， Boulos PB， MacRobert AJ， Tilly R， Bown SG: The contrasting mechanism of 

colonic collagen damage between photodynar凶ctherapy and thermal injury. Photochem 

Photobiol 46: 795・800，1987 

Creekmore SP， Zaharko DS: Modification of chemotherapeutic effects on L1210 cells using 

hematoporphyrin and light. Cancer Res 43: 5252・5257，1983 

Cairnduff.F， Stringer MR， Hudson EJ， Ash DV， Brown SB: Superficial photodynar凶c血erapy

with topical 5・aminolaevulinicacid for superficial primary and secondary skin cancer. Br J 

Cancer 69:ω5・608，1994 

Dal叫manA， Wile AG， Bums RG， Mason GR， Johnson FM， Bems MW: Laser photoradiation 

therapy of cancer. Cancer Res 43: 430・434，1983 

Dougherty TJ， Kaufman JE， Goldfarb A， Weishaupt KR， Boyle D， Mitt1eman A: Photoradiation 

出erapyfor the trea回lentof malignant tumors. Cancer Res 38: 2628-2635， 1978 

DougherザTJ，Cooper MT， Mang TS: Cutaneous phototoxicity∞currences in patients recelvmg 

Photo企in.Lasers Med Surg 10: 485-488， 1990 

Fan KF， Hopper C， Speight PM， Buonaccorsi GA， Bown SG: Photodynamic也erapyusing 

mτ百PCfor malignant disease on the oral cavity. Int J Cancer 73: 25・32，1997 

Foote CS: Definition of type 1 and type 11 photosensitized oxidation. Photochem Photobiol 54: 

659， 1991 

-9-



Foster TH， Murant RS， Bryant RG， K.nox RS， Gibson SL， Hilf R: Oxygen consumption and 
diffusion effects in photodynamic therapy. Radiat Res 126: 296・303，1991 

Glassberg E， Lewandowski L， Ha1cin C， Lask G， Uitto G: Hyperthermia potentiates the effects of 
a1uminumph出a10cyaninetetrasulfonate-mediated photodynar凶ctoxicity in human ma1ignant 
and norma1 celllines. Lasers Surg Med 11: 432-439， 1991 

Gossner L， Stolte M， Sroka R， Rick K， May A， Hahn EG， Ell C: Photodynamic ablation of high-
grade dysplasia and early cancer in B紅白tt'sesophagus by me釦 sof5・aminolevulinicacid. 
Gas位oenterology114: 448-455， 1998 

H紅 thY， Hirshowitz B， Kaplan B: Moditied topica1 photodynamic therapy of superficia1 skin 
回mors，utilizing aminolevulinic acid， pene住atioI，lenhancers， red light， and hyperthermia. 
Dermatol Surg 24: 723・726，1998 

Henderson BW， Dougherty TJ: How does photodyn田凶c出erapyworks? Photochem Photobiol 
55: 145・157，1992 

Ishihara M， Sawada M， Miyoshi N， Uchibayashi T， Hisazumi H， Fukuda M: A study of the newly 
sensitizer， PH・1126tartarate， for PDT into cancerous tissue. Photomed Photobiol 13: 147・150，
1991 

Kennedy JC， Pottier RH， Pross DC: Photodynamic therapy with endogenous protoporphyrin IX: 
basic principles and present clinica1 experience. J Photochem Photobiol B Biol 6: 143・148，1990 

Kessel D: E百ectof photoacti vated porphyrins at the cell surface of leukemia L 1210 cells. 
Biochem 16: 3443-3449， 1977 

Kessel D， Jeffers R， Fowlkes JB， Cain C: Porphyrin-induced enhancement ofultrasound 
cytotoxicity. Int J Radiat Biol 66: 22ト228，1994 

Kessel D，.Lo J， Jeffers R， Fowlkes JB， Cain C: Modes of photodynar凶cvs. sonodynamic 
cytotoxicity. J Photochem Photobiol B 28: 219・221，1995 

Kessel D， Jeffers R， Fowlkes JB， Cain C: Effects of sonodynamic and photodynar凶C位eatmenton 
cellular thiollevels. J Photochem Photobiol B 32: 103-106， 1996 

Kinsey JH， Cortese DA， Neel HB: Therma1 considerations in murine tumor killing using 
hematoporphyrin derivative phototherapy. Cancer Res 43: 1562・1567，1983 

Kremkau FW: Cancer therapy with ultrasound: a historical review. J Clin Ultrasound 7: 287・300，
1979 

Matsumoto N， Saito H， Miyoshi N， Nakanishi K， Fukuda M: Combination effect ofhyperthermia 
and photodynamic出erapyon carcinoma. Arch Otolaryngol Head Neck Surg 116: 824-829， 1990 

Miyoshi N， Misik V， Fukuda M， Riesz P: Effect of ga1lium-po中hyrinana10gue ATX・700n
nitroxide formation from a cyclic secondary amine by ultrasound: on the mechanism of 
sonodynamic activation. Radiat Res 143: 194・202，1995 

Mukht訂 H，Agarwa1 R， Athar M， Lewen RL， Elmets CA， Bickers DR: Photodynamic therapy of 

・10-



murine skin tumors using Photo仕in-ll.Photodermatol Photoimmunol Photomed 8: 169-175， 
1991 

Nahatedian MY， Cohen RA， Contino l¥1F， TeremτM， Wright WH， Bems MW， Wile AG: 
Combination cyぬtoxicchemotherapy with cisplatin or doxorubicin and photodyn出叫c出erapym 
mur担etumors. J Natl Cancer Inst 80: 739・743，1988

Nakajima S， Maeda T， Omote Y， et al:Tumor localizing Ga-porphyrin complex (Alχ-70)ぉ a
new photosensitizer excited with YAG・laser.J Jpn S∞Laser Med 10: 225-228， 1989 (泊
Japanese) 

Nelson JS， Liaw LH， Orenstein A， Roberts WG， Bems MW: Mechanism of加mordestruction 
following photodyn出凶ctherapy with hematoporphyrin derivative， ch1orin，釦dph出alocyanine.J 
Nat1 Cancer Inst 80: 1599・1605，1988 

Peng Q， Moan J: Correlation of distribution of sulphonated aluminum phthalocy~~es with血eir
photodyn出niceffect in tumour and skin of mice bearing CaD2 mむnmarycarcinoma. Br J Cancer 
72:565・574，1995 

Prinsze C， Penning LC， Dubbelman TMAR， VanSteveninck J: 1nteraction ofphotodynamic 
treatment and either hyperthen凶aor ionizing radiation and of ionizing radiation and 
hyperthermia with respect to cell killing of L929 fibroblasts， chinese hamster ov訂ycells， and 
T24 human bladder carcinoma cells. Cancer Res 52: 117・120，1992 

Re思llaJ， MacRobert AJ， Gorchein A， et al: Photosensitisation and photodynar凶ctherapy of 
oesophageal， duodenal， and colorectal回mou四 using5 aminolaevulinic acid induced 
protopo中hyrinIX-a pilot study. Gut 36: 67・75，1995 

Ris HB， Altermatt HJ， Nachbur B， et al: Clinical evaluation of photodynamic therapy with 
mTHPC for chest malignancies， pp 421-425. 1n: Spinel1i P， Dal Fante M， Marchesini R (eds). 
Photodynamic Therapy and Biomedic字1Lasers. Amsterdam: Elsevier Science Publishers， 1992 

Saito T， HayぉhiJ， Sato H， Kawabe H， Aizawa K: Scanning electron microscopic analysis of 
acute photodyn出叫ctherapy for atherosclerotic plaques of rabbit aoロaby using a pheophorbide 
derivative. J Clin Laser Med & Surg 14: 1-6， 1996 

Stables G1， Stringer MR， Robinson DJ， Ash DV: Large patches ofBowen's disease treated by 
topical aminolaevulinic acid photodynamic therapy. Br J Dermatol136: 957・960，1997 

Suzuk.i S， Nakamura S， Sakaguchi S: Experimental study of intra-abdominal photodyn出nic
therapy. Lasers in Medical Science 2: 195・203，1987 

Svanberg K， Andersson T， Killander D， et al: Photodynamic therapy of non-melanoma malignant 
加moursof the skin using topical d-創叫nolevulinic acid sensitization and laser irradiation. Br J 
Dermatol130: 743・751，1994 

Umemura S， Yumita N， Nishigaki R， Umemura K: Sonochemical activation of hematoporphyrin: 
a potential modality for c叩 certreatment. Pr∞IEEE UltrぉonicsSymp 955・960，1989 

Umemura S， Kawabata K， Yumita N， Nishigaki R， Umemura K: Sonodynamic approach to tumor 
trea回lent.Proc IEEE Ultrasonics symp 1231・1240，1992 

・11-



Urnernura S， Yurnita N， Nishigaki R: Enhancernent ofultrasonically induced cell darnage by a 

galliurn-po中hyrincornplex， ATX・70.Jpn J Cancer Res 84: 582・588，1993 

Urano M， Nesurni N， Ando K， Koike S， Ohnurna N: Rep剖rof potentially lethal radiation darnage 

in acute組 dchronically hypoxic回rnorcells in vivo. Radiology 118: 447-451， 1976 

Valenzeno DP: Photornodification ofbiological rnernbranes with ernphasis on singlet oxygen 

rnechanisrns. Photochern Photobio146: 147・160，1987 

Van Hillegersberg R， Kort WJ， Wilson 1HP: Current status of photodyn舘山 therapy泊 oncology.

Drugs 48: 510・527，1994 

Waldow SM， Dougherty TJ: Interaction of hypertheロ国aand photoradiation therapy. Radiat Res 

97:380・385，1984 

Yurnita N， Nishigaki R， Umemura K， Umemura S: Synergistic effect oful紅白ou在百組d

hematopo中hyrinon sarcoma 180. Jpn J Cancer Res .81: 304-308， 1990 

YurnitaN， S結成iK， Umemura S， Nishigaki R: Sonodynarnically induced antitumor effect of a 

gallium-porphyrin complex， ATX-70. Jpn J Cancer Res 87: 310・316，1996 

Yurnita N， Sasaki K， Urnemura S， Yukawa A， Nishigaki R: Sonodynarnically induced antiturnor 

effect of gallium-porphyrin complex by focused ultrasound on experimental kidney tumor. 

Cancer-Lett 112: 79・86，1997 

-12-



日 2ド貝;オ団宇甫助蛍主主による

1998 生存E夏日司コ臣三肴全在高ブヨ著書E主義幸良をき子主書

一在留中国人研究者研究助成ー

財団法人日中医 学 協 会

理事長中島章殿

研究室で撮影した本人のスナップ写真、及び発表論文のコピーを添付

1.研究者氏名 劉 援

μli 年 3 月 8 日

研究機関京都大学大学院医学研究科研究指導者本田孔士教授 職名大学院生

所在地〒606京都市左京区吉田近衛町 電話0757534337内線 4337

マウス網膜発生における βーカテニンの局在変化について
研究テーマ

2.本年度の研究業績

(1)学会・研究会等においての口頭発表 ⑤ 無 (学会名・内容)

南カリフォルニア大学 Doheny眼科研究所学術集会(平成 10年 10月9日)

マウス網膜発生における s-カテニンの局在変化について

(2)学会誌等に発表した論文 ⑤・ 無 (雑誌名・論文名)

Developmental changes in the subcellular localization of R-cadherin 

i n chick reti nal pigment epithelium 

(鶏匹網膜色素上皮発生における Rーカドヘリンの局在変化)

Xiao Liu， Akira Mizoguchi， Masatoshi Takeichi， Yoshihito Honda， 

Chizu目kaIde 

(劉駿、溝口明、竹市雅俊、本田孔士、井出千束)

平成 10年4月 11日発行 Histochemistryand Cell Biology雑 誌 第 10 

8巻第 1号 35頁......43頁掲載



3.今後の研究計画

軸索と成熟グリア細胞との接着は限られているが、発生における幼若グリア

細胞は軸索と高い親和性をもって接着するので、軸索伸長に働く接着分子が関与

していると考えられる。我々が視神経及び網膜における再生軸索の接着分子とし

ては R-カドヘリン、およびβ-カテニンなど有効に機能するを明らかにした。

今度は接着分子の具体的な応用として、有効と分かつた接着分子の遺伝子をウイ

ルスベクターに組み込んで強制的に接着分子を発現させた細胞を作成し、培養系

および発生を用いて神経成長円錐とグリア細胞に発現される接着分子を明らか

にし、そのアミノ酸配列、 DNA配列を明らかにする。また再生軸索が本来の中

枢神経組織内を伸びる可能性を追求し、再生軸索がグリア細胞をはじめとする組

織成分といかなる関係を保ちながら伸びるかについて形態学的な基礎を確立し、

軸索の伸長を臨書するとされる髄鞘を除去することによって、網膜を含む中枢神

経系の neuronの再生促進がどの程度図れるかを調べる。
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れ、人格的にも円満で、よく他の研究者逮とも和し、教室員からも尊敬を受け

ている。チームワークの保持がとてもよい。今まで研究成果は網膜の形態形成

における Rーカドヘリンの局在と機能の解明に貢献し、細胞生物学、発生形態
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マウス鋼膜発生における βーカテニンの局在変化について

劉暁

京都大学大学院医学研究科大学院生

指導教官:本田孔士京都大学大学院医学研究科教授

論文要旨ミ

【目的】近年、神経系で発現している細胞接着分子が次々と同定されている。そ

の中でカテニンは、カドヘリンの接着機能を細胞質領域に結合して、制御されて

いると考えられ、これらを介して細胞骨格系と連結している。本研究は、網膜の

形態形成における β・カテニンの役割を明らかにするために、マウヌ網膜発生に

おける β・カテニンの局在を免疫組織化学的及び分子生物学的に調べた。

【方法】マウス (C57/BL6)の 12、16日の胎仔と出産後胎仔 1、2、5、1

0、 1 6、日及び 1が月後のアダルトから網膜を摘出して、 3.5%パラホルムア

ルデヒトで固定し、 20μmのクリオスタット切片を作成して、 s-カテニンの

免疫染色を行った。一次抗体として抗かカテニンモノクローナル抗体、また二

次抗体として TRITC(tetra methylrhod amine isothiocyanate)標識抗 IgG

を用いて免疫蛍光法で染色し、蛍光顕微鏡及び共焦点、レーザー顕微鏡で観察を行

った。次に同じ時期のものを TrizolでtotalRNAを取って、遺伝子レベルで

の発見を見るために Reversetranscription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR)法によって網膜全体でのかカテニンの発見を調べた。

【結果] s・カテニンは胎生6日目から網膜神経節細胞に局在していた。出産

後 1・5日目ピークに遣し、 10日目から減少し、 16日目には主に神経節細胞

及び神経繊維層、外、内網状層に集積がみられた。アダルトには消失した。定量

的RT-PCR法によって、 mRNAレベル上以上の局在を確認した。また、Western

blotで蛋白質レベル上以上の局在を確認した。

【結論】以上により、かカテニンは、マウス網膜の形態形成に伴って網膜に限

局して発現されることが分かつた。かカテニンが発生初期には網膜神経節細胞

から発現され、発生後期主に神経節細胞及び神経繊維層、外、内網状層に限局

して発現することは興味深い事実である。 β-カテニンは、組織が分化していく

際の形態変化と相関しており、発生段階に神経突起の伸長及びシナプス結合の

形成と維持に重要な役割を果たしていると考えられる。

Key Words網膜 β・カテニン発生マウス RT-PCR 免疫蛍光法
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Abstract 

PURPOSE. To cxamine血，ce却resS1∞ ofs -catenin in the devel中ng血.ouserc出a.

恥aI'HODS.C:ryos回tsecti∞S of re出asfrom E12， E16， E20， Pl， P5， PIO， P16組 d

ad叫tmi.ce wcrc pr旬aredfor innmm.∞yto也e:tIllS位yand vicwing by五ght凶cros∞py.

Lo伺lizationof s・cateninwas det佐世nedby imnl1ID.<∞戸∞h四 rist:ry. 'lb.e reverse 

国 nscription-p01ymerascchain reaction (RT -PCR)血 e也，odw泊四edぬ detectβ-cateDIn 

mRNA expr偲 sionof em肱yoniceyeball and of pω凶凶 re血as也g偲.Tor..al RNA wぉ

iso1.ated組 dpurified

RESULTS. s・cateDInmRNA was detected clear1y in embryonic day (E) 12， E16， 

pos也ata1也y(P) 1組 dP5， Th釘回ft町，血，eexpr'岱S10nw部 markedlydec:reased， and 

showed weak expr回 sionin ad叫tmouse. lmmunoreactivity for s ・叩t悶 n w回

demo盟国tedin gang1ion cells of re血aatE12，組dwas strong偲 t企omE16血roughP5. 

stages. Dur白g也偲es匂偲， s -catenin w担保戸偲seduniform1y around tb.e site of the 

p1asma m位nbran偲 of也.ere匂a1cells血∞n回ctwi血 each0也町. Thぽ伺ftl釘， 血e

immunoreactivity wぉ s出lposi丘.ve1ydis出buted白IOUghOut也，ere血ace11s， elD.d gradua11y 

becomc weaker witb. deve10pment and 10calized in inner p1exiform 1ayer臼 dganglion cell 

layer inc1uding neurofiber 1ayer in P10. By P16， on1y w伺 kbut c1ear immuIlor伺 cti.vity

W留め匂白edon tb.e outer ple対form1ayer， inner p1exiform 1ayer祖 dganglion cel1 N 0 

immunoreactivity wぉ detectedin ad叫tmouse retina except in blood v偲s，~ls. And no 

expression was found泊 RPEce1ls in pos回atalstages. 

CONCLUSIONS. These findings血dicatetb.atβ・創出nmay p1ay組 importantr01e白

血em，ぽphogen偲包 of血，emousere出a，especially in developm釦 tofre出a1g担 glioncells 

組 dsyna戸es.

Liuetal. 
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Introduction 

h也erecent years， tb.ere is ac∞血lla出gevidence血attb.e偲11adh偲 ionmolccules play a 

criti.cal role in regulating differe凶包∞釦dgrow也 'oftb.e ve巾凶teretina . During 

development of血.emo也seretina， grow也 ofganglion cell axon is d旬endenton血e

F偲 enceof many factors血.c1udinga品問。，nmole叫偲 suchas NCAM， Ll， N・組dR・

伺 dherinTh偲emol∞叫岱 arel∞alizedt位時ora11yand spati.a11y a10ng tb.t: develop血g

opti.c patb.way (Matsunaga， et a1. 1988;恥 h町。， et al. 1991)，釦d也 bo也白羽町釦douter 

pl切 formlayぽ s(H釦 kin，et al 1994)，組.don ma勾， re也al∞lls(Grunwald GB， 1993， 

clmningbarn BA， 1995) including re出al戸gmentepi血.eliumcells (Liu， et a1. 19'77). 

Catenins were flIst characterized as linking tb.e cytoplasmic domains of cadherins to tb.e 

∞rti.ロ1actin cytoskeleton. They紅 e出国cell叫訂 polypepti.des出atp訂tof a complex sub-

membraneous network which modulates也eadh岱 iveab出tyof cells associated witb. 

clぉsicalcadherins. (K四 ler，1993). Recent studies proved that the functioD. of cadherin 

far司lyof cell adb.回ionmolecuIes is mediated by catenins (Ranscht B， 1994). In addition 

to their essential role in mod叫ating伺 dh釘泊adh偲 ivity，catenins have more rec釦 tlybeen 

impli回 ted血 ce11and developmenta1 signaling pa也wayscontrolling mo中hogenesis

(Hub訂， et札 1996). s -cat∞mwぉ flIStiden凶 ed回 acytopl出血cligand required for 

cadherin-mediated ex;回 cell叫aradhesion molec叫e(Nagafucbi and Takeicbi， 1988; Ozawa， 

et a1. 1990). 1包負担.ctionwas dependent on its association with cytoskeleton. Catenins伺 n

b出dぬ ac也 filamen包 atadh釘 ensjnncti.on (Haftek， et al 1996). Their complex pattem of 

terr苧oraland spatial expression suggest也epot偲 tia1involvement也 IDoJrphog四 etic

F∞回S回(Milleret a1. 19タ7).Subsequently， s・cateDInw出 alsofotmd to bc involved白

血eneurocan-Ga1N AcPI・aseconnection for extrace11ular signals controlling 伺 dherin

function. (Li五enet al. 199η. Fur血釘 studi偲 haveshown也ats・cateninls ability to 

Liuet al. 



regu1ate body鉱お de同盟国ti.onwas associated with its si伊 altransductiun ftm.cti.on. 

Recently， s・cateninbas also be偲 fOlmdto form a∞mp1ex wi血 APC，a tumor 

m即 ressorgene product which su鍔偲tsa ro1e血 regu1a出gcell prolifera且.on(Su et a1. 

1993)組.dneurona1 apotosis (.Ahmed Y et a11998). The APC-catenin comp1ex血 theWnt 

s1伊a1回nsducti.onpathway may affect the岡田出ssionofcon也ct血hibitionsigna1s and/ 

or也eregl.Uati.on of cell adhesion (Bar也， et al 19'17). s・cateni.nalso pほti.cipat岱白

血 .00叫atingcytωke1e凶 dynamics泊 associationwith the mi.crofi1ament-bl.ID.(丑mεprotein

fascin and tublinσao， et a1. 1996). 

A1though cadh釘1DS担dso血e則的nshave been 1oca1ized in血emammalian deve10ping 

retina， no s回di偲 ofs-伺 t白血1oca1izationhave been reported. In the pr偲 ents加.dy，we 

bave examined出.es -cateDIn侃:pressiondur担gdeve10pment s -cateIlIn. 1∞a1ization 

was examined by immunocytoche団結y組 dβ ・四teninmRN A expression 1evel was 

analyzed by RT-PCR 

Liuet a1. 



Materials and Methods 

The all exp町出阻ts，血eprocedur自国edc∞formed to血eARVOS包tementfor the Use 

of Animals in Oph血.a1血cand Vision Research . Time-pregn:祖tC57厄I五(pigmented)or 

CD-1 (a1b也0)血.cewere used pu戸 froma sing1e五t町 werekilled at different ag偲，

ranging from bir也ぬ也e30也 pos回a凶，組.dey偲 W釘 e:fixed by immersion血 4%

戸raformaldehyde血 O.1 M phosphate buffer (pH 7. 2・7.4)overnight at 4t. Next， ey回

W ぽe1血血町sedin，ぽ伺smgconcぽltratiOnsof suぽωe(10， 15， 20組 d25%)也 0.1M 

phospbate buffer sali.ne (PBS) at pH7. 4， embedded in Tissue Tek OCT compound (Mi1es， 

Bkhart， In.， USA)， 担 dquick-frozen in liquid nitrogen. Eight・出crome:tersectioDS 

国 DSversew訂 ecutonaαyostat， and mounted on ge1atinized glass slid回.S ・~ctions were 

air-dried， stored at -20t and processed for histoche出町y.The re出aof PIO， P16， and 

adult w町 edissected from the posterior part of the ey白. For RT-PCR也e¥vhole eyeball 

of E12， E16 and也.eretinas of Pl， P5， PI0， P16， adult wぽ edissected rapicUy c田.dflash 

frozen in liq司dni住ogenun世田e.:Mice were anesthetized with metofane before fL'Xation. 

Five litters were studied by immunocytochemistry. 

Immunohist∞:her泊s紅y.A mon∞lona1 antibody against {3・回t佃血 wasused as the 

primary antibody for β・創出n(T ransduction La boratori岱， Lexington， KY.， USA). Its 

specificity h回 beentested by W岱 t釘nb10t担a1ysisand a1so well documented (Su L， 

1993). Te回 me也¥y1・rhωamme也o耐∞y担.ate-co可ugated(TRITC) gωt .Ul丘-ratIgG 

antibody (C五四icon，Ca， USA) w部 used笛 asecondary担 tibodyto detect clD.d visualize 

組丘gen・bindin喜・

Sections were w笛:hedin PBS for 30 minut偲 andthen incubated for 30工oinut偲 with

PBS containing 5% bo加 .eseru皿a1bumin(BSA) and O. 1 % Triton X・100to b10ck non-

Liuetal. 



spec迫C組位bodyb也dings.Secti.ons w訂 e也∞.batedwi血m.on∞l.onal組ti.bodyagainst s 

-catenin at 1 :200 f.or 2 h at r∞m 惚mp釘a回re. M町 wasbing血r健闘eswl也 PBS，

secti..ons were incubated f.or 1 h at 31t • wi也 TRI1・C-∞中ga凶叫・mous~ IgG. Mt釘

rinsing with PBS， secti..o国 Wぽe皿ountedin DABCO皿.Qlm也gmedium S~ti..ons wぽe

examined with a ep泊.u.or偲 cen白血ぽos∞pe(Akiωk.ope， Zeiss， Germ組.y)組d

ph.ot.ographed using a digi包1CCD伺血悶 (S.ony，Japan). C.ontr.ol secti.ons were 

proc岱 sedthe same way except出atthe primary組曲odywお S由sti.t.utedwi也n.on-

nnmunes訂um. S ecti..ons incubated with.out pri血ary組丘bodyw訂 eused留組 additi..onal

c.ontr.ols. 

Reverse Transcripti.on-P.olymeraseαainReac丘.on

T.o匂1RN A was is.olated using T riz.o1 r伺gent(Life Tecbn.o1.ogies， Gaith釘sburg，恥ID)，

ac∞rdingぬ血em釦.ufacturぜ s白structi..ons.Wi也促nbry.os，RNA wぉ is.o1atedfr.om the 

entire eyeball wbi1e at pos回ata1stages， RNA was isolated fr.om iso1ated retina. 

Reverse凶 nsぽipti..on-po1ymerasechain r伺cti.ons(RT -PCR) w釘e伺rried.out血 a

pr.ogrammable也釘ma1cyc1ぽ(mode1PTC-100， :tVf.J Rese訂 ch， Watert.own， MA). cDNA 

syn血岱18was P釘f.ormedwith 2 ug t.ota1 RN A in 80叫 reacti..onbuffer c.o立lprised.of 5 mlvI 

MgClz s.o1uti..on， 1 mM de.oxyribonuc1eoside出.ph.osphat偲(dNTP)， 2.5ゆifOlig.o d(η16， 

20 U RNase血hibit.or，組d50U MuL V rev紅白岡邸criptase(P町kin-Elm釘， Fost訂 City，

CA). S amp1e was reverse transぽibedf.or35出nutesat 42t， and denatured f.or 5 minut偲

at 99t f.oll.owed by c.o.olingぬ 4t.cDNA samp1es were subjectedぬ PCRusing 

specific . primers f.or s -cat伺 n and f.or g1ycera1dehyde-3・phosphate d・~hydr.ogense

(GAPDH) wbich served出 血 血ternalc.ontr.ol Primers were d偲 ignedusing a s.oftware 

RightPri血ぽ戸.ogram(Bi.oDisk， San Fr組.C1S∞，CA)租 dtheir specificity was c.onfirmed 

bya G姐 B釦 kdatabase. Olig.onuc1e.oti.de prim訂 sf.or m.ouse s・cateninand G APDH 

Liuet a1. 



W訂 esynthesized by Integrated DNA Technologi偲， Inc. (Cora1v迎e，IA).Poly田町ase

ch包nr伺 ctionpr出釘sused for s -cateDIn w釘es四 se51-GAG GCT CπGTA CGC 

ACC GTC-3 1 • 組6・s釦se 51-GGT TGT GAA CGT CCC GAG CA-31
• These pri血邸

∞rrespond to sequenc偲血 wholemouse cDN A bank組 dgi.venan紅ロplifiedfragm四 tof 

427bp企0血 m 旧工es -ca俗世nRNAAs組出町na1control， cDNA samplf:s a1so were 

紅nplifiedwi也 pnm.釘scorr偲 ponclingto a G APDH. S四 se5' -GTG MG  GTC GGT 

GTG TGA ACG G-31
• Anti-s四 se51-ACG TCA GAT CCA CGA CGG ACA C-31

• The 

predicted siz岱 oftheampぽiedβ-cat白血andG APDH DNA produc岱 W町 4実7and730 

base pairs， respectively. . 

The PCR ( fma1 volume， 30叫)contained 1叫 of血eRT reaction， 3叫(lf10X PCR 

buffer， 0.5叫 MgClz(0. 8mM)， 1吐 eachof the sense pr出釘租d 組出ensl~ primer( 50 

凶If)of GAPDH and s -cat∞in， and 0.5叫 TaqDNA polymerase (Promega， MadiSon， 

WI， 2.5 U/m1) 

The PCR program consisted of租血itia1step at 95t for 5 minut偲， followed by 35 

cycles of dロlaturationat 95t for 1 minutes， annea1ing at 62t for 1 minutes， extension 

at 72t for 1 minut回， and a final st叩 at72t for 10 minutes. Rou出。 RT-PCRcon住o1s

were done without rev町田住担scriptぉe(wat釘 control). The to泊1RNA from mouse 

testis w釘 eused as a positive con位。1(Lin， et al 1996) PCR products (15叫)w釘e

ana1yzed by electrophoresis on 1. 2 % ag訂 osege1s containing 5 ug of ethidium bromide 

per 100 m1. The DNA b祖 dsw訂 evisualized and photographed under ul回 violet

位組副umma丘onlight

Semi-Quantitative Ana1ysis 

For quanti五cationofRT・PCRda包， RT-PCR were performed也triplicateus:ing G APDH 

笛組 endog四 ous血.tema1s凶ndard， photographs of也ee血idiumbromide-stained gels 

liuet al. 



were scanned in Bio-Rad Mode1 G S・7∞lmagi.ngDensitomet町田也gMo1e叫訂Analyst

software (Bio-Rad Laboratories， H町c叫.es，CA). The血ten司tyof血e戸xe1sw町 esummed 

ma∞m也ntwindow for each band and tb.e紅白 und釘目chpeak w笛 det，釘出nedby 

m凶ngout回 dweigbing也ep回b 台omdensitome町国cings.The average of也eratios 

{3 -catenIn to GAPDH were伺加latedto COII伊 reexpr偲 sionof {3 -cateIlin witb. the 

internal standard 

W偲 te血 b10tanalysis 

W回 ternb10t ana1ysis wぉ performedusing a Cell rr transb10tting a即 aratus(Novex， 

CA) accorcling to the四国c丘onssupplied 25叫 ofprotein samp1es were subjected to 

10% NuPage ge1 followed by electro回 nsf，町 ontoPVDF mαnbr祖偲.Mαnbr組岱 were

住eatedwith monoclona1 antibody against {3・catenina t a dilution of 1: 1 0∞. Us血ga 

ABC-Kit， antigen band was v詠ua1ized Finally，出.em促nbranewas scanned inωa 

PhotoShop， and the image was pr∞essed 
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Results 

Immunobist∞he泊 cals回dy

Cadherins have been found to be expr偲 sed倒 ly也 developingretina. T 0 campare ti血 S

∞urse of appe訂組.cew1血血atof伺db.er泊.s， 10句1izati∞ofs-伺 t出 nwas studied by 

immnnofluorescence cyぬch紅白s句， at the light micros∞pic level泊四iceaged rangjng 

fromE12 to adult Two s出回 ofani血a1s企om回chstage wぽeexami.ned The血t回.sity

担 ddistribution of s -catenm s凶ningin bo也 C出回 'w釘 es1血1ar. s・cate国n

immunoreactivity was frrst detected血 ganglioncell layer at E12 (Fig.lA). S匂白血g

gradually担訂eぉed白血tensity，組dwas distributed between cells in a111aye:rs of retina. 

This pattern wぉ mostprominent in E16 ey岱(Fig.1 B). Mtぽ bir也，血.epatt釘nand 

int，四s1匂， of s -catenin labeling remained mchanged to P5 (Fig 2A・B).At this ぬ ge，

也町ewas strong labe五ng血 ganglioncell layer including neurofiber laye:r担d血2釘

plexiform layers (Fig. 2C， Fig.3C). Th訂伺ft釘， βー伺tenini血mmoactivityw;認 de訂eased

and at P16， on1y s位ongsta血血gwぉ localized血血eg組 glioncelllayer， and weak but 

quite clear staining in inner plexiform組 dout訂 plexiformlayers (Fig. 2D， Fig. 3D). 

Finally，也i.slabeling pattern disa即伺red血血.e3 month-adult-retina. In the adult retina， 

on1y blood v自民lsand cells in choroid remained w伺 kβ-catenin-positive(Fig. 2E). No 

expression was exam血.edinRPEcells atpostnata1 stages. 

Developmenta1 mRNA expression of s・catenin

3・cateninmRNA levels w訂 edeter国nedby RT-PCR也 to凶 RNAsa立lplesextracted 

from E12 to adult mice. PCR amp五fi伺 tionwere a 427・bpband corresponding toβ. 
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創 出nmRNA組 da 730 bp band f.or GAPDH as an血temal∞a位。，1(Fig. 4A). At all 

'stages t回 ted，出町ewas a decr伺 se白血e也t偲ity.of伺 teninband after P 16. There were n.o 

.obvi.ous differenc岱血也e血 回sity.of也.eband in E12ぬP1ぬ ges，wh四 rati.o.of s-

創出nぬGAPDH was examined and bas a d何回se血RNAc.o凶.01fr.omPl t.o P16担 d

也ぬ adu1tre也aFur也町立lOre， positi.ve c.on位.o1sfr.om血 ousetes出 tissuew町eyielded 

血epredicted PCR produc包 Additi.onally，sampl回nm.with.out reverse Ir担scnp阻se

generated n.o PCR produc包(Fig.4B).

0・cateninl∞a1izati∞inMuller cellline 

In .order t.o figure characterize s -cateDIn mAb， we perf.ormed tw.o kinds .of I~xperiments. 

In .one study， we examined cell叫訂 l.ocaliz油.on.of祖 tib.odyb血dingsit，偲 andin an.o也釘

study we used irnnnm.obl.o凶ngt.o cbaracteriz the antigen. As sh.own in Fig.5，β・cateDIn

immm.oreactivity w包 pred.oII血 血Uy1∞alized t.o the cell surface. Indeed，也.em.ost 

int，釘lSest話回ngw笛 seenat sites出atjux飽positi.onneighb.oring cells (Fig. 5A). W回 t釘n

bl.ot組 dC.o.omassie pr.ote血 sta血 sh.oweda app訂組tband .on 92 kI泊 whichwas 

c.orresp.onding t.o s -cateDIn (Fig 6). 
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Discussion 

The present study hぉ dem.ons凶 tedthat， {3・伺回血 expr国 si.onwas at f:irst 1.0位五zed血.

re也a1gangli.on cells beginnjng訂.oundE12，組d出atthe staining w出血creasedst回dily

t.o its回以出a1int四sityat也ebir也Th紅白fter，也，e1血四国.or回ctivityw笛∞nf血，edt.o血e

.out訂plexif.ormlayer， inn釘 pl侃 if.ormlayer祖 dgangli.on cell1ay釘 includingnervefiber 

layer at P 16. Fina11y血，ereactivity disappeared fr.om re血a血adul也∞dThe changable 

c.omplex pattern .of tempora1 c皿dspati.a1 expressi.on.of {3 -catenin suggest血，epotenia1 r.ole 

.of c.ontr.olling retinal m.o:中h.og釦，esisin the devel.op血姐t

The maj.or p紅臨時 f.orthe回dh訂insat cell-cell juncti..ons are cat畑出 (NClgafuchi and 

Takeichi. 1988). In cells wi也outany伺 dh佐山， catenins紅 enever c.oncentl'ated in cell-

cell c.ontac sit回 (Ker叫er，1993).τbus， it is most likely出at也，e.observed cateDIn 

dis住ibuti..onrepresents血at.of cadherin/cateDIn c.omplex回.M.olec叫紅mechani.smsat也e

synaps偲紅elittle kn.own. Previ.ous studi回sh.owedthe l.oca1izti.on .of N -cadherin was 

abundant wi白血 bo出血且訂組d.out，ぽ plexif.ormlayer (K1javin， et al 1994). The similar 

pa財 団 is a1s.o .obs町vedin rat・reti.na(Doherてy，et a1. ' 1991) and cbick devel.opment 

(Matsunaga， et a1. 1988). Recent studi偲sh.owed血attw.o class偲.ofcadh釘 jn-ass.ociated

pr.oteins， a1pha N -andβー創出ncoloca1ized with synapt.ophysin were associated with 

也，eN-cadherin f.or its 1∞alizati∞m可napticjuncti.ons in m.ouse組.dcbick加 tins(Uchida， 

et al 1996). Syna戸岱 are血，.oughtt.o be ~戸ami.c adhesi.on s回ctures，as i血pliedby也err

五四，cti..ona1plas丘city.our recent .observati..on sh.owed出atthe peak leve1 .of {3 -cateDIn 

expr回si.onin the devel.oping retina c.o血，cid偲with也，esynapse f.ormati..on in tb.e .0叫，erand 

inner plexif.orm lay町. And {3 -catenin 1.0伺1izedin也esesynapti.c juncti..oIlS are likely 

ass.ociated with certain cadherin molecu1es including N -cadherin，血d伺 ting

伺dher泊Jcat悶 nc.omplex may contribute aαiti.ca1 r.ole血血，ef.ormati..on and maintenance 
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。f可nap丘cJunc丘ODS出Ioughoutdeve1句加釦.t， at1回st泊 cer也血re出a1neurα回.

Moreov釘， it h笛 beenknown出at血，epreva1ence of s-伺 teninco1ocalizti.on with N-

伺 dh釘泊血血，eouter 1i出血呂田，embrane，i e.， zonu1a adh釘自主mc丘ons(Ro血.ony Caja1 S， 

19ち)between photorecepta同組.dM叫1ercells， sugg創出e伺 dher泊Icat伺.Ilcomp1ex is 

a1so more出portantfor kee戸g血，enormal bistotypic 邸中ho1ogyof the photoreceptor 

cell1ayer. 

Cadberinslcatenins are 1∞alized not on1y in可napticjtmCti.ODS but a1so a10ng -，uco凶 fibers，

偲peciallyat embryonic s也gessugges包ng也e伺 dherinslcat四血sp1ay ml.U ti.p1e ro1白血

neurona1 connections (Redi回 eta1.， 1993). cba碍回出血edis回bu丘onof β-caten血 m

considered to reflect， for the most part，出，edeve10pmen也1processes of neuritis outgrowth. 

It has been known出atch江由gre出a1deve1opment，出，efrrst ganglion鉱 onseraerge at E13， 

and by Pl血，em司jorityofaxons have 1eft the eye (Kuwabara， 1975). Recent studies 

showedN・cadh町m 組 do也ぽ adhesionmolecl.U岱 such笛L1， N-CAM pro江 ゆ 也gre出al

neurite outgrow血血vitro(Neugebauer KM  et al 1988; H叩 kinMH et a1. 1労4;Kijavin 

IJ et a1. 1994). To date， stim叫組onof neurite outgrowth by N -cadherin or N -CAM-

mediated binding凶ggerschang偲白血回偲且叫訂 Ca2+by activati.ng Ca2+ channe1s and 

reqwres也，eacti.vity of a tyrω也，ekinase (Bixby JL et a1.， 1987; 1990)， and recent 

evidence suggests血atthe fibrob1ast growth factor (FGF) receptor fa司ly盟国bersFGF-

2 may be泊也ispath way mediate出回目白a1axon gt必祖ce(W:副iamsEI et a1 1995， 

Bri凶sPA et a1 1996). Since the neurocan/Ga1NAaPTase pair is one of sev釘a1

五gandlreceptor也t釘 actions血atcantriggぽ neurite0国grow也戸∞ess.And s・cat回出h白

血e potenti.a1 to play 担 impor回.t ro1e 担制s pr∞間出血伊偲血e

phosphory1ati.onldephosphorylati.on句 nrapidly swiωh伺 dherinbetween functi.ona1 and 

. nonfuncti.ona1 s凶t偲. The very sim加 patternぉ chickmay sugg偲 t~;・catenin is 
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associated wi也はonalproc回 ses，組dmay consist偲 twi也也eneuro伺nJGa1NAaPTase

lnt釘 activepair regulation of neurite outgrowth in mouse (Ba1samo J et a1. 1995; Iilien J 

et al， 199η. c泊也e 0也釘 h釦d， retina1 neuron outgrow也 was ihibi匂d by 

dephosphory la tion of s・cateninwhich me担 S 伺 dh白出向nctionwas mediated by 

伺 tenins(Ba1samo J et al. 1996). And in vivo studies showed N-組 dR-∞dh釘lnplays 

guid祖 .ce白nctionof optic nerve fib釘 S血 earlydevelop血 .ent(地図皿agaM et al 1988; 

Redi回 C祖 dTakeichi M， 1993). The lat偲 t也回 sugges凶伺db.er白/catel血∞mplex

regt血ting也ere出alneurite outgrow血血 vivo(Wo祉nJC et al 1998). Although the 

mechanism of s・cateninrelated to也偲e血.olec叫偲 isunknOWll， the ClJrrent study 

indicates a tempora1 course simil訂 tothese m.ole∞l白血tmay reflect a si伊fi伺 ntrolefor 

也isadh回 ionmolecu1e in re血a1developm四 t阻 d可napgenesis.our r回叫ts血d伺 te出at

0・caterrininitially bas 祖国.por旬以 rolein axon outgrowth of re出a1gclD.glion cells 

tbrought the development 

h 血epresent s回dy，也.eprogr回 slvee~中ression of βー回t目立1 a1so wぉ seenat血e

RNA level suggesting血ats・cat白血isregulated pri血紅乱yat血e回 nsαiptiona11evel

Be白 山eof也.ere出aisolation tecbnique is difficu1t， the band seen after PCR amp五五回tion

on1y repr偲 entthe whole eyeball But血 pos回2泊1s也ges，all也.esample~: were from 

isolated re由laThe decrease in s・catcrrinin the adu1t may reflect the fUIlction role is 

temperary and unique. 
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Fi2ure Le2ends 

FIGURE 1. Reverse transcription-po1ym釘ase ch:担 reaction(RT-PCR) produc也

ob匂ined丘omdeve10ping mouse re出a.using primers derived台αnAmplification of 

be包.-catenincDNA . RNA was低回cted企omre出aof different ぬ g(:show and 

∞即位ted也ぬ cDNASamp1白 W釘 eampIified using speci五cbぬー伺回.inprimers and 

GAPDH primers笛祖internalcontrol. Lane M : 1 kb 1add訂 b伝ker，Lane 1・2:to凶 RNA

企ommouse eyeball血 embryomcs也g偲， Lane3・6: tota1 RNA丘ommouse neuro-re出a

也 pos回2阻lぬ ges.Lane 7 : A positive contro1 reaction of紅即日五cation0:ιad叫tmouse 

testis using也.esame primers， Lane 8 : a negative contro1 reaction of P1 retina cDNA 

wi也outRT. The predicted size of beta-caten.in (427 bp)担 dGAPDH (730 bp) w部

obtained in 1ane 1-7， N ote 

FIGURE 2. Quantitative ana1ysis of RT-PCR products showed in Figure 1. The ratio of 

也.ebeta-cateDIn to GAPDH product was p10tted according to也e血tensityof the a立lplified

bands. Ther回 ultsshow a progressive decr回 se血 expressionbetween P1 and ad叫也∞d，

and may reflect a unique tirne course of ro1e of beta-cateDIn in retinal cell morphogenesis. 

FIGURE 3. Immun∞yt∞h自 国 伺11∞alizationof beta-cateDIn in也.eembryomc mouse eye. 

(A) E12 eye; (B) E16 eye. (NR) neuro-re也a(GC) ganglion cell1ayer (LE) 1ens. N ote the 

beta-伺 teninIIDm1IDoactivity 10calized in g組 .glion∞11s(A)血 E12担 dwidespread the 

lateral circumference of all re出aceUs (B)也 E16.

FIGURE4.αanges血imrrnmocytl∞he出ぬ110叫 zationofbぬ・伺tenin恒也epos四泊l

mousere出a.(A) P1 retina; (B) P5 re也氏 (C)P10 re出a;(D) P16 retina;. (E) adult retina; 

(GCL) ganglion ce11 1ayer (IPL) inn釘 p1偲 iform1ayer; (OPL) ou町 p1exiform1ay釘;

(RPE) re出a1pigment eI柚 .eli直立

Liuet a1. 



.FIGURE 5. Ma伊fi叫 onmi.croscopy of bぬ・伺t担血 lDJD]JlDOS泊白血gmrrゅusere出a

(A) Pl re也a;(B) P5 retina; (C) PlO re也a;(D) P16 re出a;(GCL) ganglion celllayer 

(IPL) UlIler plexiform layer; (QPL) out釘 plexiformlayer; N ote the prom血担ts凶血gc租

been seen of也eganglion cell layぽ釦dganglion cell pr，∞偲S白血 twoembryonic sぬg回

組 dl∞alized血mn釘 ple泊formlayer姐 do叫erplexiform layer in pos也a凶 stages.

