
神経性無食欲症（anorexianervosa;AN）は著しい痩せ
を伴う死亡率の高い精神疾患である．近年ANにおける
脳白質の異常に関心が高まっており，拡散テンソル画像
（diffusiontensorimaging;DTI）を用いた研究が行われて
きたが，DTIに特化した解析方法を用いたものではな
く，画像の前処理の問題が解決されていなかった．その
ため申請者はDTIの解析に特化した統計手法である神
経束空間統計（tract-basedspatialstatistics;TBSS）を用
いた研究により，AN患者における白質の異常の同定を
試みた．
17名の女性AN患者と，年齢，利き手を一致させた18

名の健常女性を対象とし，明らかな身体疾患，精神遅滞
や広汎性発達障害を認めるものは除外した．AN群の
うち4名にうつ病の併存を認め，6名が向精神薬を内服
していた．全ての被験者においてANの重症度をeating
disorderinventory-Ⅱ（EDI-Ⅱ）にて評価し，3テスラMR
システムにて32軸方向の拡散強調画像を撮像した．次
にそれぞれの被験者ごとのfractionalanisotropy（FA）画
像とmeandiffusivity（MD）画像を作成し，それらを全
被験者に共通する白質線維束を表す平均FAスケルトン
に投射させ，順列に基づいたノンパラメトリックな推計
をボクセルごとに行った．群間比較のため，年齢とbody
massindex（BMI）の影響を除いて共分散分析を行った．
クラスター形成の閾値を統計量t＝3.0，有意水準をp＜
0.05として多重比較補正を行ったうえでFSLRandomize
version2.1を用いてクラスターワイズ解析を行った．

平均BMIはAN群が13.6，健常群が19.9，EDI合計点
はAN群が77.8，健常群が23.8であった．FA,MDの群
間比較では，健常者に比してAN患者において脳弓体部
でMD高値を，左小脳半球でFA低値を認めた．加えて
右脳梁と右上縦束においてMD低値の部位を認めた．薬
剤を内服していないAN患者11名と健常者18名とでFA
値とMD値を比較したところ，0.08という有意水準では
あるがAN患者において左小脳半球でFA値が低い領域
を認めた．
脳弓は情動の調整，エピソード記憶や報酬処理，小脳

外側は食物摂取，社会性，情動や恐怖反応などの機能を
担っており，これらの機能の異常とANの発症や増悪と
の関連が報告されている．低いFA値は軸索の変性や脱
髄など組織の方向性が障害されていることを，高いMD
値は炎症や細胞外浮腫などで水分子の拡散能が上昇して
いることを意味しており，本研究の結果から小脳や脳弓
の微細構造の異常が摂食障害の病態に関与していること
が示唆された．
以上が本論文の要旨であるが，TBSSという白質の解

析に特化した方法でANにおける脳弓と小脳の白質の微
細構造の異常を明らかにした点で，医学上価値ある研究
と認める.

参 考 論 文 （2編）

1）ChoiH,YamashitaT,WadaY,KohigashiM,Mizuhara
Y,NagaharaY,NishizawaS,TominagaT,FukuiK.
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Predictorsforexacerbation/improvementofpostpartum

depression-A focus on anxiety, the mothers’
experiencesofbeingcaredforbytheirparentsin

childhoodandborderlinepersonality:Aperspective

studyinJapan.JAffectDisorders2013;150:507-12.

2）IidaN,ShibataK,NagaharaY,OkamuraA,Matsuoka
T,NakamaeT,NarumotoJ,FukuiK.Caseofdementia

withLewybodiesthatprogressedfromschizoaffective

disorder.PsychiatryClinNeurosc2013;67:281-2.

骨髄由来抑制細胞（Myeloid-DerivedSuppressorCells:
MDSCs）は腫瘍や炎症などの病的環境で増加する骨髄系
の細胞群で，L-arginineの代謝酵素であるarginase1と
induciblenitricoxidesynthase（iNOS）の活性によりT細
胞の抑制作用を発揮する．悪性腫瘍におけるMDSCsは
T細胞の抗腫瘍免疫反応を抑制することで腫瘍を増大
させるといわれているが，関節リウマチ（Rheumatoid
Arthritis:RA）をはじめとする自己免疫性疾患における
MDSCsの役割については不明である．
申請者は，RAの動物モデルであるコラーゲン誘導関

節炎（Collagen-InducedArthritis:CIA）マウスにおける
MDSCsの役割を解析した．雄性DBA/1マウスにウシⅡ
型コラーゲンをアジュバントとともに第1日および第21
日に皮下注射し，CIAマウスを作製した．CIAマウスに
おいて脾臓中のMDSCsは関節炎がピークとなる第35日
に有意に増加した．次にCIAマウスの脾臓から免疫磁気
細胞分離法によりMDSCsを分離，抗CD3/CD28抗体
で刺激したCD4＋T細胞と共培養し機能解析を行った．
MDSCsとの共培養によりCD4＋T細胞の増殖は有意に
抑制され，またこの抑制効果はarginase1阻害剤および
iNOS阻害剤の添加によって打ち消されたことから
MDSCsはarginase1およびiNOSの活性によりCD4＋T

細胞の増殖を抑制することが示された．さらにMDSCs
がCD4＋T細胞のサイトカイン産生能と分化能に与える
影響を解析したところ，MDSCsとの共培養によりCD4＋

T細胞からのIFNγ,IL-2,TNFα,IL-6産生は抑制，IL-10
産生は促進された．また，CIAの病態に関わるIL-17A
産生性Th17細胞への分化はMDSCsとの共培養により
有意に抑制された．最後にinvivoでのMDSCsの役割を
解明するため，CIAマウスへのMDSCsの養子移植を
行った．CIAマウスに第1日および第21日の計2回2×
10６個のMDSCsを経静脈的に養子移植することにより
CIAマウスの関節炎は著明に抑制され，血清中のTNFα
およびIL-6の有意な低下と，鼡径リンパ節中のCD4＋T
細胞およびTh17細胞数の減少を認めた．さらに抗Gr-1
中和抗体を用いてMDSCsをCIAマウスから枯渇させた
ところ，MDSCsを枯渇させたCIAマウスでは関節炎は
自然軽快せずに遷延する傾向を示した．以上より
MDSCsはCIAの自然軽快機構に関与していると考えら
れた．
以上が本論文の要旨であるが，MDSCsがCIAにおい

て病態抑制的に働き，その自然軽快機構に関与している
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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ofabataceptinapatientwithrheumatoidvasculitis.Mod

Rheumatol2012;22:630-634.

3）MurakamiK,KohnoM,KadoyaM,NagaharaH,Fujii
W,SenoT,YamamotoA,OdaR,FujiwaraH,KuboT,

MoritaS,NakadaH,HlaT,KawahitoY.Knockoutof

S1P3receptorsignalingattenuatesinflammationand

fibrosisinbleomycin-inducedlunginjurymicemodel.

Plosone2014;9:e106792.

