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Prevalence　 of　inappropriate　 medication　 using　 Beers　 criteria

　　　　　　　　　in　Japanese　 long-term　 care　 facilities

(日本の介護保険施設におけるBeers　criteriaに基づ く薬剤不適切使用 の割合)

内容の要旨

庭　田

　 商齢 者に対 して、不遮切な処方 とな る可能性のあ る薬剤の使用実態

を摺握 するための基準が複数開発 され てお り、その中で最 もよ く用い

られ るのがB㎝sc直 ㎞aで あ る。諸外国 では、 このBeers　criteriaに基づ

き,在 宅高齢者や施設入所者 にお ける実態が多数 紐告され てきた。し

か しわ が国 の介踵保 険施殴では、入 所者 の特性 と処 方に関するデータ

が制度的 に収集 され ていないため、同様 の綴告 は未 だない。

　そ こで本研 究では、研究事業の一環 と して、米国 で翻発 され た包括

的アセ スメン ト表MDS(MinimumDateSet)の 日本版 、　MDS2.1施 股 ケ

アアセス メン トマ ニ3ア ル を通 常の業務 の中で利用 し、デー タを収集

してい た介護保険施 股を対象に調査 を行 った。MDSに は入所者の健

康状態な どのほか 、過去7口 聞の使用薬剤 を記入す る薬物治療調査票

が含まれ るので、介護保険施設 にお ける薬剤使 用の爽態 を入所者特性

と併せて初 めて把握す ることが可能 となった。

　対象 となっ た介謹 保険施般`ま17であ り、1669名 の入所者 よ りMDS

アセス メン トデー タを収集 し、Bars　criteria　20031版 に基づいて 「疾

cn病 態に よらず不適 切な薬剤」および 「特 定の疾患 ・病態におい て

不適切 な薬剤 」の使用割 合を求 めた。 さらに、前者に対 して、不適切

な使用 に関わ る要因につい て多変量 ロジステ ィック回帰分 析を行 っ

た。

　その結果 、　 「疾患 ・病態 によらず不適切な薬剤」がいずれか一つ以

上使用 され た入所者 は356名(21.1%)で あ り、抗血栓薬 チクロビジン

の便用割合 が最 も高 かった。一方 「特定の疾患 ・病態 において不滴切

な薬剤」が一つ以上使用 された入所者は300名(18,0%)で あ り、便秘

に対す るカル シウム拮抗剤 などの使用割合が最 も高か った。　 「疾患 ・

病怒 によ らず 不適切な薬剤 」の有 無を 目的変数 とした多変 量 ロジス

テ ィ ック回掃 分析 では、 「向糟神薬 の便用」 「一 日あた り薬剤費の増

加 」 「一 日あた り使用薬剤数の増加」r年 齢の低 下」に伴って、それ

ぞれc緬a咳 当薬剤の使用の リスクが上昇 した。

　本研究 の結果を諸外国の既存研究 と比較す ると、個々のcriterieQ#当

薬剤の使用馴 合につ いては、チ クロビジンの代替薬が未認可であ った

ことに よる不適切使用の高 ま%.逆 に抗不整脈 薬ア ミオダロンの処方

親制が あったための低 下等 による差異が認 められ た。 しか しなが ら、

全 体 としてのc龍6a咳 当薬剤の使用割合、お よび 「疾患 ・病態 によら

ず 不適切 な薬剤Jの 使用に関連する要因については、踏外国にお ける

厩存研 究 とほぼ同様 な結果 が示 され た。

　 今後は、よ り広範 なデー タベースを構築 し、さ らに不適切 とされ る

薬剤 を使用 した場合のア ウ トカム等につ いて探求す る必要 がある。

聖　子

論文審査の嬰旨

　 高齢者 に対 して不適切 な処方 となる可能性の ある躍剤 につ いて、

使用実態を把握す るための基準 と して最 もよ く用い られ るのがBas

criteriaであ り、es外 国で は施殴 や在宅の 高齢者 にお ける案態が 多数

紐告 され てきた。 しか しわが国の介護 保険 施設 では、入所者特性 お

よび処方に関 す るデー タが制度 的に収集 され ない ため調べ られ てい

ない。本研 究 では包括的 アセスメ ン ト碧～MDS(Minimum　 Data　SeA

2.1を使用す る介護保険施設 を対象 に翻 査を行 った。MDSに は 入所者

の状態 のほか 使用薬剤 を紀入する調査 票が含 まれ るので、介護保険

施股入所 者の薬剤 使用 と入所者 特性 を併せ て把握す る ことが可能 と

な る。

　 対象はn介 踵 保険施設 とし、入所 者1669名 について アセ ス メン ト

デー タを収集 して、Bars　criteria　2003年 版 による 「疾 患・痛態 によら

ず 不適 切 な薬 剤」お よび 「特 定の疾 患 。病 態 にお い て不適 切 な藁

剤」の使用 割合 を求 めた。 さらに前 者 に関 して、咳 当薬剤 の使用に

関連す る要因 を明 らかにす るため多変童 ロジステ ィック回 帰分析 を

行 った.

　 その結 果、個 々の薬 剤に つい て既 存研究 と比較す る と、代替薬が

国 内未発売 で あった ことによる差異な どが語 め られ たが.眩 当薬剤

全体の使用 割合や 、その使用に 関速 す る要因 は、諸外国 とほぼ同様

であった。

　 密査では、まず方法 醜 として、Bars　CrilerieについてW査 時 よ り後

に公畿 され た版 を用いた理 由が質問 され た。 これ に対 し、 日本では

C[1[t[181の知名度 が低 い ことから、最新 の知見 を反映 させ るこ とをus

視 した と回 答 され た。 次に、本研究 で適用 され た変数 減少 ステ ップ

ワイ ズ法 に よる多変 量 ロジステ ィ ック回婦分析 以外 に.説 明変数間

の共総性 を考慮 し、変 数増減法 の適 用、単変量 によ る施設租 岡比較

等の追加解 析が超 ま しい と助魯 された。 また分析 対隷 と して頓用薬

を含め た理 由が質 問 され た。 これ に対 し、履修 内容審査 におい て、

ttllel181にあ る睡眠 薬 な どは鮫用 で も多 く用 い られ るため除外 すべき

で ない との指 滴 を受 け、頓 用薬 を含 め て分析 を行 っ た と回答 され

た。 考察 と しては、諸外 図におけ る既存研 究の結 果はば らつ きが大

きいが 、諸外 国 との比 較を行 った際.具 体的に は どの よ うな文献 と

比較 したか質問 され た。 これ に対 し、 主に本研究 と同 じBalS　Cf11Cf18

21103年版 によ る研 究 との比較 を行 った 旨の回答 があ ったが、医療 制

度や施股 ・在 宅の差異 な どを考慮 し、母集 団が本研 究 と類似 した も

の を選 んで比鮫す ぺきで あったと指摘 され た。最 後に将来 の研究の

方 向性 として 、施設 種 ごと、ま たは疾患 ごとに層 別化 し、よ り無点

を絞って分析 を行 うことが重嬰 との助言があった。

　 以 上のよ うに、本研 究は さらに検 討 され るぺ き課題 を残 している

ものの、薬剤使用 に関 してBCtf3　Cli/｢f18を用い た本 邦初の婁証的研究

として有意義であ ると評面 された。

　 瞼文審査担 当者　主査　医療政策 ・管理学 　池上　直己

　　 　　　 　薬剤学　谷川鳳祐介　衛生学公 衆衛生学　火前　和幸

　 衛生学公衆衛生学　武林　 　亨

　 学力確認担 当者=

　　 　審査委員艮=谷 川原　 祐介

　　 　　　 　　　　 　　　 　　　　 　　 試問 日:平 成18年1月U目
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Angiopoietin-1　 promotes　 LYVE-1-positive　 lymphatic　 vessel　 formation

　　　　　　(ア ンジオ ポエ チ ンー1はLYVE・1陽 性 リンパ管 の形 成 を促 進 す る)

内容の要旨

森　定

　 悪性腫旛 の リンパ行性転移や リンパ浮胆 な どの病態 の解明 のた め

に リンパ管形成の 分子機樽 を理解す ることは重 要であるが、近年まで

リンパ管 を同定す る特異的 な抗 体な どの研究 材料が存 在 しな かった

ため、リンパ管形成 にっいては未知の部分が 多か った。一方、血管形

成にお いては、麗 にVEGFやAngiopoicl㎞ 等の糎数の血 管新 生関連分子

が階 層性、相互性 を持 って作用 している ことが鮮細に解析 され てお

り、特にMgi叩oietin-1(Ang・1)と その受容体Tie2の シグナルは 、胎生

期の血管構造の成熟過程に重要な機構である ことがわか っている。し

か しなが ら現在 までの ところ、 リンパ管形成 にお けるMg-1シ グナル

に関す る検肘は充分にな されていない。そ こで本研 究では、リンパ管

の同 定 とリンパ管 内皮 細胞 の単雌 のために新 たに リンパ 管内皮細胞

に 特 異 的 に 発 現 す る 分 子LYVE-1(lymphatic　 vessel　endoUielial

hyuluronen　receptor-1に 対す るモ ノクローナル抗 体を作成 し、この抗

LYVE-1抗 体 を用 いてAng・iの リンパ管形成 にお ける機 能 について検

討を行 った。

　 まず.マ ウスLWE-1の 細胞外 ドメイ ン蛋 白を抗原 としてラ ッ トに

免疫を行い、ハイブ リドーマの選別か ら抗LYVE・ 且モ ノク ローナル抗

体を確立 した。そ して この抗 体が リンパ管内皮細胞 に対 して免疫組織

化学染色のみ ならずフロー サイ トメ トリー(FACSJに よる解 折に も有

用であるこ とを確紹 した。

　 次 に、マ ウス胎児組織 か ら得 られ た細胞 を、作成 したIYtLYVE・1抗 体

と血 管内皮 ・血液細胞の細胞 表面分子 に対す る抗 体で 多重蛍光染 色

し、FACSを 用いて リンパ管 内皮細胞 を単離 、純化 した。純化 した リン

パ管内皮細胞のRT・PCRに よる遺伝子発現解析 にて、 リンパ管 内皮細

胞に受容体τie2が発現 してい ることを見出 した。さらに,FAGSに よる

経時的な解 析によn,リ ンパ管内皮細胞 におけるTie2の 発現強度が胎

児発生段階 によ り変 化 していることを見出 した。

　 この リンパ管 内皮細胞 を支持細胞 〔OP9細胞)の 存在 下で共培養す

る系をam立 し、外因性 にAng・1を添加 した ところ、リンパ 管内皮細胞 の

コロニー形成は有意に促進 された。 さらにマ ウス角膜 を用い たin　viva

の実験 にて、角膜 内に埋 包 したA躰g・1がLYVE・1陽 性の リンパ 管新 生を

誘導す ることを見出 した。

以上 よ り、今回作成 した抗LWε ・航 体 を用 いて リンパ管内皮細胞

の単離に成功 し、Tie2受容体が血 管内皮細胞 と同様 に リンパ管内皮細

胞に も発現 し、An8・1が リンパ管内皮細胞に 作用 して リンパ管形成 を

促進す るこ とが明 らか となった。リンパ管内皮 緬胞にお けるTie2の 発

現は発生段階や臓 器に よ り異なる ことか ら、 リンパ管形成 にお け る

Ang-11Cie2シ グナル は時間的 ・空 聞的 に制御 され て い る と考 えられ

た。

徹

諭文審査の要旨

　 悪性睡 癌や慢性 炎症 な どの病 態に関 与す る血 管新生 な らびに リン

パ 管形成 の分子機 榊 を理 解す る こ とは重要 であ るが 、 リンパ管 の分

子基盤 につ いてはい まだ詳細 に解明 され ていな い。 一方、血管 新生

の プ ロセ ス は複 数の 分 子に よ り制御 され て い る こ とが 知 られ てお

り、そ の一 つで あ るMgiopoietin(Mg)は 受 容 体Tiじ2を介 して発 生

期の血 管再櫛築の 過程 に重要 な働 きを持 つ ことが明 らかに され てい

る。 そ こで本研究 では まず、 リンパ 管内皮細 胞に特 異的 な膜 褒 面分

子LYVE-1に 対す るモ ノクローナル 抗体を作成 し、免疫 組織化学染 色

お よび フローサイ トメ トリー にて この抗 体の特 異性 を碓 認 した。 次

いで この抗 体 を用 いてマ ウス胎児組 織か らリンパ 管内皮細胞 を単離

し、支持細 胞(OP9細 胞)と の 共培幾 の系 を確 立 した。 さらに この

系 にお いてMg・ 且が リンパ管 内皮細胞 の コ ロニー形 成 を促 進す る こ

と、またマ ウス角膜 法の実験 においてMg-1が リンパ管新 生を惹起す

る ことを明 らかに した。

　 審査 ではまず、 この 抗LWE・1抗 体の リンパ管内皮細胞 への特異性

に関 しての 質問が あっ た。 これ に対 し、 ウヱスタ ンブ ロッテ ィン グ

による特異性 の確認 は現在 検討 中 である が、今 回の実験 の組織 化学

的検討 にお いて、本抗 体が血管 とは明 らかに異 な る リンパ管 に特異

的 に反応 す る ことを砥 認 している との回答が な され た。 次に共培 養

実験 で用い てい る支 持細胞 のOP9細 胞 は どの よ うな役割 を拘つ のか

とい う質 問が あ り、0凶 細胞 自体が 内因性 にVEGFLな どの リンパ管

新 生因子 を発現 してい ることを確認 してい るため、それ らとAng-1が

協翻的 に作用 した 結果 を評缶 してい るのであ ろ うとの回答 がな され

た。 また、マ ウス角膜 法の実験 に関 して.角 膜 の リンパ管斬 生 には

角膜 内に存在 す る他 の細胞成 分の 関与 はな いか との質 問があn,こ

れ に対 し、実際 、角膜 の リンパ 管新 生にマ クロ ファー ジな どの血 球

細胞 が関与す る とい う綴告 が散見 され てお7、 角膜 内に介在 す る細

胞の役割 につ いて も検atす る必 要 があ るとの回答 がな され た。 さら

に リンパ管形成 につい てVEGF-CとAng・1は どの程度 の相 互性 を持 っ

て寄 与す るのか とい う質問が あn ,そ れ に対 しては いまだ碗 た る論

拠は無 い こと、ただ し、同 じ脈 管 である血 管の発 生の メカニ ズムか

ら類推 して リンパ 管形成 に も祖数 の分子 に よる階層 的な 制御機 構が

存在 しうる との回答がな され た。

　 以 上の よ うに、本 研 究は い くつ かの検 討 課題 を残 してい る もの

の 、解折 が不 十分で あ ウた リンパ管形成 の分 子機檎 につい てその 一

端 を明 らか にする こ とで、 さらな る リンパ管 形成の メカニ ズムの解

明 に繋が る可能 性 を示 した とい う点 で有意義 な研究 であ るとB#価 さ

れ た。

　諭文密査担 当者　 主査　産婦人科 学　青木 　大輔

　 　 産婦人科学　 吉村 　泰典　　病理学 　岡田　 保典

　 　　 　 病理学　坂 元　亨宇

　学力碗詔担 当者:

　 　 審 査委員長:吉 村 　暴典

　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 試問 日=平 成18年1月14日
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　　　　 Association　 ofCryptorchidism　 with　 a　Specific　 Haplotype

ofthe　 Estrogen　 Receptor　 a　Gene:Implication　 for　the　Susceptibility

　　　　　　 to　Estrogenic　 Environmental　 Endocrine　 Disruptors

(停留精巣 とエス トロゲン受容体α遺伝子特定ハプロタイプの関連性:内 分泌撹乱物質

　　　　　のエス トロゲン作用 に対する個体の遺伝的感受性の関与について)