日GURE 6. Immunofluorescence mi.，訂oscopyof Muller ce11s labeled wi也 clD.ti.b吋邸 b

beta-回 tenin(A)N ote出.es位onglabel between the cell-cell c∞回ctsite. (B) Centro1. B訂

日GURE7. Western blot analysis of beta-創出nin Mu11釘 cellline. Arrow show the 

recognized band at 92 kDa corresponding to beta-catenm Lane A: Mark訂， Lane B: 

Mull訂 cellline.

Liuet a1. 
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3.今後の研究計画

多発筋炎(PM)が発病している時にLymphotoxinは重要な

役割が果たしているので、今は免疫組織化学方法で筋組織と

浸潤細胞にその発現を確定していて、 RT-PCR及び Insi卸

hibridyzationを使って、筋組織にLymphotoxin mRNAの

発現および発現量を調べている途中です。
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多発筋炎(PM)、皮膚筋炎(DM)におけるcostimulatory分子の発現

梁亦野中国医科大学附属第一臨床病院神経内科 医師

祖父江元名古屋大学医学部神経内科 教授

【目的】 PM，DMの筋組織におけるcostimulatory分子の発現率を定量的に検

討する。

【対象と方法】 PM20例とDMI0例の生検筋。厚さ6μmの連続切片を作製し、

H&E、免疫組織化学染色(insitu immunohistochemistry )を行な~\、.浸潤細胞

におけるcostimulatory(CD80 and CD86)分子の発現率を定量的に検討した。

【結果】 PM，DMとも浸潤細胞でCD80，CD86の発現があり、浸潤細胞に

CD86の発現率 (PMで35%+/ー0.11，DMで32.12%+/ー0.14) はCD80

(PMで0.09.9LV6+/ー0.05，DMで10.97%+/ー0.06)より高い，明らかな

差は見られなかった (P>0.05) . 

【結論】 PM，DMにおけるcostimulatory 分子の発見は病気の発生機序に

基づくと恩われる.

KEY WOROS:Polymyositis， Dermatomyositis， C080， C086 in situ 

immunohistochemistry 



Expression of costimulatory molecules， CD80佃 dCD86， on monocytes 
泊 muscletissues from patients with polymyositis叩 ddermatomyositis 

INTRODUCTION 

Autoimmune diseases紅 epresumably mediated by activated， auto-
antigen -reactive T cell (1， 2). Two distinct signals紅 erequired to induce 
differentiation from naive to activated T cell: one is antigen-specific 
signal mediated through the interaction between m吋orhistoconpatibity 
complexσ狂IC)-peptide complexes and T cell receptor ， and the other is 
non-antigen specific也atis calld "costimulatory" signal(3， 4). B7 
molecules on antigen-presenting cells (APC) reacting with the CD28 
receptor on T cells provide血emost potent costimulatory signals to T 
cells (5，6). B7 is known as a fi出国ly也athave at least three distinct 
isoform molecules， namely B7-1 (CD80)， B7・2(CD86)組 dB7-3 (7). 
CD80叩 dCD86 bind to s祖国 countereceptor出atis known CD28 and 
CTLA-4 and provide costimulatory signals. Blocking of出eB7-CD28 

・pathwayin vitro results in T cell anergy (8， 9， 10)， whereas in vivo 
bloking the B7-CD28 pa出wayresults in immunosuppression (11， 12， ). 
cτ工A-4expressed on T cells after activation may regulate T cell function 
(13， ). Blocking of the B7-CTLA-4 pathway results in augumentation of 
lmmunoresponse. 
Polymyositis (PM) and dermatomyositisのM)is an autoimmune 

inflaminatory diseasese characterized by lymphocyte infutration within 
muscle fascicles or around blood vessels. The segmental myonecroses of 
all fiber types associated with myophagocytosis and muscle fiber 
regeneration were seen in biopsied muscle specimens (14， 15， 16). 

To determine whether the costimulatory molecules， CD80組 dCD86， 
affects the necrosis progression of polymyositis and dermatomyositis. we 
conducted qu佃 tificationof the subsets of血eB7・1andB7・2in muscle 
specimens of polymyositis and dermatomyositis with 
immunohistochemical methods. 

MATERIALS AND METHODS 

Patients 

Twenty patients with polymyositis and 10 patients with dermatomyositis 
were included in也isstudy.百lediagnosis of PM and DM met the clinical 
diagnosis criteria previously reported (14， 15， 16， 17). Each case showed 
progressive muslcle weakness， elivated creatine kinase (CK) levels 
without steroid therapy， and typical histopathological叩 d
Immunohistochemical findings. Table 1 listed也eages， sexes and 
creatine kinase (CK) levels et al. of the patients. 



Musle Samples 

The muscle tissue spec泊lenswere obtained企ombiceps brachii or 
quaむicepsfemoris muscles by open biopsy. Biopsied muscles were 
rappidly frozen in isopentane chilled in dry ice， and reserved at・800C
m凶1use. 

Histological， Histochemical studies 

For histologic and histochemical analyses， consecutive 8-J.lm-出ick
cryostat sections were stained with hematoxylin-eosin ( H & E)， modified 
-Gomori， routin adenosine凶.phosphatse(ATPase， PH10.0)， NADH-TR as 
desctibed elsewhere (18). 

Immunohistochemistry. 

The muscle spec泊施nswere cut at 6μMι也ickin a cryostat at・25oC onto 
. silan-coating slides， fixed in cold acetone for 10 min， air dried and were 
blocked with normal horse serum at room temperature for 60 min. And 
they were incubated with mouse monoclonal immunogloblin G (1gG) 
antibody directed against CD4， CD8， CD19， CD 68， and CD80， CD86 
antigen diluted with phosphate-buffered saline (PBS PH 7.4) at 4 oC 
ovemight， then we used the avidine-biotin-peroxidase complex (ABC) 
method (Vectastain elite ABC kit， Burlingame， USA)， and the antibody 
binding was visulized with 3'3・diaminobenzidine(DAB). Fimmally， 
sections were counterstained with methylgreen and mounted in canada 
baresam. 

Quantification of mononuclear cell subsets 

1n order to quantify mononuclear cell subsets， four scopes of each 
specimen were randomly chosen and analyzed. We observed at least 
1，000 mononuclear cells in each specimen， and calculated出efrequency 
of cells positive for CD80 and CD86. For each accumulation the total 
number of cells was counted in the H & E stained section. The B7-1， B7-2 
positive reaction for a surface antigen consisted of a rim of reaction 
product around the cell were counted in也erespective section in出e
senes. 
The student T test was used for statistical comp訂isons.Di首erenceswere 
considered significant at Pく 0.05.



RESULT 

Immunohistochemical detection of CD80 and CD86 in patients 
of PM and DM  

There were no muscle fibers positive for CD80組 dCD86 in the 
specimens of bo血 PMand DM. 1n contrぉt，these molecules were 
expressed on也einfutrating cells between muscle fibers. CD86 were 
expressed on m釦 ymonocytes， but CD86 were on only a few monocytes. 

Quantitation of mononuclear cell subsets: 

百lequantitative analysis of CD80 and CD86 positive cells泊 PMand
DM  was demonstrated at table 2. Mononuclear cells positive fo_! GD80 or 
CD86 were present in both diseぉedmuscles. The frequency of CD80 
positive cells was higher in DM出anin PM， whereas出atofCD86 
. positive cells was lower in DM. But， stastical analysis showed no 
significant difference of the企equencyof CD80叩 dCD86 positive cells 
between both diseases. 

DISCUSSION 

Human T cells contain two distinct subsets， T -helper (官1)1 and Th2 
cells，出atmediate cell-mediated and humoral immune response， 

respectively. Th1 cells produce mainly IL-2叩 d1FN -y， and Th2 cells 
produce 1L-4ふ叩d10. 1mmunological disorders can cause a shift in也e
Th1汀h2ratio， which could affect manifestations of different diseases. 
Naive T cell secreting both pa仕emsof these cytokines have been called 
ThO "cells and this phenotype is thoght to be in transient stage along a 
defferentiation pathway to Th1 or Th2 cells(20). 
CD80 (B7・1)is expressed on resting monocytes， dedritic cells， 
macrophage and activated， but not resting， T， NK釦 dBl戸nphocytes
(19). ln the other hand， CD86 (B7・2)is expressed on macrophage， 
monocytes， and activated T and B cells (25). These two molecules 
expressed on antigen presenting cells were reported to promote T cell 
differentiation to Th1 and Th2 respectively (23). 
It has been reported出atcell-mediated immu凶tyoperates in 

polymyositis and humoral immunity in dermatomyositis. Consistent with 
this白eory，Arahada et al reported the prominence of Th 1・typecytokine 
inPM組 dTh2・typecyto組問 in DM (26). 
1n this study， we detected no difference of也efrequencies of mononuclear 
cells bearing CD80 and CD86 molecules on their surfaces between these 
diseases. Therefore， these two molecules could not exert a pivotal role in 
the bifurcation of immunoresponces when clinical signs were evolved in 
these two diseases. We infered出atCD80佃 dCD86 could promote the 



differenciation from ThO to Thl or Th2 in early stage of disease 
evolution and have the s創nefunctions of simply augumentation of 
inflammation泊血at白ne.Altematively， differenciation of naive T cells 
is not decided by only CD80 and CD86 molecules. The interaction of 
another adhesion molecles，也atis CD40 and CD40・ligand，have been 
shown to be critical in the regulation of B7 expression during T-B-cell 
collaboration (24). 1n addition， the cooperation among cytokines of IL-
12， IFN-y，IL:-4 et al. may play an important role in T cell 
differenciation. The ralative roles of such interaction shold be白rther
investigation. 
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研究テーマ:サイトカインによる謄帯血単球のHGFレセプターIc-met 発現の調節

研究者氏名:美奇

中国での所属・役割:中国江蘇省鎮江医学院付属病院小児科 医者

日本での指導者氏名・所属・役割:

東英一(助教授) 棲井賓(教授) 三重大学医学部小児科・臨床免疫

要旨

c-metがHepatocyteGrowth Factor (HGF) receptorとして上皮細胞や骨髄CD34陽性細胞な

どに発現していることが報告されているが、臓帯血単球表面に発現しているかどうかに

ついては不明である。今回、我々はcytokine刺激による麟帯血 (CB)単球表面のc-met発

現、細胞増殖及び抗原提示能の変化について検討した。 FACScanを用いて、細胞表面の

c-metの発現を測定した。成人血及び麟帯血の新鮮単球は両者とも c-met-を発現してい

るが、両者間の有意差が認めなかった。培養液単独培養と比較して、 IFN-g，IL・10ある

いはGM-CSF存在下で臓帯血及び、成人血単球のc-metの発現は増加した。 IL-4の刺激に

よって、隣帯血単球の c-metの発現は増加され、成人血には減少された。 HGFの刺激

によって、臓帯血単球の c・metの発現は減少され、成人血には増加された。サザンハイ

ブリダイゼーション法でc-metmRNAの発現を検討した。麟帯血単球では、培養液単独、

IL-10， HGF存在下で48時間培養すると、 c-metmRNAが発現され、成人血単球では、培

養液単独、 IFN-g，GM・CSFあるいはHGF存在下で c-metmRNAが発現された。サイトカ

インで72時間刺激して、単球の増殖能を検討した。 IL-lOの刺激によって腰帯血単球の

増殖は抑制され、 GM-CSFの刺激によって増加された。 IFN-g，IL-4あるいはHGFで刺

激した場合には、暦帯血単球の増殖能は高くなる傾向があり、有意差は認めなかった。

更に、サイトカインで48時間培養した単球を刺激細胞にし、健康成人末梢血単核球を反

応細胞にしてリンパ球混合培養を行い、 5日後に抗原提示能を測定した。瞬帯血単球の

抗原提示能が成人血より弱いことは認められた。 HGFで刺激された謄帯血単球の抗原

提示能は培養液単独で培養した単球と比較して変化が認めなかった、成人血ではHGF

刺激によって抗原提示能は増加した。今回のmVlω の結果は謄帯血移植においてinvivo 

でHGFあるいは他のサイトカインがc-metを介して腰帯血単球の機能を調節しうること

が示唆された。
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4.研究指導者の意見
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にとって必要な人材と思われます。今後、本邦及び中国において多

くの研究成果を挙げ脳腫療の診断治療に貢献することを期待いたし
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研究テーマ
下垂体腺腫細胞に対するbromocriptineによるapoptosisの誘導機構

研究者氏名

殿大力
中国での所属・役職

中国河南省人民病院脳神経外科主治医師
日本での指導者氏名・所属・役職

指導者: 玉木紀彦神戸大学脳神経外科教授

要旨(日本語)

抄録:Bromocr ipt ine (Bro)は脳下垂体腺腫に対する薬物療法として有用で

ある。その作用機構は不明な点が多い。とくにBroによる下垂体腺腫の

apoptosis誘導についてはわかっていない。今回、我々はWestern

blottingとPolymerase chain reaction (PCR)にてp53，bcl-2，IP2i，IGF-
1， 1 GF-IR発現変化とBro誘導'性apoptosisの関係を検討した。 Bro処理によ

り、培養下垂体腺腫細胞にapoptosisの誘導が認められた。このapoptosis

誘導には、 p53とp21の発現允進と bcl-2の発現低下が関与していたが、

IGF-1とIGF-IRは関与していないと考えられた。

KEY WORDS 

bromocriptine， pituitary， apoptosis. 
1___- ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ー・ー・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・幽--------------------------------~

l、目的

研究報告

目的

↓ 

方法

l 
結果

↓ 

考察

↓ 

参考文献

Programmed cell deathとしてのapoptosisは細胞死の形の一つであ

り、近年化学療法の作用機序との関連で注目されるようになってきた。種々

の抗癌剤は癌細胞にapoptosisを起こすことが知られているが、

bromocr ipt ine (Bro)の作用機序は不明な点が多い。とくに下垂体腺腫細胞

のapoptosis誘導については明らかでない。今回、我々はWestern

blottingにてwild -type p53、bcl-2、
p21、IGF-1とIGF-IR蛋自発現とBro誘導'性のapoptosisの関係を検討し、さ

らにpolymerase chain react ion (PCR)にて上記遺伝子の発現変化を検討

した。
1______-----------------------------------------------____________・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・4



2、方法

1 )細胞

下垂体腺腫細胞株 (GH3とAtT-20細胞)を用いた。培養はRPMIとD-阻M

培地に10%FCS，glut細川e，antibioticsを添加し、 370C，5首C02の条件下

で行った。

2) Broの刺激

細胞1X107個に対しBroを0_01・40μg/ml作用させ、 48時間、 72時

間培養した後に評価を行った。

3) DNA fragmentationとHoechst33258 staining 

10μg/ml Bro作用後、 apoptosisの有無を2明アガロースゲル電気泳動

法とHoechst33258 stainingにて調べた。

4) Western blot t ingとPCR

Broイ乍用後 1時間、 6時間、 24時間、 48時間、 72時間目に、

下垂体腺腫細胞から蛋白および:nNAを抽出した。 WesternblottingとPCRを

行い、 wild-typep53、bcl-2、p21、IGF-1とIGF-IRの発現変化を調べた。

3、結果

1) Broによるapoptosisの誘導

Broはdose-dependentにGH3とAtT-20細胞の増殖を抑制した。 10μg/ml

のBro作用後、 48時間と 72時間の状態で培養下垂体腺腫細胞にDNA

ladder patternが認められた。 Bro作用後l時聞から 24時間まではDNA

fragment at ionが認められなかった。 GH3とAtT-20細胞はBro作用後 48時

間目に、それぞれに60首と58協のtypicalapoptotic morphologyが認められ

た。

2) p53， bcl-2， p21， IGF-1， IGF-IRの発現変化

Bro作用後、 1時間より 72時間までp53の発現允進と 1時間より 24

時間までp21の発現充進、さらに 24時間より 72時間までbc1-2の発現低

下が認められた。 IGF-IとIGF-IRの蛋白はBro作用前後、発現変化が認めら

れなかった。

4、考察

Broはドーパミン作用をもっ麦角製剤で、プロラクチン産生腺腫お

よびGH産生腺腫1)の治療によく使われているが、 ACTH産生腺腫2)の治療に

も使われている。 Broは血中プロラクチン値と成長ホルモン値を低下させ

るだけでなく、腫蕩の縮小効果も有している。電子顕微鏡を用いた研究に

よってBroの投与により、細胞のnuclear pyknosis、 aggregated 

chromatin、 roughendoplasmic reticulumとGolgi apparatusの

' a . 
' a 

' ' 
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一一二1;iiJdiiiJi斗15減ヲ;-遍厄質ら誠》fkhil--LLJAr了ゐ桑結'と:雇iEL;
うことが証明されている3-5)。以上の所見及び他の生物化学の研究によっ
てBroがホルモンとDNAの生物合成を抑制することが明らかにされた6)。腫
療細胞のapoptosisに対する感受性は化学療法効果の重要な要因とされて
いる。種々の抗癌剤は癌細胞にapoptosisを起こすことが知られているが、
Broの詳細な作用機序は不明な点が多い。我々の実験結果から培養下垂体
腺腫細胞株においてもBroにより細胞死が誘導され、その死の形態はDNA
ftagmentationとHoechst33258 stainingの所見より、 apoptosisで、あるこ
とが分かつた。

近年、 apoptosis関連遺伝子に関する多くの研究成果により apoptosis
分子機構が次第に明らかにされてきた。なかでも p53，bcl-2，p21， IGF-
I，IGF-IRとapoptosisとの関連は注目されるようになってきた。 p53は
apoptosisの誘導に必要とされている7，8)0p53は nuclearphosphoprムtein
であり、細胞の増殖と分化を調節する機能も持っている9)。癌抑制遺伝子
p53の機能喪失は広い範囲の癌の原因として重要な役割を果たしている9)。
多くの腫第細胞は正常t53機能の回復により細胞周期停止またはapoptosis
に陥る10)。一方、 DNA-damaging agentsの治療により細胞のp53の発現充
進が認められている 11，12)0bcl-2遺伝子は議胞性B細胞リンパ腫のt (14， 
18)転座の解析を通して発現された癌遺伝子で、主に 26凶の膜蛋白に翻
訳され、ミトコンドリアに局在すると報告されている13，14)。特徴的なこ
とは、 bcl-2を過剰発現させた細胞は延命効果が現われることである 13，14)。
その後、 bcl-2は種々の系でgrowth factor withdrawalによって誘導され
た細胞死 (apoptosis)、或はp53-dependent apoptosisを抑制することが明
らかにされて13・16)0 bcl -2は、 p53とoppositeの機能を有していると考え
られている15.16)0 p21 (WAF1 /CI P1)はp53蛋白の下流で、機能としてはGl
cyclin-dependent kinaseを抑制し、さらにPCNAの活性も抑制するとされ
ている 17)0 p21は、 p53依存性またはp53非依存性に細胞分化に重要な役割
をしていることが知られている 18)0 IGF-1とIGF-1Rは正常細胞の
development，growthとsurvivalに重要な役割をしている。 IGF-lとIGF-IR
がetoposideとUV-lightによって誘導したapoptosisを抑制できると言われ
ている19，20)。これらのことより、我々もBro誘導性apoptosisとp53，bcl-
2， p21， IGF-1， IGF-IRの発現の関係を検討したD 今回、 Westernblottingと
PCRを用いて、 Bro作用後、 p53，p21の発現充進とbcl-2の発現低下を証明し
た。 IGF-1とIGF-IRの蛋白はBro作用前後、発現変化が認められなかった。
以上のことはBroが培養下垂体腺腫細胞にp53依存性のapoptosisを誘導す
ることを示している。

5、結語

これらの点は下垂体腺腫細胞に対するBroの抗腫蕩効果にapoptosisが
関与していることを示している。このapoptosis誘導機構には、 wild-type

， 
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p53とp21のupregulation， bcl-2のdownregulationが関与しているが、
1GF-1と1GF-1Rは関与していないと考えられた。 Bro誘導性apoptosisはp53
依存'性のapoptosisであることが示された。
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CHANGES OF SIGNAL AVERAGED ECG BY CLASS 1 

ANTIARRHYTH取口C AGENTS IN PATIENTS WITH VENTRICULAR 

ARRHYTHMIAS 

呉小恰

中国首都医科大学附属友誼病院内科 医師

指導者:

早川弘一教授 日本医科大学学長第一内科主任教授

加藤 貴雄助教授 日本医科大学附属病院第一内科部長

抗不整脈薬は心電図各成分に対し影響を及ぼすが、通常の 12誘導心電図では

それを詳細に検討する'ことは困難である。我々は、高分解能を使用し I群抗不

整脈薬の効果と心電図高周波成分の変化の関連を検討します。対象は心室性期

外収縮が認められる患者 37 名、内訳は disopyramide(DP)5例、

mexiletine(MX) 11 例、 flecむnide(FL)7 例、 propafenone(pF)6 例、

pilsicai出de(pS)8例を経口投与、 VPCが 75%以上減少したものを有効と判定

した。 I群抗不整脈薬投与前後に NEC.SanEi 社製 SignalProcessor 7T18 

を用い SAEを記録した後、 f・QRS、RMS40を測定して、さらに薬剤投与前後

の変化率ムιQRS、ムRMS40を求めました。結果:l)DP、FL、PF、PSは投

与後手QRSが延長していましたが、MEではほとんどかわりませんでした。2)DP、

FL、PF、PLは投与後RMS40が減少しましたがMEではほとんどかわりませ

んでした。 3)DP、FLは投与前の f.QRSが 120msec以上あるいはιQRSが20%

以上延長した例で無効例が多く見られました。なお、 PF、PSを経口投与した

時には投与前の ιQRSが 100msec以上の症例で無効例が多く見られました。

結論:心電図高周波成分を詳細に検討することにより I群抗不整脈薬の薬効を

臨床的に評価することが可能であった。今回我々の行った検討は、薬剤有効例

と無効例の比較、催不整脈作用の現れた例の検討等、抗不整脈薬を適切に使用

するための指標として有用な方法となりうると思われた。

Key Words: Signal averaged ECG(SAECG)， Class 1 antiarrhythmic drugs， 

Ventricular premature contractions(vpC) 

INTRODUCTION 

To date， the main clinica1 role of the signal averaged ECG (SAECG， SAE) was也e



identification of patients at risk of sustained ventricular tachycardia and sudden death. 

Prediction of也eefficacy of antiarrh戸hmicむugsrepresents釦 0出erpotential clinical 

application of this me血.0d'oJ •

It is important to search for new approaches to predict which世ugwill be most effective 

for a given patient wi也 ap訂tic叫訂 arrhy吐1IDia. The same agent may be effective for 

one patient while it c組 failfor ano也er.Empirically based antiarrh戸hmic仕eatmentcan

be hazardous because of凶ggering血ngerousproarrh戸hmiぉ.But until now， only a few 

reports have examined 也erelation between 世ug induced SAE changes and 

antiarrh戸hmicefficacy. 

Therefore， in our research at Nippon Medical School， we focused on SAE changes 

caused by antiarrh戸hmicdrugs and their possible凶 efor prediction of antiarrh戸hmic

efficacy. 

To evaluate the differenteffects of Class 1 anti卸 h戸凶lC的 gson SAE， recording wぉ

made before and after the administration of Class 1 agents -disopyramide (Ia)， 

mexiletine (Ib)， t1ecainide (Ic)， propafenone (Ic) and pilsica凶de(Ic). 

PATIENTS: 

We studied 37 patients with ventricular premature contractions (VPC) for a whole day. 

Twenty-seven were male， ten were female， and the mean age wぉ 60ye紅 s.The type 

of underlying heart disease wぉ oldmyocardial infarction in two patients， dilated 

cardiomyopathY in six patients， and hypertrophic cardiomyopathy in one patient. In the 

remaining patients， any organic heart diseぉeswere not clearly determined， and the 

cause of VPC was thought idiopathic. 

The following Class 1 antiarrh:戸hmicagents (AA) were administered per os; 

Disopyramide (DP) in 5 cases， mexiletine (MX) in 11 cases， t1ecainide (FL) in 7ωes， 

propafenone (PF) in 6 cぉesand pilsicainide (PS) in 8 cぉes.

恥aTHODS:

After completing the basic evaluation of arrhythmias， each patient underwent control 

SAE recording. Then each patient w邸 testedwith the selected anti-arrhythmic agent. 

All recordings were performed at Nippon Medical School wi出血esubject lying on the 

bed in a quiet environment. 

SAE wぉ recordedfrom X， Y and Z orthogonal leads using model 1000 DX recorder 

(San-Ei， NEC). The recordings prior to and on medication were obtained from也esame

之



electrode position . A mean of256 +4 (range 179・356)cardiac cycles were averaged. 

The skin of the patients wぉ prep紅 edwi也amildly abrasive tape. 

Then eight di叩osableelectrodes were placed in the following positions: 

1. the horizontal (X) electrodes at也eright and left mid-axillary line at出efour出

Intercostal space， 

2.也eve凶cal(Y) electrodes at the manubrium and at the mid-axillary line on也eeight-

凶n也riband 

3. the sagittal (Z) el即位odesin V2 position and in the coπ'esponding position posteriorly 

/on the back to the left ofthe vertebral column. 

Two ground electrodes were also attached. 

Before starting the recording， two minutes were allowed for stabilization， then the 

signals from X， Y， Z bipolar leads were recorded for 7 minutes. Signals were analysed 

w1出 a band p邸 5 filter set at 50・250Hi and recorded on a DAT tape. After 

amplification， averaging and filtering， the signals were combined into a vector 

magnitude f X2+y2+Z2 and three conventional p訂 ameterswere calculated: 

1. the duration of the total QRS complex (ιQRS) 

2. the duration of the low amplitude ( <40 u v) signals at the terminal portion of也e

QRS complex (LAS40) 

3. root mean squ訂 evoltage of the last 40 msec of the QRS complex (RMS40). 

The result of the time domain SAE wぉ consideredabnormal when at least two of吐rree

p訂 ameterswere beyond the normal range: the total QRS duration >120 msec，出e

duration of the low amplitude signals >40 msec， and也eroot mean square voltage of the 

last 40 msec ofthe QRS comple文<25uV. 

SAE recordings were obtained after short-term maintenance therapy (DP 300 mgld， MX 

300 mgld， FL 100 mgld， PE 150 mgld， PS 150 mgld)， when the AA wぉ administered

for at least two week. 

Drugw邸 considereffective if caused 75% reduction ofVPC. 

Blood samples were collected from patients in order to check serum concentration at the 

time of recording訂 ound1.5-2 hours after administration of the世ug.

RESULTS: 

Changes of f-QRS and RMS40: 

DS 取医

ιQRS (%) 9.1土9.6 1.8+5.9 

RMS40(%)・10.5+67.7 -4.2+0.8 

FL PE 

7 .5土5 16.9 +14.7 

・29.3+28.6 -31.6+38.5 

3 

PL 

11.5+4.4 

・30.8土17.4



1. We observed the significant prolongation ofιQRS after oral administration of 

disopyramide， t1ecainide， propafenone and pilsicainide. Mexiletine did not prolong f-

QRS significantly. 

2. The measurement of出eRMS40 changes demonstrated出atall class 1 AA except 

mexiletine markedly decreased RMS40 in most of the patients. Mexiletine decreased 

RMS40 slightly. 

3. When we studied 出.ecぉesin which the anti-arrh戸hmictreatment wぉ noteffective， 

we found也atmany of these patients were diagnosed wi出 dilatedcardiomyopathy (4 

out of 6 DCM patients). 

4.Incぉeof propafenone and pilsicainide administration， patients who had ιQRS 100 

ms before drug administration and/or excess prolongation of f-QRS(孟20%)after 

administration the antiarrhythmic efficacy tended to be low. 

This effect was also observed in the cぉe of the administration of disopyramide and 

t1ecainide， but in patients with initial ιQRS 120 ms and ιQRS prolongation ( 20%) 

after administration. 

Mexiletine had no significant effect onιQRS， and we could not find any relationship 

between ιQRS and the drug efficacy. 

DISCUSSION: 

In cぉeof disopyramide， this agent caused significant prolongation ofιQRS in almost 

all cぉes.The RMS40 wぉ alsomarkedly decreased in most of the patients. These 

results correlate with the previous results of other authors. The magnitude of出e世ug-

induced ch如 gein the SAECG is a ref1ection of the magnitude of the sodium channel 

blockade<. 

Already in 1992， Kulakowski studied血epredictability of antiarrh戸hmicefficacy of 

procainamide， which is also a Class Ia agent. He stated出atthe change in the total QRS 

duration w笛 similarin p低ientsin whom arrh戸hmiabecame non-inducible and in 

patients in whom ventricular tachycardia was still inducible'，s. 

This is in con仕訂Yto our results， which suggests that the drug efficacy can be predicted 

by analyzing the changes of SAE findings. 

Mexiletine， which dissociates rapidly from cardiac sodium channels seemed not to 

斗



change組.yof its time-domain parameters in our study. But the studies of other authors 

'suggest出atprobably it depends on也eheart rate. For example， J.K.Lee studied 

patients wi出 implantedpacemakers'. At a he訂trate less也an120， lidocaine (clぉs1b 

ぉ mexiletine)had no significant effect on也eQRS duration， however at higher pacing 

rates， prolongation of the QRS duration by lidocaine had occurred60
'. 

The adminis回 tionof tlecai凶dein our蜘 dyprolonged恥 ιQRSand decreased出e

RMS40more也組 disopyramide.1s important，ぉthisagent shows a similar relationship 

toιQRS笛 1aclass disopyramide -ifιQRS wぉ longer出，an120 ms prior to 

administration and/or excessively prolonged after the administration， the drug's efficacy 

would be lower. Therefore， in the c出 esof disopyramide and tlecainide， the evaluation 

of drug-induced changes of SAE may be use削 notonly for cat包 OrtZ1略也e

antiarrh戸加licagent， but for predicting antiarrh戸hmicefficacy on VPCぉ we静岡.

Also administration of propafenone caused marked changes in出ep訂釦letersof signal-

averaged electrocardiogram confirming也atslowing of出eintramyocardial conduction 

velocity is one of the effective mechanisms of this 世ugll •

Pilsicainide is a lidocaine derivative血atwぉ developedin Japan. It suppresses也e

maximal rate of increase (V max) of the action potential in atrial叩 dven仕iculartissue. 

Ithぉ veryslow kinetics (similar to tlecainide) and increases bo出 restand exercise 

duration of QRS (Sadanaga). During exercise， this prolongation of QRS is rate 

dependent. 

It is important to recall出atparticularly 1c antiarrhythmic drugs have been shown to 

indu~e proarrh戸加i出 inan untredictable number of patients. 1t has been reported by 

Cardiac Aπh戸hmiaSuppression Trial (CAST)，出atpilsicainide and other 1c agents 

increased the r拭eof sudden death in patients with acute myocardial ischaemia (post-

myoc訂 dialinfarction patients)ωべ However，the majority. of authors concluded吐lat

improved quality of life of patients treated by 1c drugs may outweigh the probable risk 

of reoccurence of lethal ven仕iculartachyarrh戸hmias.

CONCLUS10N: 

1nitially， the main role of the signal・averagedECG has been the identification of 

patients withpost-myocardial infarction who are at high risk of sudden death. 1n 1993， 

Greenspoon and Kidwell concluded血atthere is no SAECG p紅白neter(either total QRS， 

late potential， or frequency content)出拡 appe訂 sto be useful in predicting drug 

efficacy"'z. However， as stated above， lately it was discovered that there is predictive 

f 



value of this method. The evaluation of drug-induced changes of SAE may be useful 

not only for the categorizing of anti・arrh戸hmicagents， but also for predicting anti-

arrh戸hmicefficacy of CIぉsIa and Ic agents on VPC. 

Even now， the組 tiarrh戸h皿lC世ugs訂 esometimes a，也ninisteredin‘'trial and error" 

fashion. Therefore，白地erresearch of the SAECG・antiarrh戸凶icagents relationships 

could be useful. 
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Figure 1. The SAE record obtained from a patient who was administered the DP. 

After DP administration，ιQRS prolonged from 99 to 114ms， RMS40 decreased from 

325 to 254 uV. 

Figure 2. The change ofιQRS before and a丘eradministration of Class I AA agents. 

C.) means出低血edrug wぉ effective，CX) indices indicates ineffectiveness. After oraI 

administration of DP， FL， PF and PS，出eιQRSw，ぉ significantlyprolonged. Such 

prolongation c田motbe observed in cぉeofMX. 

Figure 3. The changes ofRMS40 before and after administration ofClass 1 AA agents. 

C.)means出atthe drug w出 effective，CX) indices ineffectiveness. A抗eradministration 

ofDJ?， FL， PF and PS出eRMS40 markedly decreased. In the cぉeoft-.在X，the decrease 

was only sIight. 

Figure 4. Here is displayed the f-QRS in combination with drug effectiveness. The X-

axis represents the duration ofιQRS， Y-axis represents the change ofιQRS. C.) 

means出at出e世ugw錨 effective，CX) indices equaIs ineffectiveness. IfιQRS w;お

more出an120ms before世ugadminis位ationandl or there wぉ excessιQRS

prolongation 20% a抗eradministration， the therapeutic effectiveness tended to be low. 
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要 t:::注
目

TRH (Tb戸otrop担問le組.ngbormo.ne)の視床下部ー下垂体ー甲状腺系以外における役割、

機能を明らかにする目的で、ラットにTRHを負荷し、下垂体、視床下部、大脳における

TRHおよび TRH-Receptor (TRH-R) m白 sengerRNA (m貯 JA)発現量の経時的変化をRT-

PCR法およびCompetitiveRT-PCR法により検討した。

TRHmRNAの基礎値は視床下部、大脳、下垂体のj頓に高く、 TRH負荷では、下垂体に

おいて l日後に3.8倍に著増した。視床下部では一過性の軽度の増加、大脳では漸減傾向

を示した。 TRH-RmRNAの基礎値は視床下部、下垂体に高く、大脳は低かった。 TRH負荷

では、下垂体、大脳では著変はなく、視床下部において l日後より減少を示した。下垂体、

視床下部、大脳の各組織にTRHおよびT悶I-RmRNA が発現し、 TRHにまり異なった変動

を示したことから、組織における発現制御の多様性が示され、新たな機能の存在の可能性

が示唆された。

TRH 

TRH-R 

RT-PCR 

Key words 

thryotropin-releasing-hormone、

thryotropin-releasing-hormone receptor 

reverse transcription polymerase chain reaction 

Competitive RT-PCR Competitive reverse transcription polymerase 

chain reaction 
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目的

TRH (Thyrotro詳且 re1eas泊gh町mone)は視床下部-下垂体ー甲状腺系において、甲状腺機

能の恒常性に重要な役割を果たしているホルモンである。視床下部殊にPVN(periventricular

Nucleus)におけるTRH遺伝子の発現、つまりpr句 roTRH messenger 即~A (mRNA) の転

写は甲状腺ホルモンにより負に制御されている(1.2) 0 TRHはpreproτRH 前駆体より、

酵素的あるいは非酵素的に順次分解修飾され生成される (3)。

TRHとpreproT悶mRNAの発現はPVNに限らず、その他の視床下部、大脳、下垂体、

胃腸など消化管、皐丸など多くの臓器に分布している。またTRHの受容体であるTRH-R

(なH-Receptor) も下垂体だけでなく広く検出されている (4)。

しかしながらTRHの作用については甲状腺系に関与しているPVNでの機能以外はほと

んど知られていない。そしてTRHの発現調節機構についても、 Dexamethぉone、 戸田町adiol

などの関与が検討されているのみである (5、6、7)。そこで、 TRHの機能を知る目的で、

ラットにTRHを投与し、脳の種々の部位におけるTRHおよびTRH-R の遺伝子発現を RT-

PCR法および、CompecitiveRT -PCR法を用いて検討した。

対象と方法

1 .動物の処置とtotalRNAの抽出

Wistar系雄ラット(体重約200gm) を各群5匹の6群に分け、コントロール群以外の

5群に50mg/.kgのTRHを連日の午前中に腹腔内投与し、各々し 2、3、5、 1 2日後に

断頭し、下垂体、視床下部、大脳の各組織を摘出し、直ちに液体窒素に入れて凍結させ、

RNAの抽出まで・80
0Cで保存した。

to凶 RNAの抽出は acidguanid泊ephenol chloroform法により行った。
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2.オリゴDNAの設計とCompetitorの作成

1RH、τ'RH-R、sactiJlを増幅するために、 τ'RH-F(forw制)、1RH-R(reve四e)、

TRH-R-F、TRH-R-R、sact.in.-F， s actin-Rの各々20merから成る 6本のオリゴDNAを設計し

た(表 1)。

Competitorの作成はTakaraのCompetitiveDNA ConstructiOJl Kit により作成した。

3.RT-PCR法および、CompetitiveRT -PCR法

逆転写反応は、各群の 5匹からの各 0.5月の合計 2.5μgの to凶 RNA2.5μgを鋳型に

してオリゴ CIT (18m町)50 pMとSuperScriptThI II RT 100単位 (G1BCOBRL) を加え、 20

μLの容量で、 42
0Cで 60分行った。

RT-PCR法は、 RT産物 2μL(0.25μg tot叫 RNA相当)を鋳型として、 l組のオリゴ

DNA各10pM、0.5単位の TaqDNAポリメラーゼを添加し、 GeJleAmpPCR System 2400 

(Applied Biosystems) を用いて、 94 oC 60秒58
0

C60秒 72
0

C90秒の変性、アニール、伸長

反応を TRHでは35回、 TRH-Rでは45回、 s actiJlでは25回繰り返し目的とするDNAを増幅

した。 PCR産物は2--3%のAgaroseに添加し、電気泳動の後、 Ethidiumbromideで、染色し

た。 DNA量の定量は蛍光 1mageω凶yser(FM B10-100、H1TACHI)により行った。

Competitive RT-PCR法は、段階希釈したCompetitorを用いる以外は基本的には上記の

RT-PCR法と同じ条件を用いた。増幅DNAIのコピー数の定量は、目的の遺伝子由来のDNA

量をComtetitor由来のDNA量で除し、この値のlog'f直を片対数グラフにプロットすることに

より算定した(針。
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結果

1. RT-PCR法によるT悶fmRNAの定量

コントロール群において、視床下部、大脳、下垂体のいずれの貯.jAからの RT-PCR産

物のアガ白ース電気泳動像は、期待どうりの687bpに対応する位置に1:本の増幅バンドが

得られた。 RTを各群凶plicateで行い、各 RT産物から monoplicateで PCRを行った。ハン

ドの強度は視床下部が強く、下垂体では最も弱かった。 sactinで補正したTRHm駐仏量は

視床下部ではなH負荷 1日後に低下した後、軽度の上昇を示し、その後再び減少した(表.

2)。大脳では漸次減る傾向を示した。下垂体ではTRH'負荷翌日Lこ382.7+89.3% (凶.plicare

の平均+標準偏差)と著明な増加を示し、 2日目には 224.8+ 8.4と漸減を示し、 1 2日

後まで減少し続けた。

2. RT-PCR法によるTRH-RmRNAの定量

全ての試料から45回の増幅回数にて明瞭な464bpの単一バンドが検出された。コント

ロール群においては、視床下部、下垂体に比較して大脳からの増幅量が少なかった。 p

actinで補正したTRH-RmRNA量は、 TRH負荷後の視床下部において翌日から著明な減少を

示した(表2)。大脳では軽度の低下を示したが、下垂体ではほとんど変動を示さなかっ

た。

3. CompeωveRT-PCR法によるTRHm即-JAの定量

定量性を高める目的で、 CompetitiveRT-PCR7~により、 TRH mRNA 、 TRH-R mRNAお

よびsactin mRNAの定量を試みた。 TRH-Rは、転写産物が微量であるためか、 competicor

の存在下において標的遺伝子の明瞭な増幅が得られず定量不可能であった。 TRHの

Competitive PCRで、は、段階希釈したcompetitorを 103から 107コピー/印be~ RT産物2μLに加

え、 sactinのCompetitivePCRでは、段階希釈したcompetitorを107から109コピー/印beをRT

産物 2μLに加えることにより良好な結果が得られた。 CompetitivePCRで定量した sactin 

量は表3に示した如く 5.6X 108から1.1X 109 /時間叫RNAとほぼ一定の値を示した。基
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礎値、すなわちコントロール群において、 sact出量で補正した視床下部、大脳、下垂体の

1RH血悶A量は、各々 6.0X106、1.7X105、3.1X104
コピー/何 totalRNAで、あった(表

3)与 TRH負荷 2日後の下垂体では 7.0X10 4コピーと負荷前の2.2倍となり、 RT-PCR法

で得られた値にほぼ一致した。

考察

mRNAの定量は従来からのノーザンブロッ，ト法が正確と考えられる。しかしながら、

微量な転写産物あるいは試料が充分得られない時は検出が困難である。近年、 PCR法が遺

伝子工学に導入され多くの領域で多大の成果が出ると共に定量性に関してもCompetitive法

により改善されつつある。ラットから得られるRNAは極微量であるので、今回我々は、

TRHmRNA、TRH-RmRNAの定量にRT-PCR法と一部 CompetitiveRT-PCR法を用いた。試

料開の純度の違いを補正するために、内部コントロールとしてsactinを用いた。また転写

産物からの特異的増幅のため、 3遺伝子を増幅するオリゴ DNAは全てイントロンを挟む

ように設計した。ラットgenomicDNAからの増幅は 3遺伝子とも全く無く、 RT産物からの

PCR産物が設計どうりのDNA.長の単一バンドと成ったことは、 m悶ぜAからの特異的増幅と

考えられた。 Compe出orを用いないRT-PCR法で、は、増幅回数が少ない場合、ある程度定量

性が維持されるが、増幅回数の増加に伴いプラトー現象など定量性が失われる可能性が指

摘されている。しかしながら、下垂体におけるTRHmRNAのTRH負荷 2日後のコントロー

ルに対する増加度が、 RT-PCR法とCompe白ive RT-PCR法で一致したことは、今回のRT-

PCR法がある程度定量性を持つこと示していると思われた。

1RH、τRH-Rが全身の臓器に広く分布していることが、 τRHのRIA(Radioimmuno 

Assay)あるいは各々のmRNAIの検出により証明されている。今回の検討でも両mRNAが下

垂体、視床下部、大脳の各組織で認められた。下垂体におけるなHの意義は大脳における

ものと同じく不明であるが、1RH負荷により著明に増加した。その発現レベルは増加後に

おいても大脳での基礎値と同程度で視床下部の1110と量的には少量である。下垂体におけ

る1RHの存在あるいは種々の条件下における変動については、 Jacksollらの研究がある (9、

10)。彼らは、生体においては下垂体における1RHの発現は向らかの機構により抑制され

ていて、脱制御によりτRHの発現が允進することを報告している。今回の結果を考え併せ

6 



ると、1RHが伺らかの機構を介して抑制の解除に作用していることが推測されるが、詳細

は不明である。

RT-PCR法および CompetitiveRT -PCR法は微量のmRNAを定量するうえで有用な実験手

段と考えられた。また、本実験系ばTRHを初めとした種々の生理活性物質の発現制御およ

び生理作用を検討するのに有用なものと思われる。今後更に実験を進め、 TRHの役割を明

らかにしたい。

結 宝亘
ロロ

-本研究により、ラットの下垂体、視床下部、大脳にTRHおよび TRH-Rm貯 JAの存在

していることが示された。またTRHによりTRHおよび TRH-RmRNAの発現制御の異なる

ことが判明したことにより、 TRHの機能の多様性が示唆された。
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表 1. オリゴ DNAの配列と増幅DNAの断片長

オリゴDNA 配列 (5'一一一3' ) 増幅DNA断片長

TRH-F C七七gg七七gc七gc七ggc七C七g

TRH-R 七gc七g七cg七七七g七ggag七C七

TRHR-F ccaccaacaga七g七七七caac

TRHR-R a七a七cca七a七g七acaagaac

s actin-F ca七七gccga七ag七ga七gacc

s actin-R 七acacagaagcaa七gc七g七c

表 2. 下垂体、視床下部、大脳におけるTRH-RTRHmRNA量の変動

負荷前 負荷後 l日 負荷後2日 負荷後3日 負荷後5日 負荷後 12日

下垂体

τ'RH-R 100.0:t0.74 103.1:t9.6 100.5土6.7 120.4土17.1 113.6:t19.7 106.0+25.9 

下垂体 I 100.0:t17.4 
TRH 

382.7土89.3 224.8:t8.4 163.0:t53.7 77.4土14.7 67.7:t5.3 

視床下町I 100.0:t29.3 
TRH-R ー

28.5:t5.7 27.5土11.5 49.6土2.3 26.1:土5.3 25.5:t9.5 

視T床R下H部I100.0土10.2 60.3:t7.7 179.5:t 16.0 195.7土14.4 35.3土3.8 70.2:t31.2 

大脳 I 100.0土13.1
TRH-R 

80.5:t3.1 81.6土12.2 140.3:t54.。73.7:t20.4 82.5:t20.2 

大脳 I 100.0:t33.4 85.3:t13.7 
TRH 

91.3:t2.5 79.0土5.2 50.3:t8.7 52.9土17.5

(負荷前の値を基準に%で、平均:tSDで表した。 RT~triplicate、 PCRをmonoplicateで行い、

s actin量で補正した。)
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表3. Competitive RT-PCR法により定量したTRHm貯-JA

TRHmRNAコピー数 s actinmRNAコピー数 補正後TRHmRNAコピー数
(1μ，g total RNA) (1μg totalRNA) (1μg to凶即-TA)

視床下部 6.0 X 106 1.1 X 109 6.0 X 106 

大脳 8.4 X 104 5.6 X 108 1.7x105 

下垂体(負荷前) 2.6玄 104 9.2 X 108 3.1 X 104 

下垂体(負荷後2日) 6.4 X 104 1.0 X 109 7.0 X 104 

(s actin.補正は視床下部のTRHmRNAコピー数を基準に、i それ以外のものに対しおこなっ

た)
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糖尿病の生活方式介入研究要旨

研究の内容と背景:

本研究は、インスリン非依存型糖尿病(NIDDM)患者の生活方式介入により、 NIDDMの

予防と治療の重要な治療法である運動療法について定量的に分析・評価する。適度の運動

が血糖コントロールには重要と有効であることが報告されているが、実験条件管理下で検

討された成績は多く見られる。今まで運動を定量化して評価しえた報告は認められない。

患者に運動療法を実践してもらう場合、患者が自分なりの方法で行っている運動について、

その種類と運動に費やす時聞から運動量を考慮し、助言を与えている場合が多いが、客観

的に運動量を評価することは難しい。また、実際に運動指導を行うに当たって必要な運動

処方の作成、すなわち個人に合わせた運動強度の決定法に一定の基準がなく、経験的な指

導がなされている。

研究の特徴:

本研究は上記の問題を考慮し、運動を継続させるために、運動の効果が自己測定により

観察させることと.運動量の記録が残ることを試みた。 6ヶ月の追跡期間の中に、日常生

活で簡単に運動量を知るための方法のひとつに歩数計を用いて定量性を実現することにし

た。歩数計による数字に基づいて、運動量をチェッ夕、記録し、運動量増加の可能性、増

加幅による効果への影響について検討した。同時に、 NIDDMのハイリスク人の性格傾向

と(食事、運動などの)自己管理能力、HbAlc値、体重及び運動量の増減などとの定量的

な関係を研究した。

また、生活方式介入時に、対象者の心理要因及び社会的要因が運動と食事指導に影響す

る重要な要因として認識し、対象者が指導の通りよくやっている人とやっていない人が性

格面でどのような特徴がもち、これによりどのように対応すべきかについて研究した。

以上



AIM 

To evaluate the e伍cacyof exercise therapy 

To evaluate the contribution of pedometer 

To evaluate the relationship of characteristics and compliance 

l¥1ETHODS 

Selection ofParticipants 

Participants were recruited through clinical centers of one dwells district， one 

institution and six universities. Eligible require皿 entsfor participation in the study 

were as follows: 

Table 1 : The study inclusion and exclusion criteria. 