近年，多発性骨髄腫（MM）の治療予後は新規薬剤の
登場により著しく改善した．しかし依然として治癒は困
難であり，最終的にはあらゆる治療薬に対して抵抗性を
獲得，致死的転機をたどることに変わりはない．更なる
予後の改善を求めるには，分子病態解明に基づく治療標
的分子の同定と，それに対する新薬開発が今後のMM治
療戦略における重要な柱となる．
申請者は，治療標的分子は疾患単位で普遍的に発現し

ているものが望ましいと考え，MMにおけるRSK2のN
末端の恒常的リン酸化に着目した．RSK2のN末端は
PDPK1からリン酸化を受けるため，MM細胞における
PDPK1の意義について検討した．まず，MM細胞株を
用いた実験では，PDPK1は検討した11細胞株全てにお
いて活性化していることを見出した．加えて，患者MM
細胞による検討では，PDPK1は初期のMMから治療抵
抗性を獲得した終末期に至るまで普遍的に活性化してい
ることを見出した．この所見は疾患形成に関わる染色
体・遺伝子異常などの分子生物学的異常が多様である
MMにおいて，新規薬開発の点から極めて重要な知見で
あると考えられた．さらに，PDPK1特異的低分子化合

物阻害剤やRNA干渉を用いた実験の結果から，PDPK1
はMMにおける下流シグナルとしてRSK2だけでなく
AKTも同時に支配しており，その結果，CCNDs,MYC,
IRF4などのMMにおける重要な転写因子を幅広く制御
し，細胞死制御に必須のBIM,BAD,がん遺伝子PLK1を
同時制御することでMM細胞における細胞増殖および
細胞死を制御することを見出した．一方で，IL-6,BAFF,
IGF-1などを用いたサイトカイン刺激はPDPK1自体に
影響を及ぼさないが，下流シグナルであるRSK2やAKT
を活性化し，PDPK1特異的低分子化合物阻害剤により
これらのサイトカイン刺激の効果は減弱ないし消失する
ことが示された．また，免疫組織学的手法を用いた65
症例の検討から，少数例のPDPK1陰性群では陽性群と
比較し，全生存期間，新規薬剤や自家移植における無増
悪生存期間が有意に延長することを証明した．最後に，
薬剤併用実験では，PDPK1特異的低分子化合物阻害剤
は，既存の抗がん剤あるいは新規薬剤との併用により，
MM細胞に対して相加あるいは相乗効果を示すことが明
らかになった．
以上が本論文の要旨であるが，PDPK1は多様な分子
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生物学的異常を伴うMMの病態形成に寄与する多くの
分子を普遍的に制御し，PDPK1特異的低分子化合物阻
害剤がMMに対する将来有望な治療標的分子となる可
能性を明らかにした点で，医学上価値ある研究とみとめ
る．

参 考 論 文（3編）

1）ChinenY,SakamotoN,NagoshiH,TakiT,Maegawa
S,TatekawaS,TsukamotoT,MizutaniS,ShimuraY,

Yamamoto-SugitaniM,KobayashiT,MatsumotoY,

HoriikeS,KurodaJ,TaniwakiM.8q24amplified

segments involve novelfusion genes between

NSMCE2 and long noncoding RNAs in acute

myelogenousleukemiaJHematolOncol2014;7:68.

2）Chinen Y,TakiT,TsutsumiY,KobayashiS,
MatsumotoY,SakamotoN,KurodaJ,HriikeS,Nishida

K,OhnoH,UikeN,TaniwakiM.Theleucinetwenty

homeobox（LEUTX）gene,which lacksahistone
acetyltransferasedomain,isfusedtoKAT6Aintherapy-

relatedacutemyeloidleukemiawitht（8;19）（p11;q13）.
GenesChromosomesCancer2014;53:299-308.

3）ChinenY,KurodaJ,OhshiroM,ShimuraY,Mizutani
S,NagoshiH,SasakiN,NakayamaR,KiyotaM,

Yamamoto-SugitaniM,KobayashiT,MatsumotoY,

HoriikeS,TaniwakiM.Low ADAMTS-13activity

during hemorrhagic events with disseminated

intravascularcoagulation.IntJHematol2013;97:511-

519.

インスリン抵抗性は2型糖尿病の基礎となる病態であ
り，高血圧，脂質異常症，肥満といった生活習慣病とも
密接に関連しており，これらは全て心血管疾患の重要な
リスクファクターである．骨格筋におけるインスリン抵
抗性の病態は，insulinの骨格筋への作用が不十分とな
り，骨格筋細胞内へのglucose取込が低下するというも
のである．しかし，インスリン抵抗性の成因については
大部分が未解明である．
近年，2型糖尿病モデルラット（OLETFラット）を用

いた研究により，インスリン抵抗性の初期の段階で細胞
外液pHの低下が引き起されていることを見出した．ま
た，2型糖尿病患者において細胞外液pHの低下を示唆す
る疫学データが複数報告されている．そこで申請者は，
細胞外液pHの低下がインスリン抵抗性の病態に関与し
ているという仮説を立て，ラット骨格筋由来培養細胞を

用い，細胞外液pH低下時のinsulinへの応答の変化につ
いて検討を行った．
各実験において，ラット骨格筋由来培養細胞株である
L6細胞を筋管細胞へ分化させて用いた．細胞外液のpH
を7.4,7.2,7.0,6.8に調整してinsulin刺激を加え，この
時のinsulinに対する各応答について解析した．
Insulinが insulinreceptorと結合すると，insulin

receptorおよび下流のシグナルであるAktがそれぞれリ
ン酸化され活性化状態となる．これらのリン酸化レベル
をWesternblotting法により解析した．細胞外液pH低下
時には，insulinreceptorおよびAktのリン酸化レベルが
いずれも低下し，活性化が抑制された．Insulinreceptor
の細胞膜上発現レベルについて，細胞膜タンパク質ビオ
チン標識法を用いて解析を行ったが，細胞外液pHを変化
させても細胞膜上発現レベルは変化しなかった．Insulin
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とinsulinreceptorの結合性について，放射線ラベル標識
されたinsulinを用いてbindingassayを行ったところ，細
胞外液pH低下時には細胞に結合したinsulinが減少する
ことがわかった．骨格筋細胞へのglucose取込について，
放射線ラベル標識された2-deoxyglucose（2DG,glucose
誘導体）を用いて実験を行ったところ，細胞外液pHを
低下させると，insulin刺激による2DG取込増加量が減
少することがわかった．以上のことから本研究は，骨格
筋細胞において細胞外液pHが低下するとinsulin刺激に
対するシグナルが減弱し，glucoseの骨格筋への取込が
不十分となる，ということを示した．
以上が本論文の要旨であるが，インスリン抵抗性の成

因に細胞外液pH低下が関与するという新たな知見を加
えた点で，医学上価値ある研究と認める．

参 考 論 文（1編）

1）AoiW,HosogiS,NiisatoN,YokoyamaN,HayataH,
MiyazakiH,KusuzakiK,FukudaT,FukuiM,Nakamura

N,MarunakaY.Improvementofinsulinresistance,

blood pressure and interstitial pH in early

developmentalstageofinsulinresistanceinOLETF

ratsbyintakeofpropolisextracts.BiochemBiophys

ResCommun2013;432:650-653.

これまでに経上皮Cl－ 分泌・Cl－ トランスポーター・
Cl－ チャネルは水分泌の駆動力としてだけでなく，細胞
増殖・細胞分化・細胞内情報伝達機構に多様な役割を
担っていることが見出され，経上皮Cl－ 分泌の制御メカ
ニズムや制御因子解明の重要性がクローズアップされて
いる．一方で，血糖値を調節する重要なホルモンである
インスリンは，腎遠位尿細管・皮質集合管で上皮型ナト
リウムチャネル（ENaC）の膜発現量を増大させてNa＋

再吸収を亢進することが明らかにされており，2型糖尿
病で頻繁に見られる高血圧症発症の要因の1つとも考え
られている．しかしながら，これまでの研究で，インス
リンのCl－ 分泌への作用についてはほとんど解明されて
いない．インスリンのCl－ 分泌への影響およびその分子
メカニズムの解明を目的として本研究を推進した．
申請者は，遠位尿細管・皮質集合管主細胞のモデル細

胞でありXenopuslaevis由来のA6細胞を用いて電気生理

学的手法によりCl－ 分泌を，インスリンの細胞内情報伝
達系に関してはWesternblottingおよびQuantitativereal-
timePCR法を用いて，インスリンのCl－ 分泌への作用と
そのメカニズムの解明を試みた．
はじめに，インスリンのCl－ 分泌への作用を検討した

ところ，インスリン単独では経上皮Cl－ 分泌に変化は認
められなかったが，forskolin（cAMPの産生を亢進する薬
剤）により亢進したCl－ 分泌と管腔側膜上のCl－ チャネル
活性をさらに増強することを明らかにした．また，イン
スリンのCl－ 分泌増強作用には少なくとも3時間以上が
必要であることから，インスリンの増強メカニズムを解
明する上で新たな遺伝子発現の関与について検討したとこ
ろ，Na＋,K＋,2Cl－cotransporter（NKCC）とCFTRCl－