内容の要旨

吉　田

　停留請巣 を含む雄性性機能障害発症率は近隼増加 し、その原 因 とし

て大部分 の内分泌撹 乱物質 が有す るエス トロゲン様作用の関 与が推

測 されてい る。そ して、これ らのエス トロゲ ン搬内分泌撹乱物質がエ

ス トロゲ ン受容体 を介 して効果 を発揮す ることか ら、同受容体遺伝子

多型は、内分泌撹乱物質 に対す る遺伝的醸受性 に関与す ると推測 され

る。本研究 では、この作業仮脱 を検証す る第一歩 と して、停留鵬巣患

者 と対照男児 を用い てエス トロゲン受容体α遺伝子(ESRIの ハプ ロ

タイプ解祈 を行 った。

　患者(停 留糟巣 を有す る日本 人男児)6391お よび対照(正 常外陰部

を有す る思 聯期前 男児)47例 にお いて 、ESR'遺 伝子全畏(>300kh》

にわ たhb38kb岡 隔 に存在 し、マイナーア レル頻度95%以 上のSNPIS

個(SNPI・SNP15》 の遺伝子型 を決定 した。遺 伝統計学的 手法を用 いて

連鎖 不平衡領城 を同定 し、この領 域におけるハプ ロタイプ解析 を行 っ

た。また、ESR'遺 伝子の全エ クソンお よび近傍のイン トロンの配列 を

PCR一 直接 シー クエ ンス法で決定 した。

　 患者 、対照 と もに、SNPIOか ら14を 包含す る約SOkbの 迎鎖不平衡領

域が同 定 され た。 この餌域 に存在 するAGATAハ ブロタイプの推 定頻

匿は 、患者 ではsa.a%、 対照では21.3%と 患者に多 く謬め られた(P=

0,037)。 そ して 、このハブ ロタイプは、劣性効果 を有す ると仮定 した

場合 、有意 に停 留綱巣発症 と関連 した(P=0.006),さ らに、AGATA

ハ ブ ロタイブホモ接 合体頻度は,患 者では10!63、対照 では{潤7と 患者

に多 く闘め られた(P=0.0042)。 なお、AGATAハ ブ ロタイブホモ接合

体患者 田例において 、ESR1遺 伝子全エ クソンおよび近傍のイ ン トロ

ン配列に構造変化は認め られなかった。

　 本研究 の成績 は、団R'遺 伝子 には連鎖不平衡領域が存在 し、この領

域内 の特定 ハブロタイ プホモ接 合性が停留請 巣発症 と相関す るこ と

を示唆す る。この特定ハブ ロタイブホモ接 合体は、内分泌撹乱物 質の

ヱ ス トロゲン様 作用 を増強す る ことで停留繍 巣発症感受性 を充 進す

ると推 測 され る。文献的には、エス トロゲン様作用が増強す ると、ラ

イデ ィ ッヒ細胞にお ける1罵3遣 伝子発現抑制 によ り精巣 導体形成が

障害 され ること、また、同細 胞にお けるアン ドロゲン分泌低 下によ り

頭側懸 垂靱帯遺稜お よび外 陰部発 達障害 が生 じることが鰍告 され て

いる。特 定ハプ ロタイブがエス トロゲン様作用 を増強す る機序 とし

て、」鱈甜 遺伝子翻 訳領城の構造変化は否定的であn,そ の解明は 、今

後の研 究課題 である。また、現在、 ミクロベ ニス、尿 道下裂.精 子形

成障 害な どの雄性性 機能障害におい て、㎝ 雌 伝子特 定ハブロ タイ

ブ との関連性が再現 され るか否 かを解析 中で ある。

理　恵

瞼文審査の要旨

　俸留籾巣 を含 む雄性性機 能障寄発症率は近年増加 し、その原因 と し

て大部分の内 分泌 撹乱物 質が有 するエ ス トロゲ ン様 作用 の関与が推

測 され てい る。そ して、エス トロゲン様作用がエ ス トロゲン受容 体を

介 して発揮 され るこ とか ら、内分泌撹乱物質 に対す る側体 の遣伝的感

受性 にはエ ス トロゲン受 容体α遺伝子(FSRI》 多型が関与 している と

考え られ る。本研究は、内分泌挽乱物質に対 し高 い遺伝的感 受性 を有

す る男児が雄性性機 能障 害を発 症 しやすい とい う作業仮 説 を検証す

る第一歩 と して、停 留精巣患者お よび対照男 児を用い てε3創遺伝子

ハプ ロタイ プ解折 を行い、蹴'遺 伝子特定ハプ ロタイプホモ棲合性

が停富纏巣発症 と強 く相 関する ことを示 した。

　 審査では、第一 に、停留糟巣患者 と対照男児 における魔擁 因子 の鯛

査方法にっいて質問 され た。俸留精巣 患者 と対照 男児 両群 において悶

診衷への詑載内容の確認お よび外来での十分 な問診を行い、両群にお

け る環境 因子 をほぼ等 しく した と回答 された。

　 第二に、内因性エス トロゲンあるいはエス トロゲン様作用を有する

化学物質へ の暴露魚 の違いが停留糟 巣発症に関 与 してい る可能 性に
ついて質問 された。本研究結果か らその可能性 を完全に否定で きない

ため、機能解 析実験 を行い,ESR/遺 伝子特定ハ ブロタイ プホモ接含体

が エス トロゲ ン受容 体を介す る作用を増強す る ことを確認す る必要

が ある、 と回答 され た。

　 第三 に、男児 または男性において、ESR1遺 伝子特定ハ プ ロタイ プホ

モ接合 体を診断す るこ との臨床 的意義 につ いて質問 され た。ESR'遺

伝 子特 定ハプ ロタイプホ モ接合 体はエ ス トロゲ ン様作用 を有す る化

学 物質への暴 露に よる雄性 性機 能障害発症の リス クが高 い と推測 さ

れ る.し たが って、エス トロゲン搬 作用 を有す る化学物 質へ の暴露 量

を可能な限 り少な くす る ことで雄性性機能障 害発症 を予防す るこ と

が可能と考え る、 と回答 された。

　 第 四に、他 の雄性性 機能障害にお けるESR/遺 伝子ハ ブロタイブ解

折結果について質問 され た。現在までに小 陰茎を対象 として同様の解

析 を終了 し、停留精 巣発症 と関連 したESR'遺 伝 子特定ハ プロタイブ

ホモ接合体が小陰茎発症 にも関与 している ことが見出 された、と回答

され た。

　 また、本研究結果か ら停留綱巣発症 におけ るエ ス トロゲ ン様作用の

関 与は示唆 され たが 、停 留精巣発症 と内分泌撹乱物質の関連性 を述べ

るためには内 分泌撹 乱物 質を用 いた 直:接的な検討が必 嬰である、との

指摘 があ った。

　 以上、本研 究は停留 精巣 とエス トロゲン様作用 を有す る内分泌撹 乱

物質の関連性 につい て今 後 さらに検酎す べき課題 を残 してい るもの
の、停留精巣発症 におけ る鱒R∫遺伝子特定ハ ブ ロタイプの関連性 を

示 した点 で有意義な研 究であn,エ ス トロゲン様 作用 を有す る内分泌

撹乱物質へ の暴露に よる俸留縞巣発症機序 の解明 につ なが ることが

期待 され る.と 醇価 され た。

　 臨文審査担 当者　主査　小児科学　商橋　孝雄

　　 　　　 　　　　 　　　 　　　　医化学　末松　　誠　　産婦人科学　晋木　大輔
　　産婦人科学　吉村　泰典
学力磯認担当者:
　　審査委員長:青 木　大輔

試問 日:平 成17年12月26日
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The　 Caudal　 Migratory　 Stream:ANovel　 Migratory　 Stream　 of　lntemeurons　 Derived

　　 from　 the　Caudal　 Ganglionic　 Eminence　 in　the　Developing　 Mouse　 Forebrain

　　　　　　　　　 (尾側細胞移動経路:マ ウス発生期終脳における尾側基底核原基に

　　　　　　　　　　　　　　由来する抑制性神経細胞の新 しい細胞移動経路)

四　津 真　人

内容の要旨

　 脳 の神経細胞には、興琶性 神経細胞 と抑制性神経細胞 とがあ る。マ
ウスの大脳の発生過程において、掬制性 神経細胞は腹側の基底核原基

ganglionic　eminence(GE)で 誕 生 して脳 衷面に平行 に移動 して大脳皮
質 、海馬 、嗅球 な どに進入する ことが知 られてい る。GEは 解剖学的特

徴 と遭伝子発璽パ ター ンの特徴か ら3つ の細胞 産生領域[内 側基底核

原 基 購di皿ganglionic　 eminence(MGE》,外 側 基 底 核 原 基lazefal

ganglionic　eminena(LGE》,尾 側基底核原基caudal　ganglionit　eminence

　(CGE)]に 分けることが出来 る。　MGEが 主嬰な抑制性神経細胞 の産
生領域であ るが、LGE、　CGEも 大脳 皮質、海馬 、嗅 球の抑制性神経細

胞 を産生す る。近年GE{に 由来す る抑制性 神経細胞 の細胞移動機構 を

明 らかにす る試みが盗んになされ て来 たが、その三次元的な移動 プロ

ファイルは明 らかでな く、また、これ らの研究がMGEILGE由 来の抑制

性神経 細胞を対象 としていたため,CGEに 由来す る抑 制性神経細胞の

細胞移動機構は未 だほ とん ど分 かってい ない。本研 究ではマ ウス発生

期終脳 におけ る各GEに 由来す る抽制性神 経細 胞の細胞 移動 経路、特
にCGEに 由来す る抑制性神経細胞 の細胞移動 経路 を明 らかにす るた

めに以 下の実験 を行った結果,CGEか ら海馬へ と続 く抑 制性神 経細胞

の新規 の細胞移動経 路を発見 し♂ 尾側細胞移動経 路Cau劇Migmlory

Slreren(CMS)"と 命名 した。

　 本研究で用いた手法 と しては 、GEの 各部分 に由来す る抑制性 神経
細胞の細胞 移動経路 を3次 元的 に解析す ることを可能にす るために、大脳 半球

の小 さな隈 られ た部 位 に遺伝 子 を導入 す る こ とが 出来 る
"局所竃気 穿孔法"を 新 たに確立 した

。 この技術 を用いて胎 生亘35日
目のマ ウス大脳 半球 のMGEま たはCGEに 赤 色蛍光 タンパ ク質 を発現

す るプラス ミ ドを導入 し、全大脳 半球培養 法を もちいて40時 間培養 し

解析 した。 さらに培養後の大脳 半球 のタイムラプス解析、invivaに お

ける免疫組織学的解折、移植 実験によ りCMSを 通る抑制性神経細胞の

細胞移動の特懲を解析 した。

　 爽験結 果と しては、MGEに 由来す る抑制性神 経細胞は外 側方 に移動 し大脳皮質全体
に広がって分布 したのに対 して、CGEに 由来す る抑

制性神経細 胞の大部分は大層 半球の最尾側端 に向 かって尾側 に移動

した。 タイムラブス解祈 とtrt　vivoにお ける免疫 紐織 学的解析 によ り、
CGEに 由来す る抑 制性神経細胞の少な くとも一部が、CGEよ り尾側に

移動 し海馬 にまで逮す る細胞移動 経路に沿 って移動す る ことを見い
だ した。移植実験に よn,CGEに 由来す る抑制性神経細胞 の尾 側方 向
への細胞 移動 は胎 生t3.5日目までに細胞内在的 に決定 され、　CGEと い

う魔境 もこの尾側方向への細胞 移動に必要であ ることが分 かった。こ
のCGE由 来 の拗制性 神経細 胞 のGEか ら海 馬へ と続 く細胞 移動 経路

は、これ まで よく知 られ ていたMG肌GEか らの抑 制性 神経細胞の移

動経路 とは異な るため、 この新規 の細 胞移動 経路をCMSと 名付 けた。

　 本研究で確立 した周所 電気穿孔法 は、既存の方法 に比 べて,① 抑制性神経細胞等特竃
の細胞 群への様 々な遺伝子 導入が可能であ るため、強制

発現法やRNA干 渉法 によ7そ れ らの細胞の移動 ・分化に関わ る分

子 メカニズムの解析が可能である、②脳の任意 の局所 への遺伝子導入

が可能 であるため特定の構造や 細胞 集団 につい ての解 析が 可能 であ

る、③大脳等におけ る細胞 移動を三次元的に解 析で きる.な どの特徴
がある。

　 本研究 ではCGE白 来の抑制性神経細胞 が実 際に尾側 に移動す る こ
とを直接的に証明 した。さらにCGE由 来の抑制性神経細胞 の少 な くと

も一 部は海馬 または尾側大脳 皮質に向かって移動す ることを示 した。
この ことは、海馬及 び大層 皮質における抑制性神経細胞の起源 につ い

て新 しい知見 を与 えるものである。CMSの 細胞 移動の分子搬構の解明

が今後の躁題であ る。

ao文審査の要旨

　脳 の神経細胞 には 、興奮性神経 細胞 と抑制性神経細胞 とがあ る。マ
ウス大脳 の発生過程 にお いて、興奮性細胞 は外 套の脳室帯で誕生 して

放 射状 に脳 表面へ と移動 し、皮質 に進入 するのに対 して、抑制性神経

細胞 は腹 側の基底核原基g細gli㎝ice面nen㏄(GEJで 誕生 して脳衷面に

平行に移 動 して大脳皮質 、海馬 な どに侵入す るこ とが知 られている。

本研究 では、新たに"脳 局所 に対す る電気穿孔 による遺 伝子導入法"

を考案 し、全 大脳 半球 培養法 と組み合 わせ る新 しい実 験系 を確 立 し

た。それに よって 、GEに 由来す る抑制性神経細胞 の三次元的細胞移動

経路 を明 らかにす る とともに 、特 に尾側基 底核 原基cau劇genglionic

eminence(CGE)に 由来す る抑制性 神経細胞の新 しい細胞 移動経賂を

発見 した。す なわち.内 側基底 核原 基m㊤6iaIganglio馳io㎝h㎝ ㏄(MGE}

に由来す る抑 制性神 経細胞は、外側 方に移動 し大脳皮質全 体に広 がっ

て分布 したのに対 して、CGEに 由来す る抑制性神経細胞 の大部分は大

脳半球の最尾 側端 に向か って尾側 に移動 した。そ こで、この羅側に向

か う新規の細胞移 動経路 をcaudal　migmorysveam(CMS)と 命名 した。
CMSi3CGEか ら海馬へ と続 く細胞移動経 路で あn、 このCMSの 一 部

はcalbindin陽性細胞 である こと、　CMSは 胎X13.5日 目までに細胞内在

的に決定 され 、CGEと い う環境 もCMSに 必要 である ことを見いだ し

た。

　 審 査では、まず本研 究で用い られ た全大脳 半球培養法 では細胞 移動
に影響 を与え る可能性 のあ る醗膜 が保持 され ている のか ど うか、ま
た、従来知 られてい なか ったCMSを 発 見できた理由 につい て質問がな

され た。それ に対 し、全大脳 半球培養 法では髄 膜を保持 したまま培養

し、三 次元観 察でき ること、従来の スライ ス培 養法では本来 三次 元的

に移動 する伸経 細胞の動 きを限 定 して しまってい る可能性が高 く、本
来の移 動経 路 を見逃 して いた と考 え られ る との回答 が なされ た。次

に、CMSを 制 御する分子機構 について、何が細胞 の移 動方向 を決定 し

てい るのか、具 体的にはエ フ リン・Eph系の関 与の可能性 、足場 とな る
構造の有無 にっ いて質問がな され 、これ らは今 後検asす るべ き課題 と

して残 っている との回答がな され た。続 いて、CGEとMGEの 移動の違

いは どの時期に決 定 され 、最終的 に機能 まで異 なる細胞 にな るのか ど

うか質問が なされ た。それに対 し,CGEとMGEは 発現す る転写因子が

異なる ことか ら.細胞 が題生す るかな り早期か ら異な る性 質を獲得す
べ く運命付 けされ る可能性 が考 えられ るこ と、また最終的 には機 能の

異なる細胞群にな る と考え られてい るが 、成 体の どの構造 の どの細胞

にな るのかは今後検 肘す べ き躁題 として残 って いる との回 答が な さ

れ た。また、新規 の細 胞移動経路 であるCMSの 意義にっい て質問 がな

され 、海馬にお ける細胞起源の検尉 、成体 におけるニ ュー ロン新 生 と

の関わ りな ど、今後検討す るべ き課題 で あるとの回 答がな され た。

　以 上のよ うに、本研究 では さらに検討 され るべ き点 を残 してい るも
のの 、マ ウス大脳 発生過 程にお いてCGEか ら海馬へ と続 く薮規の細胞

移動経路caudal　mig【a重orystream(CMS)を 見 出 し、海馬 及び大脳皮質

にお け る掬 制性 神経細 胞の起源 につ いて新 しい知見 を与 えた点で有

意義で ある と評価 され た。

　論文審査担 当者 　主査　鰹剖fi　 仲dA　 一範

　　 　　　生理学 　岡 野　栄之　　 内科 学　鈴 木　則宏

　　 　　　外科学　河瀬 　　斌

　学力確昭担 当者:

　　 　審査委員長:岡 野 　栄之

　　 　　　 　　　　 　　　　 　　　 　　 試 問 日:平 成 匪8年2月z日
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Detection　 ofpotentially　 novel　 bacterial　 components　 ofthe　 human　 skin　 microbiota

　　　　　　　　　　　　using　 culture-independent　 molecular　 profiling

　　 (培養を介さない分子生物学的プロファイ リング法を用いた新規 ヒト皮膚常在細薗の探索)