Inclusion Criteria 

1. Aged 35 to 65 years old. 

2. FPG concentration was between 5.0 and 7.0 mmolldl， and had at least one 

parameter of the high-risk of diabetes: 

• Resting blood pressure exceeding 140/90 mm圧王g

・BMI>= 23 kg/m2 

・Triglycerideconcentration >= 150 mg/dl 

・HDL-cconcentration =< 35 mg/dl 

• Diabetic family history 

3. FPG concentration was between 7.0 and 7.6 mmoνdl. 

4. FPG concentration was between 7.6 and 8.9 mmolldl and no drug treatment. 

5. HbA1c concentration more than 4.6mmolldl. 

6.W:五五ngto participate in the trial for 1 yea工

7. Informed consent. 

Excluded Criteria 

1. Severe diseases: uncontrolled congestive heart failure， uncontrolled hypertension， 

unstable dysrhythmia， unstable angina， coron釘 yheart disease. 

2. Clinical evidence of diabetes. 

3. Treated with oral hypoglycemic agents 

4. Medication use likely to inter島rewith lipid metabolism. 

5. Exercise-limiting concurrent condition. 

6. To refuse sign informed・consentdocuments to participate in the protocol， which 

was approved by the Ethics Committee of the stud罫



Screening 

.In early screening period the age-eligible high-risk population of diabetes were 

recruited and appro羽mately3570 people screened企omJune to September in 1998. 

Unly 112 eligible participants were eventually entered泊tothe trial. Because screening 

for high-risk group of diabetes was more difficult than expected， we decided to select 

IGT patients(1285 on total) by scan国ng5805 patients' case reports in the clinical 

centers. As a result， 1228 patients receipted the screening test. The recruitment period 

was extended for 3 months. 

Baseline Investigations 

401 eligible participants accord勾 tothe screening test took part泊 thebaseline 

investigation in November 1998. At the baseline， inおrmedconsent was obtained， 

eligibility was determined， and data were collected on a series of the interview survey 

of questionnaire included questions on demographic characteristics， smoking habits， 

alcohol consumption， medical history， family history， treatment of medicine， diet habits 

and exercise behavior and other risk factors for diabetes， health status and functional 

capacity，組dsocio-demographic. FPG， HbA1c， FPI， TC， TG， HDL-c were measured. 256 

participants were eligible for the stud手

Patient Evaluation 

Patient's situation were evaluated on baseline， and at 3 months， 6 months and one 

ye訂 afterthe study beginning. Table 2 summarizes the participants evaluation 

schedule. 
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Patient Evaluation Schedule Table 2 

evaluation 

(4) (3) (2) (1) 

12 months 6 months 3 months lnitial 

0
0
0
0
 

0
0
0
0
 

0
0
0
0
 

Demographic 

Medical .b，istory 

Physical activity questionnaire 

Diet questionnaire 

0
0
0
 

0
0
0
 

。
0
0
0
 

Physical exam 

Weight 

Height 

Blood pressure 

0
0
0
0
0
0
 

0
0
0
0
0
0
 

。。0
0
0
0
0
0
0
 

Serum blood measures 

Fasting plasma glucose 

Hemoglobin A1c 

Fasting plasma insulin 

Total cholesterol 

Triglycerides 

HDL-cholesterol 

Toky~ University Egogram 。。Treatment compliance 

everyday Pedometer measures 

Demographic data 

At the initial evaluation， the participant's eligibility was assessed. As part of t He 

eligibility determination， detai!ed information was collected regarding the participant' 

fasting blood glucose， family history of diabetes and other risk factor of diabetes. 

highest age， initial evaluation included sex， Demographic 

educationallevels achieved， occupations. 

at the collected data 

Medical history 

At the initial investigation， information was obtained on participants regarding their 

medical history of the heaviest body weight， history of babies over 4kg， history of 

斗



pregn姐 cydiabetes， medical history of diabetes， coronary heart disease， hypertension， 

hyperlipidemia， stroke， severe disease of liver and kidney and other， condition of 

smoking alcohol consumption， medication u田 datawere interviewed. 

Leisure time physical activity questionnaire have been shown to possess good 

reliability and validity in MONICA study was developed and used. The kinds and' time 

ofthe acti吋.tieswere interviewed. The daily quantity of leisure ti皿 ephysical activity 

was evaluated. 

The food企equencyrecord advocated by diabetes c1inic of the third hospital of Beijing 

Medical University was used. Nutrition ingredients we目 analyzedby nutritionist of the 

Beijing Medical University. 

Persona1ity characters were evaluated by TEG， that was a 60 items self-a.dministered 

questionnaires， developed by research group ofTokyo University. TEG aimed to assess 

ego state， through五.veego states: CP(Critical Parent)， NP(Nurturing Parent)， A(Adult)， 

AC(Adapted Child) and FCσree Child).τ百Gscores were calculated an questionnaire 

were displayed by a line graph of the profile of the five subscales: CP， NP， A， FC， AC. 

According the classi五cationof the graph the persona1ity characters could be assessed by 

authors. 

Blood pressure was recorded with a sphygmomanometer after a 15 min rest while 

sitting on a chair. Two successive recordings were taken， and the mean was used in the 

analysis with adjustment for inter-observer variation. 

Body mass index calculated as weight(kg)/{height (m)守wasused as an index of 

relative weight. 

Daily physical acti吋tywere' evaluated with the pedometer made by Suzuken 

Company. in Japan. The reliability and validity were tested by tlie pilot surv停

Blood sample collection and measurement 

Blood sampling was performed at 8 AM after an overnight fast (10 to 12 hours). For 

total cholesterol， HDL-cholesterol， triglycerides， fasting plasma glucose concentration 

were determined by the methods of the enzymatic method， insulin by the radio-

immuno-diffusion method. The instrument remained“standardized" according to the 

criteria of the Ministry determining center. For HbA1c determination， blood was 

drawn under EDTA， then measured by chromatographic method (turbidimetric 

inhibition immunoassay method) standard according to the criteria of the Boehringer 

Mannheim Systems with the BMlHitachi7170. The reference range is 2.9-4.6%. (in 

Japan it was determined by conventional HPLC method， the 児島rencerange is 4.3・

5.8%). An alter forrnula between the two measurement methods 

S 



is %HbA1c=o.81 *HbA1c(g/dl戸100庄町(g/dl)+2.39. 

Design and randomization 

At the end of the baseline investigation， eligible participants were classi五ed泊tothree 

groups: one group treated with diet alone (control group=C1)， other group treated with 

diet and wore pedometer (pedometer control group=E1)， another group treated with diet， 

wore pedometer and intervened by increasing 30% exercise (intervention group=E2).但l

and E2 groups were named pedometer groups). 

Asymptomatic participants with FPG 5.5-9.8mol/dl 

After screening 

N=256 

Figure 1. A刊owdiagram of randomization. The main analysis compares participants assigned 

to C1 group with participants assigned to E2 group with using pedometer and increasing 

exerclse. 

At the畳間trandomization each participants had a 33.3% chance of being allocated 

泊toC 1 group and 66.7% into P groups. The randomization was stratified by their 

clinical centeζsex， age， FPG. 

170 participants were allocated into P groups and were asked to wearing pedometer 

and recording the number of the steps everyday for a month. 

The secondary randomization was done in the P groups， Randomization was stratified 
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by the average of the steps， clinical center， sex， age. 170 Participants were assigned 

with !'lqual probab出.tyto the E1 group and E2 group. 

Intervention 

Dietary intervention 

A1l of three groups were placed on diets provided with food田 alesfor use during the 

study. The dietitian provided泊dividualinstruction on the keeping offood records at the 

beginning of the study. The food recording procedure was also documented血 an

information folder given to each subject. decreasing total energy intake仕omfat， with 

the remainder distributed between carbohydrates and protein. Diets were individually 

designed for each subject using the estimated energy intake food records performed 

during baseline. Compliance with the low-fat diet was assessed by 3 monthly interviews 

with the dietitian and completion of a food checklist. 

Exercise Intervention 

Participants in exercise groups were asked to wear the pedometer企omgetting-up till 

sleeping and record the steps numbers everyda手

The participants of intervention group were asked and encouraged to increase the 

amount of their leisure physical exercise by 30% steps/day. To this groups， counseling 

sessions were conducted monthly. The rate of血creasedepended on the baseline steps， 

and types of exercise recommended were jogging， walking. 

Follow-up Visits 

During the intervention phase of the phase of the trial， follow-up visits to the clinical 

center釘 escheduled every 3 month to assess and encourage compliance with study 

exercise treatment， and obtain outcome information. 

Expected Outcome 

Primary Expected E島 ctedis 0.5% difference泊 changeof HbA1c. 

Secondary expected E飴 ctis Decreasing in TC，TG，HDL-c FPI，BMI BP. 

Discontinuation 

The study treatment is discontinued but follow-up continued for the persons who 

develop any of theゐllowingconditions: severe syndrome diabetes or other any severe 

illness that may have study discontinued. 
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28% of 256 subjects. 

. The participants' data on age， sex， duration of education， income ぽen)，occupation in 

table 3 and the risk factors in table 4 at the start of the study did not differ between 

groups. These base line data and enables us to examine how e:ffectively the 

random.ization process produced three generally equivalent groups that were unaffected 

by participant p児島rences，investigator bias and other confounding factor. 

Dietary intake measures were not signi五cantlydi宜erentfor the three groups(table 7). 

The. average steps was 9821 steps (SD:3197) everyd年 Themedian average daily 

steps was 9447 steps. Average daily steps recorded with pedometer correlated well with 

the questionnaire measurement. 

DISCUSSION 

The chance of宣ndingparticipants through the method of screening the high risk 

population was lower， the likelihood became higher through the method of checking the 

medical case reports. 

Although the FPG is the new ADA criteria for diagnosing type 2 diabetes， but it was 

known to be poorly reproducible. HbAlc level may be more convenient and a more 

better measure test. 

Pedometer should be recommended for type 2 diabetic patients to monitor the 

physical activity. 

ぎ



T able3. Demographic characteristics of sample (n=254) 
Characteristics control group pedometer control grOUp intervention grOUp E 
Age(year) 
35-45 20 18 15 ns 
46-55 26 23 28 ns 
56-65 40 43 43 ns 

Educaton(year) 
く5 5 10 6 ns 
6-11 20 17 9 ns 
11-15 20 15 18 ns 

>=16 41 41 53 ns 
Income(ken) 
く300 3 3 ns 
300-999 37 38 43 ns 
1000-2999 43 42 37 ns 
>=30000 3 3 6 ns 

Ocupation 
。而cer 18 20 21 ns 
worker 20 16 15 ns 
teacher 26 23 27 ns 
business ， 0 。 ns 
retired 20 22 23 ns 
others 3 。 ns 

Smokers 21 19 13 ns 
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Table4 :e of diabeteic risk factor 
Risk Factor control group pedometer control group intervention group p 

(number) (number) (number) 
history of pregnancy diabetes 。 。 ns 
history .of babies over 4kg 5 8 5 ns 
Hi坑oryof hypertension 23 17 22 ns 
History of CHD 9 11 10 ns 
History of DM 2 3 2 ns 
History of hyperlipidemia 13 24 14 ns 
History of stroke 3 。 ns 
History of 。 2 ns 
History of liver and kidney ns 
Family history 
paesent 17 17 14 ns 
chidren 。 。 ns 
sister and brother 8 15 10 ns 
grandmother and father 3 2 4 ns 

Systoelic blood pressure(mmHg) 
く140 58 61 61 ns 
140-160 18 18 15 ns 
>160 10 5 10 ns 

Diastolic blood pressure(mmHg) 
く9σ 53 59 48 ns 
90-100 18 19 26 ns 
>100 15 6 12 ns 

T otal cholesterol(mg/ dl) 
く200 37 34 32 ns 
200-240 21 24 16 ns 
>240 28 25 38 ns 

T riglycerides(mg/ dl) 
く150 45 46 42 ns 
>=150 41 37 44 ns 

HDL cholesterol(mg/dl) 
=く35 9 12 7 ns 
35-50 12 13 11 ns 
>50 65 58 68 ns 

fasting plasma glucose(mol/I) 
95-110 35 46 35 ns 
110-126 28 19 27 ns 
126-140 16 7 14 ns 
140-160 7 12 10 ns 

fasting plasma insulin(molll) 
く9 9 12 12 ns 
9-20 67 55 62 ns 
>20 10 16 12 ns 

hemoglobin a 1 c 
く2.9 30 30 32 ns 
2.9-4.6 47 42 41 ns 
>4.6 9 12 13 ns 

Body mass index 
く23(normal) 8 6 12 ns 
23-25(moderately obese) 25 30 26 ns 
25-28(obese) 32 30 28 ns 
>28(severely obese) 21 18 20 ns 

Alcohol consumption(drinks per day) 
O(no alcohol in past 7 days) 59 58 67 ns 
1-2 13 12 4 ns 
3-4 5 2 3 ns 
>=5 9 12 12 ns 
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Table5 sex-speci宵ccharacteristics of 256 Participants in the study 
Characteristic men women 

Number percent(%) Number percent(%) E 
Age(year) 
35-45 28 21.88 25 19.53 ns 
46-55 27 21.09 50 39.06 ns 
56-65 73 57.03 53 41.41 ns 

Educaton(year) 
く5 5 1.95 16 6.25 ns 
6-11 19 7.42 27 10.55 ns 
11-15 25 9.77 28 10.94 ns 
>=15 79 30.86 57 22.27 ns 

Income(ken) 
<300 0.39 3 1.17 ns 
300-1000 59 23.05 59 23.05 ns 
>1000 61 23.83 61 23.83 ns 
>3000 7 2.73 5 1.95 ns 

Ocupation 
。冊cer 25 9.77 34 13.28 ns 
worker 27 10.56 24 9.38 ns 
teacher 52 20.31 24 9.38 ns 
bussiness 。 0.00 0.39 ns 
retired 24 9.38 41 16.02 ns 
otl可ers 。 0.00 4 1.56 ns 



T able6 sex-speci朽cprevalence of 256 Participants in the study 
Risk Factor 打len women 

Number percent(%) Number percent(%) E 
smokers 46 18.04 7 2.75 * history 0千pregnancydiabetes 。 0.00 0.88 ns 
hi坑orγo千babiesover 4kg 。 0.00 18 14.52 ns 
Hi坑oryof hypertension 28 10.94 34 13.28 ns 
Hi坑，oryofCHD 14 5.49 16 6.27 ns 
History of DM 6 2.35 0.39 ns 
History of hyperlipidemia 24 9.38 27 10.55 ns 
Hi坑oryof武roke 2 0.78 2 0.78 ns 
Hi坑oryof liver and kidney 21 8.20 21 8.20 ns 
Family historγ 
paesent 21 8.20 27 10.55 ns 
chidren 。 0.00 0.39 ns 
sister and brother 17 6.64 16 6.25 ns 
grandmother and fa出er 5 1.95 4 1.56 ns 

Systoelic blood pressure(mmHg) 
く140 89 34.77 91 35.55 ns 
140-160 30 11.72 21 8.20 ns 
>160 9 3.52 16 6.25 ns 

Diastolic blood pressure(mmHg) 
く90 70 27.34 90 35.16 ns 
>= 90 35 13.67 28 10.94 ns 
To泊Icholesterol(mg/ dl) 
く200 60 23.53 43 16.86 ns 
200-240 30 11.76 31 12.16 ns 
>240 37 14.51 54 21.18 ns 

T riglycerides(mg/ dl) 
く150 64 25.10 69 27.06 ns 
>=150 63 24.71 59 23.14 ns 

HDL cholesterol(mg/dl) 
=く35 23 9.02 5 1.96 * 
35-50 25 9.80 11 4.31 ns 
>50 79. 30.98 112 43.92 ns 

fasting plasma glucose(mol!l) 
95-110 57 22.27 59 23.05 ns 
110-126 34 13.28 40 15.63 ns 
126-140 20 7.81 17 6.64 ns 
140-160 17 6.64 12 4.69 ns 

fasting plasma insulin(mol!l) 
く9 22 8.63 11 4.31 ns 
9-20 85 33.33 99 38.82 ns 
>20 20 7.84 18 7.06 ns 

HbA1c 
く2.9 42 16.41 50 19.53 ns 
2.9-4.6 66 25.78 64 25.00 ns 

>4.6 20 7.81 14 5.47 ns 
Body mass index 
く23(normal) 12 4.69 14 5.47 ns 
23-25(moderately obese) 45 17.58 36 14.06 ns 
25-28(obese) 46 17.97 44 17.19 ns 
>28(severely obese) 25 9.77 34 13.28 ns 
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Table 7 Charactersistics of the diet at baseline(mean:tstd) 
Characteristics control group pedometer control group intervention group E 
Energy intake(kcal) 2038土644 1945:t596 1970土638 ns 
Carbohydrates(g) 577土191 540土186 552土189 ns 
Protein(g) 90土31 85土24 89土31 ns 
Fat(g) 74:t31 76土32 77土36 ns 
Alcohol(豆 52:t146 29土93 44:t148 ns 
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3.今後の研究計画

We have cloned a novel human factor， D40， by two-hybrid system， but 

the function of D40 is still unknown. 1n order to understand the function 

of D40: 

1. Spermotogenesis: Northern bloting shown that D40 is specifically 

transcripted in testis. 

2. Tumor-specific antigen: The expression of D40 can be found in all 

tumor cell lines and several primary tumors. 

4.研究指導者の意見

申請者衛鋼は、大学院医学研究科博士課程に在学中で、すでに新しい

転写調節因子を見つけるという大きな業績をあげています。日中医学学術

交流制度のお陰で、この研究を深め、学業に専念することをできています。

申請者は熱心に勉強しているとともに、日中両国の交流など課外活動に

も積極的に参加しています。本人は将来、日本での研究成果を母国の発展

に活かし、国の発展と医学の進歩に貢献したいとの決意を強く固めていま

す。

日-Zタ三芝~
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一 転写制御因子GCFに特異的に結合するヒト細胞蛋白質D40の染色体マッピ
ング

Gang Wei 1. 2 and Noboru Kuzumaki 1 (Professor) 

1 Division of白 neRegulation， Cancer Insitute ， School of Med1cine， 
Hokkaido University，ぬtpporo06α]apan 
2 Thoracic Department of Surgery， Cancer Inst1tute，ηanjin Med1cal 

University， People' s Republic of China 

f目的j我々 は、 D40が転写制御因子GCFに特異的に結合する新しいヒト蛋
白質であることを報告してきた。今回、 040が癌を含む何らかの疾患に関与する
か否かを検討するために、 FISH法を用い てD40の染色体上の位置を決定するこ
とを試みた。

f方法と結果j染色体標本は正常人の抹消血リンパ球から作成した。プロー
プD~弘として、 D40のcDNA全長にわたる複数のcDNAクローンを混合したものを
用いた。これをピオチン標識したプローブとハイプリダイズした後、抗ピオチン
抗体およびFπc抗ヤギ抗体を用いてシグナルを増幅した。 これを蛍光顕微鏡に
て観察した。その結果、ヒト第 15染色体14q13-15 にマッピングされることが
あきらがになった。

f結論j 転写制御因子GCF結合蛋白質D40は、白血病などで異常が多く報告
されているヒト第 15染色体長腕に坐位する。
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The GC-factor (GCF) wωfirstly reported to be a 甘ansσiptional
regulator that represses the transcription of the epidermal grow血 factor
receptor (EGF-R) (1). It also reg叫atesnegatlvely expresslon of several 
othぽ growthfactor and receptor genes， lncluding TGF-a釦 dIGF-1R 
(2，3). It was repo抗edthat GCF could Inhlblt世間growthof human gas凶 c
carclnoma cells ln nude mlce due to decrease ln TGF-a expresslon (2). GCF 
is a phosphoprotein and predominantly localized泊白enucleus (4). For 
several町出lscriptionfactors， phosphoηrlation inα.eases nuclear町出lsport
(5-). GCF phosphorylation may be lnvolved ln its nuclear仕組slocatlon.
Phosphorylation may serve to induce binding to other regulatoηF 
proteins， regulate DNA bindlng， or ac世.vatea constitutively bound 
transcripti'On factor (6). Slnce a Leucine-zipper llke sequence that could 
mediate pr'Otein-pr'Otein lnteracti'Ons was f'Ound in世紀 mlddleof the 
c'Oding regi'On 'Of GCF gene， we have sucessfully used yeast tw'O-hybrid 
system t'O isolate the gene encodlng GCF related pr'Oteins. A丘町

sα'een凶ng 'Of cDNA llbrary derived 仕'Om immortallzed human B 
lymphocytes， a n'Ovel human cellular gene ，GCF-BP(D40)，出atencoding 
proteln specifically blnds t'O GCF was cl'Oned. Northem blot at叫ysls
lndicated the testis-speciftc expressi'On 'Of GCF-BP(D40) and high 
expressi'On in spermatocytes in s1ωhybridization (manuscript 泊

prep紅 ati'On).To g剖nfurther泊slghtlnt'O吐lefuncti'On and posslble 
relati'On t'O human diseases ， we here determined the chr'Om'Osomal 
assignment 'Of the GCF-BP (D40) gene by fluorescence in s1tu 
hybridizati'On (FISH). 

Lymph'Ocytes isolated仕'Ombl∞ds of n'Ormal adult male human were 
cultured ln a-minimal essential medium (MEM) supplemented with 10% 
た凶calfserum and 3 ug/ ml C'Onchanavalln圃Ain 5% C02 at 370C f'Or 40h. 
The cultured 砂mphocytes were treated with Br'Omode'O符uridine
(30ug/ml) f'Or 7.Sh at 37oC. C'Olcemld wぉ addedduring the incubation 'Of 



出efinal 30min (7). Cells were harvested and slides were prep紅 ed
us泊gstandard procedures， including fixation and剖rdry泊g.
For GCF-BP (D40) mapping， the five overlapped clones derived from 

colony hybrid包ation出atencods to the fulllength cDNA of GCF-BP (D4O) 
were usedぉ probe.Fluorescence却 sltuhybridization (FISH) on R-
banded chromosomes was performed as prevlously described (8). In 
general， me匂phぉe spreads were prepared 仕om concanavalin-A 
stlmulated lymphocytes of normal male human after bromodeo勾urid泊e
lncorporation. Two hundred n釦 ogramsof mixed DNA probe was nlck園

町anslatedwith biotin-16-dUTP (Boehringer Mannheim) and hybridized 
却 sltuto metaphase chromosomes泊由edenatured chromosome on 
slides. After hybridization at 370C for 48h ， slides were ¥y:asted ln 5ω6 
fom鼠mide/O.5XSSC and 2X SSC sequentially. FISH signals were detected 
by sequential incubation with 3ug/ml anti・biot泊 goatIgG (Vector) and 
40ug/ml FITC-conjugated anti・goatIgG (American ωalex). FITC slgnals 
were further amplified by the lncubation with 40ug/ml antl-FITC goat 
IgG (Biomeda) and FITC-conjugated antトgoatIgG. After a screen泊g
under microscope to check the hybridization efficiency， FISH signa1s and 
DAPI-banded chromosomes were photographed seperately，出ld白e
assignment of FISH mapping data with chromosomal bands was obtained 
by superimpos泊gFISH signals with DAPI-banded chromosomes. 
Detailed analysis more than 10 individual chromosomes， the gene 

encod泊gGCF-BP (D4O) maps to the chromosome 15ql4-15. As shown泊

figure 1， fluorescence slgnals were detected mostly at the cen町omere
region of chromosome 15. No any significant fluorescence signal was 
detected on other chromosomes. Chromosome 15 localization was further 
substantiated by simultaneous labeling wlth speclfic to the peri-
cen甘'Omeric region of chromosome 1 S. In甘estlngly，cytogenetlc 
observations and molecular studies have identlfied lSq11・13as the 
critical reglons for the Parder-Willi syndrome (PWS) and Angelman 
syndrome (AS) (9-10). The aberrations of chromosome 15q15 were 
observed in acute myeloid leukaemia (11). Recently， the tumor 
supressor activity of human chromosome 15 was reported (12). Thus， 
this report may provide new clues to the understanding of human 
chromosome 15 associated genetlc disorders. 
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3.今後の研究計画

MSP1に対する宿主免疫応答がマラリアの感染防御および発病調節に関与する免疫生物学的

意義を検討する。今後特に問題となるの以下の点であるので、その問題解決を目指したい。

(1) ワクチン応用が考えられている MSP1のプロック 17に対する免疫応答のうち、感染防御

と直接関係する宿主応答を明らかにする。特にエピトープの比較検討、抗体のアイソタイ

プとの相関などをマラリア流行地住民を対象に進める。

(2) MSP1の分子多型が宿主の免疫応答に及ぼす影響を解析する。これまでの検討で、 MSP1

の T細胞エピトープ、 B細胞エピトープの解析を進めて来ているが、免疫標的蛋白質の分

子多型は宿主免疫を不応答状態に誘導する可能性もあるので、その点を実験的に検討した

い。

(3) MSP1のブロック 17について、免疫応答標的となるエピトープペプチドのモチーフ解析を

行い、アナログペプチドによって生ずる免疫応答パターンの修飾を解析する。

以上の解析を通じて、 MSP1をワクチンとして実用化するために課題として残っている問題を

解析していく計画である。
4.研究指導者の意見

付 軍にはヒト寄生虫感染の免疫応答の解析のモデルとして、マラリアをテーマとして

与えた。従来からマラリア流行地住民のマラリア発症に免疫応答が関与すること、 MSP1

に対する抗体産生がその指標となりうることなどの情報があったが、今年度の付の研究に

よってMSP1の中でも特定の領域に対する抗体産生低下することが発症と関連があること、

マラリアの症状を示した人とそうでない人とでは MSP1に対する抗体でも標的エピトープ

に質的な違いがあることなど、この方面の研究に新しい情報を与える結果となったことは

値すると考えている。

付 軍は来日以来、経済的に苦しい環境にも関わらず真面白に研究に励み、アルバイト

に忙殺されることなく努力してきた。大学の研究室での人間関係、居住地住民との人間付

き合いなど、日本留学の機会を自らの国際理解のために大いに活用しており、また私達日

本人にとっても良い影響を与えてくれている。このまま日本で十分に研究を進展させるこ

とができるように、引き続き本人の経済的支援が得られるように指導教員としても強く希

望している。
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熱帯熱マラリア感染者の症状発現とメロゾイト表面抗原 MSPlに対する IgG
抗体産生
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要旨

ソロモン諸島ガダルカナル島は holo・endemicともいわれるマラリ7の濃厚流行
地 0である。マラリア流行地の住民は一定の抵抗性を獲得しており、感染による
症状は非流行地住民と比較して一般に軽微であるが、実際の症状発現には住民集
団内でも多様性が見られる。我々はマラリアの症状発現に宿主免疫応答の多様性
が関与している可能性を調べるために、熱帯熱マラリア (Pf) のスライド陽性住
民の MSPlに対する IgG抗体産生の差異を測定して、症状の程度と比較した。
ガダルカナル島の Pf陽性者のうち発熱、頭痛、悪寒、幅吐を呈したものを有症

状群、それ以外を無症状群とした。無症状群の多くは日常の仕事やスポーツを支
障なく行っている。この 2群について、 MSPlの N末端 6ブロックに対する IgG

を ELISAで測定した。両群間の年令、性の構成比率には差がなかった。マラリア
即往のない日本人血清の結果を基に陽性判定を行った場合、有症状群では MSPl

に対する抗体陰性者の頻度が有意に高かった。対照としたポリオウイルスに対す
る抗体産生では、 2群間でまったく差がなかった。マラリアに対する抗体価は変動
するパラメータである可能性があるが、 1年間隔で採取できたガダルカナルの住民
血清サンプルの比較では大きな変動は見られず、ソロモンのようなマラリア流行
の季節変動が小さい流行地では抗体をある程度安定した免疫学的パラメータと考
えてよいと思われた。
以上の結果から、 Pf感染時の MSPlに対する低い IgG応答性は症状発現と何ら

かの関係を持つ可能性が示唆された。この低応答性が症状発現の原因であるのか、
逆にその結果であるのかは今後継続して検討する必要がある。この現象の医学生
物学的意味づけについては MSPlの感染防御における機能との関連から考察する
予定である。

キーワーど:熱帯熱マラリア;IgG ; MSP 1 ;ポリオウイルス。
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1. 1ntJ:唱duc抵on

百e戸田enceofpro句ctive泊mUiUtY旬血説副2阿 部itesis bigh1y prob油，lein

hl1mans， however， dc包丑SaIC Sti1I∞ntro刊:rtial. A nmnber of位協3∞n凶buting

戸時ctivejmmnnity arc哩句叫a凶，組dage，sex，組，d1or.raceinc1uding genetic 

bac匂;roundhave been組 d戸ed[1・3]. 1t is commonly noticed也atmany戸opleinfected 

wi血mal副apar樹脂 haveno clini回lsymptoms 祖国aIar担~nclemic area，姐d6ι70%of

parasite-positive inhabi凶，ts泊叩也micareぉ m 也0碍ht旬 beh悶 Ithy伺出回開.

G回 dal回nal，也βSolomonIsl血也， is也β血儲t回verely叩 白 血icplace of血aIariain也e

world，組d也，eannua1 ind也aαof.malar担ISr句0市 d旬 bemore白血3∞戸:r1，000 

pop叫ation[5]. It is.also common也atmany malaria-positive peopIe in Gua血lc組 ala担

金問的mc1ini伺1symptoms. Snch observation cIearly shows也atproほ酌e出血，unity

tomaIaria∞Inta凶 twodi:t]町間.tconl回pts;inhibi也g加fection釦 dpro臨 tion企omdiseぉe

onset. 

Imnume rcsponses加 maJariaantigens seem to be in:曹は凶tinbo也 twoc∞，ceptsof 

pro卸 tive回munity[6，7]. Previo田 studi出回目白t也at担 tibodyre勾onses旬血alaria

antigens inc1uding MSPl， CSP，担dRESAare泊戸iredin symptomatic patients wi也

品Ici戸四皿皿d語a∞血paredwi也町時t田natic担dividuals[4]. MSPl， majぽ

血町田oi缶四rfaceglycoprotein， is one of也，emost泊munOOor凶nantmalaria組，tigens

dur担g血e註ぉe"xuaIery也rocyticstage. To anal戸einde凶1白血d剖a句剖:fic組曲↓OOy

笛祖国皿un~logicalparameter in the path9.gene~i与， we compared IgG組曲OOyresponses 

toreeor曲面antMSPlmoI，倒的betw白 n勾mptomatic.組 dasy時 tomaticgroups in 

。m血lcanaI，to也arein:fi国凶wi也Plasmodiwnfa均 'aTWn. We obs町ved也at

impairment in an包ibodyresponse泊可mptomaticgroup is皿alaJ:担句倒:fic，.however， 

組 6伊 mole叫回orepitop岱旬whichimmune responses are出戸red出ghtbe selected. 

Biological sign盟国nαofsuch phenomena.wilI be discussed.. 



2. MateriaJS and' Methods 

2.1. Sl加diedsubjects 

._ . 

‘' d 

S時炉施協同祖師prcsep.ts也dyWeIe戸opleofGua血lcanal，t:he Solomon 

Islands， where往祖m凶 .onof malaria is担hyper-e他国主::s包飽 [8]. τ'hereis出血orno

seaso叫・佃町田白恒也ce抽出.city，也erefore，p回 plein the Is.凶dseem，ωbe砥high

出kforinfe配 tion.wi血Rμ伊 nonwhole戸紅白rough. We∞b 凶 bl∞ds祖 ipl回

by using EDTA錨 ana-coagul組 rfrom 67 Solomon's donors under也βinformed∞nsent，

-all of whom were slide-positive f4ぽRμ物 ruminmicro記 opicobservatioIi α67 

協包dsubjects， 44 were random subjec包 of'S'J時旬皿~free canier individuals，血.d23

werepatien臼wi也c加i回 1symptoms who吋si凶 clinicsbecause 'of high fev町 (>380C)，

chilI， head ache， andlor vomiting. τ'bcrcwωno si伊話回ntdi宜erenα恒也.csex .ratio 

and age between the two groups; .male-fe.male ratio w笛 12:11 in sympωmatic組 d26:18

泊邸yn理tomaticgroup，組dmean age w~ 15.7 (median 14) yr in可:mp旬matic釦 d22.0

(median 18) yr inぉ戸時旬maticgroup. Mean parasi包 density(PD)恒也es戸時tomatic

group w出 212土6101200whi臨 bloodcells (WBC). It w部単位.er也組曲atin

箇yn甲旬maticgroup， 24.11200 WBC， al血.oughnot aIl也eぉy碍旬lmaticsubj民包'were

ほ aminedfor PD. We coll田凶serafrom 20 heal也~J:匂祖国edonors， who were never 

exposedωmalaria，鑓negativecon位ols.

2.2. Antigens 附~inEUSA

We measured IgG antibody levelsωMSPl in ELISA. MSP1 used泊也isstudy 

W 出 ofMAJj 20 aIlele [9]， and are recombinant pro凶 softheam血か細盟凶region

con凶ningbl∞ks1也rough6 (MlI6)， a monomorphic bl，∞k3 (M3)組dad泊.oIphic

bl∞k6似の [10]. We adjus包d血econ，α由記.onof回 chpr句arationofMSP1 to ~ 5. 
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陪刷，組d臨制問hplasmaat1件也esdi1凶0乱 Weused horse-radish戸roxi也記・
.、. . 

∞n知伊島dgoat組曲田nan詰G'話出csecond組曲ody(1α予，pel，臥lIham，USA)，組d

.a品 rweeKk凶o-phenylenediaminc(Sigma， St Louis， USA) as a subs国島， OD羽 lucat

492nmw笛 measmed. We蜘 tativelyde胞団担.edposi世vere句。由民 whenOD value包

・high町出血血.emean OD value plus 3 SD of白 1勾組出ene伊tivecontrol se乱

2ム NeutraL泊 19ar，抵加の句poliovirus

As a positive con位。1，.ne凶凶nganti加di回 P守peillpolio吋ruswereme超国吋by

'indir民 themagglu出ation回 t People泊Guada1伺nalwere泊皿umzcdwi也polio

vaccine，血dalmost all are勾配凶tobe組曲凶y-positive. We de包:rminedpositi.ve 

respons凶 whenti也rsare x4 or mOIe. 

2.4..S俗語成;alana1ysお

S白tisticalanalysis wぉ doncby Student's t-防 torbyχ2民st.

3. Results and Discussion 

Weobserved也pairedIgG組曲odyproduction旬 MSPl泊守司ぬmaticdonors 

∞E司paredwi也也atinasyn司ptomaticgroup. Differencc in也.c.meanOD.value was 

は組組問lIysi伊泊ωnt(p<().OOl) (Fig.l). Frequency of組曲ody-negativedonoIS W笛

also sign出回ntlyhigher in血.esy珂 tomaticgroup (34.8% vs 2.27%) (p<O.Ol). . Such 

出l{Jaired組曲OOyresponse in the symptomatic group w出 mal~-sp民活.cbecausc we 

observed almωt回mcmean組曲。dyti信回旬poliovirus in the ~o groupsσ'ig.2). 

We.fur由:ermcasured IgG anti加dyleveIs totwo bl∞:ks ofthe細血0・包rminalregion of 
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MSP1. Dimorpbic M6 w白血.ought句 bebigh1y泊血m句enIcforα刷 Z 組 dbumoral

respo:邸 esinhumans∞m戸redwi也.p:lOJlomorphic:M.3[11，12]. our prcs伺 t

observation wぉ∞凶S蜘 twi也 previo邸 S個々 byFroe et aI. [12]由atM6w碕即周

回IDllIlOgcoiCfor I~ rcs~nse 伽n M3~ however， the sy時旬I:matiCgroup showed. 

白句1ysuppressed. IgG responses only for M6ω<0.01)σ油~ 1). F'町也.eI'lllore，

responsiv1組 側旬M3釦dM6wぉ discordanteach 0也町並thesymp白maticgroup

(p<O.OS)σ油，1e1). 

τ'he e:xact偲pI担 ationfor the present obs町四.tionremains un，αrtain. It is not clear 

whether such ~ow 姐邑加dyresponse 白山edbigh町 par羽白血ia 箇 insympto画制C

.包a吋duals. Altematively， a po路ゐ出.tyofimm血.esuppr悶 ion血凶ia島dbymaI剖a

P紅白i出回nnot be ruled out [13]. The CaIもoxyl唱 rminalblockofMSPl is sugg回凶

to be directIy involved. in MSP 1-mediated pro飽ctive回muniザ[14]，while biologil伺lrol回

of也eaminか包ロninaIregion remain unclear. It is in旬間出gtono白血attherewぉ no

significant suppre路ion泊IgGlevelωl¥I.f3σ'able 1)， bec釦盟組討bodi関白1¥13were 

repo取 dぬinhibitp1'O蹴tive泊munityinduced by the回出oxyl-termina1region of MSP1 

[1勾. It is needed to組 d戸emore也組iledbiological 1'01回 of血eamino-旬rmjnalregion 

ofMSP1ωdiscuss the biologicaI 1'Oles of those泊paired泊munere勾onsesm 

可四IptOmatiCpaむ.ents.

Ano也er泊陸部tingp。凶旬民eis whether such泊戸主ed組厄加dyre叩onseis a 

te:時 oralor fixed. phenomenon. Antibody titers have tight rela.tionship with age of 

humanhos岱 [1]. In血iss加dy，we∞mpared two groups of which age dis凶butionwぉ

notsI伊i宜ロntlydi:fferent， however，笛ymp旬ma.ticgroup was 01白r也ansymptomatic 

group. We have to consider也おfac加，rbeforege国ng:final conclusion. Fluctua丘onof

組 tibodylevel in a-maJaOa ende凶.carea should be also ∞nsidered [12]. Ende凶.cityin 

GuadalcanaI shows onIy a faint se舗 onaldi民間nα. In血・sstudy， serum samples were 

∞llec也dtwicewi也組恒也rvalofn回 rlyone year :from some of asymptoma.tic donors. 

Mean OD values of也ose路 :rawere al皿ωts也ble(Tめ，!e2)， sugg'白血g也atMSPl・
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勾eciticIgG seemsωbe a Iclativcly調 blchmmmological par祖 β町並G凶 alcana1. It 

ispo組biIe句罰明。m由athighPD:知 sedCODStDIlption of specific組曲剖iesin回目of 

.也e戸丘回grot弔 [1句.: It is， howe刊 r，not肱c1y白錨ebecause we observed'伺 sお

show担gW1回 kIgGre河 h旬 M6but bigh M3却低温cIgG，ぽ吋.ceversa. • It is ra血E

prob油le 出足伊吋Hr~ted .rego1a伽y1n骨子1m11lm'l8 in血白dthc impaired hmD!me respo出国

旬拘置S戸也叫arepito戸s. Jmmnnogenetic :fac旬四∞uldbe.involved in such・regt血:tion

[1η. We are p.Imming to凶 tMSP1旬出fic組曲。dylcve1s担thesy碍加国語.cgroll戸

a立町也住居∞lveryfrom clinical symp匂邸. Itis also祖師凶ngtodoa制 ow-upS個々
whe令官邸ymp旬matic泊.dividnalswi也 lo~IgG Ieve1s devel句c1inicalsymp畑出innear

. future. 

In conclnsion，泊:paired担包ibodyrespo~ 句協Pl of P.角k抑留ncould bea 

.riskfacはおrdevel，句血gclinicaI sy可旬ms:inthe holo-佃de凶 cGua血l伺 naI.

Regu1a制 ysys抵m:involved in也ep由記ntphenomenon is ma1aria-旬ecific，however， 

也eremight be regt蜘 orysy臨皿勾出宜.cfor selective epi旬lpes:inωseof組包ibody

responseωMSP1. T，紅getepitop回 ofMSPlfor出simTDlmoregulation could be 

involved泊泊四国.opa血ogen叩 aswe1I as pro帥 ve泊muni守dm担gfalcipamm

ma1副&

， . 
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Table 1. 

. 
d 

He也rogeneousIgG responses旬 M 3組dM6bl∞:k:sofMSPl in symp加lmaticpatie:出

wi也創d戸rommaI組ainGoa血1ロnal.

Posi世veresoonse伯・

釦国益盤 話~ MJ M重

Symptoma由。l=お) 15 (65.2%) 13 (56.5%) 11 (47.8%) 

.A勾四仰matic(N=18) 18 (1∞%) 15 (83.3%) 17 (94.4~) 

R回 uonsesto ~6 

+1+ +1- -1+ーニl=.

9 4 2 8 

---------------------------ー------------ー・・・ー・4・・・・・・・ー・・・・・.・ .

‘旦組問 通.Q1 ~ 通.Ql 通必

市 notsignificant 
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Table 2.. 

Comp泊∞ofMSPl句伺:ficIgG組証加di国包ぉymp加maticdonors in pIasma詞血ples

∞E民民d泊 twodi島田nt.y回 rsin Guadalcanal. 