チャネルの発現がmRNAレベルで亢進していることが明
らかになった．次に，インスリンがNKCCとCFTRCl－

チャネルのmRNA発現を亢進するメカニズムについて
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明らかにする目的でPI3KとERKの関与について検討し
たところ，PI3KはNKCCmRNA発現の正の制御因子で
あり，ERKはCFTRCl－ チャネルmRNA発現の負の制
御因子であることが明らかになった．さらに，インスリ
ン単独ではCl－分泌を増強できないため，インスリンは
NKCCとCFTRCl－ チャネルの産生を亢進できるが，細
胞膜上への移行にはcAMPが必要と考え，ERからGolgi
へのタンパク質輸送阻害剤であるbrefeldinA（BFA）
の影響について検討したところ，BFAはforskolinによる
Cl－ 分泌亢進とインスリンによる増強効果を抑制する
ことが明らかとなった．以上のことから本研究は，イ
ンスリンは PI3K活性化と ERK不活性化を介して
NKCCとCFTRCl－ チャネル発現を転写レベルで亢進
し，2）NKCCとCFTRCl－ チャネルの局在（膜への

移行）はcAMP依存的な経路により独立に制御され，
3）cAMPはインスリンと協調的に経上皮Cl－ 分泌を制
御することを明らかにした．
以上が本論文の要旨であるが，インスリンはPI3K活

性化とERK不活性化を介してNKCCとCFTRCl－ チャ
ネル発現を転写レベルで亢進し，cAMPと協調的にCl－

分泌を増強するという新たな知見を加えた点で，医学上
価値ある研究と認める．

参 考 論 文（1編）

1）SunH,NiisatoN,NishioK,HamiltonK,MarunakaY.
Distinctactionofflavonoids,myricetinandquercetin,

onepithelialCl－secretion:usefultoolsasregulatorsof

Cl－secretion.BioMedResInt2014;2014:902735.

大腸癌腹膜播種の診断は治療方針決定に不可欠である
が，微小病変の診断は困難である．術中所見でも診断不
可能な場合がしばしば存在し，新たな診断法の開発が望
まれている．5‐アミノレブリン酸（5-ALA）は癌患者に
投与すると腫瘍特異的にプロトポルフィリンIX（PpIX）
が蓄積する事が知られている．PpIXは波長405nmの青
色光を照射する事で励起され，波長635nmにピークを
有する赤色蛍光を呈する性質があり，脳神経外科や泌尿
器科領域に於いて光線力学診断（PDD）に臨床利用され
ている．しかし，5-ALAを用いた大腸癌腹膜播種に対す
るPDDの報告は無い．
申請者は，BALB/cnudemouseを用い，EGFP導入

ヒト大腸癌細胞株 HT-29腹膜播種モデルを作製し大

腸癌腹膜播種に対する PDDにつき検討した．5-ALA
hydrochloride250mg/kgを腹腔内投与4時間後に開腹す
ると，EGFP蛍光陽性な腹膜播種結節にPpIX由来と考え
られる赤色蛍光を認めた．この結果を元に，2011年3
月から2013年3月の間，術前に漿膜浸潤が疑われた大腸
癌患者，男性9名，女性3名（39～84歳）を対象とし試
験を実施した．5-ALAhydrochloride15～20mg/kg，最
大用量1g/bodyを手術3時間前に経口投与し，蛍光腹腔
鏡にて術中観察を行った．白色光観察にて同定した全て
の腹膜播種巣で蛍光観察にて赤色蛍光を認め，全症例で
病理学的に腹膜播種陽性である事を確認した．1例に於
いては，白色光観察で同定困難であった微小平坦病変を
蛍光観察にて容易に同定し得た．また，蛍光腹腔鏡画像
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データを解析する事により，腹膜播種結節では非転移
部である腹壁，腸管壁，脂肪織，肝表面に比して「赤色
値／（赤色値＋緑色値＋青色値）」が有意に高値である事
を認めた．これはPpIX由来赤色蛍光強度の指標として
の赤色値を，明るさ等の画像条件差で補正した値と考え
られる．5-ALA光線力学診断法は観測者の主観に依ると
ころがあるが，本法を用いる事で定量診断が可能となる．
5-ALAを用いた光線力学診断は低侵襲かつ簡素な検査機
器にて検出可能である利点を有する．本研究では，白色
光下で視認不可能な微小平坦病変が診断可能となる事
で，大腸癌腹膜播種の診断精度向上に繋がると考えられ
た．5-ALAを用いた光線力学診断は，生検を行わずとも
術中リアルタイムに腹膜播種診断が可能となり，病巣の
完全摘除の助けになると考えられる．
以上が本論文の要旨であるが，5-ALAを用いた光線力

学診断は従来の腹腔鏡観察に比してより良好な大腸癌腹
膜播種診断精度を有する事を明らかにした点で，医学上
価値のある研究と認める．

参 考 論 文（2編）

1）北川真希，小黒 厚，近藤 裕，高利 守，山崎純
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凝固を合併しCDDP＋CPT-11併用療法が奏功したS-
1耐性胃癌の1例．癌と化療 2010;37:165-168.

2）KitagawaM,KohT,NakagawaN,KondoY,NishioM,
Oguro A, Sakakura C, Nanri M, Otsuji E.

Gastrointestinalstromaltumorinapatientwith

neurofibromatosis:abscessformationinthetumor

leadingtobacteremiaandseizure.Gastroenterology

2010;4:435-442.

機能性の短鎖型non-cordingRNAであるmicroRNA
（miRNA）は，標的遺伝子のmRNAの3’末端の非翻訳領
域に結合してmRNAの分解や転写の抑制を行うことで全
遺伝子の約30％もの発現調節に関わり，様々な生命現象
の維持に深く関与している．一方でその発現異常は多く
のヒトの疾患で検出され，疾患の病態形成にも深く関与
しており，特に癌の発症，進展において極めて重要な役
割を果たすことが明らかとなっている．また近年miRNA
は，細胞外の血液，尿，唾液，母乳等の体液中でも比較
的安定して存在することが明らかとなっている．その機
序としてアポトーシスやネクローシス等の細胞崩壊によ
り体液中へ放出されるのみならず，Argonaute2やHDL

等の蛋白と結合し，あるいはエキソソーム等のvesicleに
封入されて血中はじめ体液中で極めて高い安定性を獲得
していることが明らかとなっている．
申請者は以上の背景から，食道扁平上皮癌患者血漿

中の癌特異的なmiRNAを探索し，新規バイオマーカー
を同定することを目的として解析した．様々な癌種で
潜在的に癌遺伝子的に働くと報告されているmiR-17-92
cluster内の7種類のmiRNAに注目し，食道癌では報告
のないmiR-18aを解析対象とした．まず食道癌組織と食
道癌細胞株において，それぞれ正常食道組織及び線維芽
細胞株よりもmiR-18aが高発現していることを確認した．
さらに食道癌患者106例と健常人54例の血漿中のmiR-
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18a濃度をquantitativeRT-PCRを用いて，食道癌患者血
漿でmiR-18a濃度が高値であることを明らかにした．さ
らに腫瘍の切除を行った8例について，切除前と切除
1ヵ月後の血漿中のmiR-18a濃度を比較すると，術後に
有意に低下するという結果を得た．また再発時において，
術後で一度正常範囲内まで低下したmiR-18a濃度が再上
昇した代表症例も認めた．miRNAは，血中で極めて安
定していることと，癌組織特異性の高いmiRNAが明ら
かであるため，血漿中の新たなバイオマーカーが同定で
きる可能性が高い．既に前立腺癌，悪性リンパ腫，口腔
癌，膵癌，肺癌，舌癌，卵巣癌，大腸癌，乳癌，胃癌，
食道癌，肝癌で報告されているが，報告済みの血中の癌
特異的miRNAで実地臨床に応用可能な感度や特異度を
もつmiRNAは未だ少ない．今回食道扁平上皮癌におい
て，癌存在診断において極めて感度，特異度が高く，ま
た，モニタリング診断においても極めて有用と考えられ
る新規の血中バイオマーカーmiR-18aを同定したことは
極めて意義深く，将来実地臨床に寄与する可能性は高い
と考えられる．
以上が本論文の要旨であり，食道扁平上皮癌患者にお

ける血漿中microRNAの測定による癌の存在診断の有用

性を明らかにした点で，医学上価値のある研究と認める．
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TaniguchiH,OtsujiE.ClinicalimpactofcirculatingmiR-

221inplasmaofpatientswithpancreaticcancer.BrJ

Cancer2013;108:361-9.

