
心臓の発生や心筋細胞の分化プロセスは高度に制御さ
れた過程であり，その分子メカニズムの解明は様々な心
臓疾患に対する新規治療法の開発に大いに役立つと考え
られるものの，詳細は未解明のまま残されている．心筋
細胞に発現する分子の機能解析は，このような分子機序
を解明する上で大きな手がかりになることが期待される
ところである．たとえばprostaticandrogenrepressed
message-1（PARM-1）は去勢されたラットの前立腺組織
に発現亢進が認められる遺伝子として同定されたもので
あるが，心筋細胞にその発現が認められるものとして知
られている．またPARM-1はマウス心臓において発生
10.5日からその発現が検出でき，成熟心臓に至るまで強
い発現が認められ，主として小胞体に局在する．しかし
ながらPARM-1の心臓発生における役割はこれまで明ら
かにされておらず，申請者らは本研究においてPARM-1
の心筋細胞発生における役割を検討した．
申請者らはマウス胚性癌細胞（P19CL6細胞）を用い

て，まず，DMSO刺激による心筋分化過程における
PARM-1の発現を検討した．その結果，分化4日目から
PARM-1の発現が認められ，分化8日目にピークを迎え
ることを見出した．これは中胚葉マーカーの発現に引き
続くものであり，他方，心筋転写因子や心筋サルコメア
蛋白の発現に先立つものであった．
次にレトロウイルスを用いてP19CL6細胞にPARM-1

を過剰発現させ，やはりDMSO刺激による心筋分化誘導
系での検討を行なった．結果としてPARM-1過剰発現に
て心筋分化細胞が増加していることを見出した．この

PARM-1過剰発現P19CL6細胞ではα-MHCとcTnIの発
現が亢進しており，PARM-1過剰発現によって心筋分化
が促進されることが示唆された．
一方，未分化状態のLacZ過剰発現P19CL6細胞と
PARM-1過剰発現P19CL6細胞に増殖能の差は認めず，
観察された分化亢進は増殖能の活性化によるものではな
いものと考えられた．そしてOct3/4，Nanog，Erasと
いった未分化マーカーについてはPARM-1過剰発現細胞
での変化は観察されなかった．しかしPARM-1過剰発現
P19CL6細胞ではGATA4，Nkx2.5，Tbx5といった心筋転
写因子の発現亢進が認められ，くわえてBrachyury，
Mesp1といった中胚葉マーカーの発現に差を認めな
かったことから，PARM-1は心筋転写因子の発現亢進に
関与しているものと申請者らは考察している．
WntシグナルやBMPシグナルも心筋分化において重

要な役割を担っていることが知られている.こうした経
路の検討では，Wntシグナルの発現には変化を認めな
かったものの，PARM-1過剰発現P19CL6細胞でBMP2
の発現が当初から亢進し，分化2日目から6日目にかけ
てBMP2ならびにBMP4の発現が亢進することが観察
された．BMPシグナルの下流に位置するSmadのリン酸
化を評価したところ，Smad1/5/8のリン酸化亢進が認め
られた．こうした結果を総合し，申請者らは，PARM-1
は中胚葉分化以降のBMPシグナルを活性化することに
よって心筋分化を促進する作用を持つものと結論づけ
た．
以上が本論文の要旨であるが，心筋細胞の分化プロセ
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スの分子機序の一端を解明し，今後の新規心筋再生治療
開発の上で有用となる基礎的知見を見出した点で，医学
上価値ある研究と認める．
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急性腎障害は高い死亡率をもつことから古来腎臓内科
臨床上の重要な課題となってきた．近年，各種治療法が
発展してきたものの，現在ではその慢性腎不全への移行
が予後を不良とさせるもうひとつの大きな問題点となっ
ている．ここでは急性腎障害を改善し，腎予後を改善す
る治療方法が確立していないことがこの病態の制御上の
隘路となっている．ひとつの手がかりとしてTNFスー
パーファミリーが急性腎障害の病態形成に重要な役割を
果たすことが明らかにされているものの，その詳細は不
明のままである．こうした背景のもと，申請者らはTNF
スーパーファミリーの一員であるTNFrelatedapoptosis
inducingligand（TRAIL）の急性腎障害における役割の
解明を試みた．
申請者らはまずマウス腎虚血再還流障害（IRI）モデル