OD valuesinELISA 

Su町民tE 勾e Sex i 泊 1994 泊 1995

205 23 female 0.611 0.643 

206 60 male 1.24 1.12 

235 44 長国le 0.852 1.16 

248 50 fema1e 1.19 1.18 

402 7 male 0.112 0.161 

403 18 血ale 1.03 1.23 

417 11 fema1e 0.47 0.111 

418 11 male 1.18 1.27 

424 ~ ~ ill Q.22l 
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MSPl-speci:fic IgG組曲odics.in symptrima也祖d均時旬図説cindi吋白a1s

担お泡dw拙 P.fak抑um. MSPl.~ ~~叫泊号明白maticgroup w也

君igni符何吋ylow∞皿戸'Cdw池 a将司旬maticdonors '(p<O.∞1). 0政官I周知

F盟国:ve忌G1cvelw酒田副V沼町yd同町minedas tbc mean∞四1uc+3SO'of也e

I勾anescoe判明∞ntro1s.蜘叫an113 ofsy岬伽catu:舗eswerene戸時伽

MSPl; aD温曲a金問oencyof nega丘ve伺 sessiF市内司dy白河凶.intbc sym隣国政
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P<乱001・
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抗癌剤ダウノマイシン(DM)による心筋細胞アポトーシスの発症
機序ーMAPキナーゼ(MAPK)スーパーファミリーの関与

朱偉東

中国大連四O六病院循環器内科 医師

小室一成

日本東京大学循環器内科講師



要旨

抗癌剤ダウノマイシン ρ切による非可逆性心筋障害は致死的であり、その病

態解明と予防・治療法の開発が急務となっている。最近、心不全ゃある種の心筋

症において心筋細胞にアポトーシスが起こっていることが報告され、その病態

形成における役割が注目されている 1)。また、mitoge.n-activatedprはei.n.民国記

。仏PK)の新しいファミリーである C-Ju.nNIも-t町出血l魁..nase(応IT<)と p38MAPK

が同定され、その働きのひとつとしてアポトーシスとの関連が報告されている

2)。一方、われわれは、 DMによる心筋障害の一因として知られている活性酸

素がp38MAPKを介して培養心筋にアボトーシスによる細胞死を誘導すること

が報告した3)。そこで今回、 DMによる心筋細胞アボトーシスと MAPキナー

.ゼファミリーの関係をさらに詳細に解析した。

KEY WORDS 

ダウノマイシン，心筋細胞，アボトーシス， MAPキナーゼファミリー，活性酸素.



目的

DMは心筋細胞に傷害を与え、心不全が引き起こされます。この心不全はDM治

療における致命的な副作用のーっとして挙げられます。この発症機序の解明を

目指し、我々は、 DMによる心筋細胞アポトーシスと MAPキナーゼファミリー

の関係を解析する。

方法

1) MAPキナーゼ活性測定

ERKとp38MAPKは血ye1inba豆cpro創立(MBP)を、 JNKはc-Jun蛋白を基質にし

てその活性を測定した。さらに、 p38MAPKについてはリン酸化p38MAPKを特

異的に認識する抗体によってそのリン酸化について検討した。

2)心筋細胞のアボトーシスの検出

DM最終濃度1O-6Mで24時間の刺激を行い、 4%パラフ才ルムアルデヒドにて

固定し、心筋細胞の細胞質をミオシンに対する抗体を用いて、また核を TID沼L

法にてこ重染色を行った。さらに DNAの電気泳動を行い、 ladder形成の有無を

調べた。

結果

1 )心筋細胞のアボトーシス

lO-~MDM 刺激により、心筋細胞に多数の坑応JEL 陽性像 (24%) が確認された。

コントロールの培養心筋の染色像では百応JEL陽性像(3%)はほとんど確認され

なった。アガロースゲル電気泳動法では、アポトーシスに特徴的なladd町

fぽ盟組onが10・旬DM刺激で見られた。

2) MAPキナーゼの活性化

次に DMに誘導されたアポトーシスの形成機序を解析するために、細胞の増殖・

分化・アポトーシスに重要な役割を果たしている MAPキナーゼファミリーの活

性について検討した。 MAPキナーゼのうち、 ERK、JNK、p38MAPKはいず

れも活性化されたが、 ERKは15分にその活性のピークを認め、応JKと

p38MAPKは30分に認めた。また 10・ι1O-3Mの範囲において濃度依存性に活性

化された。

次に ERKとp38MAPKの上流について解析を行った。種々の細胞において

Ras、

Raf-1は成長因子などの刺激により ERKの上流で活性化されることが知られて



いるが4)、R部、Raf-lのdominant-negative血utant(D.N.)の過剰発現によって、

DM刺激による ERKの活性化は抑制された。一方、 DM刺激による p38MAPK

の活性化はR酒、Raf・1のD.N.では抑制されず、Rhoファミリー(RhoA， Rac 1， 

Cdc42)のD.N.や、Rhoを不活性化の状態のままにしてその機能を抑制する

Rho GDP dissociation inhibi丘on侭hoGDI)の過剰発現により部分的に抑制された。

また逆にRhoファミリーの抑制はERKの活性化に影響を与えなかった。。この

ことから ERKの上流にR邸、 Raf.・1蛋白が存在し、 p38MAPKの上流にRho蛋

白が存在することが示唆された。

さらに DMによる ERKとp38MAPKの活性化のメカニズムを明らかにするた

めに、フリーラジカル消去剤(OHの消去剤DMSO;H202を還元する Ca凶ぉe; 

OH， H202 と ~-をともに消去する N-οー血町国ptopropion;列)-gl}7í也e) 及び細胞内

及び細胞外臼2+キレート剤BAPTA-AMとEGI'Aにて前処置すると ERKと

p38MAPKの活性化が抑制された。一方、 PKC、PKA、チロシンキナーゼの阻

害薬の前処置では、 ERKとp38MAPKの活性化は抑制されなかった。

3) MAPキナーゼの役割

DM刺激により心筋細胞は一部、細胞質の縮小、核の濃染、縮小といった形態

学的にアポトーシスを示し、 DNAのladder形成も認められた。 ERKの特異的

な阻害剤である PD98059の前処置によりアポトーシスを示す細胞数は増加し、

DNAのladd町の形成は増加した。逆に、 p38MAPKの特異的な阻害剤である

SB203580の前処置によりアポトーシスを示す細胞数は減少し、 DNAのladder

の形成も減少した。

考察

近年、細胞内の最も基本的なシグナル伝達経路を構成すると考えられてきた

MAPキナーゼのファミリー (ERK，応IT<， p38MAPK)がアボトーシスと関連し

ているとの報告がいくつかなされている 2}。U1dmの研究により、 ERKの活

性化が心肥大や心肥大時の遺伝子発現に重要であると報告され5)、

あJK/p38MAPKの活性化がアボトーシスの誘導に重要であると報告された2)。

今回の結果により、ラットの培養心筋細胞における抗癌剤DM刺激によりアポ

トーシスが起こっていることが生化学的及び形態学的に証明された。 DMによ

り産生されたフリーラジカル (H.，O，と OH)が心筋細胞障害を引き起こすこと

がフリーラジカル消去剤により明らかとなったがその過程において ERKは細

胞保護に、 p38MAPKは障害に働いていることが示唆された。 ERKの上流には



R出-Raf・1が、 p38MAPKの上流にはRhoが存在することも判明した。

Rho蛋白は最近、細胞の骨格や接着を制御する機能を有することで注目され

てきた低分子量 G蛋白であり、種々の細胞で応~K 及び p38MAPK のカスケード

の上流にあることが報告されている 5) 0 DMによる p38MAPKの活性化をRho

蛋白のω出nant-nega丘.vemutantが抑制することより、心筋細胞における DM刺

激のシグナル伝達においても重要な役割を果たしていることが示唆された。ど

のようにRho蛋白が活性化されるか、また p38MAPKを活性化するかは今後の

課題である。

ζ:a2
+は細胞内の情報伝達系の中で普遍的なシグナル物質として働いている。

細胞内或いは細胞外ea2+キレート剤にて前処置すると、 ERKとp38MAPKの活

性化が同時に抑制されたことから、仁:a2+はERKとp38MAPKの共通の上流に存

在することカ考示唆された。 ea2+が DMによる MAPKファミリーの活性化にどの

ように関与するのかを今後検討する予定である。また、どのような機序で ERK

が細胞保護に、 p38MAPKがアポトーシス誘導に働いているかについても、今

後の検討課題である。
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研究計画書

(一}研究の背景及び目的

l 抗癌剤ダウノマイシン (D附による非可逆性心筋障害は致死的であり、その病態解明

と予防・治療法の開発が急務となっている。最近、心不全ゃある種の心筋症において心筋

細胞にアポトーシスが起こっていることが報告され、その病態形成における役割が注目さ

れている。また、出toge.n-activatedpro凶a組m田 (MAPK)の新しいファミリーである C-Ju.n

NIも・臼m担叫恒国民(応IT<.)と p38MAPKが同定され、その働きのひとつとしてアボトーシ

スとの関連が報告されている。そこで本研究は、 DMによる心筋細胞アポトーシスと

MAPキナーゼファミリーの関係を詳細に解析する。

2 高血圧の持続によって標的臓器に障害が起こり、その結果脳卒中、心筋梗塞、高血圧

性心不全、突然死、腎不全などが正常血圧者より高率に発症する。そのため本研究は、持

続的な高血圧負荷に対する、心筋細胞の適応及び破綻現象について、分子機構の面から病

態生理の解明を試みる。

(二)進行状況と今後のスケジュール

1 1997年4月から抗癌剤ダウノマイシンによる心筋障害のメカニズムおよびその分子

機序をテーマに研究を行い、この一年間で解明された結果は以下のである。

( 1 )抗癌剤ダウノマイシンはApopt凶 isによる心筋障害を引き起こした。

(2) MAPキナーゼスーパーファミリー (ERK，p38MAPK)は抗癌剤ダウノマイシンに

よるApopto釘において、 ERKが細胞保護に、 p38MAPKが障害に働く。

(3) ERKの上流にはRぉ-Raf.・1が、 p38MAPKの上流にはRhoが存在する。

以上の結果をアメリカの Cな叩latio.n誌に投稿した。

2 1998年2月から液性因子回do由e1in.1 (Ef -1)による心肥大の分子機序を解析し、現在

までに以下の結果を得た。

( 1 )訂・1は心筋細胞の特異的な胎児遺伝子sMHCを活性化した。

(2)訂・1による sMHCの活性化に臼何回加。血1in-depe.ndent魁血民日および

Ca2+同1mω叫担，-dep阻 de皿 phosphatasec叫ci.ne町並が関与した。

以上の結果を論文にまとめているところである。また、この研究結果を 1998年 11月にア

メリカ心臓病学会(必弘)で報告 (p倒的であった。

3 持続的な高血圧負荷に対して、心筋細胞の適応及び破綻現象の病態生理を解明する



ために、細胞肥大を引き起こす心筋細胞特異的な分泌蛋白のc10nn血gと解析を行う。具

体的に説明すると、

(1)培養心筋細胞を町ー1で刺激して、 differe凶a1display法にて新しい遺伝子を探究する。

(2)・その新しい遺伝子の配列をもとに、オリゴヌクレオチドを作成し、マウス心筋細胞

の遺伝子ライブラリーを用いて分泌蛋白遺伝子を単離、 PCR法で増幅後、塩基配列を決

定する。

(3) 心筋特異的な分泌蛋白の遺伝子配列をもとに、この蛋白のアミノ酸一次構造を決定

する。次に、特異抗体を作成し、その心筋細胞における局在、受容体の分布、生理作用、

圧負荷あるいはAngII、ET・1、カテコラミン負荷による発現の増強を解析する。さらに、

プロモーター領域の解析に着手する。

(4) 前述の心筋細胞特異的な分泌蛋白のノックアウトマウスの作成に着手する。さらに、

そのノックアウトマウスにおける心肥大反応にどのように関係しているか、ノックアウト

マウスにおける蛋白の局在、圧負荷による変動を解析する。

(三)博士号取得後の計画

以上の研究をさらに発展させ、心肥大・心不全の病態生理の解明を行うとともに新しい機

序に基づく治療法の開発を目指す。
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Abstract 

Background Although anthracyclines such出 daunomycin(D附組dadriamycin， are potent 

chemotherapeutic agents， they have serious adverse effects including cardiac toxicity. In the present 

study， we investigated the molecular mechanisms of DM-induced回 rdiomy∞yteimpairment 

Methods and Results When cultured伺 rdiacmy∞y胞sofnωna阻1rats were exposed to 1μM 

DM for 24 h， many cells b民 amepositive for TUNEL s阻iningwith mo中hologi伺 1changes 

charac也risticof句。ptωis.Fragmentation of DNA into oligonucleosome-sized fragments wぉ

recognized by ag訂osegel electrophor回isinDM-紅白，tedmy∞戸田.DM  activated three members of 

mitogen-activated protein kinase (MAPK) do田-de戸ndently，such as extracelluIar signal-regulated 

protein kinases (ERKs)， c・JunNH2・terminalkinぉes，叩dp38MAPK in cardiac my'∞y飽s.

Oxyradical sω.vengers or Ca2+ chelators inhibited DM-induced activation of ERKS釦 dp38MAPK

DM-induced activation of ER.Ks wぉ alsoinhibited by overexpression of dominant negative mu回nts

ofRぉ (D.N.Ras)，while the p38加1APKactivation w出 attenuatedby D.N.Rho. The number of DM-

induced apoptotic cells wぉ markedlyincreased when the ERK signaling pa出waywぉ selectively

blocked by a specific I'v伍Kinhibitor PD兜 059，while pretreatment with a specific inhibiぬrof

p38MAPK SB203580 significantly reduced the number of apoptosis. 

Conclusions These resuIts sugg回 t出atDM activates MAPKs through reactive oxygen species叩 d

Ca2+ and that the MAPK f;出国lyplays important roles in DM-induced apoptosis in cardiac my∞yt回.

ER.Kspro旬ctcardiomy∞yt白 fromapoptosis， whereas p38MAPK is involved in the induction of 

αrdiomy∞yte apoptωis. 

Key words: daunomycin・ERKs・p38MAPK・apoptosis・C訂正副omy∞y匂

つ



Introduction 

An吐uacyclin国 such笛 daunomycin(DM)釦dadriamycin (AM)訂every powerf叫組出回pl出 tic

agen包 which訂 ewidely used in the tr，伺回entof cancer. The clinical usefulness of these agen也is，

however， limited due to serious adverse effects including伺 rdioωxicity(1，2). These cardiotoxic 

ef[i田tsresult in cardiac dysfunction， cardiomega1y， and finally ∞ng回世veh伺 rtfail町 'e(3). Although 

exposure to DM  or other anthracycline derivatives has been reported to block cell cycle at G2 s也ge(4) 

and induce apoptosis in tumor cells (勾，the mechanism of my∞ardial impaiInlent by an吐rracyclines

remains unαrtain. It hぉ beenreported that AM  enhanc回 peroxidationof lipids in my'α~dial 

membrane(め組dthat Sulfhydryl r，回.gentsi叫ribitAM-induced伺 rdioto泊city(7， 8). These 

observations sugg回 t血atanthracyclines impair myα溜 dium出roughthe production of reactive 

oxygen species (ROS) (2， 9). 

The MAPK family is an important mediator of signal transduction and activated by a v紅白tyof

stimuli suchぉ m釦 ygrow血 factorsand cellular stress回 (10).Among the MAPK family， especially 

three members， suchぉ extracellularsignal-regulated kinases (ERKs) (11， 12)， c-Jun NH2・teImInal

kinぉes(JNKs， also called SAPKs) (13， 14)，釦dp38ν1APK(1:り， have been well characterized. 

TheseMAPKs訂'eactivated by dual phosphorylation on出reonineand tyrosine residu回 withinthe 

motifThr-X-Tyrin subdomain VIn (10). MAPK kinぉekinぉesphωphoryla同 andactivate MAPK 

kin笛 es，which in tum phosphorylate組 dactivate恥仏PKs.Eachル1APKis activated through the 

叩ecifickinase cascade. M組 ystudies on也eaction of growth factors have elucidated physiological 

functions of ERKs. ERKs訂'eactivated by a variety of signaling molecules such出 tyrosinekinぉes

(TKs)， Ras， protein kinase C (PKC)， protein kinase A (PKA)， or Ca2+ (16-18)， through Raf・1釦d

MAPKlERK kinぉe(恥伍ぬ， and play essential rol回 inthe control of cell growth and differenti油on

(19). ERKS訂 'ealso activated by oxidative s紅白S組 dplay critical roles in survival of NIH 3T3 cells 

(20)， PC12 cells (21)， and cardiac my'∞ytes (22). In co山部t，丑{Ks訂eweakly activated by grow出

factors and phorbol esters， but markedly activated in response to tumor necrosis factor-α(TNF-α)， 

ul回 violetirradiation， and cellular s佐田ses(13， 14，23). Recently， cumulative evidence suggests that 

activation of JNKs hぉ beenassociated with induction of apoptosis (24， 2:り.Likewise， p38MAPK， 

also called RK (2め釦dCSBP(2η，a mammalian homolog of the yeぉthigh-osmo凶ityglycerol 
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r回 ponse・1kinぉe(HOG1) (15)， is also strongly activated by TNF-αand environmental stresses 

including osmotic shock and UV irradiation (28). An important physiological subs岡崎 ofp38MAPK

isMAPK・activa包dprotein kinase-2， which phosphorylates heat shock protein (hsp2η 笛 partofthe 

cellular r'回 ponseぬS紅白s(26). Recently， it hぉ b田 nreported出atsmall GTP proteins of the Rho 

family， Rac1 and Cdc42， regulate the JNK/p38MAPK pathway (29・31). More recentlY' Strutt et al. 

have also shown血atRhoA is also involved in regulation of JNK/SAPK-like kinases， which訂e

req凶redfor the generation of ti認uepo凶 ity(32). 

Al由oughmany studies have been perfoロnedto elucidate the molecular mechanism of 

anthracycline-induced my∞ardial impairments (1-3， 6， 8， 9)， little is known about the pr，田lse

intracellular signals which lead to the injury. In the prl回 entstudy， we showed出atDM  induces 

cardiomy∞yte death including apoptosis and出atthe MAPK family plays a pivotal role in出e

process. 
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Materials and Methods 

Materials. [y_32P]ATP w鎚 purchぉedfrom Du Point-New England Nuclear Co. (Boston， MA). 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)， fe凶 bovineserum (FBS)， Tyrphostin (A25) and 

Genistein w田 fromGIBCO BRL Co. (G出血ersburg，MD). Calphostin C wぉ fromFunakoshi Co. 

σokyo，Jap叩).Anti-hemagglutinin{HA) monoclonal anti加dyand anti-phospho・specific

p38MAPK antibody were from Mitsubishi Bi∞hemi伺 1Laboratories (Tokyo， Jap釦)andNew 

England Biolabs， Inc (Bevely， MA)， res戸ctivel子M2Aag monoclonal antibodY wぉ fromKodak

Co. (New Haven， CT). Horseradish peroxidase-conjugated anti rabbit IgG antibody (HRP-anti-

rabbit IgG) and enhanced chemiluminescence reaction system (ECL) were from Amersham Co. 

(England). Daunomycin and apoptosis ladder detection kit were purchぉedfrom Wako Pure 

Chemical Industries， Ltd. (Tokyo， Jap佃).12-o..te回 de国 noylphorbol・13・ace阻teσPA)and myelin 

basic protein (MBP) and other reagents were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis， MO). 

cDNA plasmids. Both HA-tagged ERK2 (HA-ERK2) and Aag-tagged p38MAPK (Aag-

p38MAPぬ werekind gifts from M. K紅白 (30).Expressio“vectors encoding Rho・GDI，various 

mutan也 ofRhoA， Rac1， and Cdc42 were provided by 1.S. Gutkind et al (31)， and D.N.Ras was 

provided by Y. Tak出(33);All plasmid DNA was prep訂 'edby using QIAGEN plasmid DNA 

preparation kits (Hilden， Geπnany). 

Cell culture.昨imarycultur，問。fc訂diacmy∞y也swere prep訂 edfrom ventricles of one-day old 

Wistar rats出 describedpreviously (34) according to the method of Simpson and Savion (35). In 

brief， cardiomy∞ytes were plated at a field density of 1x 1()5 cells化m2on 35 mm culture dishes with 

2 ml of culture medium (DMEM with 10% FBS). The population of nonmy∞ytes was <10% of the 

b凶 cellpop叫ation.Twenty four hours after seeding， the culture medium wぉ changedtoD加ffiM

with 0.1 % FBS加 dcells were cultured for 48 h to 72 h before stimulation. 

Transfection. Twenty four hours after plating the cells on culture dishes， DNA was transfected by 

the calcium phospha包 methodas described previously (36). For each dish， 2.5μgofAag-
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p38MAPK or HA-ER.K2 pl出 midwぉ ccトtransfected wi血7.5μgof control vector plasmid， Rho・

GDI， or various D.N. mu也n也.After 15 h of transfection， the culture medium wぉ removed，and 

cells were washed wi出PBSand maintained in DMEM with 0.1 % FBS for 48 h to 72 h before 

treatment with DM or other rl回 gents.

Assay of ERK activity. The activity of ERKs wぉ measuredby "in gelぉsay"using MBP-

containing gel as described previously (3η. In brief， cells were lysed with 100μ1 of Buffer A (25 

mM  Tris-HCl pH 7.4， 25 mM  NaCl， 1 mM sodium orthovanadate， 10 mM  sodium pyrophosphate， 

10 nM okadaic acid， 0.5 mM  EGT A，釦d1mM phenylme血ylsulfonylfluoride) and 25μ1 of cell 

ly回 teswere applied to an SDS-tolyacryl自由degel containing 0.5 mg/ml MBP. ERKs in the gel were 

denatured in 6 M guanidine HCl and renatured in 50 mM  Tris-HCl (pH 8.0) con回ining0.04% Triton 

X-l00叩 d5mM2・mercaptoethanol.The phosphorylative activity of ERKs w鎚出sayedby 

incubating the gel with [y・32P]ATP. After incubation， the gel was washed， dried， and subjected to 

autoradiography. 

Assay of transfected HA-tagged ERK2. The activity of transfected ERK2 wぉ determinedby 

恥ffiPkinぉe出 sayぉ describedpreviously (3η. In brief， cardiomyocytes were lysed with Buffer A 

釦 d出elysates were incubated with an a，nti-HA polyclonal antibody for 1 h at 40C. After incubation， 

the immunocomplex wぉ precipitatedusing protein A田ph訂 O$e，washed， resuspended in 25μlof出e

kinase buffer B (25 mM  Tris-HCl pH 7.4， 10 mM  MgCh， 1 mM  DTT， 40μMATP，2μCi [y-

32P]ATP，2μM Protein kinase inhibitor， and 0.5 mM  EGTA)， and incubated wi出25μgMBPぉ a

substra旬 at250C for 10 min. After incubation， the r回 ctionwぉ terminatedby addition of Laemmli 

sample buffer (0.002% bromophenol blue， 10 mM  sodium phosphate buffer pH 7.0， 10% glycerol， 

0.4% SDS， 1 % 2・mercaptoeth叩 01)to the s出nples，and the samples were boiled for 5 min. The 

supema阻ntswe同 subjectedto SDS-PAGE， and出egel was dried and subjected to autoradiography. 

Assay of JNK activity. Cardiac my∞yt回 werestimulated by 1∞μM DM for 20 min at 37
0
C 

and lysed on ice wi出BufferA. The celllysates were obtained by centrifugation at 12，0∞中mfor20 

min at40C and 100μ1 of the lysates were incubated at 4
0C for 30 min with 1μg of glu阻出ioneS-
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紅蜘宙1S白f白'erase(GωSTη) 

glu包血iぬones詑ep凶h訂。s民eb伺 d也si加n血ek尉jna鎚sereaction buffer C containing 25 mM  Trisシ-HCα1(pH 7.4め)， 10

mMMgC12， 1 mMDTT，0.5mMEGTA，40，...MATP，釦d1μCi[y..32P]ATP，ぉdescribed

previously (13，38). The r，回ctionwぉ terminatedby boiling after addition of Laemmli田mplebuffer. 

After centrifugation， supema阻ntwぉ subj回 tedto SDS-PAGE. The gel w笛 driedand subj田 tedto 

autoradiogrョphy.

In addi tion， kjn部 eactivity of応JKwぉ de包rminedby the immune complex kjnaseぉsayusing

組組6・応OCpolyclonal antibody (San阻 CruzBiotechnology， Inc)ぉ describedpreviously (39). In 

brief， celllysa陪swere incubated with 2μg of the anti-応[[(antibody at40C for 12 h and then 

incubated with 50μ1 of protein A -Sepharose at 40 C f or 40 min. After washed twice wi th ice-cold 

lysis buffer， each sample was nIixed with 1μg of the GST -c-Jun (1・79)protein in 8μ1 ofbuffer C 

and incubated at 300C for 30 minut回.The reaction wぉ terminatedby boiling after addition of 

Laemmli回 mplebuffer. After centrifugation， supema回ntwぉ subjectedto SDS-PAGE The gel wぉ

dried and subjected to autoradiography. 

Western blot analysis.針。teinextracts were subjec包dto Westem blot analysisぉ

described previously (22) using p38恥1APK-specific如 tibody.Anti-phosphorylated p38MAPK 

釦 tibodyr民 ogniz回 onlyactivated p38MAPK出atis phospholated on Thr・180組 dTyr-182. The 

a組ntιiト-ra三b凶bi比tIgGc∞。可u喝ga副te吋dwithf恨 PW笛凶e吋d鎚 thesecondary antibody for p:ρ68恥M仏APKand immune 

∞mple~却eswer陪'e visualized using the ECL d白et旬ecti。∞nk厄jt according to the ma釦nuぱlfa卸ct旬ur，詑'er内J乍'sdirections. 

p38MAPK phosphorylation examined by Westem blot analysis using phospho・specificp38恥1APK

antibody is well correlated with the p38MAPK activity出向portedbefore (22). 

For the Westem blot叩 alysisof Aag-p38MAPK，出eAag-p38MAPK-transfected cells we回

h訂 V凶 tedin Buffer A. Aag-p38恥仏PKw邸 immunoprecipitatedwith an anti-Aag M2 mon∞lonal 

antibody. The anti-mouse IgG co吋ugatedwith f張PWぉ usedas the second訂yantibody and 

im!llune complexes were visualized as mentioned above. 

Assay of p38MAPK activity. After 回 nsfectionof Aag-p38MAPK，血emy∞yt田 were

incubated with 100μM DM for 30 min. Cardiomyocytes were lysed with Buffer A and the 
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仕組sfectedp38MAPK w出血enimmunoprecipitated with an anti-Rag M2 monoclonal antibody. The 

immune complex wぉ r自国pendedin the kinase buffer B and incubated wi也 MBPぉ asubstrate at 

250C for 10 min. The sample wぉ subjectedto SDS-PAGE， and出egelw出合iedand subjec胞dto 

autoradiography. 

Immunofluorescent cytochemistry. After町田lsfectionof HA-ERK2， Rag-p38MAPK or myc-

tagged D.N.Rho，血.emy∞yt回 platedon a cover gl出 swere fixed with 4% paraformaldehyde 

solution for 30 min at r，∞m temperature and treated with 03% Triton X-1OO for 15 min to improve 

permeability to血eregen也.After wash with PBS，出esamples were incubated for 1 h at 370C with 

血ephalloidin-TRITC antibody (red)血atidentifies filamentous actin. Next， the samplとswere

mc伽 edwi血anti・HA，組6・RagM2， or anti-myc monoclonal antibody for 1 h at370C and蜘

incubated with an anti-mouse IgG co吋ugatedto ATC (green) for 1 h at r∞m tempera加問.These 

samples were analyzed by fluorescence microscopy. 

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) 

analysis. Cardiomyocytes plated on a cover glぉswere fixed with 4%戸raformaldehydesolution 

for 30 min at r∞m temperature. After wash with PBS，由e回mpl回 wereincubated with a 

monoclonal antibody against myωin heavy chain (MF-20) (40) for 1 h at370C， and血enincubated 

with an anti-mouse IgG conjugated with rhodamine for 1 h at rl∞mtempera出向.Next， 50μ1 terminal 

deox戸lUcleotidyl回 lsferaseσぜり-mediateddUTP nick end labeling (TUNEL) reaction mixture 

containing bo血terminaldeoxynucleotidyl transferase釦 dfluorescein iso血i∞yanate(ATC)ー

conjugated dUTP wぉ addedon the each sample for 1 h at 370C. These samples were analyzed by 

fluorescence microscopy. 

Agarose gel electrophoresis for DNA fragmentation. To examine the DNA laddering 

formation， we used血eapoptosis ladder detection kit (Wako Pure Chemical Industries， Ltd. Tokyo， 

Japan). Briefly， cells (lX1()5) were lysed in 180μ1 of enz戸nereaction solution and 20μ1 of e皿yme

activator solution followed by incubation with 40μg RNase and 100μg proteinase K for30 min at 

50
0C， and DNA wぉ extractedby 50% isopropanol. The DNA w出血enethanol precipi也tedand 
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finally resuspended in TE buffer. The DNA wぉ electrophoreticallyfractionated on 1.5% ag訂osegel 

and stained wi出fluorescentSYBR@ Green 1ぉ describedby the protocol. 

Statistics. Statistiω1 comparison of血e∞ntrolgroup with treated groups wぉ C訂討edout using 

one-way ANOVA and Dunnett's t也氏 Theal∞eptedlevel of significance w笛 Pく0.05.
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ResuIts 

DM  induces apoptosis in cardiac myocytes. 

DM has been reported to induce apoptosis in a v紅白tyof cells suchぉ HelaS3， Jurkat， ST4，叩d

PF382 cells (5，41). Thus， we first examined whether DM  also induces apoptosis of cardiac 

my∞ytes. When cultured伺 rdiacmy∞ytesof neona阻1rats were exposed to 1μMDMfor24h， a 

considerable number of myocytes ( .... 24%) showed positive TUNEL staining compared with the 

vehicle-treated cells ( .... 3%) (Fig. 1A， B). Many TUNEL-positive cells had condensed nuclei， which 

訂 'echaracteristic of apoptωis (Fig. 1A). When TdT wぉ notadded in the reaction solution， no 

my∞:yt回 werestained positively (da阻 notshown)， indicating血叫thespecific labeling包rgetswere 

the multitude of new 3'-OH DNA. en也 genera也dby DNA fragmen胞tioninduced by DM. We next 

examined whether DM induces DNA fragmentation using ag訂osegel electrophoresis. The 

characteristic degradation of genomic DNA into oligonucleosomal-leng血 fragmentswas observed 

when cardiac my∞ytes were exposed to 1μM DM for 24 h (Fig. 1C). 

DM  activates MAPKs in cardiac myocytes. 

Many lines of evidence have sugges胞d出at恥仏PKsare key molecules in intracellular signal 

仕ansductionpathways組 dplay important roles in cell survival or death (19， 20， 42). To elucidate the 

molecular tnechanism of DM-induced apoptosis of cardiac my∞ytes， we examined whether DM 

activates加仏PKsincluding ERKs， JNKs， and p38MAPK in cardiac my∞ytes. When cardiac 

my'∞ytes were exposed to vario凶 concentrationsof DM  (0.1μM-1m恥1)for 20 min， ERKs were 

activated in a dose-dependent m出mer(Fig. 2A). A significant incr.田 sein the activity of ERKs w出

detected from 1μM DM， and maximum activation wぉ ob包inedby 100μM DM (Fig. 2A). When 

being incubated with 1 mM  DM for 20 min， manyαrdiac my'∞yt回 weredead and therefore the 

activity of ERKs per plate was very low (Fig. 2A). The increase in血.eERK activity was first 

detected at 5 min after the addition of 1∞μMDM，戸akedat 15 min， and gradually decreased 

thereafter (Fig. 2B). One h after出eaddition of 100μMDM，血eactivity of ERKS returned to加sal

levels. JNKs (Fig. 3A) and p38恥1APK(Fig. 4A) were also activated by DM at the dose similar to the 

case of ERKs. Unlike the ERK activity， the activity of JNKS and p38MAPK w出 higheven after 
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tr，伺tmentwith 1 mM DM (Fig. 3A and 4A). Since rn釦 ycardiac rny'∞yt回 weredead after incubation 

wi th 1 mM DM， this res叫tsugg回 ts出atthe activity of JNKS and p38MAPK of each rernaining 

cardiomy∞y句 rnightbe very high. Activation of丑ぽs(Fig. 3B)釦 dp38MAPK (Fig. 4B) by 100 

μMDMwぉ detectedfrom 5 min and peaked at 30 min. The phosphorylation of別Ksand

p38MAPKw出 observedeven at 60 rnin after addition of 100μMDM. 

ROS is involved in activation of ERKs and p38MAPK. 

We next exarnined how DM activates MAPKs in cardiac my∞y也s.Since ROS ha;ve been reported to 

be generated frorn cells which訂 'eexposed to DM (2， 9)， and to activate MAPKs in rn組 ycellザpes

(20，22)， we examined whether ROS訂einvolved in DM-induced activation of MA:PKs. Cardiac 

my∞yt'回 wereexpo民 dto DM after pretr，田国entwith 'dirnethyl sulfoxide (DMSO) (a diffusible 

S伺 vengerof . OH)，伺阻lぉe(a oxidoreductase of H20:2)， or N-(2・rner，伺ptopropionyl)-glycine(MPG) 

(a rapidly diffusible scavenger ofH2~， ~-'，釦d.O町. DMSOandca阻iぉestrongly suppressed 

DM-induced activation of ERKS (Fig. 5A) and p38MAPK (Fig. 5B). In contrぉt，heat-inactivated 

ca也lasedid not show如 yinhibitory effects on the DM-induced activation of these kinases (data not 

shown). The pretrea回 entwith恥1PGcomple凶 yblocked activation of ERKs (Fig. 5A) and 

p38MAPK (Fig. 5B). However， superoxide disrnutase (SOD)， a scavenger of ~・" did not show 

inhibitory effects on ERKs and p38:tv仏PK(Fig. 5A， B). These results suggest出atamong ROS， 

H2~ and .OH， but not ~-'， rnay be involved in DM-induced activation of MAPKs in cardiac 

rny'∞yt回.

DM-induced ERK activation is dependent 00 Ras and Raf・1io cardiac myocytes. 

We further exarnined the DM-induced intracellular signaling pa出waysleading to activation of ERKs. 

DM increased the activity of transfected HA-ERK2 in cardiac rny∞戸es(Fig. 6A). Overexpression of 

D.N.Rぉ orD.N.Raf-l strongly suppressed DM-induced ERK2 activation (Fig. 6A). In contrast， 

overexpression of D.N.Rぉ orD.N.Raf-l did not affect activation of p38MAPK induced by DM 

(Fig. 6B). These da阻 suggest出atRas and Raf-l play criti伺 1roles in DM-induced activation of 

ERKs佃d出atp38MAPK is activated by DM through pathways different frorn those of ERKs. 
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DM-induced p38MAPK activation is dependent on Rho in cardiac myocytes. 

It has recently been repoロed血at出nongRho family GTP-binding pro旬ins，Rac1 and Cdc42 regul幻e

血.eacti vi ty of丑~組dp38加1APKina v紅白tyof cellザpes(29-31). More r田 ently，Strutt et al. h出

also shown that JNKISAPK-like kin出回訂eregulated by RhoA signaling cascade (32). We thus 

examined whether small G proteins of Rho fi出国lyareinvolved in DM-induced p38MAPK activation 

in cardiac my∞yt白.DM  activated the transfec也dp38MAPK in cardiac my∞戸es(Fig. 7A， top). 

1nhibition of Rho family functions by overexpression of D.N.RhoA， D.N.Rac1， D.N.Cdc42， or Rho 

GDP dissociation inhibitor (RhoGD1) suppressed DM-induced p38MAPK activation (Fig. 7A， top). 

Among these dominant negative mutants， RhoGDI most strongly supprl回 sed血eactivation of 

p38MAPK by DM. 1n con紅白t，DM-induced ERK activation wぉ notaff ected by oveI奴 pressionof 

dominant negative mu也凶 ofthese Rho family small G proteins (Fig. 7B). To determine whether 

dominant negative mutants ofRhoA， Rac1， and Cdc42訂'eexpressed in cardiac my'∞yt白， we

transfected the myc・阻ggeddominant negative mu阻ntsinto cardiac my∞yt白 andstained the cul tured 

cells using an anti-myc monoclonal antibody and the phalloidin-TRITC. Expression of the dominant 

negative mutants of RhoA， Rac1，叩dCdc42 was observed in 1-2% of cardiac my'∞ytes (da阻 not

shown). To determine whether expression levels of transfected Flag-p38恥仏PK訂 eequal among 

various conditions， we performed Westem blot analysis using an anti-Flag M2 monoclonal antibody. 

The transfected each mutant wぉ equallyexpr'回 sedin cultured cardiac my'∞yt回 (Fig.7A， bottom). ln 

addition， when constitutively active mu包ntsof RhoA， Rac1， and Cdc42 were cotransfectβd into 

cardiomy'∞ytes with p38MAPK，出eactivity of the transfected p38MAPK wぉ markedly acti vated 

(data not shown). These results suggest that Rho family small G proteins play important roles'in 

activation of p38MAPK by DM in伺 rdiacmy'∞yt田.

DM-induced activation of ERKs and p38MAPK is dependent on Ca2+ but 

independent of PKC， PKA， and TKs in cardiac myocytes. 

We have recently reported that Ca2+ plays an impo目前ltrole in activation of ERKs and JNKS in 

伺 rdiomy∞ytes(39，43). To elucidate whether Ca2+ is involved in DM-induced activation of 

MAPKs， we examined the activity of ERKS and p38MAPK after chelation of Ca2+ wi出5mMEGTA

or40μM BAPT A. Chelation of intracellular or extracellular Ca2+ by pretreatment with 5 mM  EGT A 
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for 2 min or 40μM BAPT A for 30 min， res戸ctively，suppressed activation of ERKs釦dp38MAPK

(Fig. 8A， B). Complete depletion of intracellular free Ca2-1・byBAPT A may cause certain st問ssto 

cardiac my∞yt回 andactivate ERKs組dp38MAPK (Fig. 8A， B). These results suggest that Ca2+ is 

involved in DM-induced activation of ERKS組 dp38MAPK in cardiac my'∞ytes. On the other hand， 

downregulation of PKC by pretr自国entwith 0.1μMTPA for24h(44) orbypre紅 白 岡entwith 1 

μM Calphostin C， a specific inhibitor of PKC， for 60 min (4:りdidnot have any effi田 tsonDM-

induced ERK or p38MAPK activation (Fig. 8C， D). Likewise， inhibition of PKA by pre町間.tment

with 100μM RpcAMP (18) for 10 min did not affect DM-induced ERK or p38MAPK activation (Fig. 

8C， D). After pretr，伺町lentfor 30 min wi出 50μMTy中hostin(A25) or 20μM Genistein， two 

chemically and mechanistically dissimilar守rosinekin出einhibitors (46，4η，伺rdiacmy'∞yteswere 

stimulated with 1∞μM DM for 20 min. The activation of ERKs or p38MAPK by DM w邸 not

affected by出epretrea凶 entwi出 thesetyrosine kinぉeinhibitors (Fig. 8C， D). TPA did not activate 

ERKs in cardiac my∞ytes after pretreatment wi血TPAfor 24 h and Calphostin C for 60 min (Fig. 

8C). ERKs were not activated by isoproterenol and insulin after pre紅白tmentwith RpcArv伊 for10 

min，orTy中hostin(A25) and Genistein for 30 min (Fig. 8C)， respectively. These results suggest 

出atPKC， PKA， and TKs were fully inhibited by each pretrea回lent.Taken together， these results 

， suggest that DM induces activation of ERKs and p38MAPK through the pathway independent of 

PKC， PKA， or TKs in cardiac my∞ytes. 

ERKs and p38MAPK play opposite roles in DM-induced myocardial apoptosis. 

Finally， to elucidate the roles of rv仏 PKsin the development of c訂 diomy∞:yteapoptωIS， we 

examined apoptotic d白血ofcardiac my'∞y胞sfolIowing the DM treatment in the presence or absence 

of the MAPK inhibitors， PD98059 for ERKs or SB203580 for p38MAPK. PD98059 has been 

reported to叩ecifi伺 llyinhibit MEK1 and MEK2， which訂 es戸cificactivators for ERKS but not for 

p38MAPKor必収s(48). When cardiac myα;yt回 werepre町'eatedwith 50μM PD98059 for 60 min， 

DM-induced ERK activation wぉ completelysuppressed， while p38MAPK w出 not(data not shown). 

When nuclei of cardiac my∞y白swere stained by TUNEL method， few cardiac my∞:yt回(l回S由加

3%) were positive in untreated cultures (Fig. 9A). After incubation with 1μM DM for 24 h， the 

number ofTUNEL-positive cardiac my∞yteswぉ increased(-24%)(Fig. 9A). When the ERK 
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signaling pa血waywasbl∞ked by也epretr伺凶lentwith50μM PD98059 for 1 h， the number of 

TUNEL-positive my∞yteswぉ furtherincreased by over two folds ( ..... 53%) (Fig. 9A). Treatment 

wi血PD98059significantly increased the number of TUNEL-positive cells even in the absence of DM 

(-10%) (Fig. 9A). We further examined DNA fragmen凶 onby agarose gel electrophoresis (49). 

When回 rdiacmy'∞:ytes were exposed to 1μ，M DM  for 24 h， extracted genomic DNA showed a 

prominent DNA ladder， characteristic of apopωsis (Fig. 9B). When cardiac my∞:yt田 werepretreated 

with PD98059， DM-induced DNA fragmentation became more prominent (Fig. 9B). Next， we 

examined apoptotic d伺出ofcardiac my∞yt回 followingDM  exposure in出epr，回enceor absence of a 

p38MAPK inhibitor SB203580， which specifically inhibits p38MAPK， but not ERKs or JNKs even 

at100μM (50). Tr田町lentwi出less由組5μMof SB203580 showed no significant inhibition in 

DMてinducedapoptosis. However， DM-induced apoptosis wぉ significantlysuppressed by the 

pretreatment with 10μM SB203580 for 2 h (-18% )(Fig. 9A). DM-induced DNA fragmentation w笛

also reduced by the pretreatment with 10μM SB203580 (Fig. 9B). The concentration of 10μM 

SB203580 has been widely used to inhibit p38MAPK in many cell typ回 (51，52). To further 

elucidate the roles of ERKs and p38MAPK， we transfected HA-ERK2 and Flag-p38MAPK into 

cultured cardiac my'∞yt田 andexamined apoptosis. Strong signals of both HA-ERK2 and Rag-

p38MAPK were observed in the cytoplasm of cardiomyocytes before addition of DM and由eywere

translocated into the nucleus after DM trea回 ent(Fig. 9C)， suggesting that DM activates both ERKs 

釦 dp38MAPK in cardiac my'∞ytes. When we double-immunostained the cells using TUNEL and 

either anti-HA or anti・Flagmonoclorial antibody， many p38MAPK-transfected cells， but not ERK2・

transfected cells showed TUNEL positive after starvation of 48 h (Fig. 9D). Furthermore， when the 

transfected cells were incubated with 1μM DM for 4 h， almost all p38MAPK-佐賀lSfectedcells were 

TUNEL positive (data not shown). In contrast， none of ERK2・transfectedcells were TUNEL 

positive (da同 notshown). These results also suggest出atp38MAPK induces apoptosis of 

伺 rdiomy∞yteswhile ERKs pro旬ct伺 rdiomy∞ytesfrom apoptosis. Collectively， ERKs釦d

p38MAPK play opposi胞 rolesin DM-induced myocardial apoptosis. ERKs protectωrdiac my∞ytes 

from DM-induced apoptosis， whereas p38MAPK induces apoptosis. 
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Discussion 

A growing加dyof evidence sugg回 ts出atapoptosis is an active pr'∞田sinduced by a v釦etyof 

stresses (21，25，42). Even吐lecells that lose their proliferative ability， like cardiac my∞戸回，

undergo apoptosis by a variety of stimuli (22， 53， 54). The p問 sentstudy demonstrates也剖DM

induces apoptosis of cardiac my∞yt回 possiblyt祉ough出eproduction of ROS. Three members of 

也eMAPK family were activated in cardiac my'∞yt白 byDM，叩damong them ERKS and p38MAPK 

play opposi陪 rol田 m血einduction of apoptotic death. ERKs， which are activated by DM  through 

Rお釦dRaf-1， protect c訂diomy∞ytesfrom apoptosis， whereas p38MAPK， which is activated 

伽'Oughthe Rho family， is involved in DM-induced apoptosis of c訂'diomy∞yt，回.宇urthermore，

activation of ERKs and p38恥1APKby DM  is dependent on Ca2+，' but independent of PKC， PKA， or 

TKsin伺 rdiacmy∞ytes. 