膵癌は5年生存率が5％以下の極めて予後不良な難治
性の癌であり，既存の画像診断による正確な進行度診断
が困難であり開腹所見で非切除因子が同定される症例や
術後早期に遠隔転移再発を来す症例が少なからず存在す
る．しかし，膵癌の悪性度や病期診断の指標となる臨床
応用可能なバイオマーカーは未だ同定されていない．そ
こでヒトゲノムでは4000種類以上同定されている短鎖

型 non-cordingRNAである microRNAに注目した．
MicroRNAは転写・翻訳レベルで様々な遺伝子発現を制
御し，また最近ではmicroRNAは循環血液中でエキソ
ソームなどのマイクロベジクルに封入され，或いは，
Ago2,HDLに代表される血中のタンパク質と結合して
安定した状態で存在することも明らかとなっている．わ
れわれは，胃癌・食道癌・膵癌等の消化器癌患者血漿中
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での腫瘍由来の遊離microRNAの定量的解析が安定して
可能であることを報告してきた．
申請者はこれまで蓄積してきたバイオリソース，解析

技術を基盤に，特に膵癌血中の新規バイオマーカー候補
として，癌関連microRNAとしての報告がある癌遺伝子
型microRNA-221（miR-221）に注目した．まず，14症
例の膵癌切除組織，6種類の膵癌細胞株で正常膵組織に
比べてmiR-221が有意に高発現していることを確認した．
次に膵癌治療患者47症例と健常人30例の血漿中のmiR-
221のRT-PCR法による定量的発現解析を行い，膵癌患
者血漿中のmiR-221濃度は健常人と比べ有意に高値であ
ることを明らかにした．同時に，膵癌組織中で低発現と
の報告がある癌抑制遺伝子型miR-375の膵癌患者血漿
中濃度を測定し，膵癌患者血漿中のmiR-375濃度は健常
人と比較し低い傾向であることを明らかにした．さらに
miR-221/miR-375比を併用することで，膵癌患者miR-
221/miR-375比は健常人のそれと比較し有意に高値であ
り膵癌存在診断マーカーとして有用である可能性を明ら
かにした．また膵癌組織中と血漿中でのmiR-221発現の
相関解析ならびに術前後の血漿中miR-221発現変化の解
析により血漿中miR-221発現が腫瘍動態を反映している
可能性を明らかにした．臨床病理学的因子との相関解析
では，術前血漿中miR-221高濃度症例で有意に遠隔転
移，肉眼的非治癒切除症例が多かった．以上の結果よ
り，膵癌患者血漿中のmiR-221は，遠隔転移の有無，切
除の可否予測を非侵襲的に可能とし，予後不良な膵癌患
者の治療方針決定に寄与し得る次世代のバイオマーカー
として有望であると考えられた．
以上が本論文の要旨であるが，血漿中miR-221濃度が

膵癌の存在診断のみならず腫瘍動態や悪性度を予測する
低侵襲マーカーとして有望である可能性を世界で初めて
明らかにした点で，医学上価値のある研究と認める．
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骨粗鬆症では高い骨密度でも骨折を生じることがあ
り，骨質の評価も重要である．磁気共鳴画像法（magnetic
resonanceimaging:MRIと略）において，骨組織からの
信号を検出するために ultra-shortechotimeimagingや
sweepimagingwithFouriertransform（SWIFTと略）が
発展しておりultra-shortechotimeimagingを用いた皮質
骨内の水分測定が骨質の評価に有用であるとの報告があ
る．本研究の目的は，卵巣摘出術（ovariectomy:OVXと
略）を行ったラットの術後早期における脛骨を用いて，
MRIで測定した皮質骨の信号雑音比（signal-to-noise
ratio:SNRと略）の変化と組織像の関係を解明し，SWIFT
を用いた骨粗鬆症の早期診断に対する可能性を検討する
ことである．
申請者は，動物として12週齢の雌性Sprague-Dawley

ラットを用いた．偽手術（Sham群）および卵巣摘出術
（OVX群）を行い，術後2，4，8および12週で脛骨を摘出
した．プロトン密度強調画像（protondensity-weighted
image:PDWIと略）およびSWIFTによるMR画像を撮
像し，脛骨近位1/3の横断像で皮質骨のSNRを算出し
た．二重エネルギーX線吸収測定法（dual-energyX-ray
absorptiometry:DEXAと略）で脛骨全体の骨密度を，マ
イクロコンピュータ断層撮影で脛骨の皮質骨骨密度を測
定した．組織により皮質骨孔領域および新生骨領域の全
皮質骨領域に対する割合を算出した．
皮質骨のSNRは，PDWIではSham群とOVX群の間

で有意差を認めず，SWIFTでは術後8，12週のOVX群
でSham群より有意に高かった．脛骨全体の骨密度およ

び皮質骨骨密度は全ての術後週数においてOVX群でSham
群より有意に低下していた．皮質骨骨密度とSWIFTに
よる皮質骨のSNR（SWIFT-SNRと略）は弱い正の相関
を認めた．皮質骨孔領域は両群で経時的に減少した．新
生骨領域は，術後8，12週のOVX群でSham群より有
意に大きく，SWIFT-SNRと正の相関を示した．
本研究においてDEXAでOVX群における骨密度の低下

を確認したが，DEXAでは骨質や皮質骨単独の評価はで
きない．皮質骨骨密度とSWIFT-SNRとの相関が弱かっ
たことから，SWIFT-SNRが皮質骨骨密度以外の要素も
反映している可能性がある．SWIFTは自由水だけでな
く結合水も検出可能である．MRIによる皮質骨のSNR
の結果，皮質骨孔領域の経時的な減少および新生骨領域
のOVX群での増大とSWIFT-SNRとの正の相関結果は，
OVXラットの皮質骨内で結合水が増加している可能性
を示す．今回の結合水の増加はコラーゲンやハイドロキ
シアパタイトの構造変化を表し，皮質骨骨質の早期変化
を捉えている可能性がある．
以上が本論文の要旨であるが，SWIFTを用いたMRI

における皮質骨のSNRの測定が，骨粗鬆症を早期に診断
する方法として臨床応用につながる可能性を示した点
で，医学上価値ある研究と認める．
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ステロイド性大腿骨頭壊死症はステロイドの全身投与
後に大腿骨頭が阻血性壊死に陥る難治性疾患である．股
関節機能の障害により生活の質が著しく低下することが
多い．各種の疾患治療の目的でステロイドを使用した後
に大腿骨頭壊死症を発症する患者が存在するため，病態
の解明および予防法の開発が続けられている．ステロイ
ド性骨壊死の主たる病因はステロイド投与後に生じる骨

内の循環障害である．家兎ステロイド性骨壊死モデルを
用いた研究で骨内の阻血につながる変化はステロイド投
与後早期であると推察されているが，骨内の血行動態は
明らかになっていない．このような背景から高磁場磁気
共鳴画像（magneticresonanceimaging:MRIと略）装置
を用いたdynamiccontrast-enhancedMRI（DCE-MRIと
略）でステロイド投与後早期の大腿骨内の血流を評価す
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ることを目的とした．
申請者は，28週齢以上の雄性日本白色家兎9羽を対象