出　来　尾 格

内容の翼旨

　1緒言】　 皮膚の常在微生物 は、Smphylocoteuseptdermtdtaな どの好気

性細 菌、Propionibaaeriam　 QCIMSな どの通性 嫌 気性細 菌、.Nalaurzia

伽 な どの真菌か らな るが、それぞれがア トピー性皮 膚炎、ざ磨な ど

の病態に関与 してお り臨床的に重要 であ る。しか し従来の常在徴生物

の知見は培養 法に基づ いてい るため、これまで鮭培養難分離性の微生

物 については解析 され てお らず、その存在につ いてす ら明 らかではな

い。著者 は、難培養難分離性 の細菌 を含む皮膚常在細薗の全体像を明

らか にす るため、培 養 を介 さない細葭16S　rRNA遺 伝子の種問多様性

を用 いたプ ロファイ リング解 析 を試み、培養法 に よる解析 と比鮫 し

た。

1材料 ・方法 】　 5人 の健蹴成人の 前額部皮膚 よn,滅 菌 したプ ラス

チ ック製の 円筒 と液 体培地を含 ませ た滅薗綿棒 を使用 して、皮膚擦過

サ ンプル を採 取 した。 これ をTS培 地(好 気)、　EG培 地(嫌 気〉,　BL培

地 〔嫌気)に 援 種 して培 養可能な細 苗につい て解析す る一方 、サ ンプ

ルか ら直接DNAを 油 出 し、細菌種 ごとに異な る配列 をもつ 巳6S　rRNA

遺伝 子のク ロー ンライブ ラ リを構築 した。クローン ごとに塩基配列 を

解析 し、DDBJ遺 伝子デ ータベー ス上の既知種16S　rRNA遣 伝子 との相

同性検索に より、サ ンプル中に含まれる細 菌種を推 定 した。

　【結 果1　 培 姜 法 に よ る解 析 で は.全 サ ン プ ル か らP.OCRC!と

SwpRylaromu　 spが 培 養同定 された。葭数131cm'あ た73.7x10'か ら

1.2xl〔1ｰCFUで、過去の報 告と同等で あった。一方、クロー ンライブ ラ

リ法に よる解析 では、培養法で検出 され た租に加 えて、多彩な難培養

難分雌性の細 箇が検出された。得 られた計416個 の16S　rRNA遺 伝子配

列 を解析 した ところ、これ らは19の 麗知租 と13の 雌培養鰻分離性の細

囲鮮(phylotypes))由 来であった。検 出された19の 既知租には、皮膚常

在細 菌 として過去に報告があるionの ほか、皮膚常在細菌 と しての報

告 がない9種 が含 まれていた。一方で巳3のphylo卵e5が 検 出 されたが 、

この中で もっ とも多 く検出 され たphylorype　Aは 、3つ のサンプルで検

出 され 、特に1つ のサ ンプルでは全菌秘中もっ とも多 く検 出され た。

得 られ た塩 基 紀 列 の 系 統樹 解析 にお い て は、検 出 され た 細 菌 は

firmiaIes、　aninobaaeria.　CyBllObBCICf10,　b韻egoid鵬S,　proteobaderiaの

5つ のGladeに属 してい た。

　1考察1　 本研究におい て、細菌16S　rRNAiti4(u子 を用いたブ ロファイ

リング法 によ り、ヒ ト皮膚常在細菌の全体像が羅培養難分離性の細菌

群を含む 多彩 なものであるこ とが明 らか にな った.特 にphylotype　Aは

5サ ンプル 中3サ ンプル に検 出 され 、クロー ン数 と検 出頻度のいずれ

も帥yk騨sの 中で最 も多 く、重要 な細 薗 と考 え られた。これは ヒ トの

皮膚に喬頻度で存在す る細黄である可能性が あ7,特 畏的 プライマー

を用いた分子生物学的な解析を含 めた更なる検 肘が必 要であろ う。

　 【結論】　 細薗16S　rRNA遺 伝子を用いた分子 生物学 的プロファイ リ

ング法 によ り、 ヒ ト皮 膚常在細 菌 と して19の 既知種 と13のphyiotypes

を検出 した。 うち9の 既知種 と13のphylotypesは 新規 の皮膚常在細箇

の可能性 がある。この埼養を介 さない手法は 、今後皮膚常在細黄の解

析 に有用 な技術 となるこ とが期待 される。

鹸文審査の要旨

　細菌16S　rRNA:遺 伝子 は全ての細菌に存在す るfig.系 統発 生を反映

した 多様性 を持 ち、種 の同定 に有用 であ る。本研 究にお いて、5例

の健常人の顔 面皮膚サ ンプル よ り細 菌16S　rRNA遺 伝子 のク ローン ラ

イブ ラリを作成 した』 得 られた416傾 の逗伝子の塩基配 列デー タを解

銃 した ところ、従来知 られ てい る皮膚 常在細菌 に加 え 、通常 の方法

では分雌 ・培毅 が困難 な細菌 を含め た多様 な細菌 穏が検出 された。

またその後、細 黄16S　rRNA遺 伝子 を用 いたtrnninal　RFLP法 によ り健

m人 とア トピー性皮膚 炎患者の皮膚 細菌襲の解析 が進 め られ 、鰹常

人 ・患者それ ぞれ の細菌 叢の構成の差 が明 らか に され つつ ある こと

が簡潔に示 され た。

　審 査ではまず 、1ク ロー ンのみ検 出 された塩 基配列 が、分離 ・培

養が困甦 な細朗 租由来で はな くPCRiQjOｮな どの技 術的なエ ラーに起

因す る可能性 は ないか との質間がな され た。 これ に対 し、2種 のブ

ライマーを用 いて同 じ部 分の配列 を二重 に腕 んだ こと と、異なる16S

rRNA遺 伝 子の塩 基配列のキ メラを検出す るソフ トを用 いてキ メラ配

列 を除外 した こ とが、解 腕のエ ラー を最小限にす るた めに行 われて

い る と説明 され た。 しか し誤判断 につながる解 読エ ラーや キ メラ配

列 が存在す る可能性は残 されてお り、実際は 分畦 ・培獲 が困睡な細

菌種 が検出 された もの よ り少 ない可能性 はあ る と回答 された。

　 次に、サ ンプル採 取の状 況に よ り、環境 由来 の微生物 が混入 して

い る可能性が ないか と質 問があ った。 これ に対 し、皮膚 細菌叢の解

析 には水道水や 塵芥な どに含まれ る微 生物 の混入 が避 けられ ず、 こ

れ は培 養法 を含 む皮膚 常 在微生 物の 解析 の不 可避 の問題 点 であ る

が、混入の影響 を小 さくナ るため菌数の 多い顔 面皮膚 を用い たこ と

が回答 され た。

　 さらに、抗生 剤の内服等 に よる細菌接 の個 人内変動 と圏体間較 差

の どち らが 大 きいかについ て質問がな され た。 これに対 し、過 去の

培 養法 による綴告 では.日 内変動や抗 黄ペプチ ドに起 因す る と思わ

れ る培養結 果の不安定性 の ため、個 人内変動 と個 体問較差の 比較 が

不可能 であ った ことが回答 され た。 一方で論文 作成後 に施行 され た

16S【RNA遣 伝 子を用 いたtmninal　RFLP法 を用いた解析に よn,日 内

変動 に関わ らず細 菌種 の数比 は保たれてお り個 入内変動 は個体間較

差 に比べ小 さい と判明 したこ とが示 された。

　 最 後に.DNAチ ップを用いた解折 キ ッ トの実用化の 可能性につい

て質問があ った。 これ に対 し.チ ップ作成の前提 として菌種 ごとの

特 異的ブ ライマ ー を作成す る必要 があ り、チ ップ作成 に至 るまで に

は時聞がかか る ものの、rep強 度 を段階的 に検 出で きる検出系 を用

いれば実用的 な解析が でき る可能性は 十分に あ り、m種 程度の細 曲

を検出す るチ ップで あれ ば臨床応用が 可能であ ろ うと回答 がなされ

た。

　 以上の よ うに、本研究 は さらに検討 され るべ き課題 を残 している

ものの 、ヒ ト皮 膚の細菌 叢の解析 に初 めて分子生物学 的な網羅的解

析法 を用い、新規 な皮膚 常在細菌 の検 出に成功 した点で 、有意義 な

研究で あると評価 された。

　 鹸文審査揖 当者　主査　皮膚科学　天谷　雅行

　　　 分子生物学　清水　信義　　微生物学 。免疫 学　小安 　m夫

　　 臨床検査医学　村田　　満

　 学 力確認担 当者:

　　　 審査委員長:清 水 　信義

　　　　 　　　 　　　　 　　　 　　　　 試問 日=平 成18年2月8日
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　　　　Association　 ofnicotinic　 acetylcholine　 receptors　 with　 central　 respiratory

　　　　 control　 in　isolated　 brainstem-spinal　 cord　 preparation　 of　neonatal　 rats

(新生ラット摘出脳幹脊髄標本におけるニコチン性アセチル コリン受容体の中枢性呼吸調節機構への関与)

羽　鳥 英 樹

内容の要旨

(背景)ニ コチ ンはニコチ ン性 アセチル コ リン受容 体(MCP)を 介

して呼吸 神経 回路網 を含 む中枢神経系活動 に影響 を及ぼ し、様 々な呼

吸症状を引き起 こす。oA(;nxに は多 くのサ ブタイ プがあ り、呼吸調節

を司 る延髄にはa4p2及 びa7MChRが 存在 してい るこ とが知 られて い

る。 しか し、これ らMCPの 中枢性呼吸調節機 構にお け る働 きは充分

に解明 され ていない。そ こで本研究では、新 生 ラッ ト摘出脳幹脊髄標

本を用いて 中枢性 呼吸闘節機 構におけ る訊(:nnサ ブ タイ プの機能的

役割を検肘 した。

(方法 と結 果)新 生ラ ッ ト摘出脳幹脊髄標本 を酸素 化 した人 工脳 脊髄

液で湿流 し、中枢性呼吸 活動の指撮 と して第4頚 髄 前根か ら神経活励

を紀鯨 した。人工脳脊髄液にoA㎝ 作動薬 または拮抗薬 を添加 し、そ

の影響を観 察 した。α4β20AC賑 選択性作動薬 であるRJR-2403(o」 ・巳0

μM)を 灌 流する と呼 吸数は濃度依 存性 に増加 した。非選 択性MChRfiG

抗薬であるmecamylnmine⑩ 」。10{桓M),a4/i2nAChR選 択性拮抗薬であ

るdihydro・β℃1抽【oidinc(o.1-100ｵM),α7rIAChR選 択性沽 抗薬であ る

metAyllycaconitine〔o.1・重ooμM)及 びa-bungarotoxin(o.01・LoドM)の 濯

流ではいずれ も呼吸 数は濃度依存性に減少 した。次 に、ブ ライ ン ド穿

孔パ ッチ クランプ法に よる呼吸 ニュー ロンの細胞 内記録 を行 った。

dihydro・β・erylhroidine20ｵMの濯流 に よ り前吸息 性及 び吸息 性ニ ュー

ロンの呼.e.相にお ける膜竃位は過分極 し,inUaburstfiring　frequency(呼

吸 リズ ム に 同 期 した 活 動 竃 位 発 火 頻 度)は 滅 少 した。一 方

methyllycaconitine20ｵMの 濯流効果は、前吸息性 ニュー ロンにおいては

dihydra/Seryrhroidineと同様 であ ったが 、吸息性 ニ ュー ロンにお いて

はinvMum　 fving　Gequrnryの 戯少のみで あった。

(考察と結論)本 研 究ではaapx及 び07nAChRが ともに中枢性呼 吸翻

節機構に関与 してい ることが示 され た。前吸息性ニ ュー ロン及 び吸理,

性 ニュー ロンの活動に対す るa4/32MChR拮 抗 薬の 作用は同様 であっ

たの に対 し、α7nAChR拮 抗薬 の作用 に差が腿め られた。特に.前 吸.e.

性 ニュー ロンの膜電位 は過分極 したが、吸 息性 ニ ュー ロンの膜電位

は変化 しなか った。 この こ とか ら、前吸息 性二 昌一 ロンにおい ては

a4p2とa7の 双方 のMChRが 、 また吸息 性二 昌一 ロンにおい てはa4p

2闘AChRが 存在 し、呼吸神経回路網 の活動 を岡節 してい ると考 えられ

た。

論文審査の要旨

　 本 研究で ば、新 生 ラ ッ ト簡 出脳 幹穽髄 標本 を用 いて 中枢性 呼吸闘

節機 柵 にお けるニ コチ ン性 アセ チルaリ ン受容 体(nAChR)サ ブタ

イ ブの機 能的役割 を検尉 した。その結果 、a4p2及 び｢7　AChRが とも

に 中枢 性呼 吸調 節 搬構 に 関 与 して い るこ とが示 され た。 前吸.e.性

ニ ニー ロン及 び吸息性 ニ ュー ロンの活動 に対す る凶p2　nAChR拮 抗薬

の 作用は 同様であ ったの に対 し、n7　nAChR摘 抗薬の 作用 に差が認め

られ た。特 に 前吸.e.性ニ ュー ロンの膜 電 位 は過 分 極側 に 変位 した

が 、吸息性 二s-oン の膜駐 位は 変化 しな か った。 この ことか ら、

前吸息性 二 ニー ロンにおい てはa4p7とa7の 両方 の帆ChRが 、また吸

息性 ニュー ロンにおいてはa4p2　MChRが 呼吸神経回路網 の活動を調

節 してい る と考え られた.

　 審 査では、標 本の周期 的な発 火現象 が何に よ り引 き起 こされ るか

が間 われ た。 これ に対 して、この現象 が溜流液 中の二酸 化炭 棄やPy

に よ り影轡 を受 けるこ とか ら、 これ らが周期的 な発火 を引 き起 こ し

て いる可能性 が ある と回答 され た。 また、延髄 よ り上位 の脳幹 が呼

吸 に どのよ うに関与 してい るか との質 問に 対 して は、sa本 に橋 を残

存 させ ると呼吸 回数 が減 少す る ことか ら延髄 の呼吸二a-Oン に対

して抑制 性伝 逮 を してい る可 能性が ある と回 答 された。 さらに脳幹

部網 様体は標 本の呼 吸活動 に影饗す るか との質問 に対 して は、 この

実験 系の維持 には薬 剤 を必嬰 とせず 、標 本作成 時 に投 与 した薬剤の

彫響 の有無に関 わ らず 一定 した呼吸回数 を数時 間 わた り記録 す るこ

とがで き る こ とか ら、そ の影 響 は少 ない と予 想 され る と回 答 され

た。中枢性 呼吸調 節機構 にお いて皿AChR以 外 の働 きにつ い ての質問

には、ム スカ リン性AChRが 呼吸 鯛節 に関与 してい るこ とが明 らかに

な ってお り、Y一ア ミノ酪酸 につ いては現 在研 究中 であ る ことが回 答

され た。本 研究 によ り非脱 分極性 筋弛緩薬 な どのnAChR箔 抗 薬が中

枢性呼吸 抑制 を来た しうることが明 らかに された が、これ に対す る

治療手段 につ いて質 問がな された。 これ に対 して、血液脳 関 門を亜

過 して脳 内アセ チル コ リン濃度 を増加 させ る ドネペ ジル な どの薬 剤

が治療手段 とな りうるこ と、 またその研究 も現 在進 行 中で ある と回'

答 され た。

　 本研究 に対 して、今 後パ ッチ クランプ した状態 の呼吸 二S'一 ロン

に色素注入 を行 って形態 学的 な解餌 を加 えた り、延 髄 よ り上位 の脳

幹部 を残存 させ 、よhin　 YIVOに 近い状 態で の実験 を行 うな ど発展性

の余地が ある研 究 との評 価が な され た。 また 、呼吸 二3一 ロンにお

ける発火現 象がそれ ぞれ呼吸 活動 におい て どの よ うな意 味 を持つ の

かな どこの研 究 で明 らか に され ていない問 題 もあn,今 後の躁題 と

され た。

　 以上の よ うに、本研 究は未 だ検肘 され るべ き点 を残 してい るもの

の、中枢性 呼 吸調節機 構にお け るMCPの 関与 を受 容体サ ブ タイ プ

の レベル で明 らかに した有意義 な研究であ るとB#価 され た。

　論文響査担 当者 　主査　麻酔学 　武田　 純三

　 　 　　 生 理学 　岡野 　栄之　 　内科 学 　鈴木　則宏

　 　 　　 解 剖学　仲鵡　一範

　学力磯陽担 当者:

　 　 密査委 員長:岡 野　栄之

　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　 　 試問 日=平 成18年2月28日
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Proinflammatory　 Cytokines　 Expression　 in　Noise-lnduced　 Damaged　 Cochlea

　　　　　　　　　　 (音 響外 傷蝸 牛 にお け る炎症 性 サイ トカイ ンの発現)