を作製し，急性腎障害におけるTRAILの関与を解析し
た．ここでは血管クランプを用いてマウス左腎動脈を
60分間途絶させ，腎IRIモデル群（IRI群）を作製した．
そして腎IRI後1日，3日，28日で障害腎を採取し以下
の解析を行った．
IRI後1日目において，比較対照群（シャム群）と比

べ，IRI群ではTRAILmRNAの発現が明らかに上昇して
いることを見出した．免疫染色では，IRI群にのみ尿細
管上皮細胞の細胞質においてTRAILの発現を観察した．
他方TRAILレセプターであるDR5は，IRI群において
IRI後1日目に明らかな発現上昇を認めた．また免疫染
色では，IRI群にのみ尿細管上皮細胞にDR5の発現が観
察された．DR5の下流因子であるcleaved-caspase8の発
現をウェスタンブロット解析で検討したところ，IRI群
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においてIRI後1日目に有意な発現上昇が認められた．
以上の結果から，申請者らは腎IRIにおけるTRAILシグ
ナル経路の活性化が確認されたものと結論した．
続いて中和抗体によるTRAIL阻害実験を行ったとこ

ろ，IRI後3日目において，抗体投与群で明らかに尿細管
障害が改善されることを申請者らは見出した．また，抗
体投与群ではIRI後1日目において有意なTUNEL陽性
細胞数の減少が観察されたことから，ここでは尿細管ア
ポトーシスが回避されたものと申請者らは解釈してい
る．くわえて，抗体投与群ではcleaved-caspase8の有意
な減少が認められた．炎症性サイトカイン・ケモカイン
であるTNFα，IL-2b，MCP-1，MIP-2は，IRI後１日目
において，抗体投与群で有意に減少していた．好中球浸
潤については，IRI後1日目において，抗体投与群で有意
な減少が認められた．また，マクロファージ浸潤は，IRI
後3日目において，抗体投与群で有意に減少していた．
これらの結果を受け，申請者らは，腎萎縮自体の改善

の有無へと検討を進めた．その結果，対照群では，IRI28
日後において腎臓は萎縮したが，抗体によるTRAIL阻
害群では腎萎縮を認めなかった．すなわち対照群におい
て尿細管構造の減少と間質の線維化が出現するのに対
し，抗体投与群では腎萎縮が著明に改善することを明ら
かにした．

以上が本論文の要旨であるが，申請者らは腎IRIによ
る急性腎障害の病態形成にTRAILシグナルが深く関与
していることを明らかにし，かつ，その阻害が急性腎障
害並びに腎予後を改善させることを示した．急性腎障害
治療の新規ストラテジーの可能性を示した点で，医学的
価値のある研究と認める．
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血小板は止血や血栓の形成だけでなく，炎症過程にお
いて重要な役割を果たしている．一方好中球は炎症の場
で動員され，病原体を貪食し除去するなど大切な働きを
する．最近では，急性心筋梗塞や真性多血症などの末梢
血中において，好中球が血小板を貪食することが報告さ

れている．皮膚の炎症においても，血小板が白血球や血
管内皮細胞を活性化することやPF4などのケモカイン
を放出すること，血小板と白血球が複合体を形成し白血
球の遊走を促すことが明らかにされているが，その時空
間的な局在については明らかにされていない．
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申請者は，2,4,6-trinitro-1-chlorobenzene（TNCB）を
用いた接触皮膚炎モデルマウスにおいて，血小板と好中
球の動態，局在を調べるために，HE染色と共焦点顕微
鏡法，超解像顕微鏡法を用いて免疫組織化学的研究を
行った．TNCBでモデルマウスの右外耳に皮膚炎を惹起
後，0，2，4，8，12，24時間で両外耳を切除し，それぞ
れ外耳の厚さを測定後HE染色を行った．右外耳では厚
さが増加したが，左外耳では厚さに変化は認めなかっ
た．HE染色では右外耳で真皮に浮腫を認め，惹起後4
時間では血管内で好中球が増加，惹起後8時間以後の組
織では，血管外に多数の好中球を認めたが，リンパ球，
好酸球に明らかな変化は認めなかった．一方左外耳につ
いては，惹起後いずれの時間帯においても組織学的な変
化を認めなかった．また，免疫組織化学染色では，惹起
2時間後より血小板が血管内で増加し血管内皮細胞に接
着，4時間後には血管内でCD41陽性の血小板が多数凝
集している様子が確認できた．8時間後以降では核周囲
にCD41陽性の破砕状血小板を認める細胞が出現し，血
管外にも同様の細胞を認めた．惹起後12時間，24時間
と時間が経過するにつれて，血管外に破砕状血小板を有
する細胞が増加した．しかし経過中，血管外では円盤状
の通常のCD41陽性血小板は全く認めなかった．また破
砕状血小板を有する細胞はLy-6G陽性であり，好中球で
あることが分かった．そして破砕状血小板は活性の無い
状態であり，好中球に貪食された後の血小板であると考
えられた．これらの結果から，TNCB接触皮膚炎モデル
マウスにおいて，惹起後まもなくより血小板が血管内で