とした．殿筋内に酢酸メチルプレドニゾロン20mg/kg
を単回投与し，家兎ステロイド性骨壊死モデルを作製し
た．吸入麻酔下に7.04Tの高磁場MRI装置を用いて骨壊
死好発部位である両大腿骨近位部のDCE-MRIを撮像し
た．撮像時期はステロイド投与前，ステロイド投与後1，
5，10および14日目とした．Spoiledgradientecho法を用
いたT1強調画像を40回連続で撮像した．10回目の撮像
終了後に造影剤を急速に静脈内投与した．骨壊死好発部
位に関心領域を設定し，信号強度を測定した．測定した
信号強度をもとにenhancementratio（ERと略），initial
slope（ISと略），およびareaunderthecurve（AUCと略）
を算出し，統計学的に比較した．
大腿骨内の骨壊死好発部位におけるステロイド投与後

のER，ISおよびAUCの値はステロイド投与前と比較し
て有意に低下した（ER:P＜0.05,IS:P＜0.01,AUC:P＜
0.05）．ステロイド投与後1日目に5大腿骨でER，ISお
よびAUCの値すべてが低下し，5日目までに半数以上の
大腿骨で3つの値いずれも低下した．
骨壊死好発部位において，3つの変数ともに有意に低

下したため，血流が低下していると考えた．ステロイド
投与後1日目から血流が低下している大腿骨があり，血
流低下の時期は早期から生じている可能性がある．家兎
ステロイド性骨壊死モデルを用いた研究でステロイド投
与後3から5日目の早期において骨内に血管内皮細胞増
殖因子の発現やデオキシリボ核酸の酸化障害が生じてい
ることが明らかにされている．本研究の結果から血管内

皮細胞増殖因子の発現やデオキシリボ核酸の酸化障害が
生じる時期に骨内の血行動態も変化している可能性を示
した．
以上が本論文の要旨であるが，家兎ステロイド性骨壊

死モデルに対して血行動態をinvivoで評価し，ステロイ
ド投与後早期から骨内の血流が低下していることを示し
た点で，医学上価値ある研究と認める．

参 考 論 文（4編）

1）SukenariT,HoriiM,IkomaK,KidoM,HayashiS,
HaraY,YamasakiT,MatsudaKI,KawataM,KuboT.

Corticalbonewaterchangesinovariectomizedrats

during the early postoperative period:objective

evaluationusingsweepimagingwithfouriertransform.

JMagnResonImaging2015;42:128-135.

2）林 成樹，藤岡幹浩，上島圭一郎，齊藤正純，齋木
大器，池上 徹，久保俊一．大径骨頭を用いたmetal
onmetalTHA術後早期に骨溶解を生じた一例．日人
工関節会誌 2013;43:655-656.

3）池上 徹，藤岡幹浩，齊藤正純，鎌田陽一郎，林
成樹，上島圭一郎，久保俊一．Groinpainのために
FHRからTHAに再置換した症例における寛骨臼軟骨
の組織学的評価．HipJoint2013;39:1033-1037.
4）佐藤史英，藤岡幹浩，上島圭一郎，齊藤正純，林
成樹，久保俊一．人工股関節全置換術を施行するにあ
たり三次元光造形モデルが有用であった強直股関節の
2例．HipJoint2012;38:1050-1054.

博 士 論 文 要 旨662

論文提出者 山 﨑 哲 朗

学 位 の 種 類 博士（医学）
学位記の番号 甲第1538号
学位授与の日付 平成27年3月31日
学位授与の要件 最終試験及び論文審査合格・統合医科学専攻
論文審査委員 教授 奥田 司・教授 池谷 博・教授 八木田和弘

論 文 題 目 及 び 掲 載 誌

YamasakiT,FujiwaraH,OdaR,MikamiY,IkedaT,NagaeM,ShiraiT,

MorisakiM,IkomaK,Masugi-TokitaM,YamadaK,KawataM,KuboT.

InvivoEvaluationofRabbitSciaticNerveRegenerationwithDiffusionTensorImaging（DTI）:
CorrelationswithHistologyandBehavior

MagneticResonanceImaging2015;33:95-101.



末梢神経損傷は外傷や炎症で生じる，臨床現場で遭遇
する頻度の高い疾患である．治療法の選択のためには，
神経損傷の部位と程度を正確に診断することが不可欠で
ある．拡散テンソル法（diffusiontensorimaging:DTIと
略）は，磁気共鳴画像法の撮像手法である．DTIは水分
子の拡散異方性を定量的に解析することで，組織の配向
性を画像化できる．本研究の目的は，ヒトへの臨床応用
に向けて，中動物である家兎の坐骨神経損傷モデルを用
い，DTIによる末梢神経損傷および再生の評価の有用性
を検証することである．
申請者は，日本白色家兎の右側坐骨神経を結紮し圧挫

損傷モデルを作成した．高磁MRI装置（7.04T）を用い
て神経損傷前および損傷後2，4，6，8週に坐骨神経を
DTIで撮像した．得られた画像から坐骨神経のfractional
anisotropy（FAと略），λ＝ およびλ⊥を算出し，経時的変
化を検討した．組織学的評価のために坐骨神経損傷前お
よび損傷後2，4，6，8週に右坐骨神経を摘出し，切片を
作製して軸索数および髄鞘化軸索面積率を計測した．坐
骨神経損傷前および損傷後2，4，6，8週にtoe-spreading
index（TSIと略）を用いて運動機能を測定した．
FAはコントロールと比して坐骨神経損傷後2，4週で

有意に低下した．4週以降は徐々に上昇し，損傷後6週
ではコントロールと有意差はなかった．λ⊥は損傷後2
週に有意に上昇した．その後速やかに低下し，損傷後4
週ではコントロールと有意差がなかった．λ＝ は有意差
が無かった．坐骨神経損傷後の組織学的検討では，軸索
数，髄鞘化軸索面積率ともに損傷後2週で有意に低下し，
その後回復する傾向があった．損傷後8週で軸索数は損
傷前と有意差がない値に回復した．FAは軸索数，髄鞘
化軸索面積率と有意に相関していた．λ⊥ は髄鞘化軸索
面積率と相関していた．TSIを用いた運動機能評価は神
経損傷後6週以降に回復する傾向を示した．FAはTSIと
有意に相関していた．
本研究結果では，坐骨神経損傷後のFAおよびλ⊥の変

化は組織学的変化と相関していた．これらの結果，ラッ
トを用いて行った研究結果と一致しており，個体の種や

大きさによらずDTIを用いて末梢神経損傷および再生
を評価できることを示した．さらに，FAは運動機能評
価とも強い相関があり，末梢神経損傷後の神経機能回復
の指標となる可能性を示した．
以上が本論文の要旨であるが，DTIは末梢神経損傷後

の回復過程を非侵襲的，客観的，定量的に評価できる有
用な評価法であることを証明した点で，医学上価値ある
研究と認める．
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に与える年齢および認知症の影響．滋賀医 2010;32:

48-51.
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アキレス腱断裂は，日常診療で遭遇する頻度の高い外
傷であるが，下腿三頭筋の機能低下が問題となる．骨格
筋の機能評価には徒手筋力検査や機器による筋力測定が
用いられる．しかし受傷後急性期に筋力測定を行うと腱
の修復に影響を与えるため，骨格筋の機能を定量的に評
価できる画像法が必要である．一方，磁気共鳴画像法の
中で拡散テンソル法（diffusiontensorimaging:DTIと略）
は，水分子の拡散異方性を定量的に解析することができ
る撮像法である．DTIは異方性の高い線維性の組織にお
いて，病理学的変化に伴う異方性の乱れを非侵襲的に画
像化できる．筋組織は高い異方性を有していることか
ら，近年筋組織における微小内部構造の変化や病態の評
価に利用されている．骨格筋機能は筋組織の微小内部構
造に依存するため，DTIは骨格筋機能を反映する可能性
がある．以上の背景から，DTIと骨格筋機能との関連を
解析した．
申請者は，下腿三頭筋機能不全モデルとして，アキレ