内容の要旨

藤　岡

　 過 大音曝露 は蝸 牛性の感音難聴 の原 因の一 つ として古 くか ら知 ら

れ てい る。臨床上 この難聴は音響 外筋性難聴 と診 断 され 、治療 には

ステ ロイ ド大猷療 法が経験的 に用い られ る。 しか しその効果は 低い

上 に副 作用 が大 きいた め、病態生 理に基づい た新姐 治療法が劉 まれ

てい る。 こ こ数年.音 響 外傷急性期 にお け る蝸牛厨所 への炎症細胞

浸潤が動 物実験 レベ ルで紐告 され 、急性 期にお ける抗炎症治療 の重

要性が 再露踵 され る よ うにな ったが、その一方で 治療標的 とな りう

る炎 症反 応 関遮 分子 の発 現に 関す る知見 は未 だ 乏 しい。今 回我 々

i3,音 響外 砺急性期 における障害 局所 での炎症性 サイ トカイ ン発 現

を検討 した。

　 4～6週 齢 のSprague・Dawleyラ ッ ト雄 に、祭麻酔 下 で4kHz中 心

124dBSPLの1オ クター ブ幅のバ ン ドノイ ズを負荷 した。負 荷前お よ

び直後、3、6、12、24時 聞 、3、5、7、14、28日 後に断頭 し蝸牛 を摘

出 し、RT-1℃R法 に よ り7種 類の炎症関運物質 の発現 を検討 したとこ

ろ、TNF一α,　a-iフ ァ ミリー,1L・6に 発現 を認 めた。　lL・iz　p40,　GM。

CSFの 発現 は認めなかった。7TJF-a,【L・1β,　lL-6の発 現をτaqM聞 法で

定量 した ところ、音 響負苛後3時 間 でIL一lP,　IL・6に有意 なRNAの 発

現 上昇 を認 めた。 ウェス タンブ ロ ッ ト法で は、IL・6はや や遅れ た6

時 問で有 意 な上昇 を認めA　 免疫組搬 染色で は12時 間未満で蝸 牛外

側壁の 最外 側にあた るnay　N,皿 織維細胞 の細胞質 にIL緬の発現 を

認 め、そ の後外側壁 に広域に分布 した。 この発現 は活性型炎症細 胞

の袈面抗 原分子 であ るIba・1の発現 と一致 しなか った。 らせん神経 節

で もN飢N陽 性の神経細 胞の紹胞 質に12時 岡～24時 閥後でlL・6の発現

を錫め た。

　 過去 の紐告 か ら、音響外傷後 の蝸牛ではマ ク ロフ ァー ジをは じめ

と した単球優位 の炎症細胞浸潤 が生 じ、蝸牛 内で障害 を受 けた細胞

を食 食す るこ とが明 らかにされて いる。他 方、 ノックア ウ トマ ウス

の 検討か ら、ILfiに は障 害局所 へ炎症細胞 浸潤 を促進 す る役割 があ

る ことが他 腺器で知 られ ている。 急性感音難聴 におい て広範 な副作

用 を有す るステ ロイ ド剤 が大量投 与 され る現状 を考 える と、発現分

子 特異的阻 害剤に よる抗 炎症治療 には、 よ り遡択的で副 作用の小 さ

い新規治療 怯 としての 可能性 があ る。 と くに昨今 上梓 され たIL・6阻

害 剤は、臨床 治験 にお いて副 作用が極めて少 ない ことが 確野 されて

fi　n,今 後1レ6シ グナ ルの阻害 に よる当モデルへ の影響 を険酎す る

ことが急務 と考え られ た。

鵬文審査の要旨

　炎症反応 は組織障 害に瞭 して臓 器 ・障 害の種 類を問わず、局所か

ら生 じる普 遍的な生 理反応 で ある。 炎症反応 急性期 に障 害局所に生

じる炎症性 サ イ トカイ ンに関す る研究は、その 阻害 ・抑 制に よっ て

親発す る一迎 の炎症 反応 を抑制 し得 るとい う意 味で、臨 床的観点か

ら極 めて重 要である。他方.進 行 した感 音難聴 は不 可逆 であ り、難

聴や 耳症状(耳 鳴 ・耳閉塞感 な ど)に 生涯悩 ま され るこ ととなるた

め、急 性期 に おけ る蝸 牛障 害 の抑制 は耳 科学 の重 要 なテーマ で あ

る。昨今 の音響外傷 急性期にお ける蝸牛局所 での炎症 細胞浸潤に 関

す る綴告 に鑑 み、今 回、病態 生理 に基づ いた副 作用 の少ない懸音鐙

聴に対す る新規抗 炎症治療標的 を探累す る目的で,音 響外鰯蝸牛 急

性期 における炎症性 サイ トカイ ンの発現 を検討 した。

　 審査で は、まず本 研究の前 半部 において 、有 意な発現上昇 が定 量

RT・PCRで 確認 され てい るlL・1βの タンパ ク質 レベル での検討 も進 め

正　人

るべき との助 曾 がな され た。次にlL・6の有意 な発 現上昇 にRT-PCRで

は音響負荷後3時 間、 ウェスタンブ ロッ トでは6時 間 と差 があ るこ

とに関 して質 閻がな され.何 らかの鵬nsl飢io畑な 閲節がな されて い

る可能性 があ る との回答が な され た。続い て免疫 組織染色 ではiz時

聞 で蝸 牛外側 壁 に広域 に発 環 した後24時 間 で滅 弱 した こ と と関遮

し、IL・6タンパ ク質 の安 定性 につ い て質 問 が な され た。 これ に対

し、蝸牛 内での分解や タ ンパ ク自体の半減期 は明 らか ではないが 、

蝸 牛 リンパ液 は脳脊 髄液へ還 流 され るこ とか ら、今 回検肘 した1L-6

も同様の窪 路 で排 泄 され ている可能性が ある と回答が な され た。早

期 の発現部位で あった1V型 、皿型線 維細胞 の機 能にっ いて、前者が

蝸牛 内でのカ リ ウムイオ ンの リサ イクル を担 う細 胞の 一員 であ るこ

とが述べ られ る と同時に 、後者はagwpminの 発現 力ζ綴告 され てい る

の で、おそ らく蝸 牛内 の リンパ液環境 の恒常性維 持に何 らかの関 与

を しているで あろ うとの回 答がな され た。初期 におい て外側 壁に限

局 した発 現が 見 られ る こ との機序 や生 理的 意義 につ いて の質 問に

は,自 己免疫 性難聴モ デルで も蝸牛外 側壁の線維 細胞にお いて炎症

反応 関連 分子 の発現上昇 が撮告 され ている ことを挙げ、本 来、蝸牛

線維 細胞 その ものに細 胞 レベル で炎症 を惹起す る性質が あるのだ ろ

う とい う推察 がな された。 また コル チ器下面 の線維細 胞に もIL・6が

強発 現 して いた ことが述ぺ らn,音 響黄荷 に よる振動 刺激 か ら1レ6

発現 が膀導 され る可能性 が述べ られ た。 これ に対 し、蝸牛外 側璽は

血 管に冨んで いる ことか ら、炎症関 連物質の産 生や炎症細胞 浸潤 に

は、血管攣縮 や 血流障 害 も関 与 してい るの であ ろ う、との助 言がな

され た。

　 次に、【L-6発現 部位の周囲 に恥a4陽 性 細胞 が分布 した ことに関連

して、 この細胞 の由来につ いて質閤が な され た。 これ に対 し、過去

の綴告か ら外側壁 に分布 す る同細胞はCD45陽 性CDIlb陽 性で あ り、

骨 髄由来の浸潤 細胞 と考 え られ るとの回答 がな され た。浸 潤細胞の

種 類に関す る質問に は、過 去の紐告か ら単球優位 で、 リンパ球の 漫

潤 に関す る紐告 はな い との回答がな され、その原因 と して、音響外

働蝸牛 で発現 上昇が報告 され てい るMCP・ 巳な どの好中球遊 走因子の

関与の可能性 が述べ られ た。

　 最後 に、 これ らの現象は音 圧によ るコル チ器障害に続発 す るもの

であ って、外側 壁障害に よる直接の現 象ではない のでは ない か、 と

の質問 がな された。 これ に対 し、今 回検 肘 したモデル では音響負 荷

は2時 岡連続 して負荷 してい るためお そ らくは コル チ器の障害 とは

独立 して外側 壁に物理的 侵襲 が生 じている と考 え られ るが、 両者 の

関係 を明 らか にす るためには,予 め耳 轟性 薬物な どで コルチ器 を障

害 した 個体で音 響外傷 モデル を作成 して、1レ6発 現に変 化が生 じる

かを比較検討 す る必要があ るだろ うとの回答 がな され た。

　 以 上のよ うに 当研 究には未 だ検肘す べき課題が残 され てい る もの

の,音 響外侮 に瞭 して蝸 牛外側壁か ら炎症性 サイ トカイ ンの発現 を

伴 う炎r反 応 が生 じる とい うことを初めて示 した研究 と して、有意

嚢な研究であ ると評価 され た。

　 険文審査担 当者　主査　 耳鼻咽喉科学　小川　郁

　　　　 　外科学 　河瀬　 　斌　 　微生物学 ・免疫 学　小安 　億夫

　　　　 　解剖学　　仲鴫　　一範

　 学力確認 担 当者:

　　　 響査委員長:河 瀬 　　斌

　　　　 　　　 　　　　 　　　 　　　　 試問 日=平 成18年2月15日
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司法解剖例における心中の検討

内容の要旨

保　科

(目的〉我 が国で は 「心中」とい う曾葉 は古 くは相思相愛 の男女が相

互の合意の も とに 「自殺」す るとい う意味で理解 されて きた。ra近 で

はむ しろ母子心 中 とい う曾葉が轍道 でよ く聞かれ る よ うにな うて い

る。一方,海 外では心中事例その ものが少 な く、法医学領域 では加 害

者 と被否者 とい う視点か らnnvder　followed　by　suicide、す なわち加害者

が殺 人の後に 自殺す る事例、精神 医学領域 ではsuicid叩蹴.す なわち

合意 のある事例が中心であ り、それぞれ 関心のあ る事例が 異な ってい

る。本研究では、慶彫義整大学医学部法医学教蜜での司法解剖例 にお

ける無理心中及び合意のある心中の耶例を調べ、全体像や それ ぞれ の

中での加害者 と被害者の開係、殺人の 手段、動 機等を示す とと もに、

海外 文献 との比較 を行 うことや 、現在の ところ纏一 された心中の定義

がないため、振者 としての定義 を提案す ること、更に心 中の防止策 を

検討す ることを目的 とした。

{方法>1945　 9月 か ら2003年 に月までの期 間に慶晦義塾大学医学部

法 医学教室で施行 された司法解剖(te:数7276体)の 解剖記録 を翻査 し.

心 中事例を抽出 した。これ を もとに加 害者 と破害者の関係.動 機 、手

段 、年齢分布 等につい て分析 した。 また、情 報を繍 うため、]984以

降 の事例 は新聞 のデー タベー スを検累 し、該 当事 件につい て参照 し

た。

<結果>298例 の心中事例 が抽 出 され、その うち259例 が無理 心中 で

あ った。加害者 と被害者の関係でit.母 子心中がua例 と最 も多 く、恋

愛関係の男女間の事例はわず かlfi例で あった。動機 は母子心中では育

児 ノイ ローゼが最 も多 く、高齢の夫婦の心中では健康問題 、経済困難 、

一家心中 では軽済困燈が最 も多か った
。殺人 の手段 は絞 頭 が最 も多

く、母子心中や合意のある者同士の心中では一酸化炭素 中毒 、睡眠薬

中毒な どの暴力的 でない手段が多か った。海 外では夫婦、恋 人の間で

の無理心 中が最 も多く、動機の主たる ものは関係の破綻であ り、手段

は銃が最 も多いな ど我が国 とは大 きな違いが見 られ た。

〈考察〉心中の定義が続一され てい ないた め、研究 によって無理心中

として扱 う事 例の範囲が異な っていた。このため、無理心 中の定義を

「加害者が被香者 を殺害 した後に 自殺する意 志を持 ってい た事例」と

明確 にす る必要があ ると考え られた。また 、わが国で は無理 心中の中

で最 も多い母子心中を防止する 二とが重要であ り、母親の孤立 を防 ぐ

ために看護的 な介入が有効である と考え られ た。

光　紀

論文審査の要旨

　 本研究は慶 磨義塾 大学医学 部法医学 教室 で司法解剖 とな った事例

の うち、心 中事例 を鯛 査 し、その特徴 を明 らかに し、 さらに海 外の

事例 との比較 を試 みた ものであ る。1945年9月 か ら2003年is月 まで

の期間の7276例 の司法解 剖例の うち心 中事 例は298例 見 られ 、内訳は

無理心中が259例 、合意 のあ る心中が39例 であった。無理 心中の 中で

は母子心中がuo例 と最 も多 く、従来我 が国に特徹的 と考 え られ てい

た恋人同士の事例 は16例 しか見 られ なかった。 手段 は絞頸 の116例 が

最 も多 かった。 母子心 中や合 意の ある心中で は一酸化 炭棄 中毒や薬

物 中毒な ど暴力的 で な く、両者 が同 時 に企 図 出来 る手 段 が多 か っ

た.し か し.手 段 には時 代 によ る変遣 が見 られ、近年 では一酸 化炭

素 中毒や薬物 中轟 は見 られ な くなってい る。 また、海外 との 比較 で

は、心中 自体 が稀 と され て いるが、配 偶者や恋 人同士 の心 中が最 も

多 く、手段は銃 器 による もの が最 も多 いな ど我 が国 の事例 との相 違

が見 られ、 これ には手段 の入 手の容易 さや文 化的 な背 景の違 いが反

映 され ている と考 えられ た。

　 審査 では まず、無理 心中 の定嚢 を 「加 害者 が自殺 す る意志 を もっ

て殺人 を犯 した事 例」 とした点につ いて、 どの よ うに意志 を碗認す

るの か との質 問が あ っ た。 これ に対 し、解 剖 記録 の 記載 や新 聞 の

デ ー タベー スを参 照 した ものの、加害 者が死 亡 して いたn,記 録 の

不備 な どか ら意志 の確 認が 困難な 事例 もあn,事 例抽 出の限 界であ

る と回答 され た。 ま た、母子心 中の防止 に看護師 に よる訪問 指導な

どの介入が有 効で ある と考 察 した点 に関 して、本 研究 の結果 と考察

が一 致 してい ないの ではない か との指 摘が あった。 この 点にっ いて

は文 献的な記述 のみ を搬拠 と してい るが、母子心 中の背 景の調査 か

ら母親の孤立 を防 ぐこ とが防止 策 と して有 効 である と示 唆 され る と

の説 明がな され た。 さらに、近年一酸 化炭 棄中轟や 薬物 中毒 に よる

心 中事例が見 られ な くなって い るとの 結果に ついて 、事 件性の ない

事例 は東 京都の場 合、監 察医務院 での行政 解剖 にな ってい る可能性

が高 く、実瞭 に減少 して いる とは曾 え ないのでは ないか との指摘 が

あ った.こ れ に対 し、司法関係 者の判 断に よ り司法 解剖 に至 らない

心中事例 があnう る とい う研究 上の限界 が存在す る と回 答 され た。

今後の課題 として監察医務院 の事例 を含 めた よ り多数例 での検討 が

必要である と指樋 され た。

　 以上、本研 究は今 後 さらに検討す べ き躁題 を残 してい るが,我 が

国での多数 例にお ける心 中の特徴 を明 らかに し、海外 の事 例 との 比

鮫 を行い,将 来の 研究 のた めに無理心 中 と合意 のあ る心 中の定義 を

提案 し、有効 と考 えられ る予 防策 を示唆 した とい う点で有 意義 とさ

れ た。

　mm文 審査旭 当者 　主査 　綱神 神経 科学 鹿島 　晴雄

　 　　 　 法医学 　藤 田　 眞幸　 　医 療政策 ・管理学 　池上　直 己

　 　　 　 解剖学 　相磯 　貞和

　学力碗認担 当者:

　 　　審査委員畏=藤 田　眞幸

　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　　 　 試問 圓:平 成 【8年1月27日
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Prevention　 of　Cancer　 Cachexia　 by　a　Novel　 Nuclear　 Factor　 xB　 Inhibitor

　　　　　　　　　　in　Prostate　 Cancer

(前立腺癌における新規NF・KBI阻害剤 による癌悪液質の抑制)

内容の要旨

黒　田

　 筋悪液 質は前立 腺癌患者 におい て.そ の治療 を困難 な もの とし死

因 の一つ とな り得 るものであ るが 、最 近の研 究か らintedeukin6(IL

・61を 初 め とす るサ イ トカイ ンの異常産生 及び放出 が、悪液 質の誘

導に関 与 してい る と考 え られ てい る。本 研究 では 前立腺 癌患者 にお

けるIL・6と悪液質 との関連性 にっいて検 肘 し、ホル モ ン抵抗性 前 立

腺 癌 細 胞 株 を 用 い た 動 物 実 験 に お い て 新 規NF-KB阻 害 剤

dehydmxymeUiylepoxyquinomicin(DHMEQ)のIL-6.及 び悪 液質に対す る

抑制効 果について検討 した。

　 (材料 ・方 怯)患 者 鮮の前立腺疵患者98例 において 、IL・6値や悪液

賀 のパ ラメーターを測 定 した。細胞棟は ホルモ ン抵抗性前 立腺癌細胞

株JCA一1細 胞 を用 い、薬 剤は新規NF・罵B阻害剤DHMEQを 使用 した。

　動物爽験 では,JCA一1細 胞(且xlO7個)を ヌー ドマウスの皮 下に移植

し、腫癌径 が田㎜ に到逮 した時点 でマ ウス を無 作為に3群 に分類 し

た。3群 はそれぞれ薬剤DHMEQ投 与群(8mglkg,n=12)、 溶媒DMso

投与群(n=16)、 薬剤 非投与群(n=ll)と した。　DHMEQ,　 DMSOは

25日 間連 日腫腔内投与 した。また腫瘍を移誼せず、また薬 剤も投 与 し

ないコン トロール群(n=14)を 設け、4グ ルー プのマ ウス群で実験 を

進 めた。実験期岡中、全てのマ ウスの体重を一 日お きに測 定 した。ま

た、屠 殺時 に全てのマ ウスの腫瘍 、腓腹筋 重量、繍巣 上体脂肪重 量、

ヘマ トク リッ トffi.ト リグ リセ リ ドar、アルブ ミン値、　IL・6値を渕 定

した。

　 (結果)前 立腺癌 再燃患者鱗は 、1L遜風PSAffi,ア ルブ ミン値、ヘ

マ トク リッ ト値、body　m鵬ind駆 、　pedomieneesutusの 全てにおいて未

治療群、寛解詳に比 し、有意な差を示 した。

　 動物実験で は、担痛薬剤非投与マ ウス鮮及び担癌DMSO投 与マ ウス

群の体重 が経時的 な減少 を肥めたのに対 し、担 癌DHMEQ投 与マウス

群の体重 は有意 な減少 を示 さなかった。実験第26日 目の時点で、担癌

DHMεQ投 与マ ウス群の体重 、腓艘筋重量、精巣上体脂 肪鉋肚は有意

に他の担癌マ ウス2群 よ りも高値で あり、ヘ マ トク リッ ト憧、 トリグ

リセ リ ド値 も同様 に他の担癌2群 よりも有意に商値であった。また1L

・6値は、他の担癌2群 よ りも有意に低値 であった。 アルブ ミン値 は、

担癌DHMEQ投 与マ ウス欝にお いて担癌 薬剤非 投与マ ウス鮮 よ り有

意に高値 であった。

　 (結諭)進 行性 前立腺癌sn者 において【L。6値と悪液質 との関連性 が

示 され、また基礎実験 においてDHMEQが1し ・6産生を抑制 し、悪液質の

進行を抑制す ることが示 された。新規NF・KB阻 害剤DHMEQは 進行性

前 立腺癌 における悪液 質に対す る新 たな治療 薬 とな り得 る と考え ら

れ た。

健　司

論文蕃査の嬰旨

　 前立腺癌患 者にお け る血濟lL・6笹と悪液質 との関遮 性 につ いて検

尉す ると ともに、ホルモ ン抵抗性 前立腺癌細胞 株 を用 い、新規NF-K

B阻 害剤dehydroxymethylepoxyquinomicin　 (PHMEQ)のIL緬 産 生及 び

悪液 質に対 す る抑 制効果 につ いて検 討 した。前立膿 癌患者98例 の検

肘 にお い て、再燃 群 で は1L・6値が 高値 で あ り、悪 液 質 を示す 検 査

値 、ヘマ トク リッ ト(Hn)、 アルブ ミン(A且b)の 低値 を認めた。 ま

たIL-6高 笹 群では有意に予後不良であ った。前立腺癒 細胞JCA-1移 櫃

ヌ ー ドvウ スにお いて 、DFRv1EQL4`与 によ り体 重、精巣 上体脂肪 重

倣、腓腹 筋 重 母の 減少 が 有意 に抑 制 され る と と もに、HcI値.　an

値.ト リグ リセ リ ド値は 有意に高値 を示 し、IL-6($は 有意 に低値 を

示 した。以 上 よn,進 行性 前立線癌思者 におい てlL-6ffiと悪液質 と

の関連性が示 され、動物 実駿にお いてDHMEQが 星L・6産生 を抑制 し悪

液質 を改醤 した ことが示 された。

　審査 では 、本研究に ホルモ ン抵抗性 前立腺 癌細胞 昧を使用す る意

義 について間われ 、ア ン ドロゲ ン非 依存性 で増殖 が速や かな、癌 悪

液質 の動物 実験 に適 した細胞株 の必 要性が説明 された。 また再燃 癌

患者 にお けるIL。6値が有 意 に高値 であ る点 にっ いては、癌細胞の性

質 がホルモ ン依存性か ら非依存性 へ と変化す るのに伴い、1L・6亜生

能 を有す る癌 細胞が オー トクライ ン及 びバ ラクライ ン的 に増鬼 して

い くため と考 えられ る と回答 され た。 また他の サイ トカイン抑制の

有無 を確認 すべ きではなか ったか とい う指摘 に対 しては、既知 の報

告 では前立腺 癌にお け るIL-1、1rNF・α等 と悪 液質 との関連 性 も示 唆

され るが、癌懇 液質の動物 実験にお いては1レ6の 垂饗性 を示唆 した

報告 例が多い との回答 が なされ た。 また実験 期間 中担 躯マ ウス聞 の

腫瘍 体積に有 意差が ないに もか かわ らずIL・6ffiに有意蓬 が現れ た結

果 につ いて問 われ、DF4.1EQに よ り腫珊細胞の1レ6産 生が有意 に抑制

され ていた もの と考 えると回答 された。爽験期 岡途中 、担癌 マ ウス

の うちDMSO投 与群の体ffiと薬剤 非投 与群の体重 間で有意差 が認 め

られ た点 にっ いては 、突験 終了ま でDMSO投 与マ ウスの体重 減少は

抑 制 されず 、最 終的 にDFQdEQ投 与群の体 重 との 問に有意 差 が詔 め

られた ことか ら、DMSOは 悪液質 に対 し特別 な効果 はな い と判断 し

た と答え られ た。本研 究 にお いてはマ ウス腫瘍細胞 の躬理組 織学的

検尉 も考慮す べきであった との指摘 がなされた。

　 以上、本 研究 では さらに検討す べき躁題 を残 してい る ものの、前

立腺癌患者 にお ける悪液質 と:L-6凪 との関遮性 を示 し、動物 実験 に

お いてDHMEQに よ り悪液 質パ ラメー ターの改 善が認 め られ た こと

で、進行性 前立腺 癌にお ける悪 液質 に対す る新 たな方向性 を示唆 し

;aる 有罵な研 究である と評画 され た。

　 険文毒査担 当者　主査　泌尿器科学　村井　勝

　　 　 　 病 理掌　坂元　亨宇 　　先蟷 医科学 　河 上　　裕

　　 　 　 外 科学 　北島　政桝

　 学力確認担 当者1池 田　康夫、坂 元　亨宇

　　 　審査 委員長=坂 元　亨宇

　　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 試問 口=平 成 匹8年2月9日
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Clinical　 and　Behavioral　 Impact　 of　Implementing　 Community-Based　 Diabetes