増加し血管内皮細胞に接着，惹起後8時間後頃より血管
内で好中球が血小板を貪食すること，血管外組織では通
常の血小板は認めず好中球に貪食された破砕状血小板の
み認めることが分かった．
以上が本論文の要旨であるが，接触皮膚炎における血

小板と好中球の動態・局在を明らかにした点で，医学上
価値ある研究と認める．
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近年，心臓の興奮・収縮において中心的役割を演じる カルシウムイオン（以下Ca2＋）の細胞内動態が可視化で
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きるようになり，心筋の生理・病理研究は著しい発展を
遂げた．しかしながら心臓のリザーバとして機能する心
房のCa2＋ 動態研究は単離細胞を対象としたものに留ま
り，心臓内で機能している心房筋細胞のCa2＋ 動態はほ
とんど明らかにされていない．
申請者は，insitu共焦点レーザー顕微鏡を用いて心房

の細胞レベルでのCa2＋ 動態の可視化を試み，その特性
を解析した．Ca2＋ 蛍光指示薬fluo4-AMを負荷した成獣
Wistarラット心を標準Tyrode液でランゲンドルフ灌流
（25°C）し，1～4Hzの電気的駆動下の左右心耳にカバー
グラスを置き，ニポウ式共焦点スキャナを用いてその蛍
光シグナルをCCDカメラで取得（30ミリ秒毎）した．ま
たdi-4-ANEPPSの共焦点レーザー顕微鏡画像から心筋
の形態を評価した．
心房筋と心室筋の形態・構造を比較すると，心室筋に

は細胞質内に横行管（Ｔ管）が密に分布していたのに対
し，心房筋にはＴ管は殆ど認めなかった．16例の心房を
用いてfluo4の蛍光強度変化を高速共焦点観察すると，5
例では個々の心房筋細胞が電気的興奮に伴って均一な蛍
光強度の一過性上昇（Ca2＋ トランジェント）を示し，そ
の持続時間は興奮頻度依存性に短縮，振幅は各頻度の興
奮で概ね一定していたが，4Hzの高頻度刺激では一拍毎
に軽度の増減を示すオルタナンス現象が観察された．こ
れに対し，残り11例の心房では個々の心房筋細胞で
Ca2＋ 動態が不均一化し，電気的興奮に伴って細胞内局
所に生じる巣状の一過性Ca2＋ 濃度上昇や高Ca2＋ 濃度領
域の細胞内波状伝播（Ca2＋ 波）が観察された．Ca2＋ 動
態の不均一性は細胞間にも認められ，3～4Hzの高頻度

刺激では高度のCa2＋ オルタナンスを認めるなど，刺激
頻度の上昇に伴い顕著になった．心房を高頻度駆動（5
Hz）することにより細胞内Ca2＋ 負荷を試みたところ，駆
動停止後にはCa2＋ 波など異常なCa2＋ 濃度の上昇は殆ど
認めなかった．本研究により，生きた丸ごとの心臓にお
いて心房筋細胞が興奮頻度に依存して空間的に不均一な
Ca2＋ 動態を示すことが明らかになった．刺激頻度の上
昇に伴うCa2＋動態の不均一化は，興奮に伴うCa2＋ 貯蔵
量の累積的な低下や筋小胞体Ca2＋ 放出チャネルである
リアノジン受容体の不応性が関わっているものと推測さ
れるが，心房筋の未発達なＴ管もCa2＋ 動態不均一化の
一因と考えられる．
以上が本論文の要旨であるが，機能している心臓で観