Recently， apoptosis has been suggested to play a critical role in a v紅白tyof cardiovascular 

diseases， including my∞訂'dialinfarction， heart failure， and atherosclerosis (5':り.We examined 

TUNEL staining釦 dDNA ladder formation to determine whether DM induc回 apopωsisof cardiac 

my∞ytes. Although we used 100μM DM to examine the DM-evoked signaling pa出wayinthe 

present s同dy，we obtained basically same results even with 1μMDM.1μMDMsigni目白川y

activated ERKs， JNKs， and p38MAPK in cardiac my∞ytes出roughthe same signaling pathwayぉ

we showed using 100μM DM. Since activation wぉ notprominant with 1μM DM， we showed the 

da也 obtainedwi出 1∞μMDM. To examine the cardiotoxicity of DM， we used 1μMDM.lthas 

been reported曲目白eplぉmakinetics of anthracyclines following standard bolus adminis回 tionin

patients exhibit peak plasma concentration of higher白血5μM(56) and previous studies on 

cardiomy'∞y也sdemonstrated出attr伺 tmentfor 24-48 h at 1μMAMproduc回 mo中hologiαland

UI官邸truct山富1chang田 ch釘却teristicof AM  cardiotoxicity (5η. 1μMDMhぉ alsobeen used to 

induce apoptosis in P388 murine leukemia cells in 4-24 h (58). Although it is difficult to precisely 

白血latethe amount of necrotic death and apoptotic d白血ofぬ rdiacmy∞ytes，出eprl回 entr回 ults

suggest出atat leasta戸rtof cultured cardiomyocytes show apoptotic cell death after exposure to DM. 

Since we c釦 easilydetect the ladder formation， at least more出an10% of cells may be dead by 

apoptosis. Ferrans and colleagues have reported that cells of the kidney and the intestine， but not of 
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出.ehe訂t，訂edead by apoptosis at 7 days after the administration of AM  (59， 60). However， it is 

possible出atapopt，ωis0∞u四 morerapidly in the heart after administration of AM， leaving no residue 

at 7 days. In fact， Unverferth et al. have reported出atAM  markedly al也rsthe morphology of the 

humanmy∞訂dialnucleus and nucleolus at 4 hou四 aftertr自国ent， and that these changes diminish 

with 24 hours (61). Since apoptosis usually ∞curs in isolated single cell， the remnants of which訂 e

eng叫fedby peripheral phag∞y世ccells of the macrophage/mon∞yte lin回 .ge，and apoptosis dose not 

induce persisting changes in tissue such白血einflammation and scar司ng血atcharacterize necrosis， it 

should be difficult to detect apoptotic cells in tissue. During prep訂ationof our manuscript， Wang et 

al. have reported出atDM  induced apopむsisin the culturedαrdiomy，∞ytes of neonatal rats (62). 

An出racycline司 inducedcardiotoxicity hぉ beenreported to be related to the g叩 erationof ROS 

(2，9). AM stimulates NADPH oxidase-like activity irithe cardiac s訂'coplasrnicreticulurn and thereby 

induces oxidative stress in the myocardiurn (9). Cardiac glutathione peroxidase is also repo口edto be 

inhibited by AM (63). We showed here出atMPG (a rapidly diffusible scavenger of H2Uz ， O2-，， 

and ・OH)，DMSO(a・OHspecific scavenger)，叩dca凶ぉe(H2Uz oxido日ductase)，but not SOD (a 

scavenger of 02-・)，markedl y reprl回 sedDM-mediated activation of ERKs叩dp38加1APK.Ithas 

been reported that the pretr回 tmentwith ca匂laseand mannitol (a quencher for'O町 butnot with SOD 

mitigates the reduction in contractile function of the papillary muscles， decreases lipid peroxi也氏釦d

reduces ultrastructure damage due to AM (2). These results and observations sugg回 t出at・OHand

H2Uz， but ilot 02-'，訂.emainly involved in the DM-induced activation of MAPKs and acute伺 rdiac

i吋ury，although it is also possible that dismutation of oz・.could result in fu巾 erH2Uz and .OH 

generation or出atSOD， a large molecular weight scavenger of Oz-'， remained in the extracellular 

space. 

ERKs are activated by serial activation of Raf・1組 dMEK in mammalian cells (19). However， 

the signal transduction pathways leading to activation of Raf-1 are different according to cell typ白釦d

stimuli (1ι18). It has been reported出atangio胞nsinII (Ang II) activates Src family tyrosine kinases 

andR出 insmooth muscle cells through G protein-coupled Ang II ty戸 1receptor， resulting in 

activation ofERKs (64， 6':り.In contrast， we have recently reported that protein kinぉeC (PKC)， but 

not Src family or R笛， is critical for Ang II-induced ERK activation in cardiac my∞ytes (4':り.

Although PKC is p訂 tiallyinvolved in ERK activation by H20z in Jurkat T cells (66)， Ras， but not 
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PKC， is necess訂yfor ERK activation by H2Uz in c訂diacmy∞yt白 (22).In this study， we 

demonstrated出atDM activates ERKs出roughRお釦dRaf-1， but not 伽'OughPKC， PKA， or TKs in 

cardiacmy∞ytes. Although stimulation ofTKs often activates ERKs through Ras (16， 1η，由eDM-

induced ERK activation wぉ notinhibited by也epretr回国entwithTy中hω出 (A25)or Genistein. 

The田 resultssuggest也atalthough weωnnot exclude a possibili守也atT戸phω出 (A25)・叩d

Genistein-insensitive TKs may mediate DM-induced activation of ER.Ks， TKs may not be involved in 

activation of DM-induced ERK signaling pathway. 

The signaling pathway leading to activation of p38Iv仏PKw出 differentfrom血atofERKs.

DM-induced p38MAPK activation was not inhibited by D.N.Ras or D.N.Raf・1.PKC， PKA， and 

TKS訂 'ealso not involved in DM-induced p38MAPK activation. It has been reported血atsmall GTP-

bind~ng proteins of the Rho family， including Rac1 ana Cdc42， regulate出eactivity of JNKS and 

p38MAPK(29・31).Recently， Strutt et al. have also shown that RhoA regulates JNKISAPK-like 

kinases， which are required for the generation of Drosoplula tissue polarity (32). During the 

preparation of our manuscript， Roberts et al. have demonstrated出at，in A549 lung carcinoma cells， 

H20z induces別 Kactivation via RhoA-dependent pathway (6'η. In the present s同dy，we examined 

whether Rho family small GTP-binding proteins are responsible for DM-induced activation of 

p38MAPK in cardiac myocytes. Overexpression of Rho・GDI，D.N.RhoA， D.N.Racl， and 

D.N.Cdc42 significantly suppressed DM-induced p38恥1APKactivation， but not DM-induced ERK 

activation. These results suggest也atall three members of Rho [;自由ly訂 einvolved in DM-induced 

p38MAPKactivationin伺 rdiacmy∞ytl低 1t has been reported血at血eRho family proteins regulate 

p38MAPK through the p21・activa胞dkinぉe(PAK) (29). It needs further study to elucidate whether 

PAK is involved in DM-induced activation of p38MAPK. 

In the pIi回entstudy， EGTA and BAPT A potently inhibited the DM-induced activation of ERKS 

佃 dp38MAPK It is genera11y regarded出atrapidly raised intracellular Ca2-1・，in response to multiple 

hormones， neuro回 nsmitters，and immune effecters， regulat白 myriadcellular prl∞ess処 including

gene expression and ceIl grow出(6'8，69).It hぉ beenreported that Ca2+ activates ERKs by 

modulating PKC acti吋tyσ8)or by activating Ca2+-dependent tyrlωine kin出回 (70)，釦dth拭

Ca2+/calmodulin-dependent protein kinases may回gulate出eJNKcぉcade(71，72). It should be 

determined how Ca2+ is involved in DM-induced activation of ERKs and p38MAPK. 
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Many lines of evidence have suggested that the members of 'tv仏PKs， including ERKs，舟夜s，

and p38MAPK， play important roles in cell survival and death (25， 42). Activation of the ERK 

signaling pathway may function to protect cells from a variety of cellular stresses (20・22，42). On the 

con位百y，血eJNK and p38MAPK signaling pathways have been sugg回 tedぉ theapoptosis-inducing 

pathways (24，42， 73).舟.JKsand p38MAPK訂 eactivated by a variety of stresses suchぉ

mechanica1 stretch (38)， ischemia/reperfusion (74)， and AngII (39) in cardiomy∞ytes， but the role of 

EぽJp38MAPKactivation in伺 rdiomy∞yt国 Wお unknown.DM  activated all three members of 

MAPKs in a different m出mer.Al出ough血eactivation of ERKs and応区s/p38MAPKoccurred at 

almost the s出netime， the inactivation of JNKs/p38MAPK wぉ precededby the one of ERKs. 

Furthermore， unlike the very low ERK activity，出eactivity of応ほsand p38MAPK remained quite 

high even after being dead duriIig incubation with DM. From the differences，出oughuncausal to 

apoptωis， it at least suggested血atERKs釦d斤.JKsIp38'tv仏PKmay play distinct role in DM-induced 

伺 rdiacapoptosis. pr抑制mentof PD98059， a specific inhibitor of恥fEK-1，made the DNA 

fragmentation prominent and increぉedthe number of apoptotic cells. Moreover， PD98059 treatment 

itself also induced apoptosis in our system. On the con佐訂y，pretr伺 tmentof SB203580， a specific 

inhibitor of p38MAPK， reduced the number of apoptotic cells. In addition， most of p38MAPK・

transfected cells， but not ERK2・町ansfectedcells， became TUNEL positive， suggesting that activation 

of p38MAPK induces apoptosis in cardiac my∞ytes. Moreover， when the transfected cells were 

incubated with 1μM DM for 4 h， almost all p38MAPK-transfected cells were TUNEL positive. In 

contrast， none of ERK2・transfectedcells were TUNEL positive. These results suggest that ERKs are 

impo口組tto prevent cardiac my∞ytes from DM-induced apoptosis， whereas p38MAPK is crucial for 

promoting apoptosis in cardiac my∞ytes. Like ERKs/p38MAPK， DM-induced activation of JNKs 

wぉ inhibitedby various inhibitors suchぉ ca阻lase，EGTA， BAPT A， and DMSO (da也 notshown).

However， ph訂macologiω1specific inhibitors of n可Ks訂enot available at present， we did not 

evaluate the role of JNKS in DM-induced cardiac apoptosis in this study. 

A major question concems出emechanism of how MAPKs are involved in DM-induced 

apoptosis in cardiomyocytes. Many studies have suggested出atERKs play pivo也1roles in cell 

grow出 andsurvival (19，20). ERKs phosphoryla也andactivate m如 ymolecules and some of them 

may be involved in preventing cells from apoptotic death as wellぉ inpromoting cell growth. 1 t 
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remains to be determined what molecules訂e回rgetsof ERKS and are involved in inhibition of 

apoptosis. Some anti-apoptotic facぬrssuchぉ Bcl-2and Bcl-x.l may be such candidates (7:'り.

Cぉp鎚 eS，suchぉ ICEand CPP32，訂'ecritically involved in apoptosis of many cell types (76). 

身長shave been reported to activate the cぉpおかlikeprot，回sesin U937 cells (7η.Cぉp出回訂e

reg叫atednot only by post-紅型1S1ationalpr'∞essing but also by transcriptional control (78). AP-l， a 

蜘 lscriptionfactor downs紅白血 of到Ks，may be involved in也is凶 lscriptionalregulation (79). 

Another possibility is that DM induc回 secretionof some factors suchぉ Fasligand and TNF・αby

activating p38MAPK and these factors trigger apoptosis. It h笛 b記 nreported that p38MAPK 

regulates expre回ionofTNF-α(2η，a wel1 known apoptosis-inducing cytokine， and that 

hemodynamic overload induces TNF-αproduction in adult feline my∞ardium (80). These 

observations suggest血atDM may activate p38MAPK which induces伺 rdiomyocyteapoptosis via 

production of TNF司 α.

Insumm訂 y，出epr'回 entstudy demonstrates that DM  induces apoptosis of伺 rdiomy∞yt白

血roughthe production of H2Uz and .OH. DM activates ERKs through Ras-and Raf・1・dependent

pathways inαrdiac my∞yt回， and activation of ERKs is important for protecting c訂diomy'∞ytes

from apoptosis. On the other hand， DM activates p38MAPK through出eRho [;出nily-dependent 

pa血waysin cardiac my∞ytes， and activation of p38MAPK is critical for induction ofαrdiomy'∞yte 

apoptosis. Al出oughit remains to be determined how each member of加仏PKfamily is involved in 

伺 rdiomyoむyteapoptosis，出epresent s同dymay pave the way to prevent cardiomyocyte i吋uryfrom 

anthracyclines. 
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Figure legends 

Figure 1. DM  induces cardiomyocyte apoptosis. 

A. Af:記r位田町lentwith 1μMDMfor24h，c訂diomyl∞y也swere marked by staining with a 

mon∞lonal anti-sar，∞meric myosin h創'Ychain antibody (l¥tfF・20)followed by incubation with an 

叩 .ti-mo凶 eIgG∞吋ugatedwi出TRITC(ぇc).TUNEL staining using FITC-co吋ugated組 tibodywぉ

performed as described in Materials and Me出od(b， d). a， b， untreated cardiomyocytes; c， d， 

但 rdiomy∞y胞sincubated wi也 1μMDM for 24 h. B. The number of TUNEL-positive 

位 rdiomy∞yteswぉ presentedぉ apercen阻geofMF・20・positive伺 rdiacmy'∞ytes(n=loo) from 

three independent experiments (mean:!:S.Eふ *pく0.05versus control. C. Genomic DNA w出

ex回 ctedfrom cultured伺 rdiacmy'∞y回 (1x1OScells). DNA wぉ fractionatedby electrophor，田lsm

1.5% ag訂osegel and stained by fluorescent SYBR@ Green 1. lane 1， molecular weight markers; 

lane 2， vehicle; lane 3， 1μM DM for 24 h. Molecular weight is shown at the left. 

Figure 2. DM  activates ERKs in cardiac myocytes. 

C訂 diacmy∞yt回 wereincubated for 20 min wi出indicatedconcentrations of DM (A) or wi出1∞μM

DM for indicated periods of time (B) and lysed wi出ice-coldlysis buffer A. Kinase assays in加1BP-

con阻i凶nggels were performedぉ describedin Materials and Methods. The celllysat回 wereapplied 

to SDS-polyacrylamide gel con回mmg恥1BP.Phosphorylation of MBP wおおsayedby incubating the 

gel with [y_32P]ATP. After incubation，出egel was washed， dried， and then subjected to 

autoradiography. The intensity of each band on出eautoradiogram wぉ quantifiedby densitoine町ic

sc出ming，and出eactivity of ERKs is shownぉ percentincreぉein the average from four independent 

experiments compared wi血unstimulatedcontrols (100%). *P<0.05 versus control. 

Figure 3. DM  activates JNKs in cardiac myocytes. 

Cardiacmyl∞yt回 wereincuba民dfor 20 min with indicated concentrations of DM (A) or with 1∞μM 

DM  for indicated periods of time (B) and lysed with ice-cold lysis buffer A. A. The celllysates were 

incubated at 40C for 30 min with 1μg of GST -c-Jun (1・79)fusion pro旬inin the kinase reaction 

buffer C containing [y_32P]ATP. B. Celllysates were immunoprecipitated with組 組ti・応JK
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antibody and protein A -Seph訂 oseand incubated wi血[y32P]ATPand GS1二c-Jun(1・79)protein出 a

substrate. The詞mpleswere applied to 12% SDS-polyacry加nidegels. The gel wぉ washed，dried， 

and出ensubjected to autoradiography. The intensity of each band on也.eautoradiogram wぉ

quantified by densitometric sωnning， and the activity of JNKS is shownぉ percentincr，国民 inthe 

average from four independent experiments com戸redwith unstimulated controls (100%). *P<0.05 

versus control. 

Figure 4. DM  activates p38MAPK in cardiac myocytes. 

C訂diacmy'∞yt国 weretreated for 20 min with indicated concen回 tionsof DM (A) or with 1∞μM 

DM for indica臼dperiods of time (B)釦 dlysed with ice-cold lysis buffer A. Celllysates were 

subj~cted to SDS-PAGE，組dW田 temblot analysis wぉ performedusing an anti-phosphorylated 

p38MAPK specific antibody. The blot wぉ developedby ECLぉ describedin Materials and 

Methods. The intensity of each band on出eautoradiogram wぉ quantifiedby densiぬmetricscanning. 

The activity of p38加1APKis shownぉ percentincrease in the average from four independent 

experiments comp訂 edwith unstimulated controls (100%). *pく0.05versus control. 

Figure 5. DM  activates ERKs and p38MAPK through・OHand H202・

Cardiacmy，∞ytes were preincubated wjth SOD (50 m恥1)for 90 min and DMSO (0.5%)，伺阻iぉe(500

U/mg)， or MPG (2白nM)for 30 min. After incubation for 20 min with 100μMDM，由eactivity of 

ERKs(A)叩 dp38MAPK (B) wおおsayedぉ describedunder the Fig. 2 and 41egend， respectively. 

Representative autoradiograms from three independent experiments are shown. 

Figure 6. Ras and Raf・1are critical for DM-induced ERK activation. 

HA-ERK2 or Flag-p38MAPK was transfl田 tedinto Cardiac my'∞ytes，叩d血emy∞yteswere treated 

with 100μM DM  for 15 min for ERKs or 30 min for p38MAPK. The transfected ERK2 and 

p38MAPK were immunoprecipi阻.tedwi血組組ti・HApolyclonal antibody and叩 anti-Flag

monoclonal antibody，間S戸ctively.The immunecomplex wぉ incubatedwith [y_32P]ATP and MBP 

ぉ asubs岡崎.Aliquots of the reaction mixture were subjected to SDS-PAGE， and the gel wぉ
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washed， dried， and subj記憶dto autoradiogrョphy.A問 prl回 entativeautoradiogram of ERK2 (A)釦 d

p38MAPK (B) from three independent experiments is shown. 

Figure 7. DM-induced p38MAPK activation is dependent on Rho. 

After transfection of expr回 sionplぉmi也 encodingAag-p38恥仏PKor HA-ERK2 with D.N.RhoA， 

D.N.Racl， D.N.Cdc42， or RhoGDI，伺rdiacmy∞yt関 weremaintained in DMEM wi由 0.1%FBS 

for48hand血entreated with 100μM DM for 30 min for p38MAPK or 15 min for ERK2. The 

activity of也etransfected p38MAPK or ERK2 w鎚おsayedぉ describedunder Fig. 6legend. 

RepIi邸en回tiveautoradiograms of p38MAPK (A， top) and ERK2 (B) and from three independent 

experiments訂 eshown.Wes臼rnblot analysis using anti-Aag加包 monoclonalantibody wぉ

perfoロnedto show equal expression of Rag-p38MAPK in eachαse (A， bottom). 

Figure 8. DM-induced activation of ERKs and p38MAPK is dependent of Ca2 + but 

independent of PKC， PKA， and TKs in cardiac myocytes. 

A， B. Extracellular and intracellular Ca2+ w出 chelatedby incubation for 2 min with 5 m M  EGTA and 

for30min wi吐140μMBAPT A， respectively. Cardiac my'∞ytes were treated with 100μMDMfor 

20 min， and activities of ERKs (A)叩 dp38MAPK (B) were邸 sayedぉ describedin the Fig. 2 and 4 

legend， respectively. Representative autoradiograms from three independent experiments are shown. 

C， D. PKC. was downregulated by incubation of cardiac my∞ytes wi出 0.1μMTPAfor24hor 

inhibited by pretreatment with 1μM Calphostin C for 60 min. PKA wぉ inhibi旬dby pretreatment 

with 100μM RpcAMP for 10 min. Receptorぽ cytoplぉmicTKswe問 inhibitedby pretr，回町1entwith 

50μM Tyrphostin (A25) or 20μM Genistein for 30 min. Cardiac my∞ytes were treated by 100μM 

DM  for 20 min or by TPA (0.1μ附，isoproterenol (1μ附，or insulin (1μM) for 8 min and activities 

ofERKs (C)釦 dp38MAPK (D) were measured as described under Fig. 2 and 4legend， respectively. 

Representative auぬradiogramsfrom three independent experiments訂.eshown.

Figure 9. ERKs and p38MAPK play opposite roles in DM-induced cardiac 

apoptosis. 
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After preincubation with 50μM PD98059 for 60 min or 10μM SB203580 for 2 h，回rdiomyocytes

were incubated wi出 1μMDM for 24 h. A. TUNEL s匂iningwas performedぉ describedunder Fig. 

11egend. One hundred of MF・20ーpositiveαrdiacmy'∞yt偲 werecounted， and the number of 

TUNEL-pωitive cells wぉ prl田 entedぉ apercen阻gefrom three independent experiments 

(mean:l::S.Eふ *P<O.05ve四国 controlゾザ~.05ve四国 DMtreatment B. Genomic DNA was 

extracted and fractionated in a 1.5% agarose gelぉ describedin Fig. 11egend. lane 1， DNA size 

markers; lane 2， vehicIe; lane 3， 1μM DM for 24 h; lane 4， pre紅白出lentwi血50μMPD98059 for 

6Omin+1μM DM  for 24 h; and lane 5， pretrl伺 tmentwi由 10μMSB203580 for 2 h+1μMDMfor 

24 h. C. After transfected with HA-ERK2 or Aag-p38MAPK， c訂 diomy∞yteswere stimulated by 

100μM DM  for 20 min and stained凶 ingphalloilin-TRITC (g-l) and either anti-HA or anti-Aag M2 

antibodies， followed by incubation with組組かmouseIgG conjugated with ATC (a-f). a and g， 

untreated cardiomyocytes; b and h， c訂diomy∞yt白 wi出 DMtrea回 ent;c and i， Flag-p38恥1APK-

紅白lsfectedc訂'diomy∞yt回 withoutDM tre剖ment;d and j， Aag-p38MAPK・transfec凶

ぬ rdiomy∞yteswi血DMtr伺町lent;e and k， HA-ERK2・transfected c訂 diomy∞:yteswithout DM  

trea町lent;f釦 dl，HA-ERK2・transfectedcardiomyocytes wi出 DMtrl田町lent.D. After transfected 

with HA-ERK2 or Aag-p38lv仏 PK，αrdiomy∞yt回 werestained with TUNEL me出，od(d-f) and 

either anti司 HA(c) or anti-Flag M2 (吋叩ti加di田 and釦 ti-HAplus anti-Aag M2 antibodies (b)， 

followed by incubation with an anti-mouse IgG conjugated with TRITC. b and e， untreated 

回 rdiomy∞yt回;c釦 df，HA-ERK2・transfectedcardiomy∞ytes; a and d， Flag-p38MAPK・

位百1Sfectedcardiomy∞ytes. 
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幹、細胞の自己複製機構を明らかにする。 また、マウス胎生期

にお け る造血に、 M e g a主aryocyteがPJateletに分化し易い こ

とより、 Mega主aryocyteがPlateletに分化機構に関する遺伝
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研究テーマ:マウス胎生期造血幹細胞の自己複製機

構の解析と一次造血における造血の解析

許明江

中畑龍俊

中国山東医科大学付属病院 医者

東京大学医科学研究所癌病態学研究部
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教授

要旨:マウスの de f i n i t i v e h e m a t 0 P 0 i e si sの起源となる造

血幹細胞は、胎生 10 . 5日マウスの

a 0 r: t s -g 0 .n a d -m e S 0 11 e p .h r 0 S ( A G M )領域で著明に増幅された

後胎児肝ヘ移動することより、この時期の AGM領域にはマウス

造血幹細胞の自己複製を支持する分子を発現する細胞が存在す

ると考えられる.胎生 10 . 5日マウスの AGM領域より細胞を分

離、長期培養することにより、細胞株 AGM-Sl.2 と3を樹立し

た。純化された造血幹細胞を樹立された細胞株と共培養し、造

血幹細胞の増殖を支持する機能を有する細胞株を選別し、最終

的には培養造血幹細胞の造血再構築能を i.n vivo移植実験にお



いて検討することにより、細胞株 AGM-S3の造血幹細胞の自己

複製支持能を確認した.

また、マウス胎生期造血においては、卵黄嚢に発生する一次造

血と胎児肝を中心とする二次造血は、それぞれ性状の異なる

Erythrocyte， Macrophage， Lymphocyteを有することがし

られているが、 Megakaryocyte，Plateletについては明らか

にされていない.それて我々は、マウス胎生期における 造血
. . 

について、特殊な Mega主aryocyte，Plateletを発見し、その

特性を characterした。

Key words: 造血幹細胞.自己複製 ，H'台生期造血，巨核球

目的:造血幹細胞の自己複製は、基本的な生命現象のひとつで

ある造血の根幹をなす現象であるばかりでなく、細胞の増殖、

分化、死の本態とも関わる重要かつ本質的な問題であります。

zと+".. 
d- I、.、 現在行なわれている骨髄移植療法において解決しなけれ

ばならない課題のひとつは、 ドナーが体格の小さな女性あるい

はこどもである場合のように、必要とされるヒト造血幹細胞の



採取が困難な場合の移縫造血幹細胞の確保の問題です。この問

題の解決のためには、ヒト造血幹細胞の増幅法の確立が重要と

考えらます。ヒト造血幹細胞の生体外での増幅法が確立されれ

ば、幹細胞移植に必要な幹細胞数の少なくすることができ、造

血幹細胞の採取を簡単にし、骨髄提供者の安全性の確保のため

にも有益です。また、ヒト造血幹細胞を標的細胞とする遺伝子

治療においても、遺伝子の導入効率を高めるための有効な手段
， 

となります.

また、多くの出血病の原因は、 Megakaryocyteが Platc:let

に分化障害である。マウス胎生期造血においては、卵黄嚢に発

生する一次造血と胎沼肝を中心とするこ次造血は、それぞれ性

状の異なる Erythrocyte， Macrophage， Lymphocyteを

有することがしられているが、 Megakaryocyte， Plateletに

ついては明らかにされていない。それて我々は、マウス胎生期

における造血に、 Megakaryocyteが Plateletに分化し易いこ

とを発見した。

方法と結果:造血幹細胞は胎生 10 . 5日AGM領域に発生し.著



明に増幅することより、この領域には造血幹細胞増幅因子が発

現されている可能性が示唆される。我々は造血発生や造血幹細

胞の増幅機構を明らかにするために、胎生 10 . 5目胎仔マウスの

AGM領域よりストローマ細胞株、 AG M-

S3を樹立した. flowcytometryによる解析では、 AGM-S3

細胞は VCAM・1、 CD 1 3、 Sc a・1を発現していた。 AGM-S3細

胞はマウス骨髄細胞中の Li.a・ c-Kit+Sca・1+細胞からのコロニ

ー形成細胞および CF U -Sの産生を支持した。またヒト CD 3 4 

+細胞との共培養では、混合コロニー形成細胞を含むコロニー形

成細胞の著明な増幅が認められ、特に CD34+CD38・細胞との

共培養では、培養 6週間後でも多数の混合コロニー形成細胞が

認められた。更に NOD/SCIDへの移権実験により、ヒトの長期

造血再構築能を有する細胞は AGM-S3細胞上で 4週間維持され

ることが示された。 RT-PCRによる各種サイトカインの発現の

検討では、 AGM・S3細胞は SCF、1L・6、 OSMを発現していた.

また、マウス胎児の卵黄嚢、胎児肝及び成体マウスの骨髄細胞

を種種のサイトカイン存在下で培養し、形成されるコロニーを

検討した. Megakaryocyte， Erythrojdを含む混合コロ乙ー



中の Erythroidグロビンを RT-PCRをもちいて検討した.

胎体 7.5日の卵黄嚢からは、 多 数 の Megakaryocyteコロニー

及び Megakaryocyteコロニ ーを含む混合コロニーが形成され

たが、怪か らのコロニー形成が認められなかった。コロニーに

含まれるむ Megakaryocyteは、成体マウス骨髄細胞から形成

されるコロエーと比較して、大型で.，成熟傾向が強かった.ま

た、 Megakaryocyte、 Erythroidを含む混合コヒfニー中の

E rタthroidは、 RT-PCRにより陸型 E:rythroidであることが

証明されだ.この一次造血由来 Me g a主aryocyteコロニーは、

種種 の サ イトカインにたいして高い感受性をしめした。胎生

1 3 . 5胎児肝 及 び 成 体 マ ウ スの骨髄細胞から形成されるコロニー

には、一次造血由来 Megakaryocyteコロニーはほとんご含ま

れ ていなかった.

考査:樹立された造血幹細胞の自己複製支持能を有する細胞

株 AGM-S3より c0 N Aライブラリーを作製し、線維芽細胞を 用

いた発現クローニング法により造血幹細胞自己複製因子の

c DN  Aを単離しました。また、前述の FACSセルソーターによ



り純化されたマウス造血幹細胞の cDN  Aライブラリーより、造

血幹細胞自己複製因子受容体の cD N Aをパインディング法等を

用いて単離することより、造血幹細胞の自己複製機構を明らか

にするとそれをヒト造血幹細胞の増幅.に応用するに、大きな影

響があると考えられる. また、マウス胎生期における造血に、

Megakaryocyteが Plateletに分化し易いことより、多くの出

血病の根治には、有用と考えられる. M e:gakaryocy-teが

Plateletに分化機構を明らかにするにも有用と考えられる.
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今後の研究:

野生型KGF受容体及びドミナンドネガテイプFGFR1 (IIIc)遺伝子を唾液腺腺癌細胞にco・.

transfection後、 neomycin及びzeocin耐性細胞を選択する。続いて、 invitro及びinvivo における分

化能を検討し、唾液腺騒携におけるFGFRlおよびKGFRの機能を明らかにするとともに、ヌードマ

ウス移植腫擦に野生型KGF受容体遺伝子をexvivo の系で遺伝子導入しその増殖、分化に及ぼ

す影響を検討し、最後的には唾液腺腺癌の遺伝子分化誘導療法への応用の可能性を探究する。

指導者の意見:

⑧ 
正常唾液腺上皮細胞の増殖・分化は問葉系組織が産生するKGFにより制御されている

ち悪性化に伴いその間葉依存性は消失し，自己の産生するFGF・2と自己の発現するFGF-2
受谷体であるFGFRl受容体によりオートクリン機構により増殖が可能と去るロしたがっ
て，野生型KGF受容体遺伝子を脆蕩細胞に導入することにより，悪性化にともない消失し
た腫蕩細胞の間葉依存性を回復し，間葉系が発現'・産生するKGFによる分化誘導を期待す
るものである。現在までのところ，野生型KGF受容体遺伝子導入唾液腺由来腺癌細胞は， ln 
vilroにおいてはその増殖能を失いKGFにより apoptosi~が誘導されること，さらに ヌードマ
ウス背部皮下移植により， m VIVOにおいても造腫蕩性は低下し組織学的に分化像を認め，一
部の導入細胞は造JJ重蕩性を失うことを明らかにしている。

本研究は悪性腫蕩の成立を，上皮}開業相互作用の消失ととらえ，それを回復すること
により悪性腹蕩の分化誘導遺伝子療法を目指したむのであり独創性は非常に高い。



野生型KGF受容体遺伝子導入によるヒ卜唾液腺由来腺癌細胞の分化誘導

張雁

中国での所属、役職:中国広州南方医院口腔外科学 助手

日本での指導者:岡本哲治 広島大学歯学部口腔外科学第 1講座 教授

要旨:唾液腺はその正常の機能と構造を維持するため，密接に連絡しあった上皮系と間葉系の高度に

分化した細胞構造を示す。唾液腺腫蕩は2つのステージに分類され，初期においては多形性腺腫に代表

される多分化能を持った比較的増殖の遣い腫蕩であり，後期においては腺様嚢胞癌に代表される未分化

で増殖能や転移能の高い悪性度の非常に高い腫蕩である。

我々は，唾液腺腫蕩の悪性転換過程に，腫蕩細胞におけるFGF-2の発現異常および過剰発現が伴う

こと，さらに，悪性化に伴い，唾液腺のstroma組織が発現するFGF-7/KGFの受容体遺伝子FGFR2(lIIb) 
の発現が消失し， 正常唾液腺上皮細胞では発現していないFGF-2をリガンドとするFGFRl(lIIc)遺伝子

が発現してくることを明らかにした。したがって，正常唾液腺においては，上皮細胞と間葉系細胞は

KGF-KGFR/FGFR2 (lIIb)系を介して互いに依存しあってその増殖、分化と機能を維持しているが， 腺癌

軒 ま間葉系組織とはまったく独立して自己増殖することが可能となりその悪性化か強く裏付けられ

た。これらの結果は、 FGF-2-FGFRl系シグナルがヒト唾液腺題蕩の悪性化深く関与している可能性を

示唆していると共に， KGF-KGFR/FGFR2(lIIb)系シグナルが唾液腺上皮の正常分化の維持に重要な働き

をしていることを示唆している。

本研究においては，チ口シンキナーゼ領域を欠失したドミナントネガテイブ型FGFRl遺伝子

(d nFGFR1)を唾液腺腺癌細胞に発現させることによりFGF-2-FGFR 1系によるオートクリンループ

を遮断すると共に， KGF-KGFR/FGFR 2 (lIIb)系シグナルが唾液腺上皮の正常な分化能の維持に重要な

働きをしているという仮説に基っき， 野生型 (wt)KGFR/FGFR2(lIIb)遺伝子をFGFR1 (111 c )発現

唾液腺由来腺癌細胞に導入することにより， in vitroおよびinvivoにおいて唾液腺由来腺癌細胞の分化

を誘導する，唾液腺腺癌の遺伝子分化誘導療法を目指すことを目的とする。

本研究の特色は，唾液腺腫蕩の悪性転換過程を，上皮系細胞の間葉系細胞へのKGF-KGF受容体系

を介したによる依存性から， FGF-2-FGFR 1系へのスイッチによる間葉系細胞からの独立ととらえた点

である。そして、逸脱した癌細胞の自己増殖性を dn FGFRlの導入により抑制し，さらに， KGFR/ 
FGFR2 (lIIb)遺伝子導入により間葉依存性細胞へ回復することにより，癌細胞の分化を誘導する遺伝子

定 去を目指すものである。本治療法が有効になれば唾液腺腫蕩だけでなく他の腫療の治療への応用が

可能となる。

Key Words: fibroblast growth factor(FGF); FGF receptor(FGFR) ; human normal salivary 
gland ; adenocarcinoma; differentiation; apoptosis; signal transduction 

研究報告

目的:我々は，正常ヒト唾液腺上皮細胞のinvitroにおける増殖および万ーゲンゲル内培養系における

管腔形成!こFGF-lあるいはFGF-7/KGFが必須であることを明らかにした(1， 2)。さらに， 唾液腺腫

蕩の悪性転換過程において，腫蕩細胞におけるFGF-2の発現異常および過剰発現が伴うこと (3，4) ， 

さらに，唾液腺の間葉系細胞が発現するFGF-7/KGFの受容体遺伝子FGFR2(lIIb)-. /KGFRの腫蕩細胞に

おける発現が消失し，正常唾液腺上皮細胞では発現していないFGF-2の受容体遺伝子であるFGFRl
(lIIc)遺伝子が発現してくることを報告した (5，6)。したがって，正常唾液腺においては，上皮細胞

と間葉系細胞はKGF-KGFR/FGFR2(lIIb)系を介してたがいに依存しあってその増殖、分化と機能を維



持しているが，腺癌細胞は間葉系組織とはまったく独立して自己増殖することが可能となりその悪性化

が強く裏付けられた。これらの結果は， FGF-2 -FGFR 1系シグナルがヒ卜唾液腺腫蕩の悪性化に深く関

与している可能性を示唆していると共に， KGF-KGFR/FGFR2(lIIb)系シグナルが唾液腺上皮の正常分化

の維持に重要な働きをしていることを示唆している。

本研究においては，チ口シンキナーゼ活性を欠失したドミナントネガテイブ型FGFR1(lIIc)遺伝

子 (dnFGFR1 (llIc))を唾液腺腺癌細胞に発現させることによりFGF-2ーFGFR1系によるオートクリン

ループを遮断すると共に， KGF-KGFR/FGFR 2 (lIIb)系シ夕、ナルが唾液腺上皮の正常な分化能の維持に

重要な働きをしているという仮説に基っき， wild-type (wt)1くGFR/FGFR2(lIIb)遺伝子を唾液腺腺癌細

胞に導入して， in vitroおよびinvivoにおいて唾液腺由来腺癌細胞の分化を誘導する唾液腺腺癌の遺伝

子分化誘導療法を目指した。

方法:dnFGFR 1 (lIIc)遺伝子はpcDNAI/neo vectorを用いて， wild唱 type (wt)1くGFR/FGFR2

(lIIb)遺伝子はpcDNA3.1 /Zeo mammalian expression vectorを用いて，リポフェクション法にて

唾液腺由来腺癌細胞HSyrこ導入した。 NeomycinおよびZeocin耐性細胞をそれぞれ選択後， '251-

FGF-2および， 25卜KGFを用いて高発現細胞をクローニングすることにより， dnFGFR 1 (lIIc)過剰発現

HSY細胞dnHSYR1 (llIc)およびwtKGFR過剰発現HSY細胞HSYR2(lIIb)を得た。対照として，

pcDNAI/neoおよびpcDNA3.1 /Zeo vectorのみを導入したNeomycinおよびZeocin耐性HSY細胞

を 、た。つぎに，これら細胞のin vitroにおける増殖能、 FGF-1，-2およびKGFに対する反応性をRD

培地にinsulin， transferrrin， 2-ethanolamine， 2-mercaptoethanol， sodium seleniteを加え

た無血清培地 (RD5 F)で検討すると共に， in vivoにおける増殖能、造腫傷性についてBALB/cヌード

マウス背部皮下移植系を用いて検討した。そして， dnFGFR 1 (1IIc)および(wt)KGFR/FGFR2(lllb)遺伝

子導入により，分化マーカーであるアミラーゼを検討すると共に， FGF-2-FGFR 1系とKGF-FGFR2系

のシグナル伝達経路およびアポトーシスシ夕、ナル下流のカスパーゼ‘活性を検討した。

結果:

HSY細胞にdnFGFR1 (1IIc)遺伝子およびwtKGFR/FGFR2(1I1b )を発現させ， dnHSYR 1 (llIc) 

及びwtHSYR2(lIIb)のクローンを得た。 dnHSYR 1 (llIc)とwtHSYR2(lIlb)細胞は無血清培地では増

殖できず， dnHSYR 1 (lIIc)細胞はFGF-1及びFGF-2により増殖促進されなかった。 wtHSYR2(1l1b)

細胞はFGF-1により増殖促進されたが， FGF-2及びKGFにより増殖促進されなかった。 dn HSYR1 

(1IIc)及びwt HSYR2(lIlb)細胞のヌードマウス背部皮下における増殖能はコントロールと比較して

低下し，さらに，一部のクローンは造腫蕩性は消失した，組織学的には分化像を認めた。親HSY細胞及

び : HSYR2(1II b)細胞における，アミラーゼ、のmRNA量を測定した。その結果， HSYR2(1I1 b)細胞に

おいてアミラーゼmRNAおよび蛋白質が高発現されていることが明らかになった。

また， KGF処理したwt HSYR2(1l1b)細胞では，位相差顕微鏡下， HE染色およひ寸UNELにおい

て，アポトーシスを示唆する所見が認められた。さらに， DNAを抽出し，電気泳動を行ったところ，

DNAの断片化を示すladder formationが認められた。カスパーゼの 1つであるCPP32をCaspase

activity assayおよひe免疫蛍光染色法で検討した。その結果， CPP32の高い活性が認められた。

シグナル伝達経路について， KGF-FGFR系とFGF-2-FGFR1 (lIIc)系シグナルの伝達経路は異

なった。 FGFR1は， FGF sの結合を受けて二量体化し，チロシンキナーゼ活性が上昇し， FRS2(FGF 

receptor substrate) /SNT /SLP -Grb2-SHCのシグナリングコンプレックス形成，リン酸化続い

て， ERK型のMAPKが活性化されるという報告がなされている。。ところが，本研究では，親HSY細胞

における， FRS2及びSHCのリン酸化認められたが， w t HSYR2(lIlb)細胞における、 FRS2及びSHC

(P66 Isoform)のリン酸化は認められなかった。

考察:FGF受容体のシグナルは， FGFが細胞外部位に結合してニ量体化し， FGF受容体のホモダイ

マーあるいはヘテロダイマー形成により， TK 1領域のでは複数のチロシン残基が自己リン酸化するとと

もに，多種類の蛋白質がりン酸化され，伝達されると考えられている。

-2 -



唾液腺腫蕩の悪性化に伴い， FGFR2(lIlb)遺伝子の発現の消失とFGFR1 (1IIc)及びFGFR4遺伝

子の発現が生じていることが明らかとなった。本研究では， TK1に25bpの インサートをHSY細胞
に導入し， frameshift mutationを起こすことにより、 FGFとの受容体結合能は持つがキナーゼ活性

を持たないドミナントネガテイブ受容体を用いた。その結果，キナーゼの活性化は引き起こされなかっ
た。 wt KGFR/FGFR2(lIIb)遺伝子をHSY細胞に導入すると， FRS2及びSHCのリン酸化活性は抑制さ
れ， Ras経路やMAPキナーゼ、などのシ夕、ナル伝達が遮断された。さらに， SHCーGrb2コンプレックス

の形成，リン酸化は悪性転換に必須で (8)， HSYR2(IIlb)細胞におけるSHCリン酸化過程が阻害され
ることにより，唾液腺腫蕩の悪性形質転換をある程度に遮断出来る可能性が考えられる。したがって，
ドミナントネガテイブFGFR1 (llIc)およびwt KGFR/FGFR2(IIlb)遺伝子を用いて唾液腺癌の増殖を
制御出来ることが明らかとなり，同遺伝子を用いた唾液腺癌の遺伝子治療への応用の可能性が考えられ
た。

また，アポトーシスは，さまざまな生物にとって必要不可欠な生命現象である。アポトーシスに
特異的なシグナル伝達分子もいくつか同定されるに至った。実行段階ではいずれも共通なシグナル伝達
経路を介する，この経路ではカスパーゼと呼ばれるタンパク質分解酵素群が順次活性化され，最終的に
多数の基質タンパク質を切断することが共通にみられる (7) 0 w t KGFR/FGFR2(lIIb)遺伝子導入に
より， ERK 1， 2型のMAPKとは異なるJNK/MKK4型のMAPKおよびP38 MAPKが活性化され、
CPP32の活性化を誘導し，アポトーシスを引き起こすの可能性が考えられる (9)。

見上、正常唾液腺においては，上皮系細胞と閑葉系細胞が細胞内分泌学的に亙ρに依存しあっ
て，その増殖、分化が制御されていると考えられる。今個の研究結果から，唾液腺腫療の悪性転換過程
を，上皮系細胞の間葉系細胞へのKGF-KGF受容体系を介した依存性から， FGF-2-FGFR 1系へのスイッ
チによる間葉系細胞からの独立ととらえた点である。そして，逸脱した癌細胞の自己増殖性を
d n FGFR1の導入により抑制し，さらに， KGFR/FGFR2(lIIb)遺伝子導入により間葉依存性細胞へ回復
させることにより癌細胞の分化を誘導する遺伝子治療法の可能性が示唆された。本治療法は唾液腺腫蕩
だけでなく他の悪性腫蕩の治療への応用が可能となる。
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研究テーマ:血管平滑筋細胞内イノシトール三リン酸誘発性Ca2+放出と細胞増殖にお

ける lと3型イノシトール三リン酸受容体の異なる役割の解明

研究者氏名:陳潔

中国での所属、役職:上海中医薬大学附属龍華病院内科 医師

日本での指導者氏名、所属、役職:豊岡照彦、東京大学医学部第二内科教授

要旨:ホルモンと成長因子等はG-蛋白質又はtyrosine-kinaseと繋ぐ受容体を刺激す

る事によって細胞内Ca2+ 動態信号を介して細胞増殖を制御する。イノシトール三リン

酸受容体チャンネルを介するイノシトール三リン酸 (IP:J誘発性Ca2+放出 (IICR)は細胞

内重要なCa2
+動態信号です。免疫染色法で血管平滑筋細胞には、 1型(IP3Rl)と3型

(IP3~) イノシトール三 1) ン酸受容体が存在する事を示した。しかし、そのIP3Rl と IP3~_

はea2.!-動態と細2匙増殖における役割が不明である。血管平滑筋細胞の異常増殖は高血圧、

動脈硬化、及びPTCA治療後冠動脈再狭窄の成因となっているので、 IP3RlとIP3R3は細

胞増殖における役割の解明は基礎医学に限らず、臨床治療法の開発にも急務である。培

養の血管平滑筋細胞内にIP3Rl と IP3~に対する特異的機能抗体を微注射すると、 IP3Rlに

対する抗体だけがvasoprl回sinに対するIICR反応を抑制できた。 IP3RlとIP3R3のantisense-

遺伝子をvectorに差し入れ、血管平滑筋細胞に導入し、細胞自身からのIP3RlとIP3R3の

m陪 -lAの翻訳を遮断し、 30-40%のreporter vector(GFP)の陽性細胞ではIP~l と IP3~の発

現を阻止した。 IP3Rlの場合、機能的に細胞のvぉopressinに対するIICR反応と細胞増殖

を部分又は完全に抑制した。 IP3~の場合、細胞のvasopressin に対する IICR反応と細胞

増殖を抑制しなかった。しかし、 IP3F弘のantisense 遺伝子を安定的に細胞内へ導入した

∞loni回はthapsigarginに対する容量性Ca2.!-流入反応は低下し、細胞増殖も減速した。血

管平滑筋細胞では、 IP3R lは IICR反応と細胞増殖に重要な役割を果し、 IP3~は直接

IICR反応に影響せず、長期的に細胞増殖に一定の作用を有する。

KEY WORDS: Inositol 1，4，5-trisphophate receptor， C計 dynamics，Proliferation， 

Vascular smooth muscle cells， Antisense DNA， Transfection 
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Different Role of Type-l and Type-3 Inositol 1，4，5圃
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SUMMARY 
Stimulation of G-protein or tyrosine-kinase coupled r，舵eptorby hormones 

or growth factors regulates ceII growth through the way of intraceUular Ca2+ 

(Ca2+j) signaIing. Inositol 1，4，5・trisphosphate(IP 3)・inducedCa2+ release 

(IICR)血roughIP 3 receptor channel is an impor胞nttrigger for the Ca2+j 

handling. In VSMCs， type-l (IP3R1) and type-3 (IP3R3) IP3 r民 epωrare 

detected by immunoblotting. However， their contribution for Ca2+ handling 

and ceII proliferation is unclear. In this study， only the functional antibody to 
IP3R1 (IP3RIAb)， but not the antibody to IP3R3 (IP3R3Ab) microinjected into 

A7R5w錨 capableto block the vasopressin-induced IICR. Transfection of the 

antisense-DNA coincided with IP3R1 and IP3R3 gene into A7r5 successfuIIy 

blocked the expression of the receptors in 30・40% 仕ansfected celIs. 