　　　　　　　　　　　　　　　Disease　 Management　 in　Japan

　　　　 (日本での地域糖尿病管理の導入による臨床な らび に患者行動に及ぼす影響)

内容の要旨

坂　巻

目的:欧 米で注 目されている疾病管理 の概念 をも とに、庇根県安来 市

にお ける鯖尿病管理プ ログ ラムの効果 を臨床 的指 標な らび に患者行

動 、QOLの 面か ら検肘 し、それ らに影響 を与える要因 を検討す るこ と

を目的 とした。同プログラムは、地 域での診療標 準 と共通教 育ツール

の作成、登録 された患者について 「蟹尿病 手帳」を用い た医療機 関連

携 にお ける患者傭報の共有 とモニ タ リン グを中心 と してい る。

方法:登 録 された2型 糖尿病患者の うち、ベー スライン(2002年1月

～2月 実施)と 介入後(zoos　 i月 ～2月 実億)の 両 アンケー ト綱査

に回答の得 られた316例 を対象 とした。醐査 に先立ち、安 来市立病院倫

理委員会での審査 を受 けた.患 者の 日常生活管理 をサ ボー トするため

のツール と して 「ライ フスタイル ノー ト」　 (以下 「ノー ト」 とい う)

とよぷ 日紀を作成 し、患者の 日常生活上の リスクに応 じた到選 目標の

股定、逮成状況の定期的チェ ックを中心 とした介入 を行 った、介入効

果は、臨床的指標(体 煎 、BM【、血圧、　HbNc、 血 清脂 質》を糖尿病手

帳か ら、患者行動(食 事 ・運動指導への順守 、締尿 病に関す る知識.

食生活状況の 自己評缶)お.k　iFQOL尺 度 と してPAlD(Problem　 Areas　in

Diahela;疾 病特異的 尺度)な らびにEQ・SD(包 括 尺度)を 、それ ぞれ

ア ンケー ト國査によってデータ収集 し、分析 した。

結果:対 象患者の男女比はX50.6%、 登録時年齢59.6-8.且歳 、経 ロ剤

治fbl32.0%、インス リン治療14.9%で あった。介入前後の各指 標をみ る

と、拡張期血圧(P<0.001》 、HbAic〔P<0.001),中 性脂 肪(P=o.oas)、

食生活 スaア(P<O,001)、 塘尿病に対す る知職(P=0.012)に お いて

有意 な改轡が認め られた。QOLに つい ては、　PAIDは 有意 に改善(Pく

o.oouし たが 、　EQ-50は 有 意に烈 ヒした(P=0.026:}。 介入 後の臨床的

指標 、患 者行動 との関係 をみ ると、指導への順 守状 況の よいもの では

HレU。(P=0.022)、 食 生活スコア(P<0.ooU、 知識 スコア(P〈0.ooU

のいずれ も有意に良好な値であった。 また ノー ト使用有無でみ る と、

介入 後の食生活 スコアで ノー ト使用群 が非使用群 に比 べ有意に優れ

ていた(P=0.002)。

考 察と結瞼=ラ イ フスタイル ノー トによ る生活習慣 指 導を 中心 とし

た介入 によって検査値 と食生活、知識について有意な改 善が認め られ

た。しか しなが ら,QOLに つ いてはeaoに ついて は改 善が み られ たの

に対 し、EQ-SDに ついては悪化 しておn,QOLに つい ての解 釈の難 し

さが明 らかに なった。本地域 での塘尿病管理 プログ ラムは、医節 主導

型 で医療機関 を中核 とした地城 での疾痢 管理モデ ル と して簡便 で現

実的 な方法 と考 えられ るが、今 後、医療費等への影響 も含 めた よ り長

期 にわたる検討が必要で ある。

弘　之

論文審査の要旨

　勘根県安 来市 にお ける地 域で の糖 尿病 に対す る疾病 管理の効果 を

臨床的指標 な らびに患者 行動 、QOLの 面か ら検 討 し、それ らに影響

を与 える要因 を検atす る ことを 目的 と した。対 象患者 は、登鎌 され

た2型 糖尿 病患者 の うち、介入 前後2回 のア ンケー ト鯛 査に回答 の

得 られ た316例 である。患者 の 日常生活管理 をサポー トす るために、

生活 上の改 善 目標 を般 定 し管 理を行 うため のツール と して 「ライフ

ス タ イル ノー トj(以 下rノ ー ト」 とい う)を 用 いた 介入 を行 っ

た。効 果の 評 価尺 度 は、臨床 的 指標(BMI,臨 床検 査 値)、 患 者行

動 ・糖 尿 病 に 対 す る 知 臓.お よ びQOLを 用 い た。 そ の 結 果 、

HbAlc,、 拡 張期 血圧 等 の検査 値 と食 生活 ス コア、知 餓 スコア にお い

て有 意な改 善が毘 め られ た。 しか しなが ら、QOLに つ い ては、糖尿

病疾病特 異的尺度 であ るPAIDは 改 善がみ られ たの に対 し、包括尺度

で あ るEQSDは 悪 化 しておn,　 QOL尺 度 の解釈 の難 しさが明 らかに

なった。 さらに、 ノー ト使用 有無 でみ ると、介 入後の 食生活 ス コア

でノー ト使用 群が 非使用群 に比ぺ 有意に優 れてfi　n、 食生活 習慣 改

善に対 して本介入方法が有 効である ことが示唆 された。

　 審査 では.第1に 、2回 の アン ケー トに回 答 した集 団の代 表性 に

っいて 質問が あっ た。 これ に対 し、性 ・隼齢 、検査値 等は デー タが

褐 られ る ものの.患 者の行 動、知織 、QOLは ア ンケー トで しか把握

できない ため、代表性 の検証 を十分 で きないの で行 わな かった と説

明 され た。 第2に 、 ノー ト配 布方 法につ いて質 問 さn,ノ ー ト配布

は当該地域 の塘尿 病患者 ほぼ全 員に配布 されて い るこ とが脱 明 され

た。 第3に 、介入 を標 準化す るた めの方法 とそ の検証 を どの よ うに

行っ たかにつ いて質 間が あった。 これ に対 して、医 師 ・看 護師 に対

して ノー ト使用 にお ける患 暫の 目標設定 や指導 方法 に開 して亭前説

明会 を実施 してい る ものの、匿 名化 され て いるた めに、医療機 関毎

の指導 内容 につ いて確認 を行 うことが できな か った と脱 明 された。

第4に 、QOLに つ いて 、　PAIOの 改 善 とEQ・SDの 悪 化 とい う、棺反す

る結果 が得 られ た こ との解釈 につ いて質問 され た。 これ に対 して、

PAIDは 心理的致荷 面を計測 してい るので、生活指 導に よ り心理的負

担感 の改善が もた ら され た と推測 され るのに対 し、EQ・SDで は5質

問中1項 目で も悪 化す る とスコアが大 きく減少 す るこ との影 響の 可

能性 があ ると回 答 され た。最 後に、本手 法の有 効性 を客 観的 に示す

た めに は他 地城 で再 現性 を検証 すべ きで あ った との指asが あった

が、患者デ ー タを継縫 して収集 で きる地城 が他 にな く、新 たなデー

タ収集 の協力 体制 を得る こ とが困雌 であ ったた め、1地 域 に止 まざ

るを えなか った と説明 され た。

　 以上 の よ うに、本研 究には さ らに検討 され るべ き躁題 を残 して い

るものの、わが国 初の地械 で の疾病管理 の効 果 を検 証 した研 究 と し

て評価 された。

　 論文審査担 当者　主査　医療政策 。管理学　池 上　直己

　 衛生学公衆衛 生学 　大前 　和幸 　衛 生学公衆衛生 学　武林 　 　亭

　　 　綱神神経 科学　鹿 島　鴫雄

　 学力碗認担 当者=池 田　康 夫、大an　 和幸

　　 　審査委員 長=大 前　和 嶺

　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　 　 試 問 日:平 成18年3月3日
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　　　 Spinal　 Kyphosis　 Causes　 Demyelination　 and　 Neuronal　 Loss　 in　the　 Spinal　 Cord

　 ANew　 Model　 of　Kyphotic　 Deformity　 Using　 Juvenile　 Japanese　 Small　 Game　 Fowls

(脊柱後奪変形は脱髄と脊髄神経細胞の脱落を生 じさせる:小 軍鶏を用いた新 しい後蛮変形の動物モデル)

清　水 健　太　郎

内容の要旨

　 智柱 変形 による遅発性脊髄麻 痺は臨床上 しば しば経験す る病態で

あ る。麻痺 発生の メカニズムはなお不明な点が多いが、その一因 は今

まで適 切な動物モ デルが なか ったために基礎 的研究がで きなか った

ことが挙げ られ る。本研究では、幼若動物を用いて手術的に頚椎の局

所 後晦変形 を発生 させ る新 しい動物モデルを確立 し、このモデル を用

いて後育変形に伴 う脊髄の組織学的変化を検酎 した。

　研 究には、生後5週 齢(約200～3009の 小 躍鶏75羽 を用いた。全身

麻酔 下にC4-SXIi位 の傍脊柱筋を剥離概切 したのち当眩高位の椎弓切

除 及び椎問関節破壌 を行 った。術 後、経時的に4%パ ラホルムアルデ

ヒ ドを用いた経心臓的澁流固定 を行い、脊 椎 と脊 髄を一塊 として摘 出

した。画像評価 と して,頸 椎部の側 面単純X線 を撮影 した。後奪の頂

点 をはさむ椎 体長軸のなす角度 を計測 し後沓 角 とした。病理組 織学的

評函 と して、脊 髄のみ を取7出 し、壊大圧迫部の横断切片 を作製 しHE

染 色、Toluidine　blue3k色 を行 った。 さらに電 子顕微鏡 に よる観察 を

行 った。 画像 解析 としては、コン ピュー タ画像解析装 置(WinRooO

を用 い、航角細胞、髄鞘 を定量化 した。後跨角 と脊髄扁平率(前 後径/

横径)、脱髄 の種度(髄 鞘面積箪)な らびに前角細胞 数の棺関 を検肘 し

た。また微細 血管の検asの ために、手衛8週 後に、　is%ゼ ラチン加 墨

汁(O.SmVg体 重)を 造影剤 として用 いた経心臓的 全身血管造影 を行 っ

た。

　術 後、全例で頚推に進行性の後湾変形が生 じた,後 湾変形 は術後3

週 まで進行 し、その後 は固定 した角度のまま安定化 した。脊髄 は後湾

の頂点で最 も高度 に扁 平化 し、腹側 より圧 迫 されていた。後湾 角 と脊

髄扁 平率に強 い相 関(r=・0.91)がsaめ られ た。灰 白質の前 角細胞は萎

縮 、脱 落 し、前素 部に軸 素の脱髄 と空胞変性が認 められ た。脱髄は.

後奪 がよ り高度 になるにつれ て.前 欝、側索.後 索の順 に進行 した。

後 索郎では 後育変形が顕著 で脊 髄が扁平化 して も髄鞘 は温存 され て

いた。血管 造影では扁 平 した脊髄の 血管網の途絶、血 管数の減少 、脈

管の縮 小な どの変化を認 めた。 これ らの所見は脊髄の腹側 に顕著で、

後 酉が高度 になるほ ど顕 著であった。

　 慢性脊髄 圧 迫の動物 モデル として嚇 マ ウスが よく知 られ てい る

が、自然発症 モデル であるため、圧迫方向や 再現性 に問題が ある。ま

た過 去に鰍 告 され た動物実験 にお ける脊髄麻 痺はほ とん どが急性 圧

迫 によ るものであっ た。本モデ ルは二足動物 である幼若 鳥類を用い

て、頚 惟に手術的操 作を加 えるこ とによ り成長 と共に再現性 のあ る進

行性 の後弩変 形を生 じる もので、後醇 に伴 う智髄の絹態 を解 明す る上

で極めて有用なそデル といえる。本研究では、頚椎後胃変形 の進行 に

伴い脊髄の扁 平化が顕著 になn,灰 臼質では前角細胞 の脱 落、臼質で

は脱髄、空胞変性が生 じ、脱髄変化 は前索噌側索→後索へ と進行す る

ことを明 らかに した。これ らの智髄 内の組織 学的変化は腹側 からの持

続的な機械的 圧迫に加 え血流障害 によるもの と考えられ た。

　 本研究の結果は、カ リエ ス、骨楓握症 などに臨床上み られ る遅発性

脊 髄麻娠の病 態解明に大きな一助 となるもの と考えてい る。

論文審査の要旨

　 脊髄 は一般 に慢性 圧迫に対 して強い抵抗性 を示すが、脊 椎カ リエ
スや骨粗霧症性 智椎圧 迫骨折後 などに生 じる遅 発性 脊髄麻 痒 は

、臨

床 上 しば しば経験す る病態で ある。 しか し、 この メカニ ズムを解 明

す るた めの適 切な動物 モデルは これ まで存在 しなかった。過表 の研

究は、怠性 の脊髄圧迫に よる動物モデルがほ とん どであn,軸yマ ウ

スな ど他の慢性 圧迫モ デル も圧迫 の再 現性、臨床例 との類似性 な ど

で問題点 を有 して いた。本 研究では、幼著鳥 類の頚椎 に手術的 に進

行性 の局所 後弩 変形 を発生 させる新 しい動 物モデル を作製 し、この

モ デル を用い 、変 形に よる脊 髄圧 迫障沓 の病 態 を検肘 した。実験 に

は 生後5週 齢 の小3[[75羽 を使用 した。 全身麻 酔下 にC4～C5高 位の

頚椎 に椎弓切除 及び椎 間関節破壊 を行 うと、術後、同部 に再現性の

あ る進行性の後 跨変形 が生 じ、脊髄 圧追 を来 した。脊髄 は嶺 椎後巧

の頂 点で腹 側 よ り圧迫 され扁 平化 し、後野変形の 進行 に ともない脊

麗 の扁平化 も顕 著に なn,そ れに伴い前 角細 胞 の脱 落、脱髄、空胞

変性 な どの組織変 化が生 じ、その憂 化が前累→側 索一・後 索の順 に進

行す る ことが明 らかに なった。 また微小血管 造影では 、扁 平化 した

脊髄 の血管数の減 少、脈 管径 の縮小 な どの変 化 を認 め、圧迫 を受 け

た脊髄 の組織 学的 変化 には 、持続的 な機滅的圧 迫 に加 え、血 流障 害

も関与 してい る可能性が示唆 された。

　 審査 では、まず小 皿鶏の脊髄 の解 剖につい て質問が な された。 こ

れ に対 して、基本的 には ヒ トと同 じであ り、血流 も前脊 髄動脈、分

節動脈 が脊髄 に還流 してい る と回答 され た。 この モデルの将 来の応

用 につ いての質問 にｫ,慢 性圧迫に は急性圧 迫 と異な る代償 作用が

存在す る筈 で、今後 は ヒ トの脊髄障 寄にお ける病 態.た とえば高度

な圧迫や後 弩を呈 しMRIで τ2高輝度変 化を認 めて もしば しば無症 状

の症例 が存在 す る原 因の解明等 につ なげたい と回 答 され た。 実験 方

法 と再 現性 につい ての質問に は、後方 の支樽組織 のみを破壊 し脊 髄

に侵襲 を加 えない点 が原 則で あ り、手術 撮作 によ り後肖変形 は容 易

に再現 できる と回答 され た。 また運動麻 嬢の起 きなかった理 由にっ

いて質 問が な され た。 これ に対 して 、烏 類の運動伝 導路の局在 が不

明で圧迫部位 と異 なる可能性、圧 迫のみな らず不安定性や[e血餉 昭が

関与す る可能 性が 考え られ る こと、また小 鼠鶏が羽根(上 肢)を 動

か さな い鳥 であ るこ とが運動評価 を困 難に してい る と回答 され た。

臨床上 、脱髄 の修覆や治療 効果の評価 な どに もこの モデルは 有用 と

考 え られ 、今 後 の発 展 と して、MRIの 画 像な どを取 り入 れ た評 価

や 、最大圧迫部 より上下 での組織 血流評 価 も行 うべ きだ との指 横が

な された。

　 以 上の よ うに、本研 究 はなお検 討す べ き躁題 を残 してい る もの

の、二足勤物 であ る鳥顕 を実験動物 に選 び、後湾変形 に よる緩 徐な

脊髄圧迫 を来す有意義 なモデル を開発 し、今 後の臨床 例の病態解明

につながる研 究である と評価 され た。

　 臨文審査担 当者　主査　整形外科学 　戸山　芳昭

　 　 　　 内科学　鈴木　則宏　　解剖学 　仲嶋 　一範

　 　 　　 外 科学　河瀬　 　斌

　 学力碗認担 当者:池 田　康 夫、鈴 木　則宏

　 　 　審査委 員畏=鈴 木　則宏

　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　 試問 日=平 成18年2月7日
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Effects　 of　morphine　 and　 its　metabolites　 on　 immune　 function

　　　　　　　　　　 in　advanced　 cancer　 patients

(末期がん患者におけるモル ヒネとその代謝産物の免疫機能に及ぼす影響)