ス腱切腱術を右後肢に施行した12週齢の雄性Sprague-
Dawleyラットを使用した．高磁場磁気共鳴装置（7.04T）
を用いて切腱術前，切腱術後2週および4週に下腿三頭
筋の磁気共鳴画像を撮像した．下腿三頭筋筋腹を関心領
域に設定し，関心領域のDTIパラメータであるλ１，λ２，
λ３およびfractionalanisotropyを算出した．組織学的検
討として，下腿三頭筋筋腹の凍結切片を作製した．筋機
能評価として，切腱術後に足関節底屈力を測定した．形
態評価のために下腿三頭筋の筋腹長軸長および横断面積
を算出した．DTIパラメータ，機能測定および形態計測
の結果を経時的に解析した．DTIパラメータと機能およ
び形態評価の経時的変化を統計学的に比較検討した．
DTIパラメータであるλ１，λ２およびλ３は切腱術後低

下し，fractionalanisotropyは増加した．筋束の境界は不

明瞭となり筋束間は開大した．切腱術後に足関節底屈力
は低下し，下腿三頭筋腹長軸長は短縮し，横断面積は減
少した．DTIパラメータと運動機能において，λ１と底屈
力に相関を認めた．形態計測の結果，λ１と下腿三頭筋
腹長軸長が相関した．
申請者は切腱術後に筋萎縮の所見に加え，腱の伸長お

よび筋腹長軸長の短縮を確認した．DTIパラメータの中
でλ１と骨格筋機能が強く相関し，λ１は筋腹長軸長の変
化とも相関していた．λ１の低下は下腿三頭筋腹長軸長
の短縮による異方性の低下を示し，骨格筋機能低下の主
要素であると考えた．λ１は切腱後の骨格筋機能を定量
的に評価できるパラメータであり，DTIは骨格筋機能評
価の指標となる可能性を示した．
以上が本論文の要旨であるが，DTIがアキレス腱切腱

後の下腿三頭筋機能不全に対して有用であり，骨格筋機
能を評価できる画像法となることを示した点で，医学上
価値ある研究と認める．
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JMagnResonImaging2015;42:128-135.
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7）生駒和也，牧 昌弘，今井 寛，城戸優充，原 佑
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会誌 2013;34:41-46.

8）牧 昌弘，生駒和也，今井 寛，城戸優充，原 佑
輔，久保俊一，盛房周平．変形性足関節症に対して
行った鏡視下足関節固定術の治療成績．日足の外科会
誌 2013;34:181-184.

9）牧 昌弘，生駒和也，盛房周平，今井 寛，城戸優
充，原 佑輔，久保俊一．足底腱膜炎におけるMR画
像所見．日足の外科会誌 2014;35:205-207.

10）大橋鈴世，生駒和也，牧 昌弘，今井 寛，城戸優
充，原 佑輔，久保俊一．下肢内旋変形に伴った一次
性変形性Lisfranc関節症の2例．日足の外科会誌 2014;

35:293-296.

ビスフェノールA（BPA）はポリカーボネートやエポ
キシ樹脂製造に使用される化学物質であり，日常的にヒ
トはBPAに曝露されている．近年，発達障害児童の増加
と環境化学物質曝露との関連が指摘され，疫学調査でヒ
ト妊娠期母体尿中BPA濃度と出生児童の精神・情緒面で
の問題行動との間に相関が示されているものの，その科
学的根拠は不十分である．
申請者は，胎生期・授乳期のBPA曝露が社会行動にど

のような影響を与えるかを明らかにするために，自然な
行動表現型を集団生活下に計測できる装置IntelliCageを
用いて，BPA曝露によるマウスの行動変化を解析した．
C57BL/6J妊娠マウスを対象に，BPA曝露群（BPA群）に
は0.01％エタノールに溶かしたBPA500μg/kg体重（最
大無毒性量NOAELの100分の1）を，vehicle対照群に

は同量のエタノールを，胎齢0.5日から生後3週まで1
日1回栄養チューブにより経口投与した．生後11週（雌）
あるいは生後13週（雄）に，対照群として2出生仔集
団（複数の母獣からの雌雄各々n＝8を2組），BPA群と
して1出生仔集団（複数の母獣からの雌雄各々n＝8を
1組）を設け，IntelliCageによる行動実験を行った．セッ
ションは，3日間の適応期間とその後12.5日間のノーズ
ポークセッション（NP1）で構成した．適応期間にはド
アは常時開き自由に飲水可能であるが，NP1ではドアは
閉じ飲水のためにノーズポーク1回が必要となる．解析
は，活動量，嗜好性，社会性に関連する複数指標を，暗
期／明期，飲水あり（報酬あり）／飲水なし（報酬なし）
の区分に分け，主にBPA群と対照群間で比較評価を行っ
た．BPA群雌は，明期の非飲水区分および総合（飲水＋
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非飲水）の訪問回数が有意に少なかった．BPA群雄は，
暗期の飲水を伴う訪問以外全ての区分でコーナー滞在時
間が有意に長かった．このことから，BPA曝露は，雌で
非活動期の必須でない活動を抑制し，雄で報酬獲得場所
への嗜好性を増強することが示唆された．他個体への追
従性を表す指標では，BPA群雄は，全区分を総合した場
合と飲水を伴う訪問について有意に低値を示し，BPA群
雄は報酬関連行動に関して，他個体の影響をより受けや
すいことを示唆した．
以上が本論文の要旨であるが，胎生期・授乳期のBPA

曝露が報酬行動や他個体からの影響などマウスの社会行
動に性差をもって影響する可能性を示した点で医学上価
値ある研究と認める．
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1）TandoS,ItohK,YaoiT,OgiH,GotoS,MoriM,
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systeminmice.Neuropathology2014;34:527-534.

2）ItohK,OgiH,YaoiT,YoshifujiK,PoohR,YamasakiM,
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Neurobiol2011;37:685-688.

3）YaoiT,ItohK,NakamuraK,OgiH,FujiwaraY,Fushiki
S.Genome-wideanalysisofepigenomicalterationsin

fetalmouseforebrainafterexposuretolowdosesof

bisphenolA.BiochemBiophysResCommun2008;376:

563-567.

4）FujimoriA,YaoiT,OgiH,WangB,SuetomiK,Sekine
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S.IonizingradiationdownregulatesASPM,agene

responsibleformicrocephalyinhumans.Biochem

BiophysResCommun2008;369:953-957.

膵癌患者の予後は不良であり，その要因として術後早
期再発が挙げられる．中でも，腹膜播種は予後に重要な
因子となるため，制御方法の確立が膵癌治療における課
題の一つである．これまで腫瘍細胞における蒸留水殺細
胞効果についていくつかの報告を認めており，申請者ら
も以前に蒸留水による低浸透圧刺激が，食道癌，胃癌細
胞をいずれも5分以内に断片化させた事を報告した．し
かしながら，膵癌細胞における蒸留水殺細胞効果を検証
した報告は存在しない．
この研究において，申請者は，蒸留水が膵癌細胞の細

胞容積増加に続いて細胞破壊をもたらす事を示し，再培
養実験で，膵癌細胞株における蒸留水殺細胞効果を証明
した．さらに，CellLabQuantaを用いて，膵癌細胞株に
おいて様々な浸透圧下での連続細胞容積変化を解析し，
蒸留水（0mosmol/kgH2O）における細胞断片化を認め
た一方で，緩徐な低浸透圧下では一旦膨化した後の調節
性容量減少（regulatoryvolumedecreases:RVD）を観察
した．これらの結果は，膵癌細胞の断片化には極度の低
浸透圧刺激が必要である事を示していた．さらに低浸透
圧溶液により引き起こされた細胞膨化を増強するため
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に，膵癌細胞株にクロライドチャネルブロッカーである
5-nitro-2-（3-phenylpropylamino）-benzoicacid:NPPBを
用いた実験を試みた．NPPBは低浸透圧刺激時にRVD
を抑制することにより全ての細胞膨化を促進し，低浸透
圧溶液の殺細胞効果を増強した．これらの結果は，膵癌
細胞のRVDにおいて，クロライドイオンチャネル活性
増加は主な制御メカニズムであり，低浸透圧刺激時のク
ロライドチャネル抑制は，細胞膨化を増強し殺細胞効果
を増大させる事を示している．近年，癌におけるイオン
輸送体の発現・機能解析に関する研究報告は増加してお
り，診断・治療への新たな応用が期待されている．本研
究は，膵癌細胞におけるクロライドチャネル活性に焦点
をあて，その制御により低浸透圧殺細胞効果が増強でき
ることを示した．この結果は，個々の膵癌患者のイオン
輸送体発現を理解することが，その活性制御による低浸
透圧殺細胞効果を予測する上で重要となる可能性を示唆
している．
以上が本論文の要旨であるが，膵癌細胞株における，

低浸透圧刺激による殺細胞効果とクロライドイオンチャ
ネルブロッカーを用いた殺細胞効果増強を明らかにした
点で，医学上価値ある研究と認める．
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2013;33:5415-5420.
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Gastroenterol2014;20:6844-6859.