FunctionaIIy， expression of IP3R1 antisense DNA inhibited completely or 

partiaIIy IICR and ceU proIiferation. Blockade of the expre回 ionof IP3R3 
antise郎 eDNA neither significantIy changed an agonist induced IICR， nor 
effected ceII growth. But， the stable colonies transfected with IP3R3 antisense 

DNA demonstrated a decrease in capacitative Ca2+ entry r，回ponse to 

thapsigargin and slow in ceII proIiferation. It is concIuded that in VSMCs 

IP3R1 plays a more important role than IP3R3 in the agonist-induced IICR and 

ceII proliferation. 

KEY WORDS: Inositol1，4，5-trisphophate receptor， Ca2+ dynamics， Proliferation， Vascular 

smooth muscle cells， Antisense DNA， Transfection 
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INTRODUCTION 
ln many cells， hormones， neurotransmitters， and growth factor stimu1ate a receptor 

coupling with G-protein or tyrosine-kinぉeand activate由ephospholip邸 eC. Phospholipase 

C ca凶 yses出eproduction of inositol 1，4，5・trisphospha隠(I円)from membrane lipid 

phosph剖idylinositol4，5-biphosphate (1). IP3 is a second messenger to cause 1時induced

Ca2+ release (IICR) from the intemal Ca2+ store. IICR forms釦 initialin回 αllul訂 Ca2+

(Ca2+j) rise and is also釦 important出ggerfor the subsequent c叩acitativeCa2+ en句 (2-3).

The Ca2+j rise caused by II CR is由emost versatile and universal signalling and is crucial for 

controlling f ertilization (4-勾，development(6)， differentiation (7)， and cell prolifer柑on(8， 9). 

ln mammals， there are at least也氏edifferent lP3 receptor gene， each of which， in tum， is 

spliced into 伽 eeisoform respectively at least (10). ln most 0培an，several types of 1円

receptors are coexpr回 sedat different ratio⑤ (11). Of three types， type-l (IP3~1) is most 

gene凶 lydistributed (10). In central nervous system， IP3R1 is a predominant type and is 

proven to be essential for the development of growth cones (1O， 12). While type・3(lP3~) 

wou1d play a role in store-operated or capacitative Ca2+ entry， inS叫insecretion in p釦 creatic

islets， and initiation of Ca2+ signalling (13・1ηHowever，in nonexcitable cells， their 

con住ibutionsto proliferation are uncl回 r.

In vascular system， we detected only IP3R1 in endothelial cells and both IP3R1釦 dIP3R3 

in smooth muscle cells (VSMCs， our unpublished data， 18). Although it is repor凶 thatboth 

11 CR and Ca2+ーinducedCa2+ release (CICR) mechanism are operated for Ca2+ dynamics in 

VSMCs， we found that only IICR is a dominant way for intemal Ca2+ in A 7r5. A few 

fundamental studies showed IP3R1 and IP3R3 have different aftinity to their receptor and訂e

differently regulated by Ca2+ (11， 19・21). In this study， we aimed to clarify the functional 

differences between IP3R1 and IP3R3 in 'Ca
2+ handling and in cell proliferation. Since the 

proliferation of VSMCs is a key step in the pr，∞ess of arteriosclerosis，回peciallyduring 

coronary restenosis after angioplasty， elucidation of these differences are very meaningful (22・

25). 

We succeeded in blocking the vasopre回in(VP)・inducedCa2+j response by microinjection 

of specific IP3R1 Ab and IP3R3Ab in A 7r5. However， it wぉ afailure to follow the growth in 

出emicroi可印刷cellsdue to the difficulties in determining the position of印刷ectedcell and 

the possible cell damage. Furthermore， we transfected two types of antisense DNA coincided 

wi白出egenes of IP3R1 and IP3R3' respectively， into VSMCs to bl∞k the expression of the 

receptors. Under the guidance of cotransfected green fluorescent protein (GFP) which has 

been proven to be a stable reporter， we found the antisense DNA to IP3R1 gene partly or 

completely block IP3R1 expression and inhibit IICR in 4Qqもsuccessfully-transfectedcells. In 

those IICR-inhibited cells， we observed the stop in cell proliferation by serial 

photomicrographs follow. While 35% transfected cells with the antisense DNA to IP3R3 gene 
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showedap訂 tlyor completely blocked expression of the recepto工 However，the blockade had 

no effect on VP-induced I1CR and also did not signifi伺 ntlychange the cell proliferation. In 

stable transfection colonies with IP3R3 antisense-DNA， the cell showed a slow cell 

proliferation. 

MATERIAL AND METHODS 
Cell Culture 

VSMCs(A7r:.りweregrown釦 dpぉsagedin Dulbecco's modified回 glemedium (Dl¥1Et¥の

containing 10% fe凶 bovine田rum(同S)and 1% antibiotic-antimycotic (GibcかBRL)，ぉ

described previously (26・29).They were seeded in a dish made of fluorescence-free glass 

chamber for microi吋ectionand出e出回yof Ca2+i' In the伺 seof transfection and 

photomicrographs monitoring， the cells wぉ seededand cul tured on a CELLocate coversli p 

(Eppendo.ザ:175μm in diameter) which wぉ placedin出echamber. In the cぉeof s助 le

transfection， they were cultured in a dish of 10 c加 indiameter. The cells of 4-12 Pωsages 

were used in the study. 

AntiboのPreparationand Immunoblotting 

Three peptides were synthesized a<∞ording to the amino acid sequence of the cytosolic C-

terminal domain deduced from the cloned cDNA of human type-I (IP3R1)，・U，and -III IP3 

receptor. The sequence GHPPHMl吋VNPQQfort)やか1is preserved in most species including 

human， rat， mouse， and Xenopus∞cyte， and is working for Ca2+ re岡田 (5，6， 30). The 

employed amino acid sequenc回 fortype-II and -III were LGSNTPHYNHHt...，伊PH組 d

RQRLGFVDVQNClSR， respectively. The sequences of the co汀回pondingdomain in rats are 

identical except for substitutions of the underlined residues. All polypeptides were synthesized 

with an additional cysteine at由eirN・orC-terminal to facilitate the coupling r，回ction. The 

conjugated wi血epitopepeptide polyclonal antibodies from New Zealand white rabbits (n = 6) 
to three typ田 ofIP3問 ceptorwe問 purifiedby affinity chromaωgraphy and were concentrated 

up to 10 mg/ml. The specificity of these antibodies was determined by immunoblotting， as we 

have described previously σ1，32). After solubilizing whole homogenate of rat brain， A7r5 

and Chinese hamster ov勾 cells，sodium dodecylsulfate (SDS)-polyacrylamide gel 

electrophoresis was performed in 6% gels. 

Cell Microinjection 

Dulbecco's phosphate-buffered saline (PBS) which contained 137 mM  NaCl， 2.7 mM  

KCI， 8.1 mM  Na2HP04， 1.5 mM  KH2P04， 1 mM  CaC12， and 0.5 mM  MgC12 (pH 7.4) was 

utilized as血eex回 cellularmedium. Ca2+ free medium consisted of PBS in which CaC12 was 

replaced by EGT A (1 m恥の.After loading fura・2AM(4 !-tM， Molecular Probes) for 40 min， 

A 7r5 were rinsed and incubated in Ca2+/Ca2+-free PBS. To assess an adverse effect of the 
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microi可ection (Eppendoヴ 5171 micromanipulator and 5246 transjector， Hamburg) 

pr∞edure， 400μM unesterified fura・2(Molec叫訂Probes)w出 addedto the following 

subs阻nc邸組d i可ectedinto perinucl回 rcytoplぉm of VSMCs: 1) the vehicle for 

microinjection， containing 48 mM K2HP04， 14 mM  Na包HP04，and 4.5 mM KH2P04 (pH 

6.9); 2) normal rabbit 19G; 3) 1P3RIAb; and 4) 1P3R3Ab. The antibodies wer
e dissolved in 

the vehicle. The injection time was fixed to 0.1 sec. A successful injection w出 verifiedby a 

stirring wave in c戸opl錨 mand a further increase in cell fluorescence due to出e1吋ectedfura-2. 

The injection volume into a cell could be controlled by changing the agent concentration and 

i可ectionprl回 sure(ι80 mmH20). The i可印刷 substanceswere estimated to be diluted to 

approximately 50 to 2∞fold， according to the intensity increase of the fluorescence. Sincら

multiple i吋ectionsresult in cell damage， no more th組 oneiniection w邸 givento a cell. 1n 

some cells， a significant leakage of fura-2 w出 detectedimmediately after the i可ectionby a 

reduction of emission fluorescence. These cells were considered to be damaged
 and excluded 

from the s同dy.When no significant drop of fluorescence wぉ observedin a cell within 5 min 

after the injection， the medium was changed to PBS containing 1 mM  Ca2+ and incubated for 

additional30 min to stabilize the i吋ectedcells. 

Cons，仰 ctionof Vector 

The 1∞bas回 (fromnucleotide position -90 to +9) of the gene for rat 1P3R1 or 1P3R3 

cDNA (according to the sequence of Genebank g2似673and L侃ω6， respectively) we問

synthesized (Tak訂 a，Japan). This region spans the translation initiation site and sh紅白 no

homology between these two receptors. Two-strands DNA wぉ generatedand amplified by 

the polymerase chain reaction (PCR). The used upper and lower primers are 5'-

ωaggagctgactaca-3' and 5' -gtωgacatgtccttg-3' for 1P3R1 and 5' -tttccgcccagcgcgcgc-3' and 
5'-

ttcattcatggctttg・3'for1P3R3・ThePCR product was subcloned into the vecωr pOPRSV1品1CS

(Stratagene) in an antisense or田nseorientation. The orientation and sequence of inserts were 

confirmed by using an Applied Biosystems automated DNA sequencer. 

To follow the VSMCs proliferation， we inserted the same仕agmentof 1P3R1 or 1P3R3 

DNA into pTracerT比 SV40 in an antisense or sense orientation. This vector owns no 

TMl 

probability由atabove pOPRSVI/MCS in田 rtand reporter PG回 enLantem llVU were transfected 

into different cells and therefore is simple for identification. However， it is unsuitable for 

ca21m回 surementas an interfering excitation wavelength to fura・2.

Transient and S tlα:ble Transfection of VSMCs 

The VSMCs were transfected at 4ι60% confluence in serum-free medium by using the 

mixture of 0.67μg of cloning vector with an insert of antisense cDNA， 0.67μg pGreen 

TMl 
Lantem llVH plasmid， and 0.33μ1 of lipofectin reagent (GibcかBRL)per 1.2 mm-diameter dish. 

For all experiments， the following transfection controls were also performed: (1) sense 1P3R1 
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or IP3R3 DNA with pGreen Lantem™1 and (2) pGreen Lantem™1 only as a mock 

町田lsfection.Twelve-24 hours after transfection， the cells were gently rinsed with PBS for 2 

times in order to remove the residua1 位協cellularDNA. Then， the medium wぉ changedto 

血.eDMEM containing 10% FBS and 1% antibiotic-antimycotic. The cells were used in 

experiment at 24-48 hours after the medium change. 

In the case of stable transfection， VSMCs were transfected at 30%・40%of conf1uence in 

serum-and antibiotics-free D加1EMby using 6μg of c10ning vector with an insert of antisense 

or sense cDNA and 15μ1 of lipofectin reagent per 10 cm-diameter dish. One day after 

transfection， the cells were washed with and cultured in D恥1EMcontaining 10% FBS and 1 % 

antibiotic-antimycotic. Two days after medium change， the cells were subcultured into dishes 

of60・mm-diameter at the ratios 1:5・8in selection medium which consist of DMEM with 10% 

FBS and400μg/ml 0418 (Oibco・BRL).The concentration of 0418 used has..been p問 viously

determined出血elowest concentration which caused death of a11 non-transfected VSMCs 

within 2 weeks. The 0418・resistantcolonies were allowed to develop for 1，..，2 weeks in the 

0418・containingmedium. Single colonies were isolated to sep訂 atedishes and passaged in 

the medium containing 50・200μg/ml0418.The transfected VSMCs kept stable deficiency in 

IP3R1 or IP3R3 expression in severa1 weeks， as long as the presence of 0418. The cells in 

2，..，6 generations were used for experiment. 

Measurement 01 C a2+i Concentrαtion 

After microinjection， the Ca2+j responses of i吋印刷 anduni可ectedECs in the same 

observation field were individua1ly ana1yzed by the 2D Ca2+j imaging system，ぉ reported

previously (26・29).The cells were stimulated with VP (3 ""M， Sigma) or thrombin (10 U/ml， 

Sigma). We designated a VSMCs whose peak F340/F380 increased more than 15% of the rest 

F340/F380ぉ aresponser， because some technica1 factors in measuring fluorescence intensity 

induced土5%of fluctuation. In a p訂 tof the study， ionomycin (1M， Sigma) and thapsigargin 

(TO， Sigma) were employed at出.eend to confirm. the preservation of norma1 Ca2+j handling. 

From twenty-four hours after transfection， the cells of successfu1 transfection was 

recognized by their exciting blue light under FITC filter. After loading fura・2AM(4μ恥1)for 

40 min， the VSMCs were stimulated under UV filter by VP (3μ恥1)or thrombin (10 U/ml) in 

the absence of extracellular Ca2+. These two agonists evokes the rise in Ca
2+j in VSMCs in an 

IP3・dependentway and therefore can be used to test the functiona1 IICR changes in the 

transf ected cells. The Ca2+j respons回 oftransfec旬dand untransfected VSMCs in the same 

observation field were individua1ly analyzed by the 2D Ca2+j imaging system， as reported 

previously (11， 12). 

The absolute concentration of Ca2+j w笛伺lculatedby com戸ringthe fluorescence ratios at 

both wavelengths obtained at the maximum Ca2+j (achieved by lysing the cells and組制rating
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fura-2 with Ca2+) and minimum Ca2+j (achieved by chelating all free Ca2+ with EGTA) using 

the equation: Ca2+j = Kd x (R-Rmin)/(Rm蹴・R)x. Sf2/Sb2. Kd is the dissociation cons阻nt

(224 nM for fura-2) and Rmin and Rmax are the F340/F380 ratios of the Ca2+ーfreeand Ca2+-

bound forms.早川b2is the ratio of the fluorescence values at 380 nm 抑制ondeteπnined 

at Rmin and Rm肌 respectively(33). 

lmmunocytostaining 

VSMCs， grown on CELLoc純 coverslips，were rinsed with PBS叩 dthen fixed in the 

same buffer. plus 3.6% paraformaldehyde. All subsequent ste戸 wereperformed in 

Ca2+lMg2+-free PBS; cells were washed once for 2 min， permeabilized with 0.5% Triton X・

100 (Sigma) for 10 min， and washed 3 times (5 minlwash). Endogenous peroxidase activity 

was reduced in MetOH with 0.3% H2Uz for 10 min. Nonspecific staining wぉ reducedby 2% 

milk powder for 15 min before the cells were incubated with IP3RIAb (x 2∞1) or-IP3R3Ab (x 

1，000) in the presence of 1.0<3る goatserum for 1 hour at r∞m temperature. Then， the cells 

were incubated with biotinylated goat anti-rabbit or anti・mouseIgG (Vector Labs， CA) for the 

IP3R1 or IP3R3 staining，間spectively.Subsequently， peroxidぉelabeling wぉ carriedout with 

an avidin-biotin complex (Vector Labs， CA)組 dvisualized by 0.05% 3， 3' -diaminobenzidine 

(D吋in，Japan) in PBS with 0.01 % H2Uz. The coverslips we回 finallycounter-stained with 

hematoxylin， dehydrated， and mounted. To define nonspecific staining， all control studies 

were carried out by nor百Ialrabbit or mouse IgG in the same protein concentration. 

Monitoring ofVSMCs Growth by Photomicrographs: 

To observe the changes in cell proliferation，出ephotomicrographs of GFP positive-cells 

andphおかcontrolwere taken every 12・24hours， from 24 hours after transfection till 5・7days. 

RESULTS 
Expression oflP3Rl andlP3R3 in VSMCs 

An immunoblotting showed that 弔問Abreacted with a single 260 kD band in 凶

cerebellum membrane fraction and whole homogenate of cultured A 7r5 (Fig. 1). Also， 

IP3R3Ab reacted with a single about 2ωkD band in whole homogenate of A 7r5. In contrぉt，

旬pe-IIIP3 receptors wωnot detected in A 7r5， although they we問 positivein CHO cells. On 

the other hand， pharmacologica1 s佃dyusing Ca2+j d戸1出mωofcultured VSMCs revealed that 

A 7r5 weakly responded (7%) to caffeine (3....，60 mM)， with or without出epretreatment of 

ryanodine (10.-60μM， data not shown). These results suggest that CICR is not mainly 

working for the Ca2+j handling， and IICR mediated by IP3R1 and IP3R3 could be a m司or

source of the Ca2+j release. 

Ca2+i Dynamics in VSMCs Microi巧~ected with IP3RIAb 07lP3R3Ab 
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Microi可ectionofIP3RIAb (10 mg/ml)， but not 1P3R3Ab (10 mg加1)co凶dinhibit the VP-

induced Ca2+j respons回， includingboth IICR and CCE (Fig. 2). 

lmmunocytostaining 01 IP 3R 1 and IP 3R 3 in Transfected VSMCs. 

About 17% cells showed a successful transfection as observedぉ brightblue light Of all 

GFP-brilliant cells， a p訂 tof the antisense-DNA transfec也dcells showed a partial reduction 

(17%) or comple胞 disap戸訂anceofIP3Rl (17%，23%) or 1P3R3 (13%， 22%， Fig. 3). While 

the surrounding cells of the antisense-DNA transfected， the whole cells. of sense-DNA 

transfected， and the only GFP-transfected cells demonstrated a normal staining， indicating the 

reduced exprl回 sionof 1P3 receptors w町especific to 1P3R1 or 1P3R3 antisense. This reduced 

expression was most evidenced during 24-48 hours， still significant until 5・7days (da阻 not

shown). 

Ca2+i Dynamics in VSMCs Tran宅fected'with Antisense-DNA 01lP3R1 or 

IP3R3 

Of all the brilliant cells transfected with antisense-DNA of 1P3Rl' about 16% and 23% cells 

showed an attenuated or comple也ly-blockedCa2+j response to VP (3μM) or thrombin (10 

U/ml) ， coπectly consistly with the immunocytostaining results described above. These 

attenuation or bl∞kade of Ca2+j responses of transfected VSMCs to the agonists continued 

unti15・7days follow after transfection (Fig.4a). 

While all the cells transfected with antisense-DNA of 1P3R3 showed a normal Ca2+j 

response to VP (3μM) or thrombin (10 U/ml). These unchanged Ca2+j responses of 

transfected VSMCs continued until5-7 days follow (Fig. 4b). 

Serial Photomicrographs Follow 01 CeU Growth in Transfected VSMCs 

1n the experiment of 1P3Rl' the cells cultured on a CELlρcate coverslips were placed in the 

ZOG・2chamber. Ca2+ meぉurementwぉ carriedout to choose the cells that wぉ usedto 

follow must be of efficient inhibition of IICR. The cells showing comple也 (<10%of response 

in control cell) or p訂tial(11-950もofresponse in con佐01cell) inhibition of IICR was followed. 

During follow， the cells with complete inhibition ofIICR demonstrated a complete stop of cell 

proliferation，ぉ comp訂.edwith adjacent cells. The cells with a戸rtialinhibition of IICR 

exhibited a re阻rdedgrowth (Fig. 5). The GFP-transfected cell kept the normal ability in 

prolif erati on品部 showedby出eincreasing number of the cells exciting a bright blue light 

during follow of only GFP-transfected cells. 1n the cell transfected with antisense DNA of 

1P3R3' no such changes in cell growth wぉ observed.

Further ldentification ollmportant Role 01lP3R1 in Proliferation by Cell 

Selection 
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Compared wi血 1P3Rl sense-DNA transfected cells， of the IP3R1 antisense-DNA 

transfectβd cells， no G418-resistant colony ∞cuπed during first week after transfection. Up 

to 2-3 weeks， there w出 afew very small colony. These colonies a showed much reduced 

lmmun∞ytos也iningof IP3R1佃 da weak Ca2+ response to the agoni蜘 (Fig.6).

While in IP3R3 antisense-DNA transfected cells， many colonies occurred during first 

week. These subcultured cells showed much reduced IP3R3 staining in immun∞ytostaining， 

a little weak伺戸ci胞，tiveCa2+ entry response to出apsig訂gin，and a significant down in cell 

proliferation (Fig . 7). 

DISCUSSION 
In Drosophila， that only IP3R1 is existed make it伺 nbe used for functional analysis after 

kn∞k-out of the receptor gene. In result， knock-out of the receptor gene causec!_ a gre副 retard

in growth and differentiation (7). In some mammal cells， for example， in neuron， IP3R1 is 

abosolutely dominant. It has been proven that lacking IP3R1 caused an ataxia and epileptic 

seiz町出 inmice (12， 34). Recently， in the level of single culture neuron， Mikoshiba group hω 

further proven that IP3R1 is essential for the development of growth co
n回 (12).In pancreatic 

islet (13)， it is reported that IP3R3 is main type釦 dis contributed for insulin excretion. 

However， it is difficult to analyze the difference in function in the cells which coexpressed 

several types of the問 ceptor.By using antisense technique， it has been proven that the IP3R1 

is crucial also for T -cell antigen民 ceptorsignaling and IP3R3 is increased in B and T 

lymphocyte apoptosis by causing capacitative Ca2+ entry (17， 35). VSMCs coexpresses 

IP3R1 and IP3R3 (25). The former is a dominant type and its expression is incre出 edin elderly 

(23). We also showed that IP3R1 expr白 sionis increased in the neointima of VSMCs of rat 

arteriosclerosis model (unpublished da包).

Both IP3R1 Ab and IP3R3Ab we used訂 eca戸bleof functional blocking of C・terminalCa2+ 

channel domain. But， only microi吋ectedIP3R1Ab blocked agonisトevokedCa2+i response in 

VSMCs. Furthermore， microi吋ectionof IP3R1Ab or IP3R3Ab has failed to discover any 

change in cell growth， probably due to the potential cell d田nage.Most monoclonal antibodies 

do not functionally inactivate the antigen they recognize. Recently， this limitation伺 nbe

over，∞me by localized chromophore-assisted 1ぉerinactivation (12， 36) of specific antibody-

linked proteins. However， CALI also need the delivery of antibody into cytoplasm by 

microi可ectionand出usowns the same limitation to microinjection in which a potential cell 

damage will confuse the real effects of CALI. Microinjection or combined with CALI may be 

more suitable for a short-time analysis of a protein function than for a long-time follow up of 

the infl uence on cell growth. The i吋ec胞dantibody into cytoplωm will be metabolized within 

hours and new protein is continued to be synthesized from gene exprl回 sion. But， multiple 

microinjection and laser irradiationωn not be given to a cell repetitively. 
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On the other hand， functional analysis in a kn∞k-out mice might be influenced by some 

compensatory mechanism (34). Although no significant increases in the exp毘 ssionlevel of 

IP3R2組 dIP3R3 in mice lacking IP3R1，出ata gross anatomy ap戸訂ednormal in many organs 

indicates the ∞mpensatory mechanism may be operated by unknown type of IP3 receptor， for 

example， pu阻tivetype-4 or type・5(34). 

Therefore， for a long-time follow up， expressed antisense technique without cell品mage

may be more sui阻ble.Our study did overcome a major limitation of血istechnique 血a~it is not 

effective in all transf，民tedcells， by田lectingthe successful cells only. We selected the cell 

wi由 successful町田1Sfectionby confirmation of a loss of the receptor in immun∞ytlωぬi凶ng

and an abolishment of functional IICR on 2D imaging of Ca2+j response. Of course， a 

complete inhibition of IICR resulted from disappearance of IP3R1 may lead a complete stop in 

cell proliferation. A part of transfected cells showed a different extent in the inhibition of both 

receptor expression and functional IICR. The cells those with p訂tialinhibition also show the 

decreased proliferation. 

GFPhぉ acompact structure which make it is very stable under a variety of conditions， 

including treatment with protl国民 (37-38).In this study， we found that GFP expressed stably 

during 1-2 weeks in A 7r5 in a control experiment. Therefore， we f ollowed the chang回 incell 

proliferation by the number of cell with brilliant blue light after confirming the changes in 

Ca2+j handlings. 

In VSMCs， Ca2+i response to G protein-coupled agonist stimulation consists also of an 

IICRand出esubsequent capaci也tiveCa2+ entry， as identified by microinjection. Although in 

VS恥1Cs，the real action on proliferation is IICR or CICR is unclear (1， 9， 39). It is possible 

that CCE is more important than IICR for proliferation. As IICR is a crucial trigger for CCE， 

it is pro戸rぬ concludethat IICR directly control血eVSMCs proliferation. 

Also， a few data has showed that in elderly or the neointima of atherosclerotic plaques， the 

IP3R1 expression is potenti剖ed(23). From our results， we further get hint for control of 

VSMCs contraction by decreasing in回 cellularIP3R1 expression and thus decreasing Ca
2+j 

concentration. Also， decreasing IP3R1 expression may be an effective way to inhibit 
VSMCs 

proliferation in the coronary訂 teryrestenosis after PfCA (40). Especiall y， the cell showing a 

partial inhibition of IICR also resulted in the inhibition of proliferation. Physiologically， some 

inhibitor of IICR， such as endothelium-derived nitric oxide， also inhibit IICR partially (29). 

Sofar，L勾peCa2+ channel antagonis也capableof block Ca2+ influx have been proven useful 

for inhibiting VSMCs growth or some refractory c組 cer(8). It may open a new era for 

controlling the proliferation of VSMCs by p訂 tiallyinhibiting IICR in VSMCs. 
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3.今後の研究計画

1. M. amurusisの枝から既に 3種の新塩基を見出しました。それらの構造を決定し、

合成検討中です。

2.入手した M.ten uifoli冶について検討する予定です。

3. (+)-Hupeolの合成により、新しい合成法として環状イミンから環状ヘミアセター

ルの変換反応の応用性について検討しました。その結果の一部を徳島学会で発表し、

その後まとめて論文で投稿する予定です。

4.研究指導者の意見

マメ科の Maadda属植物はアジアに多く分布し、日本に4種、中国には8種自生する.日本産植物が含有する塩掛主成分に障

する我々の研究では pipericlineやqwnolizicline環を基本骨格とする通常の lupina1kaloidsを主要塩基として含有するが、

防庁rolicline，indolizicline環を診ド骨格とする特異なa1kaloiclsをも含有する。このように Maadda属植物は lupinalkaloic~ 

の生合成あるいは植物の化学的分類上大変興味ある植物の群であることから、未だ研究がなされていない中国産植物について

成分研究を着手した。植物の採取は困難でしたが、 M.hupeh臼JSis，M. 81刀ぽ'ensisおよび M.tenuitoliaの3種を手にすると

とができた。このうち M.hupeh♂JSisからは(+)-hu開 01のようにa1kaloidsが塩基性窒素を含まない中性物質に代謝されξ

最初の物質と考えられる{官制産物、典型的な lupinall也loiclsの(ー)-cytisineとaぽ tamicleあるいは 2-pyrrolidoneの窒素カ・

メチレン基により結合した化合物など、日本産植物には見られない興味ある物質の存在を確認している.現在、 M.amurensit 

の成分を検討しており、既に3種の新塩基を見出し、これから検討する M.tenuitoli冶を含めた3種の植物の塩基↑生成分を明E

かにすることにより、 lupinalkaloic!sの生合成、日本産との植物分類学上の関連性など、興味ある知見が得られるものと確信

している。さらに、これらの新塩基は合成によって絶対配置を含め構造を確認しているが、特に、 (+)-hu問 dの合成は環状イ

ミンから環状へミアセタールへの→駒な変換反応として有用性が期待され、合成化学の立場からも興味ある結果を得ている。

このように、王永紅君は博士の学位に充分な内容の研究を行っている。
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中国産 MAACKIA属植物の

ルピンアルカロイドに関する化学的研究

王永紅

北京中医薬大学中薬製造教室専任講師

大宮茂

星薬科大学医薬品化学研究所教授

要旨

本研究室では、マメ科植物が含有するルピンアルカロイドに関する研究の一環とし

て日本産Maackia属植物の塩基性成分を精査し、 Maackia属は、通常のルピンアルカロ

イドに加えて、それらの基本骨格である quinolizidineあるいは piperidine環が

泊dolizidineあるいはpyrrolidine環におきかわったアルカロイドを産出する特異な植物群

であることが分かりました。私は、中国産Maaclda属植物の塩基性成分に興味をもち、

日本産との比較として、中国産MaackJ・a属植物の一種である M.hupehensisについて検

討し、三つの新塩基性成分の構造を決定したうえで人工合成も成功したことについて報

告します。

Key word index - Maackia 

(-)-N-(2・oxopyrrolidinomethyl)cytisine，

hupehensis， leguminosae， lupin 

(・)-N-(N-acetyl包叫nome出y1 )cytisine， 

(・)-cytisine，(・)・N-me出ylcytisine，(・)-lusitanine，(・)-epibaptifoline.

alkaloids， 

( + )-hupeol， 

Abstract - Three new lupine alkaloids， (ー)-N-(2・oxopyπolidinome出yl)cytisine ( 1 )， 

(・)・N-(N・acetylar叫nome血yl)cytisine( 2 )釦d(+)ーhupeol( 3 )， were isolated toge白.erwi血 9

known alkaloids from Chinese Maaclda hupehensis， which is grown泊 thesouthem China.百le

alkaloidal constituen岱 ofM. hupehensis wぉ shownto be comp訂ableto those of the southem 

species of Japanese Maaclda plants. The Chinese Maaclda plant also showed the relationship 

between geographical他国butionof the plant and structural type of alkaloids contained in出eplant， 

s泊illarlyto the relationship observed泊Japanesespecies. 



INTRODUCTION 

The structural types of lupine alkaloids which ∞cur泊 Japanese maackia pl組 ts(four species， M. 

amurensis， M. tashiroi， M. floribunda and M. floribunda. fpubescens)訂'erelated ωgeographical 

distribution of血.eplan岱[1].The plant of M. amurensis is dis位ibuted泊血.enorth of Jap組.1t 

acc山 n叫at白 sparteine-typelup泊ealkaloi也 such邸(+)-sparteine and (・)・lupanineand does not 

lup白血e-typealkaloids suchぉ(+ )-epilupi凶ne，(+)・t邸祉iom泊e釦 d(・)・lusit創出e[1，2].τ'hepl釦 ts

of M. tashiroi， M. floribund包釦dM. floribunda. fpubescens紅egrowing in the south紅eaof 

Japan， and the main constituents ofthose plants訂elup血血e-typealkaloids and no sp紅白血.e-ザpeis 

found[1，3]. Furthermore the Japanese Maaclaa pl釦岱∞curunusual type of lupine alkaloids， such 

ぉ(・)・C出noensidine[4]， (+)・阻shirom担e[3]釦 d(+ )-maackiamine[2]， which contain a p戸rolizidine

or釦 indolizidinering， toge也.erwi出 commonlupine alkaloids which consist of a piperidine or a 

quinoliziding ring.百lecytis泊.e-and anagyrine-守pealkaloids訂econstituents common to plants of 

血etwo groups. These phenomena紅'einteresting from the viewpoints of chemotaxonomy of 

leguminous plants and biosyn出esisof lupine alkaloids. This report describes the isolation and 

structural determination of eleven alkaloids， in which (・)-N・0・oxopyrrolidinomethyl)cytisine (1) ， 

(・)ーN-(N -acetyl紅凶nomethyl)cytisine(2) and (+)ーhupeol( 3 )[5]， were new alkaloids and also 

describes a comparison of alkaloidal constituents of M. hupehensis with those of Jap叩 eseMaackia

plants. 

RESULTS AND DISCUSSION 

The alkaloid mixture (5.4g) obtained from 75% me白血olex位actsof the air dried stem (1.2kg) of 

M.hupehensis， collected in Jiang xi province， China， in May， wぉ re戸a胞dlychromatographed on 

silica gel columns to give eleven lupine alkaloids， (-)-N -(2・oxopyrrolidinome血yl)cytisine(1)， 

(・)-N-(N -acetylan首nome血yl)cytisine (2)， (+)-hupeol ( 3 )， (-)-cytisine (4， 25%)， 

(・)-methylcytisine(5， 5%)， (・)・N-formalycytisine(3%)， (-)-epibaptifoline (21 %)， (ー)-lusitar由le

(12%)， (+)-epilupin泊e(3%)， (・)-N-(3・oxobutyl)cytisine(trace)， and(・)-rhombifoline(凶ce).in 

which 1， 2 and 3 were new alkaloids .百leknown alkaloids were identified by comparing directly 

with authentic samples泊 allme出町ablerespects (mass spec位ometry，lH-NMR， 1R， [α]0' co四τ工c

andHPLC)鎚 described泊ourprevious paper [6]. 

The total base (1.3g) obtained from the air dried leaves (750g) wお S泊lilarlytreated to give seven 

known alkaloids， (・)・cytisine(4， 16%)， (・)-me出ylcytisine(5， 5%)， (・)-N-formalycytis泊e(2%)， 

(ー)-epibaptifo泊施 (15%)，(・)ーlusitanine(11 %)， (+)-epilupin泊e(4%)釦 d(・)-lupinine(1 %). This is 

血efrrst example of血.ecoexistence of (+)毛pilupinineand (・)-lupinine泊 pl血 tof genus Maack臼.

Alkaloid 1 gave colorless crystals from CHC13， mp 169 -170
0 
C， and alkaloid 2 wぉ isolatedas組

oily compound. The molecular fonnula of 1 and 2 were established by a high resolution mass 

spec町ato give C16H21N302 (mえ 287.1627，calc. 287.1625)釦 dC14H19N302 (m/z 261.1473， 



calc.261.1478)， respectively. The mぉsspectra of 1 and 2 both revealed the prominent企agment

ions at m々 203，189， 160 and 146 which紅echaracteristic of血.etype of N・alkylcytis加elike 

(・)・N-(3・oxobutyl)cytis泊e[6， 7].百le1H釦 d13C_N1v1R (CDC13) of 1組 d2， which were出 signed

by 組 alysisof 1 H _1 H COSY 組 d 1H _t3C COSY spectra， also resembled由at of 

(・)-me血ylcytis泊e(5)，ぉ shown泊 Table1釦 d2. These results suggested血atnew alkaloi也 1組 d

2 might be N -substituted cytis担e.

The presence of the isolated methylene group泊 themolecule of 1 was pres田ned企'om出etwo

doublets， which were coupled only with each other， at o3.91 (1H， d， J =12.2Hz)釦do3.77 (1H， 

d， J =12.2Hz)泊血.e1H_NMR of 1.百lesignals at o175.9 (s)， o31.2 (t)， o18.0 (t)釦do46.7 (t)加

也.e13C_NMR spec釘umof 1 were儲 signedto an lactum carbonyl and three methylene carbons of 

2・'pyrrolidone moiety. Therefore 出.e s回 cture of 1 w出 presumed to be 

N-(2・oxopyrrolidinomethyl)cytisine，and determined by comp紅白onwith the synthetic s釘nple

which was obtained泊 a93% yield， by ret1uxing a mixture. of 4， formalaldehyde 釦 d

2・pyπolidone.

The presence of CONH-CH2-N:::::: moiety in the molecule of 2 was proposed仕om出elH-NMR 

signals at o5.73 (IH， broad) due to血ear凶deNH，釦dat o4.03 (IH， dd， J =12.2， 5.7Hz) and 

o3.84 (IH， dd， J =12.2， 5.7Hz) due to the isolated methylene. The singlet at o1.98 (3H) was 

assigned to a methyl group adjacent to a carbonyl group， which wぉ alsoconfrrmed by the signal at 

o23.4 (q) in the 13C_NMR spectrum. The structure of 2 wぉ presumedto be N -(N -acetylamino 

methyl)cytisine， and identified by comp訂isonwith the syn出eticsarnple， which was synthesized by 

ret1uxing a m以tureof 4， formalaldehyde and N -acetamide in EtOH. 

百lenew alkaloids 1組 d2， which have methylene in崎中osedbetween two nitrogens c:: N -CH2・N:)

in出estructures，紅'eregradedぉ characteristiccomponents in Maackia hupehensis，出oughM. 

arnurensis [unpublished results] and M. t10ribunda f. pubescens [8] contain (・)・12，12'・methylenedi

cytisine which have a methylene group adjacent to the twoむ叫nonitrogen. 

Alkaloid 3， colourless needles， mp 217-219 'C， the molecular formula is ClIHt3N03 (m/z 

207.0882， calc. 207.0894). 3 showed one spot on TLC analysis. However， the 1H-NMR spctrum 

showed a 3: 1 mixture of two components which consideaed to be isomric with each other.百le

structures of 3 were presumed to be hemiacetals， in which 12・Nof 4 is displaced by an oxygen. 

百lem吋orcomponent wぉ presumedto have the ax-OH and the minor one wぉ havingeq-OH. 

Maackia hupehensis is a pl組 tnative to出.esou出 ofChina， and contain a lupinine-type組 dno 

sparteine-type. The componen岱 ofM. hupehensis訂e血.esむneas血.esou出 speciesof J apanese 

Maackia. Further， 1 which contains displaced pyrrolidine ring w出 alsoisolated though 出e

corresponded one containing piperidine ring has not been isolated. Biosynthetic pa出wayofl仕om

L・orni由民ehas been assumed.百lerelationships of geographical dis凶bution釦 dbiosynthesis紅e

very interesting and have being inquired泊 0町 laboratories.



EXPERIMENTAL 

General pr∞edures. Mps were not corrected.τ工Cwere carried out on silica gel plates泊也e

following solvent systems: 1. CH2Clz-MeOH-25%Nlf:JH20 (90 : 9 : 1 or 43 : 6 : 1)， 2. 

CH2α2・MeOH(4 : 1 or 10 : 1)， 3. CH2Clz-AcOEt-MeOH (4 : 4: 1).百lehigh and low resolution 

MS were me出町edat 70 eV using direct inlet system. The lH NMR (270 or 500 :MHz)釦d

13C_NMR ( 125MHz) spectra were recorded using τMS部組intemalstandard. 

Plant material. M似zclaahupehensis is wぉ collectedin May， 1995釦 didentified by Prof. Jia-shi 

Li ，Depむ回lentof ph紅 macognogy，Beij泊gU凶versityof Traditional Chinese Medicine and 

Director Ce-ming Tian， Jiang xi Jiou Jiang Forest and Plant Research. A voucher spec凶.en(No. 

74568) is deposi飽d出血eHerbarium Institute of Botang Chinese Academy of Sciences Xiangshan. 

Isolation of alkaloids. The stems of Mt.ωck却 hupehensiswere collected in May泊 JiangXi 

prov泊cein the south of China. The air-drled stems (1190g) cut泊tosilces were ex回 .ctedwi出 75%

MeOHat r∞m temp.百lecombined ex回.ctswere concertrated and acidified with 10% HCl to PH 

2. The acid phぉewas removed by CH2C12 ( x 3) aIld wぉ basifiedwith 25% NH3H20ωPH 11 

and extracted with CH2C12・Thebasified phぉewas saturated with K2C03 and extracted with 

CHzClz repeatedly uotil it became negtive to Dragendorffs reagent.百eCHz Clz extracts were 
combined and dried on anhydrous NazS04 and evaporated to dryness in vacuo.百lecrude alkaloi也

(5.4g) were obtained as a pale brown oil in a 0.45% yield of血edry stems.百le世yleaves (750g) 

also were treated with the same pr∞edure邸 describedfor the stems to give出ecrude alkaloi也

(1.3g)泊 a0.17% yield. 

The crude alkaloid (5.4g) from出.estems was subjected to silica gel column ( Merck， type 60， 

230-400 mesh， 410g ) with CH2C12-MeOH-25%NH3H20 (43 : 6 : 1)， 250・ml企actionscollected， 

monotoring with TLC， to give 17企cations.The frcation 1-2 onsilicagel column with solventEtzO: 

MeOH : 25%NH3H20 (50 : 15. : 1) yielded (・)-N-(3-oxobutyl) cytisine (46mg) and 

(・)-rhombifol泊e(25mg). From the企action 6・7 yielded (・)-methylcytisine ( 0.27g )， 

(・)-N・formalycytisine(0.16g). The fractions 8・12were subjected to s出cagel column wi也solvent

CH2C12-MeOH (4: 1) yieldedcytisine (1.35g) and epibatifoline (1.13g). From the fractions 
14・15

on silica gel column with solvent CH2C12・MeOH-25%NH3H20 (50 : 2.5 : 0.5) yielded 

(・)ーlusitanine(0.6g). (+)-epilupi凶ne(0.2g) was sep紅atedfrom the fractions 16・17with solvent 

CH2C12・，MeOH(10: 1). 

The basic fraction from leaves wぉ alsoinvestigated in血，esame manner. 

Isolation of 1. The fraction 3 wぉ repeatedlysep紅atedby column with solvent system 3 to yield 

(・)・N-(2・oxop戸rolidinome也yl)cytisine (1， 9mg)， colorless crystals丘omCHC13， mp 169・170
0
C，

IR (KBr)/cni・11650 (C=O). EI-MS mlz 287.1627 (M"， calc. for C16H21N302 : 287.1625， 13%)， 

203 (6)， 189 (27)， 160 (10)， 146 (13)， 98 (100)， 70 (58)，58 (10). 

Isolation of 2. The 企action 5 was separated by column with solvent system 

CH2C12・CH3C~H5・MeOH・25%NH3H20(8 : 8 : 1 : 0.1) to give (ー)ーN-(N・acetylaminome出.yl)

cytisine (2， 5mg， oil)， IR (KBr)/cm'・13450 (NH)， 1650 (C=O). EI-MS rnlz 261.1473ゆ1(， calc. 



for CI4HI9N302 : 261.1478， 17%)， 218 (M七CH3CO，2)，203 (M"-CH3CONH，24)， 190 (85)， 189 

(60)， 160 (23)， 147 (100)， 146 (76)， 58 (93). 