内容の要旨

橋　ロ

　モル ヒネはが んに代衷 され る激 しい露痛 の 治療 に広 く使用 され る

一方で
,そ の副作用 として免疫抑制 作用があ る ことが注 目され てい

る。しか し、これ までの研究のほ とん どは基礎的な生 体外分析や動物

実験のデータであn,ヒ トの末期 がん患者 を対象に、その免疫機構 に

対 してモル ヒネ及びその活性代 謝塵物が どの ような影 響を及 ぼすか

は不明であった。そ こで本研究では末期がん患者 を対象 と し、モル ヒ

ネ とその 活性 代謝 産物 で あ るMorphine・3-gluewonide(M。3・G)及 び

Morphine・6・glueronide(M昏G)が 免療機構 に及 ぼす影 響について検討

した。

【対象1慶 磨義塾大学 病院 ペインク リニ ックを受診 した癌性瘍痛 を有

す る末期がん患者15名 。

1方法1初 回受診時 また はモル ヒネ投与量、投与経路な ど治療方針 変

更前、変更1週 間後,変 更3週 聞後に静脈 血採血 を行 った。血 漿モル

ヒネ濃度、血漿M-3GdW度.血 漿M・6・G濃慶 と、細胞性免疫 の指標 とし

てCD4',　CD8'.　NK細 胞活性、　PHA刺 激 リンパ 球幼若 化試験 、液性免

疫 の指標 と してlgG、　lgMを 測定 した。

【結果1本 研究への参加 の時点 で、それ までモル ヒネ を投 与 され た既

往 がない患者6名 を 【鮮 と し、受に1ヶ 月以上モル ヒネ を投与され て

いた患者9名 を ロ群 と し、両群の血漿モル ヒネ及び活性代 謝産物 濃度

と免疫機能 の関連 を比較 した。研 究期間 中、両群 ともに露痛 は平均

4/10{visual　analogue　scale)で あった ものが2/10に コン トロール され て

いた。1群 は 皿群 と比較 してM3-G.お よびMfi・Gは 有意 に低値 であっ

たが、免疫学的指標は両群 とも有意 な差 が認 め られなか った。1群 に

おいては活性代 謝産物 と免疫 グ ロブ リンお よびPHA刺 激 リンパ球幼

若化試験 にお いて彙の柏関関係が紹め られたが 、n群 では認め られな

かった。

1考察】末期がん患者において、モル ヒネ投与初期 にモル ヒネの活性

代謝産物 によって液性免疫、細胞性免疫の両方 に抑制 作用を持つ可能

性が示唆 され たが、一 ヶ月以上の畏期にわた ってモル ヒネを投与 され

た患者では免疫抑制 作用 は認め られ なか った。これは 、幌性的 にモル

ヒネを投与 され た場合 、免疫抑制作用に対 して も耐性 が形成 され ると

い う動物 実験 による結果 を支持す るもので ある。本研 究において負の

栢関 を示 したいず れ の免疫 指振 もほ ぼ1E常 値 の範 囲 内で の変動 と

なってお り、痒痛 を適切に治療す るこ とに よる免疫抑制の回避 と、モ

ル ヒネやその活性代謝産物に よる免疫抑制 作用のバ ラン スにおいて 、

末期がん患 者へのモル ヒネの投与は跨容 され 得るもの と考 えられ る。

さ　お　 り

論文審費の要旨

　 末 期 癌 患者 を 対 象 と し、モ ル ヒネ とそ の活 性 代 謝 産 物 で あ る

orphine・3-glucumnide(M-3-G)及 びmorphine・6-glucuronide(M・6・G)

が免疫 機榴 に及ぼす影 響 につ いて検肘 した。初回受 診時 、モル ヒネ

投 与量変更1週 間 後、変更2週 間 後に採血 を行 い、モル ヒネ、M・3・

G、M尋Gの 血 中濃度 と、CD4+、 　CD8+、 　IL産 生 能、　NK細 胞 活性 、

phytohemagglutinin(PHA》 リンパ 球幼若 化反応 、　IgG,　lgMを 測 定 し

た。モル ヒネ 投与の既 往が ない患 者 を[$#,モ ル ヒネ を投 与 され て

い た患者 を ロ酵 と し、モル ヒネ及 び活性代 謝産物濃 度 と免 疫機能 の

関 連 を比較 した。1群 では活 性代 謝産 物 と18Mお よびPHA刺 激 リン

パ 球幼若化反 応 に致 の相 関関係 がseめ られ た が 皿群で は認め られな

か った。宋期 癌 患者 にお いて モル ヒネ 投 与初 期 に活性 代謝 産物 に

よって液性 免疫 、細胞 性免疫 の 両方 に抑制 作用 を持 つ可 能性が 示唆

された が、免 疫指標 は正 常雌の 範囲 内での変動 とな ってお7,末 期

癌患者へのモル ヒネの投 与は許容 され得 ると考え られた。

　 審査 ではまず脱 蕩症例 の理 由 と結険へ の影響 につい て明確 にされ

るべ き との 指摘 があ った。 ま た放 射線療 法や化学療 法 を受 け た患者

が含 まれ てお り影 響 を検 肘す べ きとの指摘が あ り。症例 数が少 な く

多変量 解析 が困難 で あった と回答 された。 採血 は服 薬後 一定の 時間

にすべ き との指 摘が あった。免疫 指標 の変化 が正常範囲 内で あった

ことについての 解釈 が問 われ 、数血 は下がっ てい るが臨床 的 に問題

の ない変動 で あ り、患者 の背景 は様 々である が免疫 抑制 作用は 大 き

く影響 を与 えない 旨の回 答 であ った。 次に代謝 産物 の血 中濃度 のば

らつ きについ て、肝転移 に よる代謝 への影響 が出てい るの ではない

か との指鏡が あっ た。肝 機能障 害指標 が軽度 上昇 し肝機 能が転 化 し

た症 例 もあ り、代謝 に影 響 した可能 性が ある旨の 回答 が あった。進

行癌患 者の免疫 状態 にっい て、個 々の疵につ いて は検討 され てい る

の で、考察に加 え るべ きで あった との指摘 があ った。 また 坐薬の投

与法 につい て、挿 入 の深 さによ って薬物の吸 収 に差が出 るの で.今

後 は投 与方法 を十分 指導す べき との助言が あ った。モ ル ヒネが判 別

分析 で有懸 ではな くな った点 につ いての解 釈 につ いて質 問に は、生

体 ではモル ヒネ とそ の代謝産 物が 単独 で存 在す る ことはな く、其々

の影 響の樫度 を解析 す る必 要が あるた めに判別 分析 を行 い、モ ル ヒ

ネ よ り代謝産物 の影 響が大 きい と解釈 で きる と回答 され た。 また、

童8Mは抑 制 され たがlgGIは抑 制 され なか った こ とについ て、18Mに 続

きlgGが 睡導 され る過 程でT細 胞 の関 与があ り興 味深い との コメン ト

が あった。

　 以上、本研究 は様 々な課題 を残 してい るが.こ れ まで 主に基礎 研

究 で指摘 され てい たモル ヒネの免 疫抑制 作用 にっい て、臨 床的 に最

も使用 され てい る末 期疵患 者で検 肘 され た もの であ り、有 意義 な研

究 である と解 価 され た。

　 路文 審査担 当者　主査　 蘇酔 学　武 田　 純三

　 微生物学 ・免疫学　小安 　重夫　 　薬剤学 　谷川原 祐介

　　 　 　　 　外科学　北 爵　政桝

　 学 力碗認 抵当者:池 田　 廉夫、小安　 重夫

　　 　 密査委員長:小 安 　重夫

　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　　試 問 日:平 成18年z月27日
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Relation　 between　 Chromosomal　 Aberrations

　　　　and　 Radiation　 Dose　 during　 the　Process　 ofTBI

(白血病骨髄移植時全身照射施行時の染色体変異と照射線量との関係)

内容の要旨

沓　木

　 今 日の癌 診療 ではあらゆる場面で放射線が関わ ってい る。希ではあ

るが全 身被鰻事 故が起 こる事もあn,そ の際の被唄線母の推定は治療

方針 の決定 に欠くことは出来ない。今回我々は① これ までは綴告の無

い高線 億城(5^一IOGy)で の染色体変異の出現鎮度を明 らかにする事

と② 自血病患者 さん に全身照射(冊1)を 行 った場合(in　viva照射)と 、

全身照射 に先立 って同一患者 さんよ り提供 され た血液 を体外 で照 射

した場合(tn　vtna照 射)で の染色体蛮畏の出現頻度 を比較 しそ の相違

を明 らかにす ることを目的 として、検討 を行った。

　骨 髄移植 前に全身照射(TBI)を 施 行す るこ ととなった白血病患者8

名 に協力 頂いた。T副(伽 榊o照 射)は12Gy/6Fd3Daysの スケジュール

にて行 った。ml施 行 前および毎回の照射 直後に採 血 して これ を検 体

と し、プロ トコール に従って処理(培 饗 ・固定 ・染 色》 して標本 と し

た.各 々の観察点(線 最)か ら作成 した標本 を検鏡 し、末 梢血 リンパ

珠染 色体 に生 じた 二動原 体 と断片 を観察 ・計測 して、その観察点での

全 ての リンパ 球数 で除 して染 色体異常の 出現頻度 とした。τBI前の採

血 で得た検 体を用 いて、relと 同 じスケジュールの照射 を試験管内 で

も行い(in　vllro照射)、TB【の瞭 に行 ったの と同様の方法 にて染色体異

常の出現頻度 を算 出 して比較 した。染色体変異 の出現頻度 の算出には

約zooo個 の リンパ球 を用 いたが 、今回 の検討 にあた って観 察 した リン

パ球の総数 はiooao個 前後に及ん だ。

　照射線 伝の増加 に伴い十分 な数 の分裂瑚 リンパ球の観察 が困鑑 と

なった3名 を除 いた5名 について検肘 した。①5～IOGyま での練量

域 にお いて、照射線量 が増加す るに従 い二動原体 と断片の 出現頻度 も

増加 していたｮin　 vivo照射 とNviva照 射 の何れにおいて も、照射線母

が増加す るにつれ て二動 原体 と断片の出現頻度は増加 していたが、in

v'〃σ照射 でのm現 頻度の方が 高かった。

　 従来 は検 肘が困雌 とされ ていた商線量域 において も、末梢血 リンパ

球 に生 じる不安定型 染色体変 異が照射線Bと 供に増加 している こと

を明 らかに した。更 にin　viira照射 にては伽vhり照射 よりも染色体変異

の出現頻度 が高 く、この傾向は断片にて強 く見 られ た。 この事は、rn

viva照射 とin　vitro照射 では染色体変異の出現頻度に差異が ある ことを

支持す る所 見 と考 え られ た。

　① 高線 伝域(5～10Gy)に ても、照射線量の増加 と供 に不安定型染

色体変異も増加 している ことを明 らかにす る事が出来 た。

　 ②一方で、'肝'鱒 照射での染色体 変異の出現頻度 はin　vivo照射のそ

れに比 して高い傾 向が認 め られた こ とか ら.従 来のin　vitro照射 を標準

歯線 とした被咀線 量の推 定で は過小解価 とな る可能性があ7,in　 viva

照射での標準曲線 の確 立が必要 と考 えられた。

章　二

険文審査の要旨

　 従乗 よ り、放 射線 被曝事 故の際 の線 ほ評価 には、!nvUra契 験 系で
求 め られた線 皿反応関係 が利用 されて いる。 しか し!nり"ro試験管 内

照 射での線 凪反 応関係が 生体内での線 量反応 関係を忠 実に再現出 来

てい るのか 、疑 閤が残 る。本研究 では診療で行 なわれ る全 身照射 の

機 会 を利用 して① これ までは報告の無 い5Gy以 上 の高線量 城に て、

放 射線 照射線 昆の増加 に伴 い宋 梢血 リンパ球 染色体変異 出現 も増加

していることを、in　vivaで初めて明 らかに し②Yl　YfY(1照射 と加 蜘 り照

射 では線 量反応 開係に差 異がある可能性 を示 した,こ の こ とか ら、

従 来行 なわれて いるIA鼎 ロ実験 系を基 に した被 曝線 母の評 価では.

生体の実瞭の被囑線量が誤解価 され る恐れが考え られ る。

　 審査 ではまず 、高線 量域にて評価 対象 とな る末 梢血 リンパ 球分裂

蝕 が十分 得 られ なかった こ とに対 して質問が な され た。 これ に対 し

て 、高線 最域 で は標本 作成数 を増 したが、放射線 の照 射線 量増加 に

伴 う急激 な リンパ球数の減少 によ り、Pl1Aを 用 いた分裂刺激 では十

分 な数の染 色体 分裂 像を得 られ なかった と回答 され たが 、さ らに標

本数 を増 した り培養方 注 を工夫す るな どして.十 分な数の評 価対象

となる染 色体分裂像 を得 る必要が ある との指摘 がな され た。 また今

回はMm・Giemse4k色 にて の解価 であるが、　FISH法 を用いれ ば,高 線

量域 で も十 分 な数 の リンパ 球染色 体変 異 を検 討 出来 るの では ない

か、 との質間 がな され た。 これ に対 して、最近 はFlSH法 に よる染色

体変異の評価 が一般的 となってWi　n,現 在で は我 々 もFISH法 を試み

てい るが、FISH法 は専門的 な技術や 機材 ・ス タ ッフ配 置が必 要 とな

るため、広 く促例 数を蓄積 して臨床応 用を 目指す にはMey-Giemse!k

色な どの平 易な手法 の方が向いて いる と考え、本研究 が遂行 され た

と脱明 され た。次に、症例数が8例 と少な く麓 肝解析の 正碓性 に問

題 があ るの では との指摘 がな され たが、年閃 を通 じて の全身照 射症

例がza例 前 後であ り適格 条件を満たす症例 が集ま りに くい ことか ら

やむ を得 ない が、今後症 例 を追加 しての本研 究 の継 続 が期 待 され

た。 また、in　vivo照射 と1n　vitro照射 での染色体変異 出現頻度 に関する

有意差につ いて質間が な された。 これ に対 して、症例数 が少 なく統

et学 的有意差 は臨 じられ ないが 、これ まで行 なわれ ていたfh悔 加 実

験系では生 体内での反応 を再現 で きて いない可能性 を示唆 した意義

は大 きい と考え られ る との脱明が な された。 最後 に、本研 究 と二次

発筋 をは じめ とす る晩期合 併症 の予測 法の関 連につい ての質問 がな

され た。 これ に対 して、発癌は癌関 連遺伝子の転座 や欠 失 と関迎 し

てい ることか ら、転 座や欠失 と同様の機序で 生 じる二動原 体染 色体

変異発現頻度 も発癌頻度 に相関す るこ とが 予測 され る一方 、放射線

に よる晩期合 併症の基礎 にある正常組織の線 維化 も、照射 に よる染

色体変異 と相 関 してい る と考え られ.放 射線晩 期合併症 を予測す る

ことの可能性 が示唆 され る旨の畿明が 、追加紐告 と してな された。

　 以上の よ うに、本研究 は今 後検討 され るべ き課題を残 して いる も

のの,こ れ までは 綴告の無 い高線 量城 での放射線 照射線 量 と染色体

変異出現頻 度の 関係 につ いてin　vNoで 初 めて明 らかに し、 これ が醜

v酢o実 験系 とは差 異があ ることを示唆 した点 で、放射線 生物学 上、

有意義 な研 究である と評価 され た。

　臨 文審査担 当者 　主査 　放 射線医学 　久保　敦司

　　 　放射線医学 　栗林 　幸夫　　内科学　池田　廣夫

　　 　　　病理学 　坂元　 亨宇

　学 力暗認担 当者:池 田　康 夫、栗林 　幸夫

　　 　審査委員長:栗 林 　幸夫

　　 　　　 　　　　 　　　 　　　　 　　 試問 日:平 成18#3月9日
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Thymidylate　 Synthetase(TS)Genotype　 and　 TS/dihydropyrimidine　 Dehydrogenase

m12NA　 Level　 as　an　Indicator　 in　Determining　 Chemosensitivity　 to　5-Fluorouracil　 in

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Advanced　 Gastric　 Carcinoma

　　 一(進 行 胃癌 にお け る5一フル オ ロウラ シル感 受性 決定 因 子 と しての チ ミジル 酸 合成 酵 素(TS)