TNF-αは炎症や細胞の生存，アポトーシスなど多
彩な作用を有するサイトカインであり，癌の増殖やそ
れに伴う炎症に密接に関与している．多くの細胞に

おいて，TNF-αは単独ではアポトーシスを誘導せず，
cycloheximide（CHX，タンパク合成阻害剤）やNF-κB
阻害剤，Smacmimeticsを併用することでアポトーシス
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を誘導する．これはTNF-α単独では，NF-κBの活性化
を介して，IAPファミリーやc-FLIPなどの抗アポトーシ
ス蛋白が誘導され，caspase-8の活性化が阻害されるた
めとされている．
申請者は，ヒト胃癌細胞株MKN28細胞を用いて，
TNF-α/CHX併用によりアポトーシスを誘導した際の
IAPファミリー（cIAP1,cIAP2,XIAP,survivin）の動態
について解析を行った．その結果，NF-κBにより誘導さ
れる抗アポトーシス蛋白の合成阻害だけではなく，抗
アポトーシス蛋白の分解促進がアポトーシスの誘導
に関与していることが示唆された．TNF-αにより
cIAP2が誘導される一方，CHXはXIAPとsurvivinの発
現量を低下させた．cIAP1およびXIAPはTNF-α/CHX
併用で分解の促進を認めた．Survivinには分解の促進を
認めなかった．TNF-αによるcIAP2の誘導はBMS-
345541（NF-κB阻害剤）により抑制された．MKN28細
胞にTNF-α/CHXを作用させるとsurvivinの減少，カス
パーゼ8とカスパーゼ3の活性化に続きcIAP1および
XIAPの減少を認め，アポトーシスが誘導された．プロ
テアソーム阻害剤によりTNF-α/CHXによるsurvivin，
cIAP1，およびXIAPの分解は抑制された．カスパーゼ阻
害剤（z-VAD-fmk）はTNF-α/CHXによるアポトーシス
を抑制したが，survivin，cIAP1，およびXIAPの分解は
抑制しなかった．TNF-αおよびBMS-345541併用によ
り誘導されるアポトーシスはTNF-α/CHXにより誘導さ
れるものと比較して有意に少なかった．また，MKN28
細胞にはTNF-α受容体の内TNFR1のみならず正常の胃
上皮細胞にはないTNFR2の発現を認めた．このことか
ら，癌細胞ではTNFR2が異常発現している可能性が示
唆された．多くの癌には炎症と局所のTNF-αの産生が
随伴している．したがって，TNF-α/CHXによるアポ
トーシスに関わる分子は，癌治療において重要な分子標
的となりうると考える．
以上が本論文の要旨であるが，CHX存在下において
TNF-αに抗アポトーシス蛋白のプロテアソームにおけ
る分解を促進する作用があることを明らかにし，その経
路に関わる分子が癌治療において分子標的となり得る可
能性を示唆した点で，医学上価値ある研究と認める．
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lymphaticspreadingasaprognosticfactoringastric
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ヌクレオソームを形成する蛋白の一つであるヒストン
H3のセリン10のリン酸化はクロマチン凝集と関連し，
細胞周期のlateG2期からM期終了までの間生じるため，
antiphosphohistoneH3（PHH3）はmitosisのspecific
markerとして最近用いられるようになった．今まで
に髄膜腫，悪性黒色腫，卵巣癌，胃癌など様々な癌腫
との関連が報告されているが，食道扁平上皮癌との
関連を示した報告例は認めていない．また，PHH3と
proliferationmarkerのKi-67との関連を示した報告は認
めるが，一定の見解に至っていない．
申請者は以上の背景から，食道扁平上皮癌根治切除標

本50例を用いて，PHH3の免疫染色を行い，食道扁平上
皮癌におけるPHH3の発現・予後との関連および臨床病
理学的因子・Ki-67・p21との関係について検討を行った．
評価方法は最も発現の高い部位でのhighpowerfield連
続10視野における核陽性数（mitoticindex＝PHH3MI）
を用いた．PHH3MIと種々の臨床病理学的因子を比較
したところ，分化度が低くなるほど，indexが増加傾向に
あったが，有意差は認めず,その他の因子とも関連を認
めなかった．また，Ki67，p21との関連も調べたが，相関
を認めなかった．ついで，生存に関する単変量解析を
行ったところ，PHH3MI＝10をcutoff値とすることで，
有意に低発現群が予後良好であることを明らかにした．
そのcutoff値10で二群にわけて，種々の臨床病理学的因
子と比較したところ，組織型において，高分化型が低発
現群で多くなり，有意な相関関係を認めた．さらに，多
変量解析を行ったところ，N因子とPHH3MIが独立した
予後因子として描出された．PHH3MIは今までの報告
において,測定方法やcutoff値が様々であり，一定の見

解に至っていないが，食道扁平上皮癌においては，最も
多く用いられている測定方法を用いて，cutoff値を10に
することで,予後を反映し，組織型とも相関することを
示した．また，PHH3とKi-67が相関しなかった理由と
して，Ki-67は細胞周期のすべての過程で発現している
が，PHH3は分裂期のみで発現しており，それぞれの細
胞において，細胞周期の進行速度が異なるのが原因では
ないかと示唆された．PHH3MIの測定はKi-67labeling
indexの測定と比べて簡便であり，PHH3はすでに実臨
床で使用されているKi-67よりもより臨床に即した
proliferationmarkerであると思われた．
以上が本論文の要旨であるが，今回の研究は食道扁平

上皮癌とPHH3の関係を世界で初めて示した報告例であ
り，将来，実地臨床に寄与する可能性は高いと考えら
れ，医学上価値のある研究と認める．
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角膜は通常血管，リンパ管の欠如した透明組織である
が，角膜移植後等の炎症期には血管，リンパ管が角膜実
質内に新生する．角膜の炎症期リンパ管新生にはマクロ
ファージが関与していることが明らかになっている．ま
た角膜内に新生したリンパ管の維持はマクロファージの
存在に依存していることが知られている．
申請者はリンパ管内皮細胞特異的マーカーである
podoplaninの中和抗体（PMab-1，NZ-1）を用いることで，
角膜炎症，角膜移植時のリンパ管新生と拒絶反応，マクロ
ファージによる炎症を抑制できるかどうか検討を行った．
まずマウス角膜縫合モデル（C57BL/6）で角膜のリンパ管
新生およびマクロファージの浸潤について検討したとこ
ろ，PMab-1投与群でいずれも有意に抑制された．マウス
角膜移植モデル（レシピエントBALB/c，ドナーC57BL/6）
で検討したところ，PMab-1投与群ではマクロファージの

浸潤が抑制され，拒絶反応が有意に抑制された．またマ
ウス耳の創傷治癒モデル（C57BL/6）でリンパ管新生につ
いて検討したところ，PMab-1投与群で有意に抑制され
た．次にマウス腹腔内細胞（PEC）をLipopolysaccharide