Isolation of 3. The企action4 was民P訂atedwith CH2~・ AcOEt-MeOH (5 : 5 : 1) to yield (+) 

hupeol (3，8mg). 

Syn出esisof compound 1 from 4. (・)-cytis加.e(4 ， 38mg， 0.2mmol)， 35% formal泊 0.017ml( 

0.2mmol)釦 d2・pyrrolidone17mg (O.2mmol) were mixed and ref1exed泊 EtOH(2ml) for one 

hour. The product w出 chromatographyon silica gel column with CH202-AcOEt-MeOH (6: 6 : 

1) to ob回泊 1泊 ayield of 93% (53mg). 

Synthesis of compound 2. It is出.esame way wi血syn血.esisof 1， reflexing (・)-cytisine(4)， 35% 

forma1in and N-acetamide O.lmmol， respectively. 2 w箇 sep紅atedon silica gel column wi出

solvent system 3 and ob阻担ed泊 ayield of 86% (22mg). 

Synthesis of compound 3 from 4. 12-chlor'∞ytis泊.e，which w錨 derivedfrom (・)・cytisinewi血

NCS， wぉ treatedwi出 KOH-EtOHand give 11，12・dehydrocytisine.ll，12・dehydrocytisineand 

NaN02 were reacted泊 5%HCl at 0-5'C 12 hours ωgive 3 smoo出ly泊 77%yield.. 

Acknowledgemen倍 We訂'egrateful to由.esupports from Association of J apanese-Chinese 

Medicine. 
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(ー)ーCytisineからの合成による(+)-hupeolの絶対配置の決定

星薬大・医薬品研王永紅、-久保元、東山公男、 O大宮茂

北京中医薬大・中薬李家実

【目的】 (+)-Hupeolは、中国産Maackiahupehensisから見いだされ、 (ー)ーcytisine

の様なルピンアルカロイドの基本構造をもつが、 12位窒素が酸素に置換された非ア

ルカロイドであり、極めて珍しい化合物である。 (+)-Hupeolが、ルピンアルカロイ

ドの最終代謝産物と考えられている(ー)ーcytis加eから非アルカロイドへの代謝産物で

あるならば、両化合物の絶対配置は同じはずである。そこで、 (+)-hupeolの絶対配

置を決定するために、絶対配置既知の(ー)-cytis加eより合成することを試みた。

防法・結果】(ー)ーCytis加eからNCSによるハロゲン化、脱塩酸反応を経て， 2を得、

2とE硝酸をー5"Cで 24時間反応させ， (ー)ーcytisineから 30%の収率で (+)-hupeol

{mp 216"C， [α] z3 0"" +33 (EtOH， 0-0.4) }を得た。この結果から、(+)ーHupeol

の絶対配置は、(ー)-cytis加eと同じ (7R，9R)と決定され、従って(+)-hupeolは

(ー)-cytisineの代謝によって生成したものと考えられる。この環状イミンとE硝酸と

の反応によるへミアセタールの生成反応の一般的な応用性については現在検討中です。

N??令戸JCI法 lVN芯呪15HO
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(1)学会・研究会等においての口頭発表 ⑤ ・ 無 (学会名・内容)

第 49回日本薬理学会北部会

In volvement of mitochondrial benzodiazepine re田ptorin social isolation-induαd 

decrease in pentobarbital sleep in mi∞(口演)

(2)学会誌等に発表した論文 得〕 ・ 無 (雑誌名・論文名)

1. Life Sciences併戸時吟河川与 fl77ザー/7~'f， 片付
Possible Involvement of diazepam binding inhibitor and i俗世agment
octadecaneuropeptide in social isolation s位凶s-induceddecrease in penωb訂b註al

sleep in mice 
著者:萱而博、松本欣三、渡遺裕司

2.L約Sciences(in press) 
Involvement of peripheral type of benzodiazepine r民 eptorin social isolation stress-
induced decrease in pentobarbital sleep in mice 

著者:萱而博、松本欣三、渡遁裕司

3. Neuroscience Research (in press) 
Diazepam binding in励 itor(DBI) gene expression in the brains of socially isolated 
and group-housed mice 

著者:萱而博、松本欣三、東田道久、金子喜彦、渡遺裕司



3.今後の研究計画

これまでに脳内 GABA-A受容体機能を制御する脳内物質の動態がスト

レス病態発見と密接に関連する可能性を検討していた.今後，脳内 GABA-A受

容体機能を制御する内因性物質候補の動態と薬物誘発睡眠時聞の短縮や攻撃性

などのストレス病態発見との関連性を定量的に解析する.この研究より，内因

性物質の生理的病理学的な役割を突き止められることが期待され，またヒトに

おける慢性的心理的ストレスに起因する疾患の予防，治療法の確立が可能とな

る.更に 内因性物質の活性を調節する和漢薬，伝統薬物，合成医薬品を探索

することによって新しい機序の抗ストレス薬の開発の突破口となるものと期待

される.

4.研究指導者の意見

本研究は、 1)長期隔離飼育ストレスにより内因性リガンドである DBIが中枢性

および末梢性の BDZ受容体に結合し、直接的および間接的に GABAA受容体機能

を低下させ、マウスの PB睡眠を縮短する、 2)隔離ストレスは視床下部DBI遺

伝子レベルの減少をもたらす、ことを明らかにした。

このような隔離飼育ストレスで惹起せれる中枢機能変化の研究が、ストレスに

起因した精神神経疾患の病因解明や治療薬の開発に有用であることを示した点

が評価された。

研究指導者氏名泉ι裕司窃

5.研究報告

別紙形式を参考に、報告本文4000字以上で報告して下さい(枚数自由・ワープロ使用)

タイトル・要旨等は日本語で、 KEYWORDS以下は日本語或いは英語で記入して下さい。
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論文発表に当っては、日中医学協会一日本財団補助金による旨を明記して下さい。
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隔離飼育ストレス誘発のぺントバノレビ、タール睡眠短縮における

Diazepam Binding Inhibitor (DBI)の役割

萱而博

中国遼寧中医学院薬学部講師

指導教授渡遁裕司

日本富山医科薬科大学和漢薬研究所所長

本研究はストレスに起因する不眠症、うつ病、不安神経症などの発症原因の

解明やそれらの疾患の治療薬の開発に資することを目的として、長期隠離飼育

マウスの情動ストレスモデルとしての有用性を検討したものである。

1 )長期隔離飼育マウスではペントパjレビ、タール(PB)誘発睡眠は短縮されるので、

この PB誘発睡眠を指標として、 diazepambinding inhibitor (DBI)や中枢型のベン

ゾジアゼピン (BZD)受容体措抗薬flum沼 enilの作用を検討したが、影響は認め

られなかった。しかし、 flum沼 e凶を脳室内投与すると陪離群の PB誘発睡眠の

みが延長され、 DBI前処置により抑制された。他方、 DBIは用量依存的に群居群

マウスの PB誘発睡眠を短縮し、 flumazenilの前処置によりその結果は遮断され

fこo

これらの結果は、長期の隔離飼育によりマウス脳内における DBIの量または

活性の変化が生じ、 GABAA受容体複合体上の中枢性 BZD受容体(CBR)を介する

GABAA受容体機能低下し、マウスの PB催眠活性の減少に寄与している可能性

を示唆している。

2)グリア細胞のミトコンドリア膜上に存在する末梢性 BZD受容体(PBR)は、

ニューロステロイド産生を調節し、 GABAA受容体機能に対して間接的に働く事

が知られている。 GABAA受容体の非競合的措抗薬である Pregnenolonesulfateを

脳室内投与すると隠離群の PB睡眠は影響されず、群居群で用量依存的な短縮が

起こった。一方、末梢性BZD受容体作動薬 FGIN-l・27や同措抗薬 PK11195や

pregnenolo~e (神経ステロイドの precursor)は逆に隔離群の PB誘発睡眠のみを

用量依存的に延長した。更に隔離群における FGIN-l・27や PK11195や

Pregnenoloneの効果は単独では作用しないPregnenolonesulfateにより措抗された。

従って、隠離群の脳内では (1)GABAA受容体作動性神経ステロイドの活性

低下、 (2) GABAA受容体作動性神経ステロイドの活性上昇、あるいは (3) 

( 1 )と(2)の両方の変化が生じて GABAA受容体機能低下し、 PB誘発睡眠

が短縮される可能性が推察された。
(3 )脳内の DBlmRNA分布を insitu hybrid包ation法で測定した結果、 DBI遺

伝子は視床下部や小脳に分布することが明らかとなった。脳内の DBlmRNA量

をRT-PCR法で測定した結果、視床下部の DBI遺伝子量が隔離飼育期間の長さ

に依存して減少することが明らかとなった。この結果は DBI遺伝子が隔離マウ

スにおいて過剰発現するという仮説に反するが、 DBIペプチドによるネガティ



ブフィードバッ夕、 DBIよりも強い活性を持つ他の内因性基質、ストレス関与

ホルモン等による影響のためであると考えられた。視床下部・下垂体・副腎皮質系

は種々のストレス刺激に応じて即座に活性化され、糖質コルチコイドの分泌量

を増加させるので、糖質コルチコイドが脳内における DBI遺伝子発現に影響を

及ぼす因子の一つである可能性がある。

Key words:隔離飼育ストレス(Socialisolation s位回s)，ベンゾジアゼピン受容体

(Benzodiazepine (BZD) rωptor) ， GABAA受容体(GABAAreceptor)， Diazepam binding 

in1nbitor (DBI) ， mRNA， In situ hybridization，ぺントノ'¥}レビタール誘発睡眠

Pentobarbitol・inducedsleep. 



研究報告

Studies on the Involvement of Diazepam Binding Inhibitor (DBI) 

in Social Isolation Stress-induced Decrease in 

Pentobarbital Sleep in Mice 

Social iso凶 ons臨 sαusesa decre錨 ein也ehypnotic action of pentobarbi凶 (PB)

in mice. Investigations have rev回 led也at也ealteration in PB sleep by也estress is due to 

dysfunction of GABAergic systems in也ebrain， and也atendogenous substance(s) with 

組 inversebenzodiazepine (BZD) re回 ptoragonist property play( s) a role in出話 alteration.

Diazepam binding inhibitor (DBI)， a polypeptide isolated from m釦 unalianbrains， is a 

putative endogenous BZD. r民 epωrligand since it h笛 ahigh affinityωBZD receptors， 

negatively modulates GABAA receptor (GABAA-R) function釦 dproduc白血xiety，

aggression， e位.τbepurpose of也isstudy is to evaluate the possible involvement of DBI 

and octade回neuropeptide(ODN)， a peptide spliced企omDBI， in social isolation-indu白 d

decrease in the hypnotic action of PB. 

Section I. Possible Involvement of DBI and Its Fragment ODN in Social 

Isolation Stress-induced Decrease in PB Sleep in Mice 1) 

To t回 t血epossible participation of DBI組 dODN in isolation s紅白s-induced

reduction of PB hypnotic activity .in mice， male ddY mice (18・20g， 4 weeks old) were 

either housed in groups or isolated individually for 6 weeks before expe由nents.PB-

induced sleep wぉ measuredぉ也eduration between the loss of也erigh出.greflex and its 

retum following in回 peritoneal(i.p.) injection of PB-Na (50 mg!kg). The t凶 tdrugs were 

given in位ac町ebroven凶ωlarly(i.c.v.) 30 min before PB. DBI and ODN (3 and 10 nmol) 

dose-dependently decreased PB-induced sleep in group-housed but not isolated mi∞.10 

m 脳t， f1um沼 enil(16.5・33nmol)， a BZD receptor釦旬gonist，reversed出ePB sleep in 

isolated mice to the normal level without a宜ecting也atin group-housed animals.百le

e世記tsof DBI and ODN in group-housed mice w町.esigni自国政lyblocked by flumazenil 

(33 nmol). 10 con臨む出回ep刷 d回 (10nmol) significantly a蜘 uated血ereversing 

e賀町toff1um包 enilin isolated mi田 .τE岱 eresults sugg創出atthe change in也eactivi守

or∞ntent of DBI and ODN in出ebr拍10C∞rsfollowing social isolation釦 d∞n凶but回

p訂tlyω 也edecr回sein出ehypnotic action of PB in mi回 partlyby down-regula出g



GABAA -R functIon via the cen凶 typeBW  recep町 (CBR)on the GABAA-R∞mplex 

(see Fig.1組 d2).
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Fig.l 
E宜'ectsof DBI (A)， ODN (B) and 
flumazenil (C) on pentobarbi也I
sleep in group-housed 組 d
socially isolated mice. Animals 
W町eei出町 group-housed(open 
circles) or socially isolated 
(clo民 d circl凶) for 6 vveeks 
before the start of the 
は pe血 ents. DBI (1・10
nmol!mousの， ODN (1・10
nmol!mou吋 orflum沼 enil(0・33
nmol/mousのvvasinjected i心 v.
ωgroup-housed 組 d 田 cially
isolated mice 30 min before the 
pentobarbital injection (50 mglkg， 
i.pふEachdata point represen也
也emean :!:: S.E.M. A: Fhousing 
∞nditions x DBI (3，69)=4.11， 

P<o.01. B: Fhousing conditions x ODN (3，71)=5.20， p<O.01. C: Fhousing 
condition x flumazenil (2，58)=38.24， P<O.OOl.う<0.05vs. respective 
group-housed animals. #p<0.05 vs. vehicle-仕eatedcontrol. Each datum 
repre民 nts血eme組土 S.E.M.(n=9・10).
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Interaction between回 dogenousBZD 

re田 pωrligands， DBI佃 dODN，却d

flumazenil in pentobarbitaI sleep of 

group-h oused 阻 d socially iso.lated 

mi低 DBI (A: 3 and C: 10 

nmol/mouse) or ODN (B: 3 and C: 10 

nmol/mouse) was injected ic. v. 10 min 

before the ic. v. injection of flumazenil 

(33 nmoVmouse) or vehicle. Twenty 

min later， pentobarbitaIσo mg/kg) 

was injected i干 A: FDBI (2， 

30)=9.67， p<O.01. B: FODN 

(2，30)=9.07， p<O.01. Each datum 

reprean匂 them回 n:1: S.E. M. (n=9・

10). • p<0.05. vs. vehicle aIone. 

均<0.05vs. flum沼田il，DBI or ODN 

aIone. 

Section 11. Involvement of Peripheral Type of Benzodiazepine Receptor in 

Social Isolation Stress-induced Decrease in PB Sleep in Mice 2) 

In con住錨tぬ CBR， peripheral-type BZD recepぬrs (PBR) located on 血e

mitochondrial membrane of glial cells exerts an indirect action on GABAA-R function 

through regula血gneurosteroidogenesis. To clarify the role of PBR in也edecrease in PB 

sleep伺 usedby social isolation， FGIN・1・27(FGIN)釦 dPK 11195σK)， PBR agonist 



組d組匂.gonist，組dpregnenolone (P阻 G)，a neurosteroid preωrsor，釦dpregnenolone 

sulfate (PS)， a neurosteroidal negative allosteric modulator of GABAA -R were given i.c. v . 

30 min before PB， r，岱pectively.FGIN， (25・100nmol)， PK (14-28 nmol)，釦dP悶 G

(15-30 nmol) dose-dependently normalized PB sl白pin isolated凶白 withoutaffecting 

也atin group-housed animals. In contrast， PS (24 nmol) reduced也ePB sleep in group-

housed but not isolated mice. PS， at也esame dose， si伊 ificantlyatlenuated the e百'ectsof 

FGIN (100 nmol)， PK (28 nmol)組 dPREG (30 nmol) in isolated凶ce，while FGIN 

(100 nmol)， PK (28 nmol)組 dP悶 G(30 nmol) significantly blocked the effect of PS 

(24 nmol) in group-housed mice.百回erl回 ultssuggest也atdecrease in也eg回目isof 

neurosteroid(s) with a GABAA-R agonistic profIle regulated by PBR is al~o partly 

impli回.tedin the down regulation of GABAA-R ~ol1owing social isolation and∞n回ibut岱

.to也edeロeaseof PB-induced sle叩 inisolated mice. B回 ides，FGIN組 dPK， at the doses 

tested， tended to attenuate the DBI or ODN-induced deロeasein PB sleep in group-housed 

mice， sugg凶血g出at出岱epeptid凶 preferentiallyinteract with CBR in the brain笛

shown in Fig.3・7.

Section 111. Benzodiazepine Binding Inhibitor (DBI) Gene Expression in 

The Brains of SociaIly Isolated and Group-housed Mice 3) 

To白ldbiochemi回 1evidence that supports behavioral findings descried above， DBI 

gene expression in the brain of group-housed and isolated mice w錨 exarnined.Consistent 

with the previous reports，也e的 si;加 hybridizationresult showed s仕ongsignals of DBI 

mRNA around the regions of出e也irdven位icle，白pecially血e出ling∞l1s，出earlωate 

nucleus of the hypothalamus and the cerebe11um in bo也 sociallyisolated and group-

housed animals. Unexpectedly， however， semi-qu組 titativeanalysis with RT-PCR 

technique revealed也atisolated mice had significantly less expression of DBI mRNA in 

the hypothalamus也angroup-housed animals and there wぉ nodi首位encein 也e

expression in the other brain are錨 betweentwo groups. In addition， the significant 

decr回 sein也egene expr白 sionwぉ foundin the mice individually isolated for 2 weeks 

組 d也isdeロeaseparalleled with the decrl回 sein PB sleep in也emice isolated for the same 

period. Al血ough出sfmding h訂dlyagr田 swith our hypo也凶is也atDBI gene might be 

overexpr国 sedin isolated mice， it provid回 evidence也atisolation str凶 sa:ffects DBI gene 

expressi∞.百lemost possible mechanism underlying也isdeロeaseof DBI mRNA is血e



Fig.3 
Effects of FGIN on PB-induced sleep 
in group-housed釦 dsocially isolated 
mi∞. Animals were eith町 group-
housed or socially isolated for 6 
weeks before the s也rt of the 
experむ即時. A: FGIN (25・100
nmol!mouse) was injected i.c.v. to 
group-housed (open circl回) or 
socially isolated animals (closed 
circles) 30 min before the PB 
injection (50 mg/kg， i.pふEach
datum point represents the me組主

S.E.M. Fhousing conditions x FGIN 
(3， 57)=7.14， p<0.01 (n=7-9). 
中<0.05vs. respective group-housed 

釦 imals.#p<0.05 vs. vehicle-回 atedcontrol. B釦 dC:お (24nmolJmouse) and 
FGIN (100 nmol) were either given alone or coadmini恥 redi.c.v. to socially 
isolated mice (B) or group-housed mice (C) 30 min before PB (50 mg/kg. i子).
Each datum reprlωents the mean主 S.E.M.of 9・10mice (B) or 8・9mice (C)， 
*p<0.05. 
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Fig.4 
Effects of PK on PB-induced sleep 

in group-housed 組 d socially 

isolated mice. An加alswere either 

group-housed or socially isolated 

for 6 weeks before the start of the 
expe血 ents.A: PK (14-28 nmol) 
W出 injectediιv.句 group-housed

(open circl凶)or socially isolated 
animals (closed circles) 30 min 

before the PB injection (50 mglkg， 
l.pふEachdata point repr回 ents

也emean 主 S.E.M. F housing 

∞nditions x PK (2， 53)=4.08， 
p<0.05 (n=9・10). *p<0.05 vs. 
r回 pectivegroup-housed animals. 

均<0.05vs. vehicle-回 ated
∞ntrol. B組 dC: PS釦 dPK (24釦 d28 nmol) were coadministered i心 v.to 

socially isolated micc (B) or group-hou部 dmicc (C) 30 min before PB (50 

mg/kg). Each datum point r叩時田n悩也emean土 S.E.Mof 9 mice (B) or 8・9

(C)， *p<0.05. 
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Fig.5 
Effect of PREG on PB・induced
sleep in group-housed and 
socially isolated mice. Animals 
were either group-housed or 
socially isolated for 6 weeks 
before the s回rt of the 
expe血 ents.A: P悶 G (15・30
nrnol/mouse) was injected i心 v.
to group-hou記 d(open circles) or 
socially isolated animals (closed 
circles) 30 min before the PB 
injection (50 mglkg， i.pふEach
datum point repr回ents也emean 
主 S.E.MFhousing conditions x 
P悶 G(2， 48)=4.05， p<0.05 

(n=9). *p<0.05 vs. respective group-hou田d釦 imals.#p<0.05 vs. vehicle-
回 atedisolated組加als.B担 dC: P悶 Gand PS (30租 d24 nrnol) were 
∞administered to socially isolated miα(B) or group-housed mice (C) 30 
min before PB (50 mglkg). Each datum point repr回 ents由eme組主 S.E.M
of 9 mice (B) or 8・9mice (C)， *p<0.05. 
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Fig.6 (A) and (B) Effects PK11195 (PK) on pentobarbi凶 sleepin group-
housed mice pre位eatedwith DBI or ODN. Animals were either group-
housed for 6 weeks before the 5匂rtof the experiments. DBI or ODN 
(3nmol) was i吋ected i.c.v. respectively 10 min before PK (28 
nmol/mouse) given and也en20 min later也epentobarb註alinjection (50 
mg/kg， i.p.) was administered. Each datum point repr回 ents出emean主

S.E.M (n=9・10).*p<0.05 vs. vehicle treated group. 
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mg/kg， i.p.) was administered. Each datum point repr邸時 themeanま

S.E.M (n=9・10).*p<0.05 vs. vehicle treated group. 
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F.合、も
DBI mRNA distribution in the brain tissue of mice group-housed for 10 weeks. DBI 
mRNA was found around regions of the hypothalamus and cerebellum. A: Brain slice 
hybridized by DBI sense probe; B: Hypothalamus region hybridized by the sense probe， 
in which 3V， AN and ME represent the third ventricle (ependymal cells)， arcuate 
nucleus and median eminence (10 x)， respectively. Whole brain slice (C) and 
hypothalamus section (D) were prepared from group-housed mice and hybridized by 
DBI antisense probe. E and F: Cerebellum regions hybridized by sense probe (E)， or 
antisense probe (F)， respectively~. DBI mRNA was found abundantly in the Purki吋e
layers (arrows， 10 x). 
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Fig. 9 Social isolation str，岱s-inducedchanges in血eDBI gene level in the brain. Mice 

W町eeither group-housed or individually isolated for 6 weeks before the s匂rtofthe 

experiments. DBI mRNA was extracted from the brains of each animal groups. A: 

digitized image ofDBI mRNA (i， lan回 1・5:socially isolated mice; lanes 6-10: group-

housed micのandGAPDH mRNA (ii， lanes 1-3: socially isolated miα; lan回 4・6:

group-housed miα) extracted from the hypo出alamusregion of socially isolated組 d

group-housed mice. B: quantifiαtion of DBI釦 dGAPDH mRNA signals in the 

hypo也alamusregion of group-housed and socially isolated mice. Each da旬 column

repre田 n也也emean :!: S.E.M. (n=3-5). *P<0.001 (Student's t -t回 t).
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Fig. 10 Social isolation stress-induced cbanges in tbe DBI gene 

level in tbe brain. Mice were eitber group-boused or individually 

isolated for 6 weeks before 出est訂 tof the experiments. 
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hippocampus (伺Hip.)of group-housed and socially isolated mice. 

DBI mRNA extracted from each brain region of socially isolated 

(lanes lJ，5，7，md9)and group-POused凶 ce(lanes 2， 4， 6， 

8，and 10) wお包nplifiedas described in the text. 
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Fig. 11 Isolation stress time-dependently induc白 DBIgene level decre ase in 
mice hypothalamic region 



negative feedback regulation by DBI P句tide，0也erendogenous subs凶 α(s)wi也 more

potωacti吋守白血 DBI，ors位協明latedhormones (see Fig.8-11). 

Section IV. Corticosterone Modulation in Hypothalamic DBI Gene 

Expression in Mice 4) 

Since the hypotha1amo・pitui凶 y-adreno∞出国lax詰 ispromptly activated in r凶 ponse

to variety of stress釦1stimuli釦 dis duly r凶 ponsiblefor the secretion of substantia1 

qu釦 .titi時 ofglucocorticoids，社 rais白血epossib出ty也atglucocorti∞ids may be one of 

也efactors也at回 na宜ectDBI gene expression in出ebrain. To elucidate this hypothesis， 

ma1eddYmi回 (4weeks old) re田 ivedstress-dose of ∞rticosterone (CORT， 1 or 5 mg， 

s.c.) daily for 1， 3佃 d7 days and DBI mRNA level in也ehypo也alamus佃 dthe duration 

.of PB sleep in出回eanimals were m回sured.αledayafter出esingle injection of CORT 

(1組 d5 mg)， 5 but not 1 mg CORT significantly decreased DBI gene level in也e

hypo出a加nus."When the trea回 entw錨 repeatedfor 3 or 7 days， the remarkable reduction 

in DBI gene level appe紅 edin也eanima1s injected with 1 mg CORT. In parallel with the 

change in也egene level， PB-indu回 dsleep also decreased significantly in CORT・位eated

mice.τ'hese results sugg凶 t血atthe decrease in DBI mRNA level in isolated凶 cemaybe 

partly due ωa negative regulation by CORT in the brain (as shown in Fig.12・14).
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Fig. 12 Corticosterone-

induced alteration in 
hypothalamic DBI gene 
level in mice. Mice were 

glven s心 corticosterone for 

1， 3釦 d7 days before the 

S包rt of the experiments. 

RT-PCR images show the 
changes of DBI gene 

following certain interval 

adminis甘ationof the drug. 
To avoid any deviation 

cau田 d by sampling， 
GAPDH mRNA w出 used

笛 ainternal control. 
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General Conclusion 

τ'he present findings have clar宙ed由at， 1) DBI， an endogenous BZD ligand， is 

responsible for the deロeasein PB sleep in social isolation mice through directly and 

indirectly down-regulating GABAA-R function by binding to CBR and PBR， 2) isolation 

stress induc時 adecrease in hypothalamic DBI gene level， possibly出rougha negative-

feedback mechanism by which CORT may act鎚 animportant modulator. 
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Abstract 

Oiazepam binding inhibitor (OsI)， a putative endogenous polypeptide Iigand for benzodiazepine (BZO) receptors， has been 

shown to act as an inversc BZO receptor agonist in the brain.、;Vepreviously sllggested that thc social isolation stress-induced 

decrease in pcntobarbital sleeping time in mice was partly due to an increase in thc activity of endogenous substances with an 

inverse BZO rcceptor agonist-likc property such as OsI. In this study， we examined whether the OBI gene expression is affccted 

by socially isolatcd stress. Consistent with the previous日ndings，the in situ hybridization result showed very strong signals of OBI 

mRNA around the regions of the third ventricle， especially th巴 liningcells， the arcuate nucleus of the hypothalamus and the 、

cerebellum， in both socially isolatcd and group-housed animals. Unexpectedly， however， semi-quantitative experiments with 

reverse transcription-polymerase chain rcaction tcchnique revcaled that socially isolated mie:c had significantly less exprcssion of 

OBI mRNA in the hypothalarnlls than group-housed animals， and no difference in the expression in the other brain areas was 

observed betwecn two anirnal groups.、:Vediscuss thc relationship between the decrease of DBI mRNA expression in the 

hypothalamus and the dccrease of GABAA receptor function following long-term social isolation in mice. (1) 1999 Elsevier Science 

Ireland Ltd. AIl rights reserved. 
-----ーヲ孔:

KeYlI'ords: 0町 r耐 lA;Diazepam bindi附 n刷刷 (OsI);Inザhybridi川町

1. Introduction 

Our previous sludies have showed that the pentobar-

bital・inducedsleeping time in socially isolated mice is 

significantly shorter than that in group-housed animals 

and the intracerebroventricular (i.c.v.) injection of the 

benzodiazepine (BZD) receptor antagonist f1umazenil 
can normalize the pentobarbital-induced sleeping time 

in isolated mice without affecting the sleep in group-

housed animals (Ojima et al.， 1995; Matsumoto et al.， 

1996; Ojima et al.， 1997). In addition， the effect of an 

inverse BZD receptor agonist FG7142 on pentobarbita1 

sleep in group-housed and socially isolated mice was 

opposite to that of f1umaz巴nil;FG7142 caused a de-

• Corrcsponding author. Tcl.: + 81・764・M・2281;fa:<， + 81・764・J4.
5056; e-mail: mkinzo@ms.toyama.mpu.ac.jp. 

crease in the sleeping time in group-housed mice with-

out changing the sleep in socially isolated mice. Based 

on these findings we hypoth巴sizedlhat endog巴nous

substance(s) with an inverse BZD re田 ptoragol1lsl 

property may be involved in this alteration (Ojima et 

al.， 1997). ~ 

Diazepfim binding inhibitor (DBI) and its spliced 

fragmen~ octadecaneuropeptide (ODN) and triakon・

tatetranらuropeptideσTN)年re putative endog~nous 
BZD r民 eptorligands (Guidotti et al.， 1983; Guidotti， 

1991). Evidence indicates that these peptides negatively 

modulate the GABAA 同ceptorfunction by binding to 

BZD recognition sites (Guidotti et aJ.， 1983) like an 

inverse BZD receptor agonist， and that their effects on 

GABAA reαptors a同 reversedby f1umazenil (Costa， 

1991; Costa and Guidotti， 199り.Recently we found 

that DBI shortened the pentobarbital sIeeping tirne in 

0168・0102/99/S-sce front mattcr 0 1999 Eisevier Scicnce Ircland L!d. AII rights reservcd. 

rll: s 0 1 68・0102(99)00010-J
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group.housed but not in socially isolated mice when 

given i.c.v. and that f1umazenil reversal of pentobarbital 
sleep in socially isolated mice was attenuated by the 

iふ v.injection of DBI (Dong et al.， 1998). These find-

ings raise the possibility that DBI plays al1 important 

role町 inthe reduction of barbiturate-induced sleep by 

long-teロnsocial isolation. Thus， in the present study， 
we examined the changes in DBI mRNA expression in 

the brains of mice following long-term social isolation 

by an in situ hybridization technique and a reverse 

transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

method. 

2. Materials and methods 

2.1. Animals 

Male ddY mice， weighing 18-20 g (Japan SLC， 
Shizuoka， Japan) were obtained at the age of 28 days. 
Animals were either housed in groups of five per cage 

(24 x 17 x 12 cm) or individually isolated in the same 

size Cage. In the in situ hybridization experiments， the 

animals housed in groups or individually isolated for 2， 
4， 6， 8 and 10 weeks were used. For the RT-PCR of 

OBI mRNA， the animals housed in groups or individu-
ally isolated for 6 weeks were used. The housing was 

thermostatically maintained at 24:!: IOC with constant 

humidity (65%) and a 12: 12 h light/dark cyc1e (lights 

on: 07:00-19:00). The mice were given free access to 

food and water. The present studies were conducted in 

accordance with the standards established by the Guide 

for the Care and Use of Laboratory Animals of 

Toyama Medical and Pharmaceutical University. 

2.2. In situ hybridizatiolt 

The DBI cDNA was isolated from the mouse brain 

mRNA by using the RT/PCR method. The sequences 

of the sense and the antisense primers are A TTCG・

GCATCCGTATCAC and' AGCAGAGGT・

TAACGCTGGCCCTAAT which co汀 espondto the 

sequences from 13 to 29 and from 393 to 417， respec・
tively (Owens et al.， 1 989h. The resultant purified 405・
bp fragment was inserted fo the pBluescript II KS (ー)

vector which was treatecVwith Eco RV at 370C for 2 h 

followed by Taq polyme/ase with dTTP at 70
0C for 2 h. 

The vector pDBI was <]Ut by samHI at nucleotide 692 

of DBI cDNA for a 7:3 RNA polymerase reaction to 

make antisense RトlA/and by SalI at nucleotide 657 of 
the vector for a T7 JtNA polymerase reaction to make 

sense RNA. The retctions to make these probes were 

performed essentia，lly as described previouslyσohda 

and Walanabe， 19P6). After incubation at 370C for 60 

min， the reaction和ixtureswere further treated with 0.1 

mg/ml DNaseI f~r 15 min， and the reaction mixture 

九1もも巴守弘毛 ~Y'\:陀

was then precipitated with ethanol in the presence of 

0.4 M LiCI and 25 mM  EDTA. Both the digoxigenin-

labeled antisense (T3) and senseσ7) cRNA probes had 

an apparent length of about 500 bp. The resultant 

cRNA was placed into hydration buffer (80 mM  

NaHC03， 60 mM  Na2C03， 6 mM  dithiothreitol) and 

incubated at 600C to generate fragments of about 200-

300 bp. The reaction was terminated by adding 0.3 M 

sodium acetate and 250μg tRNA， and then precipi-
tated with ethanol. The pellet was re-dissolved in sterile 

water and stored at -80oC. In in situ hybridization 

experiments， the mice were killed by decapitation and 
the brain was removed， immediately frozen with pow-
dered dry ice， and stored for 1 day at -80oC. Frozen 

brain sections (16 J.1m thick)‘with the coordinates of A 

2.3 mm from the frontal zero plane according to the 

atlas of Montemurro and Dukelow (197勾 werecut 

using a c庁ostat，mounted onto gelatin-coated slides， 
and air dried. Before hybridization， sections were fixed 
};¥Iith 4% (w/v) paraformaldehyde in phosphate-buffered 

saline (PBS) for 15 min， followed by proteinase K 

treatment (0.5μgjml) and acetylation. The sections 

were dehydrated through a graded ethanol series， 
placed in chloroform to remove fat， treated with 100% 
ethanol and dried. After prehybridization， the sections 
were hybridized overnight with a digoxigenin・labeled

probe in a hybridization buffer consisting of 5 X stan-

dard saline citrate (SSC: 150 mM  NaCI， 17 mM  sodium 

citrate， pH 7.0)， 50% formamide， 2.7 X Oenhardt's 

solution， 10 mM  EDTA， 20 mM  dithiothreitol， 0.25 

mgjml tRNA and 10% dextran sulfate at 550C. The 

hybridized sections were washed with 2 X SSC at 550C， 
treated with 50μg/ml Rl、laseAfor 30 min， washed with 
50% formamide/2 x SSC at 550C， dehydrated in 

ethanol and dried. DBI mRNA hybridized with the 

digoxigenin・labeledprobe was detected immunohisto・

chemically using an alkaline phosphatase (AP)・conju-

gated antidigoxigenin antibody with 450 μgfml 

nitroblue tetrazolium and 175μg/m15・bromo・4・chloro-
3・indolyl・phosphateas substrates. 

2.3. RT-PCR ___-the. r.:r i cer; r今注

Total RNA inlhypothalami， cort和制， cerebell帥吟，
striata and hippo'campi of socially isolated and group-

housed mice was extracted with guanidium isothio・

cyanate according to the method of Sambrook et al. 
(1989). Brie日y，first-strand cDNA was synthesized using 

5μg of total RNA from group-housed or s~cially 
isolated animals as a template and antisense probe of 

DBI as a primer; superscript reverse transcriptase was 

used for the PCR .fingerprinting. In addition to the 

template， each PCR reaction contained 0.25 mM  de・

oxynucleoside triphosphate mix， 5μM priI!lers， Taq 
polymerase， PCR -bufTer and 2.2 mM  MgCIA The PCR sw，St.)":， 
primers used were the antisense and sense se'quenαsof 
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DDI described above. Thennal cycling was performed 
using a thermal cycler (PCR Thennal Cycler MP， 
Takara， Tokyo， Japan) and the PCR mixture was am-
plified as follows: one cycle of 940C for 5 min and then 
12-16 cycles of 940C for 1 min， 620C for 2 min， and 
720C for 2 min. These conditions were evaluated by 
electrophoresis， and the curve of optical density of the 
band versus the number of cycles was run. The PCR 
products were electrophoresed on a 3% agarose gel and 
run in a buffer containing 1 mM  EDT A， 40 mM  Tris 
and 20 mM  acetic acid (pH 8.0). The gels were then 
visualized by ethidium bromide staining. The optical 
densities of the bands appeared at 400 bp were deter-
mined using a densitometer (Bio-Rad， Richmond， CA). 
Glyceraldehyde 3・phosphatedehydrogenase (GAPDH) 
mRNA was also detected as internal control. The se-
quences of primer pairs of GAPDH were 5にCCAAG・
GTCATCCATGACAAC・3' (sense) and 
5'-TTACTCC了TGGAGGCCCATGT-3' (antisense). 
The PCR program for GAPDH mRNA was performed 
with 20 thermal cycles similarly to that of DBI. The 
GAPDH mRNA band appeared at about 500 bp. 

2.4. Slalislics 

RT-PCR data from both animal groups were ana-
Iyzed by Student's t-test. Differences with P < 0.05 
were considered significant. 

3. Rcsults 

In the in situ hybridization study， the sites of expres-
sion of DBI mRNA were visualized by the concentra-
tion of purple/blue AP reaction product on brain slices. 
In the brain coronal sections hybridized with the anti-
sense probe， the highest signal (i.e. the areas of dense 
staining) was observed in the third ventricle lining cells 
(ependymal cells) of the hypothalamic region and Purk・
inje layers of the cereb巴lIumin socially isolated and 
group-houscd mice. In addition， the arcuate nuc1eus 
and m巴dianeminence showed considerably high levels 
of DBI mRNA compared with the respective sections 
hybridized with the control scnse probe of DBI mRNA， 
while the cerebral cortex， the mesencephalic and telen-
cephalic regions， the hippocampus and some thalamic 
nuclei exhibited a weak staining (Fig.り.In some brain 
slices， a slight difference in DBI mRNA signal between 
the two animal groups was observed， but it was hard to 
evaluate the difference quantitatively (data not shown). 
To compare in more detai! the DBI mRNA expres-

sion in the brain between group-housed and socially 
isolated mice， a semiquantitative RT-PCR method was 
used. As shown in Fig. 2， the optical density of the DBI 
mR?トN、'lAband wa出sincreased almost linear旬 byat least 
16 cycles. Consistent with the data obtained by the 

present in situ hybridization experiments， the hypotha-
lamus and cerebellum exhibited more marked signals of 
DBI mRNA compared to other brain regions in the 
group-housed and so~ially isolated mice. However， the 
comparison of the DBI mRNA expression in the hypo-
thalamus revealed that the socially isolated mice exhib-
ited significantly less DBI mRNA expression than the 
animals housed in groups for the same period， whereas 
both groups exhibited almost the same level of 
GAPDH mRNA (Fig. 3). In contrast， social isolation 
did not affect the expression of DBI mRNA in the 
cerebellum and the cerebral cortex (Fig. 3). The stria-
tum and hippocampus exhibited bands of DBI mRNA 
that were so dim that the comparisons could not be 
made between both group animals. 

4. Discussion 

Our previous study suggested that social isolation 
stress-induced decrease in the hypnotic action of pento・
barbital in mice is partly attributed to the suppression 
of GABAA receptor function， and that this suppression 
is mediated by an increase in the activity of endogenous 
BZD receptor ligand(s) with an inverse agonistic prop-
erty at the GABAA receptor complex and/or the 
changes in neurosteroids capable of modulating the 
GABAA receptor function (Matsumoto et al.， 1996; 
Ojima et al.， 1997; Dong et al.， 1998). Thus， we hypoth-
esized that social isolatiori stress may change the DBI 
gene expression in the brain， since: (i) in vivo and in 
vitro studies have shown that DBI produces invcrse 
BZD receptor agonistic actions via the BZD receptor 
on the GABAA receptor complex (Costa and Guidotti， 
199り and(iりrecentfindings in our laboratory sug-
gested that DBI played an important role in the de-
crease of pentobarbital sleep caused by social isolation 
stress (Dong et al.， 1998). 
To test this hypothesis， we first elucidated the local-

ization of DBI gene in the brains of both group animals 
using in situ hybridization. The distribution pattern of 
DBI mRNA in the mouse brain agreed with the previ-
ous reports (Alho et al.， 1985， 1988; Malagon et al.， 
1993)， indicating that both sense and antisense primers 
synthesized in this study were the same as the ones 
reported (Owens et al.， 1989). However， in situ hy-
bridization results failed to clearly show the differences 
in DBI mRNA expression betw~en the two groups of 
animals. In an attempt to quantitatively evaluate the 
DBI mRNA level， a RT-PCR，iechnique was emp!oyed. 
Unexpectedly， the animals individually isolated for 6 
weeks exhibited significantly less DBI mRNA expres-
sion in the hypothalamus than the animals housed in 
groups for the same period. These findings suggest a 
c10se relationship between the change in the DBI 
mRNA expression and the decrease in GABAergic 
function in socially iso!ated animals. 
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The present result showed that the effect of social 
isolation stress on DBI mRNA expression was not 
ubiquitous in the brain and the expression in the hypo-
thalarnus was found to be most susceptible to long-term 
social isolation stress compared to that in other brnin 
areas. Although we cannot rule out the contribution of 
the 0 BI gene in. the ependymal cells to the social 
isolation stress-induced change in the hypothalamic 
DBI rnRNA content because the hypothalarnic tissue 
used for DBI mRNA extraction was not separated 
from the ependymal cell layer， these findings are very 
interesting since the hypothalamus plays an important 
role in a variety of stress-related responses and DBI in 
this area has been suggested to have a physiological 

role in regulating the onset of behavioral patterns Iike 
anxiety， convulsions， aggression， etc. (Alho et al.， 
(985). 

The unexpected results on DBI rnRNA expression in 
the hypothalarnus of socially isolated mice apparently 
contIict with our previous behavioral findings that en-
dogenous BZD receptor Iigands， such as DBI and/or 
ODN， capable of suppressing the GABAA receptor 
function rnay be overexpressed during a period of social 
isolation stress exposure to mice (Ojirna et al.， 1997; 
Dong et al.， 1998). The exact reason for this dis-
crepancy between present biochernical findings and pre・
vious behavioral results remains unclear， but the social 
isolation-induced decrease in the hypothalamic DBI 

Fig. 1. Osl mRNA distribution in thc brain tissuc of micc group.ho¥lscd for 10 wccks. ODI mRNA was found around rcgions of the 
hypothalamus and ccrcbcllum. (A) Drain slicc hybridized by OsI scnse probe; (3) hypothalamus region hybridized by the scnsc probc， in which 
3V. AN and ME rcprescnt thc third vcntricJc (epcndymal cclls)， arcuate nucJeus and mcdian eminence (10 x). respcctivcly. Whole brain slicc (C) 
and hypothalamlls section (0) werc prcparcd from grollp.housed mice and hybridized by DB! antiscnsc probc. (E，町 Ccrcbcllumregions 
hybridizcd by sensc probc (E)， or antisense probc (町， rcspectively. DDI mRNA w3s found abundantly in thc Purkinje laycrs (arrows， 10 x). 
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role in CRF release through the GABAA receptor in 

the human brain (Roy et al.， 1989). Considering the 

findings that elevated glucocorticoid hormones re-

sponse to stress exert a negative feedback to prevent 

the nervous system from over-reacting to stressful 

stimuli (Munck et al.， 1984)， it could be speculated 

that DBI mRNA expression in the hypothalamus is 

negatively regulated by CRF and/or other hormones 

responsive to the stressful stimuli and that such a 
regulatory mechanism contributes to social isolation-
induced decrease in DBI mRNA expression in the 
same brain region. To clarify such a feedback mecha-
nism of DBI mRNA expression requires mぬsurement

of the hypothalamic DBI mRNA expression at the 
early stag回 ofsocial isolation stress exposure. 

It is also possible that the decrease in DBI mRNA 
expression following long-term social isolation pro-
duces a reduction of DBI peptide in the hypothala-. 
mus and that this decrease may be implicated in 

pentobarbital sleep disorder in isolated mice. Bio-
chemical eviden田 hasdemonstrated that， besides the 
negative allosteric modulation of the GABAA receptor 
via central type BZD r田:eptors，DBI also indirectly 
affect GABAA receptor function by acting on glial 
cell mitochondrial peripheral-type BZD receptor~ ( 
thereby stimulating the production of neur~也、
that positively or negatively modula也β次官AArecep-
tor function (Costa， 1991; Co_;ta-τ自 Guidotti.1991). 