察された心筋Ca2＋ 動態の不均一性は，心房性不整脈や
不全心の病態を考える上で重要な知見であり，医学上価
値ある研究と認める．
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多くの非ステロイド性解熱鎮痛薬（NSAIDs），特にア スピリンが各種の癌細胞，特に大腸癌に対し化学予防効
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果を持つと報告されている．しかし副作用の点から，申
請者らは，より安全なNSAIDsとして汎用されているイ
ブプロフェンに着目した．イブプロフェンの癌化学予防
効果について実験を行った報告はいまだ存在しない．一
方，我々のグループは癌の化学予防および治療において
TRAIL（tumornecrosisfactor-relatedapoptosis-inducing
ligand）に着目し，TRAIL感受性を増強する物質を多数発
表してきた．TRAILはTNFファミリーに属する抗腫瘍
性サイトカインであり，癌細胞に特異的にアポトーシス
を誘導するが，正常細胞に対してはほとんど影響を及ぼ
さない．TRAIL経路を活性化することが癌予防および
治療において重要であると考え，イブプロフェンが大腸
癌細胞に対してTRAIL感受性を増強できるか検討した.
ヒト大腸癌細胞株HCT116に対するアポトーシス誘導

作用をフローサイトメトリーによって調べた結果，イブ
プロフェンは著明なTRAIL感受性増強作用を示した（P
＜0.01）．イブプロフェンによるアポトーシス関連分子
の発現量変化について解析した結果，TRAILの特異的受
容体の一つであるDR5の発現誘導効果がmRNAレベル
で認められた（P＜0.01）．さらに，アポトーシス阻害因
子であるsurvivin，XIAPの発現の抑制も認められた．
DR5/Fcキメラおよびcaspase阻害剤であるzVAD-FMK
による阻害実験を行ったところ，有意なアポトーシス抑
制効果が認められたことから（P＜0.01），イブプロフェ
ン/TRAIL併用によるアポトーシスがTRAILと受容体の
結合によって引き起こされ，かつcaspase依存性である
ことが確認された．ヒト正常末梢血単核球（PBMC）を
用い，イブプロフェンとTRAIL併用による影響を評価
した結果，これらイブプロフェンの作用はPBMCにおい

ては一切認められなかったことから，癌細胞特異的な効
果が期待される．
本論文において申請者らは，イブプロフェンがTRAIL

感受性増強作用を有することを初めて報告した．近年，
ヒトリコンビナントTRAILは癌の化学予防および治療
において将来性のある薬剤として期待されている．さら
に申請者らは，TRAILの産生誘導成分を見出し，報告し
ている．したがってイブプロフェンとTRAIL誘導成分と
の併用が，癌の化学予防に有益になりうると期待している.
以上が本論文の要旨であるが，申請者らは，イブプロ

フェンが臨床的にも安全で効果があることから，大腸腺
腫および大腸癌に対しての予防介入研究を提案したいと
考えており，医学上価値ある研究と認める.
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切除可能食道がんに対して日本では外科切除が標準的
な治療であるが，切除可能である食道がんは30～40％に
とどまる．遠隔転移のない切除不能食道がんに対しては
化学放射線療法が標準的な治療であるが，切除不能進行
食道がんに対する化学放射線療法の2年生存率は31.5％
と報告されており，さらなる効果的な治療が必要とされ
ている.
ヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）阻害剤はさまざ

まながん細胞に対して5-FUの効果を増強すると報告さ
れている．さらに，HDAC阻害剤は放射線の効果を増強
するという報告もある．しかし，HDAC阻害剤が5-FU
と放射線の併用療法の効果を増強するという報告は今の
ところない．そのため，申請者は食道扁平上皮がん細胞
株KYSE170を用いて新規HDAC阻害剤であるOBP-
801/YM753が，5-FUと放射線の併用療法の効果を増強
するかどうかを調べた.
WST-8アッセイにより，OBP-801/YM753および5-FU

は濃度依存性に細胞増殖抑制効果を示し，それぞれIC50
は4nMと2.5μMであった．OBP-801/YM753（4nM）
と5-FU（1.25μM，2.5μM，5μM）の併用は，同濃度
の5-FU単独使用と比較すると，より強い細胞増殖抑制
効果を示した．コロニー形成アッセイにより，OBP-
801/YM753＋放射線＋5-FUの三者併用は，それぞれの
単独使用や二者併用と比較して，有意に強いコロニー形
成阻害効果を示した．ウェスタンブロットアッセイによ
り，KYSE170に5-FU処理を行うことによりthymidylate
synthase（TS）タンパクの発現上昇を認めた．また，
OBP-801/YM753処理は濃度依存性にp21タンパクおよ
びアセチル化ヒストンH4タンパクの発現を増加させ，