（LPS），LPS＋Interferongamma（IFN-γ）で刺激し，PEC
のpodoplanin発現変化について検討した．LPS単独刺激
後にpodoplaninの発現は上昇し，PMab-1投与により抑制
された．またTNF-αの分泌レベルはLPS単独刺激後で
PMab-1投与により有意に低下していたが，LPS+IFN-γ
で刺激後のTNF-αの分泌レベルはLPS単独刺激後に比
較して高く，PMab-1投与では抑制出来なかった．次に
LPS刺激によるPMab-1の炎症抑制経路を検討したとこ
ろ，NF-kB，MAPK経路に関わるタンパクの発現が
PMab-1投与群で抑制された．さらにヒトリンパ管内皮
細胞（LEC）を用いてtubeformationassayを検討したと

博 士 論 文 要 旨670

論文提出者 丸 山 悠 子

学 位 の 種 類 博士（医学）
学位記の番号 甲第1544号
学位授与の日付 平成27年3月31日
学位授与の要件 最終試験及び論文審査合格・統合医科学専攻
論文審査委員 教授 酒井敏行・教授 松田 修・教授 矢部千尋

論 文 題 目 及 び 掲 載 誌

MaruyamaY,MaruyamaK,KatoY,KajiyaK,MoritohS,YamamotoK,MatsumotoY,

SawaneM,KerjaschkiD,NakazawaT,KinoshitaS.

TheEffectofPodoplaninInhibitiononLymphangiogenesisUnderPathologicalConditions

InvestigativeOphthalmologyandVisualScience2014;55:4813-4822.

審 査 結 果 の 要 旨



ころ，NZ-1投与によりLECによるリンパ管の形成が濃度
依存的に抑制され，podoplaninがマクロファージ同様
LECにも直接作用することが分かった．以上の結果よ
り，podoplanin中和抗体はマクロファージをはじめとす
る炎症細胞の機能を制御し，炎症細胞の浸潤と拒絶反応
の抑制，およびリンパ管内皮への直接的作用によりリン
パ管新生の抑制に関与したと考えられた．
以上が本論文の要旨であるが，podoplaninを制御する

ことで，炎症期におけるマクロファージの機能とリンパ
管内皮への直接的な作用で，リンパ管新生を抑制し，角
膜移植後の拒絶反応を抑制出来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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角膜内皮細胞が減少することで発症する水疱性角膜症
に対しては，従来行われていた全層角膜移植術（PKP）に
かわって角膜内皮移植術：DescemetStrippingAutomated
EndothelialKeratoplasty（DSAEK）が第一選択となって
いる．この移植術にはプレカットドナー角膜が必要であ
り，米国国内でプレカットドナーを用いて行ったDSAEK
の安全性についての報告は複数ある．しかし国外への長
時間の空輸を経たプレカットドナー角膜の安全性につい
ての報告は未だない．そこで，申請者は国外からのプレ
カットドナー角膜を用いたDSAEKの安全性および有効
性について検討するために本研究を行った．
申請者はまずプレカット後の国際輸送がドナー角膜に

与える影響について検討を行った．米国シアトルのアイ

バンクであるSightLifeから京都府立医科大学眼科の関
連施設に送付されたプレカットドナー角膜について，米
国アイバンクで測定したプレカット前の角膜内皮細胞密
度（endothelialcelldensity:ECD）と手術直前に測定し
たECDとを比較し，角膜内皮細胞減少率を算出したと
ころ，米国―日本間の輸送とそれによる長時間保存の角
膜内皮細胞密度に与える影響は軽微であった．次に国外
プレカットドナー角膜を用いて施行したDSAEKについ
て術後3年間の臨床成績（視力改善効果，角膜内皮細胞
密度の推移，術後合併症の発症率）をレトロスペクティ
ブに検討した．視力改善は迅速であり，術前と比較して
術後1ヵ月の時点で有意な改善を認めた．術後の平均内
皮細胞密度減少率に関しては，今回の検討と国内ドナー
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を使用した既報とでほぼ同等であった．術後合併症頻度
に関しても国内ドナー角膜を用いた既報における発症率
とほぼ同等であった．
本研究の結果，米国から国際輸送されたプレカットド

ナー角膜における角膜内皮細胞密度の減少率は僅かであ
り，合併症の割合も低く，臨床成績も国内プレカットド
ナーを用いた既報と比較して同等の成績であった．
DSAEK手術の普及とともに国外プレカットドナー角膜
への需要が高まりつつあるが，今回，国外プレカットド
ナー角膜の安全性と有効性が示されたことは意義深い．
以上が本論文の要旨であるが，国外プレカットドナー

角膜を用いたDSAEKの安全性および有効性を明らかに
した点で，医学上価値ある研究と認める．
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膠様滴状角膜ジストロフィ（GDLD）は常染色体劣
性遺伝で，tumor-associatedcalciumsignaltransducer2

（TACSTD2）遺伝子の機能喪失性変異によって生じる．
日本で数多く報告され，有病率は1/30,000であるが,欧
米では極めてまれな疾患である．角膜上皮のバリア機能
低下による角膜上皮下へのアミロイドの沈着を特徴と
し，最終的に角膜は混濁し，著明な視力低下を引き起こ
す．早期にはソフトコンタクトレンズによる角膜上皮保
護やレーザー表層切除，晩期の角膜混濁に対しては全層
角膜移植や層状角膜移植が適応ではあるが,容易に再発
するため予後不良である．そのため，病態の本質を標的

とする新しい治療法の開発が求められている．
申請者は,新しい治療法の開発や病態の解明のための
invitroモデルとして，GDLD患者由来の不死化角膜上
皮細胞の樹立を試みた．GDLD患者の角膜組織から単
離した角膜上皮細胞に，レンチウィスルベクターにク
ローニングしたSV40largeT遺伝子とhTERT遺伝子を
導入し，機能解析をおこなった．導入した細胞は分裂
回数が100回を超えても増殖し続け，両遺伝子を導入し
ていない細胞と比較すると，高いN/C比をもつ細胞形態
を維持していた.またすでに報告されている不死化細胞
ラインと同様にテロメアーゼ活性をもち，高いコロニー
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形成能も有していた．これらのことからSV40largeTと
hTERT遺伝子の導入による不死化細胞の樹立に成功し
たと考えられた．次に樹立細胞のバリア機能とタイト
ジャンクション関連タンパク発現についての解析を行っ
た．バリア機能は不死化細胞を増殖培地で培養し，コ
ンフルエント後に分化培地に変更し，測定した電気抵抗
値からバリア機能を算出した．GDLD由来の不死化角
膜上皮細胞は正常由来の不死化角膜上皮細胞と比較する
と有意にバリア機能の低下を認めた．またタイトジャン
クション関連タンパクであるClaudin1（CLDN1）と
Claudin7（CLDN7）タンパクは，invivoのGDLD角膜
上皮と同様に，発現レベルの低下を示した．さらに
CLDN1とCLDN7タンパクの局在が細胞膜上から細胞
質へと変化した．最後に，樹立したGDLD不死化角膜
上皮細胞を用いてwildtypeのTACSTD2遺伝子による遺
伝子治療の可能性を検討した．TACSTD2遺伝子をレン
チウィルスベクターにクローニングして，GDLD不死化

角膜上皮細胞に導入した.遺伝子導入後，CLDN1と
CLDN7のタンパク発現レベルは正常角膜上皮細胞とほぼ
同等の発現レベルまで改善した．また発現レベルだけで
はなく，CLDN1とCLDN7のタンパク局在は正常角膜上
皮と同様に細胞膜上に正常化した．このことは，
TACSTD2の遺伝子導入がGDLDのバリア機能を改善さ
せる新しい治療になることを示唆する．
以上が本論文の要旨であるが，疾患病態を反映するin
vitroモデルを作成したことと，それを用いて遺伝子治療
の可能性を示した点で，医学上価値ある研究と認める．
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