Recently Matsumoto et alHA99~ound that long-term 
social isolation decreased the 1Srain content of allo-
pregnanolone， a positive allosteric modulator of the 
GABAA . receptor and suggested that down regulation 
of the GABAA receptor caused by decrease of allo-
pregnanolone is implicated in the decrease of戸nto-
barbital sleep caused by social isolation stress. Thus， 
a reduction in the DBI content may contribute to. a 
decrease of neurosteroids with positive allosteric ac-

tion on the GADA" receptor， resulting in a decrease 
of GABAA r田 eptorfunction in the socially isolated 

animals. This idea， however， confIicts with the data 
obtained from previous behavioral experiments that 
administration of exogenous DBI or ODN to group-
housed animals produced a similar efTect to that of 
social isolation stress; both DBI and ODN decreased 

the duration of pentobarbital sleep and flumazenil re-
versed the action of these peptides (Dong et al.， 
1998). So far， no information is available on whether 

DBI P閃 dominantly enhances neurosteroid(s) with 

positive， or negative allosteric action on the GABAA 
receptor. Thus， to clarify the exact relationship be-
tween the changes in DBI mRNA expression and the 

content of DBI peptide in the hypothalamus follow-

ing long-term social isolation rcquires further investi-

gations. Such inv巴stigationsare in progrcss in this 

laboratory. 
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Fig. 2. Amplification kinetics of RT-PCR product (DBI gene) from 
the hypothalami of bolh group-housed and socially isolated mice. 
The thermal cycling was performed by the following program: 1 cycle 
or 94・Cfor 5 min. then 12-16 cyclcs at 94・Cfor 1 min， at 62・Cfor 
2 min. and at 72・Cfor 2 min. Each data point represents the mean 
value of two independent experiments. 
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gene expression seems to be explained by several fac-
tors. First， there is a possibility that other endoge-
nous substances with a more potent suppressive 
action on the GABAA receptor than DBI may b邑
induced by social isolation stress and play an in-
hibitory role in DBI synthesis via a negative feedback 

mechanism. Several DBI fragments such as ODN and 
TTN can be generated by proteolytic c1eavage of DBI 
and exert more potent activity at BZD receptors than 
DBI (Guidotti et al.， 1983， 1986; Slobodyansky et al.， 
1989; Ferrarcse et al.， 1991). In addition， our previ-
ous study demonstrated that ODN produced the 
same action as DBI in terms of pClltobarbital sleep in 
group-housed and socially isolatcd mice and attenu-

ated the normalizing effect of flumazenil on pentobar-
bital sleep in socially isolated animals at the same 

dose range as DBI (Dong et al.， 1998). Thus， it will 
be ve叩 interestingto test whether endogenous sub-
stance(s) with more potent inhibitor activity against 

GABAA receptors than DBI can be induced by the 
isolation stress. 

Secondly， stress-rel.ated hormones such as corti-

cotropin-releasing factor (CR町 and adrenocorti-

cotropic hormone may be involved in the social 

isolation-induced decrease in DBI mRNA expression 

in the hypothalamus. We previously demonstrated 

that decrease of pentobarbital sleep caused by social 

isolation stress was partly due to hyperactivity of cor-
ticotropin-releasing factor systems in the brain (Ojima 

ct al.， 1995) and that this decrease was not attenuated 

by adrenalectomy (Matsumoto et al.， 199の.More-

over， DBI has been suggested to have a facilitating 
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Fig. 3. Social isolation stress.induced changcs in thc sQI gene Icvel in the brain. Mice ゅfぎ~eithcr group-houscd or individually isolated for 6 wecks before the start orihc elCperiments. DDI mRNA w、extractcdfrom the brains o(-6ch animal groups. (̂) Digitized image of DsI mRNA (i， lanes 1-5: socially isolated mice; lanes 6-10: group-~used mice) and GAPDHtRNA (ii， lancs 1-3: socially isolated micc; lanes 4-6: group-housed micc) clCtractcd from the hypothalamus rcgio~ of socially isolated and g'roup-housed micc. (s) Quantilication of DsI and G八PDH
mRNA signals in the hypothalamus region of group.houscq必ndsocially isolated mici._ E瓦chdata column rcpresents the mean土S.E.M.(n -3-5). ・P< 0.001 (Student's I・test).(q DDI mRN八 cxprcssedin-the hypothalamus (Hyp.)， cortelC (Cortふccrcbellum(Cerc.)， striatum (Stri.)， and hippocampus (Hip.)ロfg抑rOI削 u削』

lし， 3， 5， 7 and 9) ~nd group-houscd rnice .(Iancs 2， 4， 6， 8 and 10) was amplilied as describcd in the tclCl. 

ln conclusion， we demonstrated for the first time that 
DBI gene expression in mouse brain， especiaJly in the 
hypothalamus region， can be suppressed by long-term 
social isolation stress. This finding provides an evidence 
that DBI is actuaJly involved in shortened pentobarbi-
tal sleep caused by isolation stress in mice. However， 
according to the general biochemical evidence suggest-
ing that level of gene should paraJlel that of its tran-
scripted protein， the present results seemed hardly to 
agree with the findings of our previous behavioral 
findings. To explain it， we discussed the possible mech-
anisms underlying this decrease of DBI mRNA expres-
sion such as a negative feedback regulation of DBI 
mRNA expression by DBI peptide， other endogenous 
substance(s) with more potent activity than DBI， or 
stress-related hormones. Nevcrtheless， further investiga-
tions are required to test these possibilities. 
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第9回国際寄生虫学会

学会テーマ:21世紀への寄生虫学

日本側主催代表者:会長辻守康 (杏林大学・教授)

中国側代表者 : Ming-yi Xia (lnstitute of Parasitic 

Diseases， Chinese A伺 dernyof Preventive Medicine ， 教授 ) 

学会報告

北潔 (東京大学大学院・医学系研究科・教授)

第9回国際寄生虫学会は平成10年8月24日(月)から28日(金)までの5日間、千葉市の幕琵メッセに

おいて開催されました。開会式には天皇、皇后両陛下のご隣席をいただき、アジアで初めての国際寄生虫学

会として参加者総数1270名の極めて内容の充実した国際学会となりました。本大会の開催にあたってはア

ジア諸国の経済的危機と重なりこれらの国々からの参加者の減少が危ぶまれたにもかかわらず、多数の学会

員が参加できたのはひとえに貴協会をはじめとする団体や個人のご援助によるものと心から感謝致しており

ます。本大会は日本学術会議と日本寄生虫学会の共同主催により日本医学会、日本医師会、千葉県、千葉市、

日本学術撮興会、国際協力事業団、東京都医師会、千葉県医師会、日本衛生動物学会、日本熱帯医学会、日

本免疫学会、日本生体防御学会、日本獣医寄生虫学会、および日本臨床寄生虫学会の後援によって開催され

ました。開会式に始まった大会は基調講演、特別講演、シンポジウム、特別フォーラム、ワークショップ、

一般講演 (495題)、ポスター発表 (414題)から構成され、閉会式をもって終了致しました。今回のテ

ーマである r21世紀に向けての寄生虫学Jは今日もなおマラリアや住血吸虫症をはじめとする寄生虫症が

途上国で蔓延し、重大な健康問題となっているばかりでなく、これが途上国のバランスのとれた開発と経済

発展にとって大きな妨げとなっている現状に対しでかかげられたものであります。そしてその具体的な対策

について討論するとともにワクチンや新しい抗寄生虫薬の開発、また医、薬、農、獣医、理学の各分野にわ

たる学際領域としての寄生虫学の国際的共同研究の推進について真剣な討議が行われました。

国際寄生虫学会は世界寄生虫学者連盟 (WorldFederation of Parasitologist; WFP) が主催国を指名して

4年ごとに開催される国際学会であります。現在57カ園、 83団体が加盟している寄生虫学に関する世界で

唯一の国際学術団体であります。本学会は1960年にワルシャワで設立され、現在わが国から鈴木守群馬

大学医学部教授が理事長に就任しています。本学会が日本で開催された事は様々な面で大きな意義を持って

いますが特にその成果として以下の点があげられると考えられます。

1 )本大会がアジアではじめて開催された事は特に強調すべき点であります。アジアは自然生態系、そして

その中の重要な構成員であるヒトの社会が最も多様性に富む地域であり、世界中で最大の人口を擁していま



す。この様な背景と気候、風土によって多彩な寄生虫疾患がヒトと動物の聞に広く蔓延しており、これらの

解決がアフリ力地域とともに最も重要な課題となっております。しかしこれまでにアジア地域での開催は一

度も行われておらず、日本での本大会の開催は大きな意義があったと恩われます。

2) 21世紀に向けての寄生虫症対策を考える上でますます多様化してきた寄生虫症に関して、現状を把握

しその動向と将来について極めて活発な討議が行われました。医学の研究が進み、駆虫剤、殺虫剤、消毒剤、

抗生物質などにより感染症に対する対策が進み、また衛生教育によって人々の聞に知識が普及し公衆衛生の

施策も進み先進国では感染症の問題はともすれば比重の軽いものと考えられています。しかし開発途上国に

おいては特に寄生虫症に関しては年間300万人の死者を数えるマラリアをはじめとして多くの人々を苦し

めています。力イチュウ、鈎虫、鞭虫などの土壌媒介腸管寄生虫の感染者も世界的に何億人の単位で発生し

ています。さらに先進国においても先天的あるいは免疫抑制剤の投与なども含めた後天的な免疫不全に基づ

く寄生虫による日和見感染が重大な問題となってきております。この様な寄生虫症にはまだ有効な化学療法

剤のないものも多く、さらにマラリアで顕著な様に薬剤耐性原虫や薬剤耐性ベクターの出現が対策をますま

す困難にしております。この様な状況を克服するためにはフィールド、実験室を問わずこれまでの経験を活

かし、さらに新しい知識と手法を取り入れた対策と研究が必須であります。この様な観点から基調講演のテ

ーマとして r21世紀に向けての寄生虫学のとるべき姿j r21世紀における感染症と寄生虫症の防圧に向け

てのWHOの目標」がとりあげられた点は非常に意義深い事でありました。

3) もうひとつの成果として、圏内においてほとんどの寄生虫症の制圧あるいは根絶に成功したわが国の寄

生虫症対策そして寄生虫学の進展に対する積極的な姿勢を海外の諸国に伝える事ができた点があげられます。

トルコでの前回の会議において本大会をわが国で開催する様にとの指名が行われた事は諸外国のわが国に対

する要請と期待の現れと考えられますが、実際にこれに応えるべき努力も今後必要であります。予想以上に

多くの大学院生や学部学生が参加した点はわが国の寄生虫学の発展に大いに心強い事実であります。わが国

が世界の寄生虫症対策に貢献すべきとのいわゆる「橋本イニシャチブJが実際に動き始めた事にも少なから

ず影響があったと思います。この様に科学先進国としての役割を自覚する大変に良い機会であったと考えら

れます。

以上の様に大きな成果をあげた国際会議でしたがこれを踏まえ、さらに地球規模での寄生虫対策と現代の

要請に応えられる先端的な寄生虫学研究を進めて行く必要があります。この中でわれわれ日本の寄生虫学者

の果たすべき役割はますます大きいものとなると考えられます。特に若手研究者の育成は最も重要な課題で

あり真剣に取り組むべき問題であります。この点でポランティアも含め大会会場に多くの学部学生など若い

力の新たな息吹が感じられた事は特筆に値する事でありました。

最後にこの大会の開催に当って中国から3名の第一線の研究者の参加を助成下さいました日中医学協会の

皆様にあっくお礼申し上げます。
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第3回日中合同口腔生物学会 j 

τ'he 3rd Japan-αlIna Joint Conference on Oral Biology 

-------------------------------------------------------------~ 

組織再生

Tissue Regenoration 1______-----------------------------------------------_____________________________________ーー______..J

ヲk
本木 昌彦朝日大学名誉教授朝日大学歯学部口腔外科

宿玉成佐木斯大学医学部口腔医院医院長

---------------------------------------------------------------------------------------------------. 
a 

学会報告

朝日大学名誉教授

フk
本木

第3回日中合同口腔生物学会:開催の背景

昌彦

-日中合同口腔生物学会は中国の基礎医学を発展させる一環として中国の医科学大学口腔系

(口腔医学院)を中心に日本の大学との合同会議として開催してきた。第一回の合同会議は

1994年西安の第四軍医大学口腔医学院において 8月下旬に、第二回は1996年成都の華西医

科大学口腔医学院において 8月に開催された。第一回会議の主題は"骨再生"。第二回は

"唾液腺"であった。この 2回の合同会議はいずれも中国の重点大学で開催され成功を修め

た。第三回は地方大学黒尤江省佐木斯大学医学部口腔系で開くことになりに日中医学協会

の学術交流に対する助成を申請した。

学会準備:

1993年(平成5年)8月、住木斯医学院を訪れ、合同会議開催に関する第 1回の打ち合わ

せ会議を開催。黒尤江省佳木斯医大外事弁公室等の連絡方法を確立。医学院は1998年まで

'に口腔医学系の施設の充実を計る計画を立てた。日本側は1996年から具体的に計画を実施。

1997年佳木斯大学口腔系から代表の来日計画が郵送され、 1998年(平成凶年)3月末から

4月に福岡に到着、大阪、岐阜(朝日大学)で合同会議の最終打合会を行った。

第3回日中合同口腔生物学会(1998年8月10、11日)

日本からの参加者は中国人留学生(3名)を含み合計31名。

• ， 
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• • 
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日本側特別講演:

森昌彦(8月10日 10:20・11:00)

Immunohistochemical expre田ionof cadherin and catenins fu epithelial lesions of oral mucosa 

and skin 

後藤昌昭(8月10日 13:00・13:30)

M組 dib叫arreconstruction by combination and nonvasculeorized ouωgeneous graft and 

osseo integrated加plants

奥田一博(8月10'日 14:00・14:30)

E旺'ectsof transform泊ggrow也 factorβontissue regeneration也roughin vivo studies 

道健一(8月11日 8:00-8:30)

Electropalatographic investigation of abnormal lingual palatal'contact pattems in cleft palate 

patients組 dglo回ectomizedpatient 

上回実(8月11日 9:00・9:30)

Bioartifical skin using cultured living cells，世lepresent and future 

亀谷明秀(8月11日 13:00・13:30)

Reconsttruction of defective bone by BMP 

久保木芳徳(8月11日 14:00・14:30)

Bio訂tificialprinciples of engineering加 periodontalreconstruction 

その他の日本側演題(在日中国人を含む)7演題

日中両国の発表者、座長、討論等充実した二日間の会議会議はすべて英語が使用され、

が持たれた。

8月10日，11日 2日間の詳細ア日グラムは抄録集の通り。
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￥20.000 

￥16.000 

日本円

11 

学会費:参加費等の日本人の支払額:

1.合同会議の学会登録費

2.佳木斯ホテル代(3泊2日)

3.学会後の懇親旅行(8月12日一16日) ￥70.000 

今後の課題:

日中合同口腔生物学会は今回を持って終了とし、 1999年 6月から日中合同口腔科学

会(歯科医学会)に発展的解消となる。中国の重点大学は予算もあり、設備も比較的

充実しているが、地方大学はこれに及ばない。日本との合同会議を地方の省立大学

で実施するのはそれなりの大きなメリットがある。即ち合同会議までに大学(病院)

の施設が改善されており、政府は日中合同会議のためにその大学に予算をつぎ込ん

でいることが判る。合同会議はこのようなことも考慮し、中国重点大学だけで開催

することなく日本からは不便であっても地方大学で開催することも必要と考える。

-• • . . 
• 
・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ーー・・・・・・・・ーーーーーーーーーーー ーーーーー・・・ー'・・・・・・・・・・・ー・・・・・・・・・・・・・・---------
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1百:ETHIRDαllNA-JAPAN JOINT CONFERENCE ON ORALBIOLOGY 

THE SCHEDULE OF THE TIllRDαsNA-JAPAN JOINT 

CONFERENCE ON ORAL BIOLOGY 

Aug.9， 1998 

REGISTER 

Place The ha1l of the nor也buildingof JIAMUSI HOTEL 

Aug.l0，1998 
マヨ0-8:00 BllEAKFASI 

おも-9:50 Ol!ENING CEREMONY 

αwinnan Prof Ma Xuchen Beijing Medical U血.versity，αm

Prof Kamegai Asahi University， Japan 

1. Speech by Jiamusi Mayor 

2. Speech by Prof Lu Xueshen， the President of the Jiamusi Univ1郎防

3. Speech by Prof Mori，血eJapan岱 eCha血nanofthe百世dαma-

Ja伊nJoint Conference onαョ1Biology 

4. Speech by Prof Su Yuchenι 血eα血間 αairrnanof the Third 

αlIna-J;停泊JointConお'en印 onαalBiology

5. S戸echby Prof Wang Ji加 pmg，血eDir即torof也eHospi凶

9:50-10:20 {i'ROUP PHOη〉

10:20-11:40 ACADEMIC REPORT 

α1担man Pro王Shirasuna Kyusu Universi臥Japan

Pro王WuQiu1iang Zhejiang Medi伺 1Universi臥αm

Spec泊ISp伺 ker

l.MMori A鉛hiUniversi臥J停泊

Immunohist，∞hemical exprl岱 sionof cadherin andωienines in epithelial 

lesions of oral mucosa and必n

2. Ma Xuchen . Beijing Medical University， China 

Imaging diagnosis and t伺回，entof temporomandtb叫ardisorders 

12:00ー13:'∞ LUNCH



I百ETHIRD CHINA-JAPAN JOINT CONFERENCE ON ORALBIOLOGY 

13:00ト18:00 _ACADEMIC REPORT 

SpecialSp伺 rker

αIaInnan Prof zh釦 gJ:血ωi Wc釘tChinaMediωlUniversi臥αm
Prof Ueda Nagoya Universi臥J停泊

1. M. Goto Saga MediωlSch∞'LJapan 

Manchbular reconstruction by∞mbination of a non..;羽 sc叫釦zed

autogenous gr油 ando岱切血.tegr枇 dimplan包.

2. Zhang Jinchai wc岱tC凶mMediω1Universi臥αm
Poly(ADP-nbosy) lation and∞Uagen可n血白血ofperiodon凶

1i伊mentcells

3.KOkuda Nu伊飽UniversitySch∞lofDen也句"Japan 

Effectof回nsforrninggrowth factor B on tissue regeneration也roughin

vivoぬ.Idies

4. Wu Qiuliang Zhejiang Medical UniveI割以China

A蜘 dyonrevasc叫arization組 dit's relationship wi血bone

remodeling of allogeneic manchble回 nsplan凶 on

GeneralSp伺 ker

Cbinna且ProfMichi Showa U出versl臥Jap組

Pro王SunHongchen Nonnan Be血lUlMedi伺1University， 

China 

1. Chao Gao Fukuoka Den包lSch∞'LJ叩組

Struぬ.rre-activityrelationships of sialogogic hep旬peptid郎副ogousto

包.chy凶lS

2.LiPeng wc岱tChina Medical Universi臥China

百leapoptosis ofhuman osteoblast on naturally occuning in vi位。

3. S. Smnitonmo Asahi Universi臥Japan

Expression of c-erbB・2in rat submandib叫arglandω加 ogenes包

4. LiDechao 五銅山iU出versity，China 

A clinical and e)伊 rimenta1studi回 oniliac bone orωlvarial bone 

∞，mb凶ngWl血ossω血.tegrョtedimplan包torepair defect of manchble 

5.Ji叫ipan Showa UniversIJ臥Japan

Bone remodeling around implan'包血0羽 riectomizedra包afterimpla凶 on

6.ShangD姐 iJinzhou Medical Universi臥αm

-2-



THE THIRD CHINA-JAPAN JO町 TCONFERENCE ON ORALBIOLOGY 

τhe effect ofIGF-ll on 0指 ob1astgene expression 

7. Fang Fengqin Shenyang Tumor Hospital，αm  
Parotid gland ma1ign釦 t加mor:a即 ortof120ω鰯

8.LiO且y担g Kyushu Univ1邸 i臥Japan

Mo副ityre叩onsesof oral cancぽ cellto basement membrane protβ:ms 

9. Wang Lijing L佃 zhouMediωl白Uege，αnna
Si伊:fic組関ofexpression of epidermal grow血白ctorreceptor， 

国nsforminggrow血Bfactor，句rB・20n∞geneinmyoepi也eliomaof

回H羽 rygl釦 d

10.LuD叩eng K:∞:hiMediω1SchQOLJa伊n

Cytokera:脳血Epi血eliallin血gsof maxillary cys包ma血lyexpression of 

cytokeratin 18 in me也plぉticsquamous∞11s 
11. RongLi 五翻凶iUniversi臥αma
A蜘 dyofsu治問仕切回.enton microleakage of∞mposite resion 

12. Tang Lei Shenyang AiIport Hospital， China 

百lec凹油vee:ffi回toflightcm加g∞positeresion血rep組曲gde島ctof

企'OntcroWl1

18:30-20:00 nIJNNER 

Aug. 11， 1998 

7:1∞-7:30 BREAKFASI 

8:1∞-11:00 ACADEMIC REPORT 

S伊訓dalSpearker 

cbirrn釦Pro王Mori Asahi Universi弘Japan

Prof Wu Qiuliang Zhejiang Medical Universi臥αm
1. K Michi Shwa Universi臥J叩組

Electropalatographic investi伊tionof abnoma1lingual..;戸h旬1∞n協 t

戸配rnsmc凶 palate卵白幽andglossωtomizedpatient 

2. Soo Hongchen Nonnan Be血unU:出versityofMedical Sciences，αm 
S知dyofC-erbB-2 on∞ngene mRNA expression in the sa1iVI句 rgland 

nωplasms 

3. M Ueda NagoyaUniversity， Japan 

-3-



I百ETIllRD CHINA-JAPAN JOINT CONFERENCE ON ORAL BIOLOGY 

Bioar雌ωl剥nusingC叫加古dliving cells，也epresent釦 dおture

GeneralSp伺 ker

αlatrman ProfK.am尚iA銅hiU町田'Sity，J:叩釦

Prof Sun Hongchen NIαmanBe白llllUniversity，αm 
1. T. Shiro包 ShowaUniversity， Japan 

Bone biopsy in the reconstructed mandIble being∞'DSidered for den凶

implant placem倒

2. Li Sheng1in Beijing 1¥1制iω1University，α血a

Preve凶onand treatment ofbone loss血血.emandIble by a C:凶leseh田b

medic血e:an expremen凶蜘dy

3. K Ohno Showa Univer割以Japan

Amo叩hologic蜘 dyofimplan凶 onωg泊:edareas of the mandIble 

4.PengB血 Hubeil¥制iω1University，αm  

E虫記tionofPGs and LTs on mineralazation of extrinsic human's pulp 

Cells 

11:00-12:00 VISlTING ORAL HOSPlTAL 

12:00-13:00 w..型ζE

13・:00-17:10 ACADEMICREPORT 

Cbairrnan Prof Kuboki Ho除aidoUnivel'Si臥Japan

Prof ZhangJ血chaiwc釘tC凶mMediω1Univel'Si臥αm
Sp舵:ialSp伺 rker

1.AK.ame伊iAsahi Univel'Si臥Japan

R民 onstructionof de島ctivebone by BMP 

2.Su羽lcheng 五amusiUnivel'Si臥αnna

α血iωIS加dyonα由ogna也icS町g句 F

3. Y Kuboki Hok1泊idoUniversity，Japan 

Bioarti.fical principles of en伊e出ngm開 iodos!凶recons加 ction

4. Ma Xuchen Beij血gMediω1Universi臥αm
General Speaker 

1. Huang Siguang Jinan Univel'Si'臥αm

-4-



τ百El百IRDCIllNA-JAPAN JOINT CONFERENCE ON ORAL BIOLOGY 

A clinical evaluation of低回cyclineonp伺odo凶也

2. Liu~勾白 J泊musiUniversi以αm
Aぬ:u:iyon biologic fi制 rreofαョllichenp1anus 

3. wc釦 gJia出 ng Jiamusi University，αm 
Monitoring 叫>enmen凶 lel北oplakiaby叫回IIDCfOpressre

and旬m開討uresyncbronous也.ermome出c血蛇ument

4. zhao Laiyou Jiamusi Universi臥αm
S制dyofbll∞d岬 plyof血esubmanchbular gl組 d祖 d也.edi錨lbution

of也eωna1sin也.egland body 

5. Qiao Yongmei JiamusiUnive:rsity，αm 
τhem伺卸rementof也e∞n蜘 tof叩:peroxidedismu旬seinnormal

and inflammato:ry endodontium 

ロ':10-18:∞ CLOSJ刑 G_______EEREMONY

αminnan Prof Ma Xuchen Beij血gMedical Universi以αm
ProfKame伊iAsahi Universi臥Ja伊n

1. Speech by Prof Mori 

2. Speech by Prof Su Yucheng 

3. Speech by Prof Ma Xuchen 

18:00-20:∞DmNER 

-5-



白井三貝オ団有者.WJ重量による

1 998重手足芝日司コ臣三宅詳桓話ヌヨ署吾妻龍幸良モ告書書

一学術交流に対する助成ー

1 998年 11月 30日

財団法人日中医学協会

理事長中島章殿

報告者氏名高久 晃

所属・役職 富山医科薬科大学長

/ζa二こ:._

空ム
所在地 干930申 0194富山市杉谷 2630 

電話 (0764) 34-2281内線 2000

講演集・シンポジウム写真等学会に関する資料を添付

学会・学術交流の名称 中国安流協定機関若手研究者シンポジウム

ア マ 学術史流:その成果と将来の課題

主 催 団 体富山医科薬科大学

代 表 者高久 晃

期 間・開催地 1998年10月27日......10月29日・富山市

参 加 者 数 日本側 8 名 中国卸 6 名

招へい・派遣目的 本学と国際交流協定を締結している機関である渚陽薬科大学，中日友

好医院.中国中医研究院及び北京医科大学から派遣され本学の博士課程を修了し，協定締結機関

文は大学等に帰国して活躍している研究者のより一層の活躍を期待するため，招へいしそのフォ。

ローアップを行い医学・薬学研究の進展及び日中両国友好の促進を図ることを目的とする。

1 .招へい・派遣研究者 人 数__  6ーー人記入欄不足の場合は別紙を添付。

氏 名 所属 . 役職 研究分野

劉紅星 日中友好病院薬剤部長 薬剤学

車慶明 北京医科大学薬学院教授 天然物化学

劉玉津 中国中医研究院 中薬研究所 助教授 生薬学

楊秀偉 北京医科大学薬学院教授 天然物化学

崖承彬 北京生物医薬研究所 主任研究員 天然物化学

越懐清 漉陽薬科大学 助教授 分析学

'---ーーー

滞在期間 自」盟宣一年 10月_19_日至」盟S一年_lQ_月_1Q_日

1
4
 



2 .主な滞在日程

10月27日 午前 学長との懇談会，和漢薬研究所長との懇談会

午後学内施設見学

10月28日 シンrγゥム l 難波恒雄 国際交流を考えるー多数の留学生・客員研究員との

支流研究を中心にー

2 劉紅星 日本留学の経験と中日友好病院における国際的活動

3 車慶明和漢薬成分の薬物代謝及びその薬効

4 劉玉拝 中国における遺伝子解析による生薬の鑑定

5 楊秀偉 中草薬の抗腫療活性について

6 雀承彬細胞周期の新規低分子制御剤の探索

一国際交流による共同研究の展開ー

7 越懐清富山医科薬科大学での研究生活

8 寺津捷年 脳血管性痴呆に対する釣藤散の効果

10月29日 午前県内企業見学

午後 在学留学生との交流会

3 .学術会議報告

(別紙書式を参考に，成果・今後の課題等2000字以上で報告してください。ワープロ使用)

4.収支報告

交付を受けた金額 500， 0 00 円

支出内訳(旅費・宿泊費・印刷費その他の項目別に記載別紙可・領収書コピーを添付すること)

区分 金 額 使 用 目 的

旅費 302，019円 窪承彬(171，909円)，越懐清(130，110円)分

内訳は別紙のとおり

宿泊費 198，550円 劉紅星，車慶明，楊秀偉，雀承彬分(4泊)及び趨懐清分

( 3泊)

合計 500，569円

円

4



中国交流協定機関若手研究者シンポジウム

テーマ「学術交流:その成果と将来の課題」

日本側主催代表者・高久 晃・富山医科薬科大学長

中国側代表者・劉紅星・中日友好病院主任薬剤師

学会報告

高久 晃・富山医科薬科大学長

富山医科薬科大学では，渚陽薬科大学，中日友好病院，中国中医研究院及ぴ北京医科大学と

大学問受流協定を結んでいる。これらの協定機関との継続的な学術交流及び友好関係の推進を図

るため， 1997年 8月に，北京において第 1回大学問定期国際学術支流として学生間支流を行い，

医学科，薬科学科，看護学科及び大学院学生が訪中した。

1998年10月に開催の本シンポジウムは，第 2回大学問定期国際学術突流として若手研究者の交

流のため，支流協定機関から本学に留学し，博士課程を修了して学位取得後中国に帰国した若手

研究者を招へいし開催したものである。

若手研究者の招へいにあたっては，協定機関から派遣され協定機関に帰国している者，協定機

関以外から派遣され協定機関に帰国している者，協定機関から派遣され協定機関以外の研究機関

に帰国している者の順位で選考し， 6人を招へいすることにした。

テーマには，学問分野に関わりなく発表及び参加できるように「学術交流」そのものを選ぴ，

実際に留学生として日本での研究生活を送った経験の上に積み重なった，現在の研究を中心とし

た「留学の成果」についてを，また，そこから発展する「将来の課題」についての発表により，

本学の今後の学術交流を躍進させる機会となるよう期待した。

10月28日のシンポジウムは，高久晃学長のあいさつに始まり，引続き難波恒雄氏(富山医科

薬科大学名誉教授)による「国際交流を考えるー多数の留学生・客員研究員との交流研究を中心

にー」と題した基調講演が行われた。在任中約100人の留学生を受入れ教育研究指導した実績か

ら，今後の国際交流への提言をいただいた。

中国交流協定機関から招へいした若手研究者による演題は次のとおりである。

l 劉紅星(中日友好病院薬剤部長)

「日本留学の経験と中日友好病院における国際的活動」

2 車慶明(北京医科大学薬学院教授)

「和漢薬成分の薬物代謝及びその薬効」

-
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3 劉玉薄(中国中医研究院中薬研究所助教授)

「中国における遺伝子解析による生薬の鑑定」

4 楊秀偉(北京医科大学薬学院教授)

「中草薬の抗腫蕩活性について」

5 窪承彬(北京生物医薬研究所主任研究員)

「細胞周期の新規低分子制御剤の探索一国際交流による共同研究の展開ー」

6 越懐清(渚陽薬科大学助教授)

「富山医科薬科大学での研究生活」

劉紅星氏は，本学附属病院薬剤部での研究による学位取得後，中日友好病院に勤務し，現在は

薬剤部長として活躍している。シンポジウムでは，中日友好病院における新システムの確立や薬

物研究・新薬開発に関した内容を中心に，劉氏が携わ・っている中日支流の現況について発表があ

った。車慶明氏，楊秀偉氏は北京医科大学薬学院で教授の，劉玉蒋氏は中国中医研究院中薬研究

所で助教授の職につき，日本で修得した知識を基礎に多角的な側面から展開した和漢薬の研究成

果について発表があった。窪承彬氏は，新設された北京生物医薬研究所の所長として機関の整備

に精力的に取り組んでおり，研究分野における国際交流の必要性を力説した。越懐清氏は，i:審陽

薬科大学の助教授であり，和漢薬研究所客員研究員として共同研究した経験から，突流協定機関

からの視点での発表があった。座長はそれぞれの講演者の指導教官にお願いしたが，すでに停年

退官された方もあり，大学院終了後，社会的にも研究分野でも著しく成長した姿と対面するよい

機会となった。

最後に，本学医学部和漢診療学の寺津捷年教授による「脳血管性痴呆に対する釣藤散の効果」

と題した講演があり，盛会裡に本シンポジウムを終了した。

また， 29日には，関連行事として本学留学生会主催による交流会が催された。現在の留学生は，

過去に留学生であった若手研究者達との懇談により，修学，研究，日本での生活等について種々

の助言を得ることができ，さらに，留学生及び研究者双方が今後の国際学術交流のあり方につい

て積極的に検討する場となった。

今回のシンポジウムは，大学間協定機関との実質的な交流を一層推進することを目的に，昨年

の本学学生の中国派遣に引続き，若手研究者を招へいするために企画された事業である。学生交

流と同様，招へいした若手研究者が今後の日中交流の担い手となって充実した交流が続くことを

願い，また，人材派遣による協定機関との定期的な交流が，相互理解の増進と信頼に基づく友好

関係を導くものとなることを確信している。

最後に，本事業の遂行にあたり，日中医学協会からご支援いただいたことに関係者を代表して

心から謝意を表したい。
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平成 10年度国際学術交流

中国交流協定機関若手研究者シンポジウム

プログラム

テーマ「学術交流:その成果と将来の課題」

， 

富山医科薬科大学主催

平成 10年 10月28日(水)

富山医科薬科大学 医学・薬学研究棟

ゼミナール室 1・2

時

場
日

会



中国交流協定機関若手研究者シンポジウム

9 .: 1 0 -9 :. 2 0 

開会の辞 服部征雄(国際交流委員会委員長)

挨 拶 高久晃(富山医科薬科大学長)

9 : 20-10 : 10 

基調講演

難波恒雄名誉教授

「国際交流を考えるー多数の留学生・客員研究員

との交流研究を中心にー」

座長:服部征雄{和漢薬研究所教授)

10: 10-10 : 50 

座長:堀越 勇(富山医科薬科大学名誉教授)

演者:劉紅星(日中友好病院薬剤部長)

演題:日本留学の経験と日中友好病院における国際的活動

10:50-11 :30 

座長:難波恒雄〈富山医科薬科大学名誉教授)

演者:車慶明(北京医科大学薬学院教授)

演題:和漢薬成分の薬物代謝及びその薬効

1 1 : 30-12 : 10 

座長:小松かつ子(和漢薬研究所助教授)

演者:劉玉津(中国中医研究院中薬研究所助教授)

演題:中国における遺伝子解析による生薬の鑑定

12: 10-13 : 10 昼食



13:10-13:50 

座長:難波恒雄(富山医科薬科大学名誉教授)

演者:楊秀偉(北京医科大学薬学院教授)

演題:中草薬の抗腫蕩活性について

13:50-14:30 

座長:菊池徹(富山医科薬科大学名誉教授)

演者:峯承彬(北京生物医薬研究所主任研究員)

演題:細胞周期の新規低分子制御剤の探索

一国際交流による共同研究の展開ー

14:30-14:45 休憩

14:45-15:25 

座長:服部征雄(和漢薬研究所教授)

演者:越懐清(溶陽薬科大学助教授)

演題:富山医科薬科大学での研究生活

15: 25 -1 6 : 0.0 

基調講演

寺津捷年

「脳血管性痴呆に対する釣藤散の効果」

座長:倉石泰(薬学部教授)

1 6 : 0 0 閉会の辞



日本財団補助金による

1998年度日中医学協力事情報告書

一学術交流に対する助成ー

1998年 10月 7日

財団 法 人 日 中医学協会

理事長中島章殿

震陸軍
報 告 者 氏 名 見 藤 隆 子 In川gjfl
所属・役職 日本看護協会会長屋昼富

所在地 干150心001渋谷区神宮前5・8・2

電話 03・3800・8344(直通)

講演集・シンポジウム写真等学会に関する資料を添付

学会・学術交流の名称第5回日中看護学会

テ ー マ看護研究と最新の動向

主 催 団 体中華護理学会

代 表 者理事長曽隈媛

期間・開催地 1998年 9月 11日-12日、中園、杭州

招聴・派遣目的標記学会の共催

1.招聴・派遣研究者 人数一一一人記入欄不足の場合は別紙を添付。

氏名 所 属・役職 研究分野

持事E 三E 甘百J3~EJ 向 本戸 田 口-:q;:
一一 一 「 一一ー一 一一一一一一一一 一一 話 晶盟国m届



第5回日中看護学会

テーマ:看護研究と最新の動向

日本側代表者 日本看護協会会長見藤隆子

中国側主催代表者中華護理学会理事長曽照媛

【学会概要】

期日:1998年9月 11日-12日

会場:中園、杭州「西子賓館」

主催:中華護理学会・理事長曽照媛

共催:日本看護協会・会長見藤隆子

参加者: 日本/82名、中国/96名
演題数: 日本/30題、中国/26題

学会報告

日本看護協会国際部係長小山なを美

特別講演: 日本/井部俊子第二副会長「日本の臨床看護実践を方向づけた方法論J

中国/張亜卓(北方医院)r競争者の健康リスクの分析と対策」

全体会: 日本/岡谷恵子常任理事「日本における専門看護婦の機能とその評価についての研究j

中国/菱東蘭(北京中医医院，)r八綱診断法と自然療法の中国伝統医学の看護における応用」

プログラム:別添のとおり

会場は西湖の辺、毛沢東の別荘として使われていたもので、格調高く、趣があり、参加者には好評

であった。 1分科会場については、構造上の問題があり、スライドが見えにくかったのが唯一の難点で

ある。

日本の特別講演は、これまでに日本が影響を受けた看護理論、方法論を簡潔に紹介した上で、それ

らの導入についてはクリテイカルな視点をもつことが重要であると述べ、海外との交流が増え、様々

な理論、技術が導入されつつある中国への示唆となった。

これに対し、中国の特別講演は西洋医学的手法、全体会は中国独自の医学に基づく発表であり、中

国の看護観の変化と、独自の看護手法の展開が伺えた。

中国からの一般発表では、今夏の大洪水により、 7名が参加できず、被害の全土的な規模が実感され

た。このため、参加者からの発案で寄付を集め、本会からの見舞金とあわせ、約 12万円をお贈りした。

今回の学会には、青年海外協力隊員として中国に滞在する日本の看護職 5名も参加し、また、現地

で中国語を勉強した看護学生が、急逮通訳の一人として参加するなど、草の根レベノレでの交流の広が

りも実感できた。

会を重ねるごとに内容が充実し、交流の深まりを実感している。中国の看護観に患者にどのように

寄り添うか、の視点が出てきたのも今回の大きな収穫である。

来年は中華護理学会が創立 90周年を迎え、祝賀会を予定している。これに併せ、来秋、北京で第 6

回日中看護学会の開催が決定された。本会の会員には、より臨床に結びついた発表を奨励したいと考

えている。



機綴議議議委譲

8:30 開会式(司会:王春生、岡谷恵子)

挨拶:曽照媛(理事長)

見藤隆子(会長)

来賓講演:林菊英(名誉理事長)

止00 特別講演(座長:王春生、見藤隆子)

「競争者の健康リスクの分析と対策J 張 E卓(北方医院)

「日本の臨床看護実践を方向づけた方法論J井部俊子(第二副会長)

10:30-10:40 休憩

10:40 全体会

「八綱診断法と自然療法の中国伝統医学の看護における応用J菱東蘭(北京中医医院)

「日本における専門看護婦の機能とその評価についての研究J岡谷恵子(常任理事)

12:00-13:30 昼食

治調会議院(座長:劉淑媛、井部俊子) 後務会議事1(劉書琴、岡谷恵子)

13:30 胡秀華「看護管理における病棟運営会議 鈴木美恵子「在宅高齢者と家族看護の状況ー

についての検討J 北海道帯広市と北京宣武区の比較J

大島敏子「職場診断チェック?ストの開発とこれ 彰碧芳「地域衛生サービスの効率的運用の

を用いた総合診断の方法J 探究検討J
鄭小霞「患者への健康教育の言明面につい 六角遼子「高齢者観の日中比較ー老人看護の

てJ 基礎的課題に関連して」
大宮孝子「過去8年間における服SA感染 程其梅「地域での脳卒中早期回復看護」

症の現状と今後の課題JJ
王金持「口腔科患者が自己申告する全身 岸英子「看護学生の職業意識の日中比較J

疾患擢患情況の信頼性について

の研究J
15:0ト 15:20併帯、

15:20 見玉尚子「血液透析を受けている人の日常 嬬 珪 「普通外科患者における術後の痔痛

生活についての調査J 反応と焦慮気分との関連性の研究j

向 晶 「持続性血液透析患者の家族に対 森山比路美 f7.9t7. ~サッ7"による新人トスの
する心理健康状況調査分析」 育成J

米田純子「上部消化管内視鏡検査における 李保蘭「患者中心の看護についての検討ー

感情情報提示の効果」 勤勉及び情感の重要さJ

挑良英「内視鏡による胆嚢切除術後の併 揮村まさ子「これからの院内教育ー私達の国

発症の観察及ひ宥護」 立病院での取り組みJ

上沌博子「婦人科領域で看護に求められる 郭風仙「当院在職看護婦の継続看護学科教

イン7オームドコンセント一手術を受けた 育と実施管理J

患者の調査からJ

16:35 

[18:0_Qー懇親会(司会:王春生)
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治科姿議長(座長:劉淑媛、富田幾枝) 治蒋会頭(座長:劉書琴、鈴木美恵子)
8:30 銭恵珠 fCAPD患者地域看護の効果の分析 高梅嫡 f1l9例の高濃度小.9ン塩水の静脈

及び体験会得したことJ 内保留置入による双腔管抗凝固作
播材綿子「日本の訪問看護の現状J 用の臨床実験」

石原紀美子 f7797イ立分娩の導入J
皮紅英「急性心筋梗塞の静脈血栓溶解治 洪雅蓉「尺海、内関つぽへの注射による肺

療の入院前処置及び看護J 結核大曙血の治療J
石井八重子「日本の訪問看護ストションの実態 後藤幸子「授乳室環境の設計計画についての

と課題J 人間工学的基礎研究ー授乳時におけ
青 華 「臨床看護においていかに患者と る祷婦の空間配置と心理的関係性J

意思疎通の機会を掴むかJ 李 洪 f146例のE型糠尿病の臨床分析及
山城久典「保健所デイク7の機能と役割に関 び看護研究J

する一考察J 太田にわ「乳幼児の母親の育児ストレスに関する

研究J
10:00-10:20 休憩

10 :20 輸海燕「思春期の機能失調による子宮出 皮海珍「漢方うがい薬を用いた急性白血病
血に対するホルモン代替の人工 口腔感染治療効果の観察~~n*"， I 
周期治療の心理調査と分析J 大井伸子「両親学綾への取り組みと参加者の

松尾和枝「生活習慣病予防のための地域看 実態j

護の課題一小学生の健康状態と 現志華「意識覚醒患者に対する呼吸器によ|
日常生活習慣の関連性J る治療時の心理看護J

黒連芝「漢方医学における看護技術の発 白井雅美「父性性に関する研究一日本男性の
展および臨床応用J 性役割観の特徴と父子関係及び父

関島英子「地域診療所の育児相談に見る母 親像との関連J
子の健康上のニーズ」 馬 渡「双顎奇形を正紛ト科で矯正治療し

張慧敏「インドシ7~r9-ン眼底血管造影に た患者の臨床総体看護の実施につ
伴う看護から体得したことJ いてJ

12:00-13:00 昼食

緑樹議!議議(座長:劉淑媛、松村幸子) ~斜会:鶴(劉j書琴、宮地緑)
13:00 肖柳紅「高齢者の生活習慣が健康に及ぼ 下坂真知子「看護過程を導入した臨床実習

す影響一地域訪問サービスに関す の検討ー中国における日中看護
る対策の検討J 教師共同による試みj

結城美智子「世帯構成および年齢区分によ 王仙圏「上級看護学生卒業論文の口答審
る高齢者の知的能力と生活活動 査の試み」

状況一一農村地域における老人 山本よしゑ「老人福制強設及び訪問看護スト

クラブ参加者を対象としてJ ションにおける実習の効果一学生の

汗区俊華「老年心血管内科における心電遠 課題学習からの学びを分析してJ
隔測定の応用」 馬志華「看護個別分析案における PBL教

小山幸代 fJrループホームに入居した痴呆性高 学法の応用と実践J
齢者に見られた変化一入居直後か 鈴木けい子「看護学生が抱くイトマイメーγと学

ら6ヶ月までJ 習による変化j

趨禾欣「機械的換気治療後の COPD患の呼 戴風君「高位脊髄損傷患者の尿流動態検

吸機能と体力機能回復訓練につ 査時に起こる血圧変化の観察と

いての研究J 看護J
羽原美奈子「障害を持つ人の健康感と社会 内野幸子「看護学生の健康意識と健康習慣」

的支援の関連J
李愛玲「患者を中心とする腰椎間板溶核 子志紅「第3度得創の治療に対する『活

術に関する看護J 血破あ膜』の効果の検討J
山口曜子「生活習慣病予防の為の産業看護の実

際-1町‘患者の生活指導をとおしてJ
審春暖「脳卒中方麻庫患者の早期1ハピ?テー

ション看護についてJ
15:15ー15:45 休憩

15:45-16:30 閉会式(司会:曽照媛、見藤隆子)
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