TSタンパクの発現を減少させた．OBP-801/YM753と5-
FUの併用は，5-FUによるTSタンパクの発現上昇を効
果的に低下させた．一方，放射線照射はTSタンパクの
発現に影響を与えなかった．GuavaViaCountアッセイに
より，OBP-801/YM753と放射線併用はOBP-801/YM753
および放射線単独より効果的に細胞の生存率の低下を示
した．
OBP-801/YM753と5-FU併用の効果増強は，OBP-
801/YM753によるTSタンパクの低下によるものと考え
られる．OBP-801/YM753と放射線照射併用の効果増強
は，DSBsの増加による細胞死の増加と考えられる．
OBP-801/YM753が5-FUの効果と放射線照射のそれぞ
れを増強するという結果から，三者併用が二者併用や単
独使用と比べて有意にコロニー形成阻害効果が強いこと
を説明しうる．以上の結果からOBP-801/YM753と5-
FUと放射線の三者併用療法は食道がん患者にとって有
望な治療法となるであろう．
以上が本論文の要旨であるが，OBP-801/YM753が5-
FUと放射線の併用療法の効果を増強することを明らか
にした点で，医学上価値ある研究と認める．
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慢性腎臓病（ChronicKidneyDisease;CKD）は，一般
住民における心血管病発症の独立した危険因子として近
年注目を集めている．しかしながらCKDと全身の動脈
硬化を反映するとされる頸動脈内膜中膜肥厚（intima-
mediathickness;IMT）などの頸動脈硬化の指標の独立し
た関連性に関しては，これまでの報告で一定の見解が得
られていない．
申請者はCKDの頸動脈硬化に与える影響は，高血圧

などの血管危険因子の存在の有無により異なるとの仮説
をたて，一般住民においてCKDの頸動脈硬化に与える
影響を血圧カテゴリー毎に検討した．今回の研究では吹
田研究の参加者で2002年から2004年の健診時に頸部血
管超音波検査を受けた3446名（男性1602名/女性1844
名，年齢62±11歳）を対象とした．頸動脈硬化症の指標
として，頸動脈超音波検査で測定した最大IMT値（頸動
脈の測定可能部位で最大のIMT値），狭窄病変（頸動脈
の面積狭窄率25％以上）の有無を用いた．腎機能に関し
ては日本腎臓学会が提唱する計算式を用いて推算糸球体
濾過量（estimatedglomerularfiltrationrate;eGFR）を計
算し，eGFR＜60mL/min/1.73m2をCKDと定義した．血
圧カテゴリーは健診時の血圧測定値により4群（Optimal/
Normal/High-normal/Hypertension）に分類した．腎機
能と頸動脈硬化指標の関連を解析した結果では，CKD
群はeGFR＞90mL/min/1.73m2群と比較して，血管危険
因子などの多変量調整を行った頸動脈硬化指標に有意な
差を認めなかった．血圧カテゴリー毎のCKDと頸動脈
硬化指標の解析では，多変量調整最大IMT値は，非
CKD/Optimal群と比較して，男女ともにCKDの有無に
かかわらずHypertension群で有意に高値であった．ま
たCKD群の多変量調整最大IMT値は，Hypertension群

でのみ非CKD群と比較して有意に高値であった．狭窄病
変有病の多変量調整オッズ比は，非CKD/Optimal群と比
較して，High-normal群，Hypertension群で高く，狭窄病
変有病率におけるCKDの影響は，特にHypertension群
で突出していた．（多変量調整オッズ比［95％信頼区間］：
非CKD/Hypertension群2.21［1.53～3.19］，CKD/Hyper-
tension群3.16［2.05～4.88］）．以上一般住民において
CKDは頸動脈硬化症と独立して関連しなかったが，高
血圧に罹患している場合にはCKDは頸動脈硬化と有意
に関連した．本研究結果からは，CKD症例のリスク層
別化には高血圧などの心血管危険因子の有無も考慮され
るべきであることが示唆された．ただし本研究は横断研
究であるため，CKD，高血圧と頸動脈硬化症の因果関係
を証明はできない．今後高血圧合併のCKDが頸動脈硬
化進展の高リスク群であるのか，さらには高血圧，CKD
への治療介入により頸動脈硬化の進展を抑制できるのか
を縦断研究で明らかにしなければならない．
以上が本論文の要旨であるが，一般住民の横断研究

で，CKDが高血圧の存在下で頸動脈硬化症と独立して
関連することを明らかにした点で，医学上価値ある研究
と認める．
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