　　　　 遺 伝子 多型 とTS/ジ ヒ ドロ ピ リ ミジン ・デ ヒ ドロゲ ナー ゼ メ ッセー ジwraレ ベ ル)一

内容の要旨

鳥　海

　 5・fluarouracil(5。則)の 代謝 ・分解関連酵素お よびその遺伝子多型

が、S・FU態受性 を分子生物学的に予測す る可能性 につ いて検肘 した。

Thymidylate　 syn血㎝6e(rsJは5-Fuの 擦 的 酵 棄 の 一 つ で あn,

dihydropyrimidine　debydrogrnau(DPD)は 分解律速酵聚 として5-FUの

耐性 に関与す ることが知 られてい る。TS遭 伝子のpromoted域 には28

塩基対を基本構造 とす る繰 り返 し配列(tandem　 n:peatJが2個 または

3個 存在 し,TS　grnotypeと して(3,2R(double　repeat)と3R(triplerepeal)

の組み 合わせ によ り,3R/3R,2RβR,2R/2Rの3種 類が知 られ ている。

これ まで3lU3Rが 爲mRNAお よび碍 醇素活性 の発現 量が高 く、5・FU

感 受性が低 い ことが 報告 されて きた。進 行w癌 を対象 と し、tandem

町風 の多型性 と、腫 瘍内TS/DPDrnR冠A発 現 レベル と5・FU感受性 との

相 関性 を解析 した。2001年9月 よ り.当 院 外科にお いて切除 術が施 行

され た進行 口癌症例22例 を対象 とした。遺 伝子解析 につ いては当学 働

理委A会 承認(12-33)に よる文書に よる同意を得て行oた 。末梢血 か

ら単核球 を分画 しDNAを 抽出 し、ecaに よって得 られた増幅産物 を用

い て爲 遺伝 子 プロモー ター 領城の繰 り返 し配 列 のgrnotypingを 行 っ

た。また癌部 と非癌部のTS/DPD　 mRNA発 現猛 を1倒 廊鵬PCR法 によ り

測定 しTS　genotypeとTS　mRNAの 関連 を検erし た。さらに腫瘍検体 の

一部 を使朗 して抗癌剤感受性試験(MTT　 assay)を 行 い
、癌部mRNAと

5・FU感受性 の相関性 を検尉 した。τS・1による補助 化学療法 を受 けた症

例の無再発生存期澗 を観 察 し、各種遺低子パ ラメー ター と生存転帰の

関連 を検討 した。鴨grnotypeは3RARが19例 、2RβRが3例 であ り、

3R/JR症 例の癌部 ・非癌印 におけ るTS　mRNA発 現は 、2R/3R症 例に比 し

て推s十学的 に有 意に 商値 であ った。5・FU籔 受 性 との 相関 で は、聡

mRNAは 推a十学的 に有 意な桐関 を示 さなか ったが.DPD　 mRNA高 値群

には5。FU感受性症例 は認 められ なか った。癌 部 と非 癌部のTS　mRNA

は推 計学的 に有意に相関 したが、DPD　mRNAは 相関 しなか った。また

TS　mRNAとDPD　 mRNAの 問には栖関関係は認 められ なかった。 無再

発生存期岡 に影饗 を及 ぼ したのhdDPD　 mRNAで あn,　 iBiDPD　mRNA

症例 は短期 に再発 す る傾向 が認め られ た。A癌 お よび非 癌 部のTs

mRNA13'['S　tandem　repeett7多型性 に制御 され ていたが、5・FUの感受性

には相関 しなか った。DPDmRNA鰯 値 は5-FU低 感受性 に婦結 し、高再

発危険群 と考 えられた。

史　樹

鹸文審査の要旨

　 著 者 ら は5-Ouorouraeil(5-FU)の 標 的 醇 素 血ymidジ蹴symhetase

(TS)の 遺 伝 子 多 型 お よ び 分 解 律 速 酵 素dihyd【opyrimidine

deAydrogenese(DPD)の 遺 伝子解 折に よn,5・FUF$受 性 を予測す る

可 能性 にっ い て検 討 した。5。FU標 的 酵 素 で あ るTS　genotypeに は

3【U3R.2R/3R,2R/2Rの3鍾 顛 のta妃㎝ 冨甲 飢 多型 性 が知 られ てい

る。進行 胃 筋症 例 を対象 と し、末 梢 血rrS　genotype、 腫 癬内↑S/DPD

mRNA?発 現 レベ ル と5・FU感受性 、術 後無 再発生存 期澗 との 関連 を検

酎 した。τSgenotypei'.k3Rl3Rが19例 、2RβRが3例 であn,3RβR症

例の疵部 ・非 癌部 にお けるTS　mRNA(rR:)発 環は2Rl3R症 例に比 し

て有意に高値 であった。DPD　 mRNA(DR)商 値群 には5-FU態 受性症

例は認 め られ なか った。 癌部 と非癌部のT剛 ま推計学的 に有意 に粗関

したirt.　DRは 相 関 しなか った。胃癌お よび非 癌部のraitrs　 tandem

脚 の多型性 に制御 され ていたが、5-FUの 感受性 には相関 しなかっ

た。DR商 値 は5-FU低 感 受性 に帰結 し、早期 に再発す る傾 向が認 め ら

れ た。

　 審査にお いては無再発生存 期間 とDNA合 成 酵棄遺伝子 であ るm発

現 は相関 しないのか とい う質問 に対 し、TRと 予後に関 しては統一 し

た見解 はな く症例 数が少 ない とい うことか らも有 意な相関 は認め ら

れ なか ・)たと回 答 され た。DRが 低いに もかかわ らず低感受 性で ある

症 例の機序 に関 し、5一則 耐性 につい てはDPDの み な らずisの 発現 量

や 他の代謝酵素 の発現量 も関与 している可能性が示 されr<2Rと3R

の機能 的枢違 につ いて は、3Ri32Rに 比べTS遺 伝子の翻訳効 率が2～

3倍 高い こ とが提示 され た。組 繊採 取は全層 で行 ってい るが各層別

検 討の必 要性 がw摘 され、粘膜 ・粘 膜 下尉 ・筋層 ・漿膜 な ど各層 に

お ける酵泰 ・遺伝 子発 現の検附 が今 後の課題 と して示唆 され た。DR

の発現量 は癌 部、非癌 部では どちらが高い のか とい う質問 が あ り.

当研 究室 での以前のデー タではDRは 非疵部 で高い とい う結 果で あっ

た と回答 され た。Tandem　 repealには人種間格差 があnss/3Rの 多い 日

本 人には5-FUが 効 きに くいの か、また副 作用 の発 現 に差 はあ るの

かの とい う質 問に対 し、5-FUの 抗腫 癌性 ・副 作用 にお け る人種差 は

明敵 ではな く、 これ にっ いて もTSの み では脱 明 できない因 子があ る

ことが回答 され た。

　以 上の よ うに本 研究は症 例数が少 な く2R群 が少 ないた めに有意差

が出 に くい とい う間馳点 は残 しつつ も、汎 用 され る抗 癌剤 であ る5。

FUを 用 いて遺伝子 多型や遺伝 子発現か ら癌治療 をオー ダー メイ ド化

す る基礎的 研究 として、今 後臨床腫瘍 学の 発展 に寄 与す る有用 な研

究であ ると評価 され た。

　論文審歪担 当者　 主査 　外科学　北島　政 樹

　　 　産婦人科学　青木 　大輌9　　病理学 　坂元　亨宇

　　 　 　 内科学　 同比　 紀文

　学 力確 認担 当者:池 田　 康夫、青木　大輔

　　 　審査委働喪1脊 木 　大as

　　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 試 問 日:平 成13年2月U3日
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Colorectal　 Motility　 Induction　 by　 Sacral　 Nerve　 Electrostimulation　 in　a　Canine　 Model

　　　　　　　　　　　　　　 (仙 骨神経 電気 刺激 に よる結 腸 ・直腸 運動 の誘 発)

内容の要旨

平　林

　 便俳泄機 構な らぴにそれ における仙骨神経 系の役割 の解 明.fiよ び

便失禁 ・強度の便 秘等の排便障 害に対す る結腸ペー スメー カー 治療機

器につい て、雑種成 犬を用 いて、検対 を行 なった。

　 体重約10kgの 難 稻成 犬8匹 〔雌5匹 、雄3匹 》を実験に用いた。全

身麻酔 下に、フォー スス トレイ ンゲー ジを.近 位結腸 、遠位結腸 、S状

結腸 、直腸、内肛:門括約筋に横軸方向に縫着 し、自然俳便時お よび仙

骨神経 蹴気刺激時の腸管運動を肝測 ・紀録 ・解析 した。仙骨神経 電気

刺激 は全身 麻酔 下に椎弓切除を加z,直 視 下にて行 った。

　術 後3週 間後よ り自然排 便の観察を行 った。4匹 の犬で、26回 の自

然排 便を観 察 し、24回 の排便 で巨大収籟運動(GMC:GiantMigrating

Convection}の 分析が可能であn、3種 類の 特徴的な運 動パター ンが

観察 され た。① 遠位結腸 より口側に生 じたGMCが 肛側 に伝播 し、便が

排泄 され た。② 便意 を催す と同時 に、直腸 は緩 徐 に弛saし は じめ、

GMCに 先行 して大 きく弛緩 した。③ 内肛 門括約筋の弛緩がGMC伝 播

す る問にssめ られ た。

　 108回の仙骨神経 電気刺激 によ り、3種 類 の反応 パ ター ンが得 られ

た,① 直腸方向へ伝播す る結腸の収縮反応 と肛門管の弛緩反応 が20回

観察 された。②結腸 の伝播 を伴わない収縮反応 と肛円管の弛緩反応が

lI回観察 された。③ 直腸方向へ伝播す る結腸 の収縮 反応 と、それに先

行す る直腸 ・紅 門管の弛緩反応 が認 められ た。 収縮反応 の臣続 時側 ・

伝播速度 な らび に弛緩反応 の持校時 岡は 自然排使 で観察 され た もの

に近似 していたが.収 縮 ・弛緩 の振幅は小 さか った。

　今回の実駿の縞果、 自然排 便は、結腸 ・直腸 ・内肛門括約筋の協脚

運動に よって形成 されてい ることが明 らか となった。この ような組織

され た消化管運動 は腸 管神 経系 によづてプ ログラム され たもの と推

察 され る。 自然排便時の結腸 ・直腸 ・内肛 門括約筋の運動パ ターン と

類似 した反応が仙骨神経電気刺激に よって再境 され た。以 上か ら、自

然排便時には,仙 骨神経を介 して結腸腸 管神 経系に存在す る排便運動

のプ ログラムが起動 され ると考え られ 、仙骨神経系 は、自然排 便にお

いて、中枢神経 と結腸腸管神経 系を繋 ぐ重 要な回路 の一つ と考え られ

た。今回は、臨床的な埋め込み実験ではな く、急性 実験であったが、

突際に排便が見 られた こともあ り、排 便ペ ース メー カー作成の 可能性

が より強 く示唆 された。

　以上によ り,仙 骨 神経系は 自然排便において、中枢 神経 と結腸腸 管

神経系 を繋 ぐ重嬰な回路の一つ と考えられ た。

健

論文審査の要旨

　 申請者は 、従 来よn,排 使時 の消化管運 動 ・仙骨神経 と直腸肛 門
反 射の 関係 の研 究 をお こな0て きた。今回 審査 対 象 となっ た険文

は、維種 成 犬 を用 いス トレイ ンゲー ジ トラ ンスデ 晶一 サー(以 下

SG)を 結腸 ・直腸 ・内肛 門括約筋 に縫着 する こ とによって 、生理的な状 態
で 自然排 便時の結腸 ・直腸 ・肛 門管運動の観 察 を行 なった も

の である。本 研究の 結果、 自然排便 は結腸 に生 じる肛門方 向へ伝播

す る巨大収繍 運動(以 下Gb1CJと 、それ に連動す る直腸 ・肛 門管の

弛緩運動 によって形成 され るこ とが明 らか とな り、 この よ うな一連

のilk化管運動 は腸管神経 系に よってプロ グラム され た もの と推 察 さ

れ る ことを示 した。 さ らに、仙骨 神経 に電 気刺激を加 え ることに よ

り、 この協調運 動 と類似 した運動パ ターン を再現 した。以上か ら、

自然排便は、仙骨 神経 を介 して結腸腸 晋神 経系に存在 す る排便運 動

のプ ログラムが起動 され る ことに より結腸 ・直腸 ・肛 門管の協調 運

動 が惹起 され 行なわれ る と考 え られ た。 また、本研究 に基づ き便 失

禁 ・強度 の便桜等 の排 便障害 に対 す る治療機器 として仙骨 神経刺 激

を用 いた結腸ベー スメー カー作成の可能性が強 く示唆 された。

　 審 査ではまず、排 便時 のGMCの 開始郎位につ いて質問 された。今
回 の実験 にお いて は、上行結腸 と下行結腸 の 問に はSGを 装着 しな

か ったが、最近の知 見を併せ る と、主 として仙骨 神経支配領域 範囲

の結肥 にお いてGMCは 開始 ずる と考え られ るが、囲 体間 さらには同
一個 体間 に も違 いが あ り

、今後 さらな る研 究 を要す る と回答 され

た。観いて 、仙 骨神経電 気刺激 時 に見 られ た反応 が、い くつ かのパ

ター ンに分 かれ た点、排便時のGMCに 比較 して、刺激 で得 られた結

脇の収縮運 動の振幅 が小 さかった点、刺激時の排 便の有無 にっいて

も質 閻され た。本爽験 は、生体内 でな され たた め、全身麻 酔、併せ

て結腸内容 の有無 に も影響 を受 け、い くつかのパ ター ンに分かれ、

振幟 も小 さかった と推 測 され る と脱 明 し、実際 に排 便 も見 られ た例

もあ った こと も示 した。 また、自然排便時 に観察 され た緩徐 な直腸

の弛緩運動 が、仙骨 刺激 に よって再現 され なか ったこ とが質 問 され

た。 この排 便時 の緩 徐 な直腸の弛緩運 動は、便が 直脇 に貯留す る こ

とに よって 生 じた受容性 弛緩 と推 察 され、直腸壁 が伸展 され 、その

刺激が中枢神経 におい て便意 と隠臓 され た と考 えられ る と説明 され

た。それ に対 し、刺激 の求心路 につい ても質 間 され 、直腸 か らの 自

律 神経系の求 心路に併せ て、腹壁 な どからの 体性神経 か らの求 心路

も考えられ る と説 明された。

　 紐いて.本 研 究の臨床応 用{結 腸 ベー スメーカー 作成 の 可能 性}
について質問 された。本 実験 におい ては、仙骨 神経 に直接刺激 を与

えたが、今後は磁気 刺激 ・経皮電 極な どを用 いた方法 に研 究 を進 め

てい きたい と説 明 され た。 また、薬 剤に よる排 使勝導 と比 鮫 して何

らかの利 点 はあるか と質 問 されたが 、薬剤 と比鮫 して、よ り効率的

に結腸 ・直 腸内容の排 准が行な われ ると考 え られ ると回 答 され た。

さ らに、よ り効果的 に刺激 を加 え るた めには、直腸内容 を計測す る

必 要があ り、イ ン ピーダ ンス等 を用い た直腸容 量測定器 な どの周 辺

機器の開発 も進めてい く必要性の指摘があ った。

　 以上、本 研究 は今 後検討 され るべ き躁題.特 に臨床的 治療機器 の
開発 において い くつかの間題点 を残 してい るが、排便時の 消化管運

動 を生理的 状況 下で観察 し、それ に対す る仙骨神 経系の役割 を研究

し、さらに 臨床的な 治療機器で ある結腸ベ ー スメーカー作成 の可能

性 を強 く示唆 した点で 、有意義な研究である と評価 され た。

　論文審査担 当者 　主査　外科学 　北島　政 樹

　 　　 　 内科学　 日比　紀文　　生理学　抽崎 　通介

　 　　 　 解剖学　相磯　貞和

　学力確認揖 当者:池 田　康夫、 日比　紀文

　 　　審査委員長=日 比 　紀文

　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 試問 目:平 成18年3月7日
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　　Chondroitinase　 ABC　 combined　 with　 neural　 stem/progenitor　 cell　transplantation

enhances　 graft　 cell　migration　 and　 outgrowth　 of　growth-associated　 protein-43-postivie

　　　　　　　　　　　　　　　　　 fibers　 after　rat　spinal　 cord　 injury

　　　　　 (ラ ッ ト脊髄 損 傷 に対す るChondroitinase　 ABC投 与 と神 経 幹/前 駆細 胞移 植 の 併用 は

　　　　　　　　移植 細胞 の移動 とgrowth・associated　protein-43陽 性 線 維 の伸 長 を促 進す る)

内容の要旨

池　上

　我 々は現在 まで、成体 ラ ッ トとサル の脊髄損 傷モデル を用 いて神

経幹/前 駆細胞 似 下NSPC)の 移植が損 傷脊髄 の修復 に寄与す る こ

とを報告 して きた。 しか し個体 によって は、 多くの細胞 が空洞 壁に

貼 りつ くのみ で母床 脊髄内 に移動 しない こ とがあ る◎ 本研究 では、

脊 髄損伽後に強 く発 現する グ リア癒 痕を構成す る成分 であ るコン ド

ロイチ ン硫 酸プ ロテオ グ リカ ン{以 下csPmが 、　in　vNoでNSPCの

移 動 を 阻 害 す る 可 能 性 に 注 目 し た。 そ こ で.脊 髄 損 燭 後 に

ChOIldfO1/IOeSt　ABC(以 下C・ABC)を 投 与 しCSl℃ を分解 す る こ とに

より、移 構綱胞の移動 と神経突起伸展 が促 され るの ではない か と仮

定 し、以 下の実験 を行 った。 まずUI　VIIIOでNSPCの 移動性解析 を行 っ

た。CSPGを コー トされ たmi巳 上 で はNS【℃ の移 動 性 は阻 害 され た

が、その阻害 効果 はwellを予 めC-ABCに よって処理 す る こ とに よっ

て減 じられ,細 胞 の移動性 は回複 した。 次 にnWvoで 成 体 ラ ッ ト損

傷脊髄に対するC・ABC投 与 とNSPCa移 槌の併用療法 を行い、免疫組撤

化学的に検肘 した。 不活化C-ABC投 与では、　CSPG免 疫 陽性 の癩痕に

よっ て移植細胞 の母床脊髄へ の移動が妨 げ られ ていた が、C・ABC投

与に よって移植 細胞 の移動が促 され 、 この結果 はin　vitroの移 動性解

析の結果 と一致 していた。CSPGが 豊富な郊位 を避 けっつ楓傷脊髄の

白質 に移動 した綿胞 の一部 は、母床脊 髄 とよ く融合 して突起 を体ぱ

し、 これ らの 移 動 した 細 胞 は 損 砺 を 免 れ た 母 床 脊 髄 自 質 の

配um舳men巳 陽性線 維 に沿 って配 列 し、そ れ らの線維 と接 触 してい

た。 さらにこの併用 療法では、NSPC移 植単独療法 に比ぺて 、損侮 中

心部 でのgrowth-associated　praein・43賜性 線維 の仲 長が 促進 され、有

意に 多くの線維 が観察 され た。 これ らの 結果か ら、C-ABC投 与が グ

リア癩痕の軸 索伸展 お よび細胞 移動に対す る抑制 効果 を減 じる こと

に よって、損傷脊髄 に対す るNSPC移 植 の効果 を高 める可能性が示唆

された。 このC・ABC投 与 とNSPC移 植の併用療 法は、撫傷脊髄の再生

において、将来重 要な治療戦略 の一つに な りうる と考 えられた。

健

論文審査の要旨

　現在 まで、成 体 ラ ッ トとサルの脊 髄損rttモデ ル を用いて神経 幹揃

駆細胞(NSF℃1の 移植 が損傷脊髄 の修復に 寄与す るこ とを報告 して

きた。 今回我 々は、 コン ドロイ チン硫酸 プ ロテオ グ リカン(csrc}

の分 解 を介 した 軸索`申展促 進 効果 を 有す るchondroitinate　ABC(c・

ABC)を 併用す るこ とによn,脊 髄損傷 に対す るNSPC移 植 効果の向

上 を試みた。

　 まず ㎞vitroでNSl℃ の移動性 解析 を行 った。　CSPGを コー トされ た

.vdl上 ではNSPCの 移動性 は阻害 され たが.そ の阻害 効果 はxellを 予

めC-ABCに よって処理す るこ とに よって減 じられ 、細胞 の移 動性は

回復 した。 次に成体 ラッ ト脊髄損 傷に対す るC・ABC投 与 とNSPC移 植

の併 用療法 を行い、免疫組 織 化学的 に検 討 した。 不活 化C-ABC投 与

でt3,　CSPG免 疫 陽性 の癩痕 に ようて移植細胞 の母床脊髄 への移動が

妨 げ られ てい たが 、C・ABC投 与 に よって移植細 胞の移 動が促 され 、

この結 果はin　vivoの 移動性 解析の結 果 と一致 していた。移動 した細

胞 は突 起 を伸ば し、母 床脊 髄 臼質 の神 経 線維 に沿 っ て配 列 して い

た。 さ らにこの併用療法 では、NSPC移 植単独 療法 に比べ 、損傷 中心

部 で有 意 に 多 くの再 生軸 素 が観 察 され た。 これ らの 結 果 か ら、C。

ABC投 与が グ リア廠 痕の軸索 伸展お よび細胞 移動 に対す る抑 制効果

をasじ るこ とに よって.損 傷脊 髄に対す るNSPC移 植 の効 果 を高 める

可能性が示唆 された。

　審査 では.ま ず脊髄損 傷後に強 く発現す るCSPGの 生理 的意義 につ

い て質問が な され た。 これ に対 して、CSPGは グリア癩痕 の1成 分 で

あn,2次 損 侮 をpackingす る 可能 性 があ る と回 答 され た。 またC・

ABCに はCSPGの 分解 とい うメカニ ズム以外 に直憤軸 禦伸展 を促す作

用 はないのか と質 問がな され、本実験 にお いて、 また過去 の文献 に

お いて も確か め られ てお らず 、検証 を要す と回答 された。C・ABC投

与 と内在性神経 幹細胞 の賦活 化のみ では十 分な併用療 法効 果は期待

できないか とい う質 問に対 しては 、内在 性 の神経幹細 胞の みで は量

的 に不足で あ り、 またその多 くは生理的 条件 下で はアス トロ グ リア

に分化騰導 されて しま うた め、十分 な治療効 果は期待 で きない だろ

うと回答 された。 また今後 の課題 と して 、 この併 用療法 がlong　lmcl

の線 維に対 して も鞭 索伸展効 果が あるか検証 す る必要が ある との指

摘 がな され た。 さらに脊 髄損 傷治療へ の臨床応 用 に向け た発 展 とし

て、運動機 能評価 を行 うべ きだ との指摘がな され た。

　 以 上の よ うに、本 研究 は なお 検肘 すべ き躁題 を残 して い る もの

の 、グ リア鍛痕 を克服す る こ とに よ り移植細 胞の 生着を 向上 させ 、

脊 慣に対す る神経 幹細胞移植 療法 を改良 しえた 点.数 多 く提 唱 され

てい る脊髄損 傷治療 法の うち2っ の治 療法 の併用 効果を証 明す る こ

とによって、臨床応 用に一歩近づ けた とい う点 で評価 された。

　論 文審査 担当者 　主査 　整形外 科学　戸山　芳 昭

　　 　 　 解剖学 　仲嶋 　一範 　 　内科学 　鈴木 　則 宏

　　 　 　 外科学 　河瀬 　 　斌

　学 力確認 担当者=池 田　康夫 、仲嶋 　一範

　　 　審 査委員長:仲 嶋 　一箭

　　 　 　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　 　試問 日:平 成18年4月5日
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Reduced　 Expression　 ofThrombospondins　 and　 Craniofacial　 Dysmorphism

　　　　　　　　　　　　　　 in　Mice　 Overexpressing　 Fra]

　　　　　　 (Fra1高発現マ ウスにおけるT』rombospondin減 少 と頭蓋形成異常)

内容の翼旨

西　脇

　 転 写因 子AP・1フ ァ ミリーの1つ であるFre且を全xで 高発現 させ た

トラ ンスジzニ ックマ ウスは、骨形成 能が骨 芽細胞にお いて充進 し

ている ことによ り骨硬 化症 を発症す る。 さ らに このマ ウスでは骨基

質 タンパ クであ るmatrix　gla　protein(Mgp)の 産生増加 が知 られてい

る。そ こで、Fralト ランスジSニ ックマ ウスの骨芽 細胞 にお いて発

現畏常 を きた してい る遺伝子 を同定 し、本マ ウスの骨形成鮨 との関

連を解析 した.

　 まずFralを 強制発現 させた骨 芽細胞培養 系でそ の骨形成能 に対 す

る影響 を観 察 した。 その結 果、石灰沈着様 式が対照 群 と比較 してよ

り均一 化す る ことが分か り、骨基質組成 の変 化が示唆 され た。 そこ

で骨 基 質 の 組 成 を定 鼠PCR法 、 ウエ ス タン ブ ロ ッ ト法 で 解析 し

た。Frelト ラ ンス ジェ ニ ックマ ウス由 来の 骨お よび 骨芽 縞胞 で は

骨 基質 タ ンパ クで あ るlluombospondin-1(Thbsl)、 　Iluombospondin-2

(1「hbs2)の発現が著 明に減少 していた。

　 Thbslお よびThb52遺 伝子のプ ロモー ター領域 にはAP-1結 合 配列 が

あ ることか らレポーターア ッセイ を行 った ところ、Fm重遺伝 子導入

によ り¶lbs2の プ ロモ ー ター活性 は変化 しなかった がThbs【プ ロモー

ター活性は抑 制され た。

　 以上の結果 よn,Fr飢 トランスジ ェニ ックマ ウスの石灰沈着 お よ

び骨 基質 タンパ クの組 成は野生型 マ ウスと異なる ことが分か った。

そ こで骨 基質 の被 吸収 能を隅べ るため、卵巣損出 術を施行 し骨形 態

計測 を行 った ところ、卵 巣摘出騨 では骨 遇質の粗成 が変化 してい る

に もかか わ らず野 生型 マ ウスと同様 に骨形成 ・骨吸 収が充進す る こ

とが明 らかに なうた。

　顎b52ノ ックア ウ トマ ウスは骨形成が増加す る ことが知 られ ている

ため、Fnlト ランスジェニ ックマ ウス とnbsl!rhbs2ダ ブル ノックア

ウ トマ ウスにおい て共通 の表現型 を検 索 した。 この マ ウスでは骨 密

度 の有意 な上昇は見 られ なかった もの の、両者に咬合異 常が見い 出

され た。 さらに頭 蓋冠 お よび 下顕の 前 後径 ・横径 を計測 した とこ

ろ、頭 蓋形 成 異 常 が見 い 出 され た。以 上 よn,Frelト ランス ジ ェ

ニ ックマ ウスにお ける肺b51お よびThbs2の 発 現低下がそ の頭 藍形成

異 常の原 因 となる こ とが 示唆 され た,す なわち、本研究 によ りは じ

めて非 コラーゲン性骨 基質タンパ クであるihromUospondinの 発現異常

がrr形 態形成 の異常 につなが る可能性が示 され た。

徹

to文審査の要旨

　 転 写因子FBIを 全身 で高発現 させ た トランス ジェニ ック(Tg)マ

ウスは、骨芽 細胞 の 骨形 成 能が充 進 し骨硬 化症 を発症 す る。 そ こ

で、骨芽細胞 で発現異 常を きた して いる遭伝子 を同定 し、本 マ ウス

の表現型 との関逮を解析 した。

　 Frelを 強制 発 現 させ た骨 芽細 胞培 養 系で は石灰 沈 普様 式 が対照

群 と比較 して よ り均 一化 す る ことが分 か り、骨 基質 組成 の 変化が

示 唆 され た。 骨 基質組 成 の変化 は、培 養系 で もマ ウス個 体 レベル

で もFral　Tgマ ウス由来の 骨が易吸 収性で あ るこ とか らも示 唆 され

た。 そ こで骨 基 質の組 成 を 定$PCR法 、 ウエ スタン ブ ロ ッ ト法で

解 析 した。Fral　Tgマ ウ ス 由 来 の 骨 ・骨 芽 細 胞 で は骨 基 質 蛋 白

1hrombospor面o・且(Thbsl),　Ihrombospondin・2〔Thbs2)の 発 現 が著明

に減 少 してい る ことが分か った。 さ らに骨 基質組 成の変化 とマ ウス

の表現型の関連 を探 るためにFrol　Tgマ ウスとτhb5巳llLbs2ダブル ノッ

クアウ トマ ウスにお いて共通 の表現型 を襖 索 した。Thbs2ノ ックア ウ

トマ ウスは骨 形成 が増加 す ることが報告 され てい るが、Thbsl/1'hbs2

ダブル ノ ックア ウ トマ ウスでは骨密度 の有意な 上昇は見 られ なかっ

た。 しか しFral　Tgマ ウスでみ られ る頭 盃形態 異常がThbsl/ILbs2ダ ブ

ル ノ ックア ウ トマ ウスで も見いだ され たこ とか ら、77ibs1とThbs2の

誠少が頭 蓋形成 異常の原因である ことが示唆 された。

　 審査で は、まず 培養系 での石灰 沈着 檬式 の変化 とマ ウスの表 現型

の関係に関す る質問が な され た。Frel　T唇マ ウスの石灰沈着 はナノ構

造 レベルで は低い と綴告 されてお り培獲系 での石灰濃度 の低 下と一

致 してい るが骨俵の増加 、頭 謹形成異常 との 閣わ りは不 明で ある と

回答 された。 また、FBI　 Tgマ ウスの脅硬化症 に対する鍍 骨細胞 の影

響について質問がな され 、FBI　Tgマ ウス由来の破 骨細胞 は培養 系で

分化充迦が見 られ るが、問葉 系緬 胞の移植実験 で過剰な骨 形成が再

現 され る ことか ら骨 芽細胞 の異 常が主た る原因 と考 え られ る と回答

された。骨 基質が易吸 収性 である理由 につ いて賀問が な され 、骨基

質組成 が変化 した ことによ り被吸 収性が変化 した と、種 々の骨基質

成 分の遺 伝子 改 変マ ウスの例か ら考 え られ る と回 答 され た。 さら

に、頭蓋形成 異常がお こる機序 について質闘が な され、膜性 骨化で

形成 され る頭蓋冠 と内軟骨性骨 化で形成 され る頭 蓋底 ・下顎 骨間で

ゆがみ が生 じている ことか らFrelに よ り瞑性骨 化 あるいは内 軟骨性

骨化になん らかの影響があ る可能性 が示唆 され る と回答 された。

　以 上のよ うに、本研 究は未 だ検atさ れ るべ き点 を残 して いる もの

の.FBI　 Tgvウ スにお い て骨 基質 組成 が 変化 してお り、Thbslと

nlbs2の 発現低下が頭蓋形態異常の原因 とな ることを示唆 した点で有

意義である と評価 された。

　瞼文審査担 当者　主査　整形外 科学　戸山　 芳昭

　発生 ・分化 生物学　須 田　年生 　 　病理学 　岡 田　保典

　　 　 形成外 科学　中島　鮒夫

　学力確罫担 当番:池 田　 康夫、須 田　 年生

　　 　審査委 員長:須 田　 年生

　　 　　 　 　　 　 　　 　 　　 　　 　 　 試問 日:平 成18年4月4日
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[禁 忌(次 の 患 者 に は 投 与 しな い こ と)]

(1}本 剤 の 成 分 に対 し過 融 症 の 既 往 歴 の あ る患 者

(2}堀 酸 バ ル デ ナ フ ィル 水 和 物 を 投 与 中 の 患 者

〔効能 ・効果 〕繭 立腺肥 ノく磁に伴 う婚尿 障害

〔用法 ・用董 ⊃通 驚.威 人にitMK3ク 」.スロ シン として{}.2m6rrl日1回 食級 【こfflI

MI'♪す る.な お.年 齢 、hi状に よ り適宜 増滅す る,

〔使用 上の達意 〕{抜粋,
1.慨 皿般与{次 の里者 には憤皿に投与 すること)　 {P起 噸性6[血 圧 のあるd!Y16i:u;

が愚し化す るお それ が ある。I　IzlmKな 肝機徒 臨,iの あ る!Sl{;「血禦 噌1濃度 が1汐'

す るお それ があ る」`aレ 咀町 な腎 服能障害 のあ る患 州 山1男1巾濃度がL冒 す るお

それがあ る。f薬物 動愚1のmean　 /41tSB:pllf,3R3Rへ のF2'ibのRI$pt
2.皿 聾な藷本 的注 窟 〔nM刑 が 「1竪内で 崩壊す るが.ll腔 の 砧膜か ら吸収 され る

ことは ないため.噂 液又 は水で飲み 込 ませ る こ と.{21率 剤の.4341Y2'ri一 よ り血

圧低 下 がr想 され るので、段与Uに は注琢 す る こと、131立 位 血圧 が低 下す る こ

とがあ るので.体 位変換に よる血圧変(Cに 注意す るこ と.141本 剤に よる1ifBIISIf,1

1416fikA@な く、対 症瞭法 であ るこ とに留 意 し,本 剤鞭,♪に よ りera　 rる 勧果が

得 られ ない 用合 は.・「三慨陳法ｰr,他0)週 切な 処団 をr,慮 す る こと、.isiめ まい辱 が

あ らわれ る ことがあ るの で、高所 作業,肖 動11[の 運 転等危 険を伴う作窺 に従 事す

る唖合 には注窟 させるこ ヒ。hlTiWl2'ilNl始 時1二降圧剤 投与の 有無 につ いてim

診 を行 い、隣圧 剤が 股与 されてい,tHAcは 血圧 変化に 注意 し、血/1(9Eド が み ら

れた と き;こほ.誕 咀 又は中 止す るな ど過 切な処 国を行 うこ と.

a栢 互作 用 【餅 用欝 忌1〔併用 しないこと)堀 鮫 パルデ ナフ ィル水 秘物1レ ビ トラ1

[併 用注意 】cursに 注意 すること)aruw、 クエ ン腹 シルデナ フ ィル
4.鴎 作用 　 ハ ルナ ー ルカプ七 ル承認 叫及 びlli賊 極の便細 成績 調f匿におけ る調責

症例4.724例 中 、ハル ナー ルカブセ ル との 関迎が 疑われ るGSli1'/用(臨広検 査値 異

nを 含む1はIO4鯉{2.2%1に 発現 し,1二な もの はめ まい."不tP,f3yで あ った ぴ
{ハ ルナ ール カブtル1■ 」翫 査終rnsi　 {1)皿 大な断作用1)喪 神 ・窓墜 良失 【頻度

不明1:血 圧 儀 ドに伴 う一過惟 の意 識輿 失耶が あ らわれ る ことが ある ので 、観察

を ト分 に行い 、異常 が躍め られた 場合 には、4二刑の投 与を中 【ヒし遥 切な処凹 を行

うこと。21肝 槻 随障宙 」蹟疽 〔舅1度不rvu.AST〔GOTI　 1:fF.八LT(G!'「,1:レ`.黄

疸 等が あ らわ れる こ とがあるの で.慨 畷を1'分 に行 い.異 富カ1認め ろれた場 合に
は、卒剤の 投 与を中 止する など.適 切な迅 闘を行 うこL,

■その他の使用上の注意等につきましては、製品添付文書を
　ご参照ください。

前立腺肥大症の排尿障害改雷剤(塩酸タムスロシンロ腔内崩壊錠)鎚 価基準収戯

八 ル ナ ーIliD錠0.1　 mgO.2mg
指定医薬品.処方せん医薬品(注恩・医師籔の処方せんにより使用すること) HarnahD
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