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-日中医学協会助成事業- 

毛髪の形成維持に関わる神経軸索ガイダンス分子 draxin の機能解析        

               研究者氏名   

教授 田中英明 

                                                  日本所属機関   

熊本大学大学院生命科学研究部神経分化学分野                                 

中国研究者氏名   

副教授 蘇 玉紅 

中国所属機関   

河北医科大学人体解剖学教研室  

<要 旨> 

 我々の脳機能は、発生過程において正しく形成される神経回路網に依存する。発生過程の神経細胞はお

互いに連結することが運命付けられた神経細胞に向かって軸索を伸ばし、軸索ガイダンス分子群の制御によ

ってこの軸索成長は可能となり、正しい標的細胞に到達する。我々は、分子探索によって、draxin と命名した新

規の分泌型タンパクである軸索ガイダンス分子を見出し、その受容体が DCC(Deleted in Colorectal 

Carcinoma)であることを明らかにした。さらに、DCC が生体内で受容体として機能するかどうかを明らかにする

ため、draxin(+/LacZ)と DCC(+/-)のダブルヘテロマウス draxin(+/LacZ)/DCC(+/-)を作製したところ、それぞれ

の単独へテロマウスでは観察されない脳梁形成異常が観察され、DCC が Draxin 受容体として働いていると結

論した。 

 この研究過程で、ダブルヘテロマウス draxin(+/LacZ)/DCC(+/-)のヒゲが消失することを見出した。draxin の

発現をLacZの染色で確認したところ、draxinは毛の根本にある毛乳頭に選択的に発現し、DCCは毛根から毛

母全体に発現しているものの、毛乳頭には発現していない。毛乳頭は発毛と育毛にとって重要な栄養素や酵

素、BMP のようなシグナル伝達分子を分泌する細胞であり、Draxin もそのような役割を果たしていることが推察

された。 

 

<Key Words>   

毛髪、毛球、毛乳頭、draxin、DCC(Deleted in Colorectal Carcinoma) 

 

<本文> 

緒 言 

 軸索ガイダンス分子探索過程から draxin を発見し（１）、その受容体が DCC(Deleted in Colorectal 

Carcinoma)であることを明らかにした過程から（５）、ダブルヘテロマウス draxin(+/LacZ)/DCC(+/-)のヒゲが消

失することを見出し、そのメカニズムを解析することを計画した。 

 

研究対象と方法 

 マウスのヒゲ領域を対象にして、免疫組織化学、電気穿孔法による遺伝子導入を、野生型マウス、

draxin(+/LacZ)か DCC(+/-)のシングルへテロマウス、ダブルヘテロマウス draxin(+/LacZ)/DCC(+/-)を対象に

して解析する。 

 

結 果 

１）野生型や DCC と draxin の単独ヘテロ、draxin のホモマウスでは正常ながら（図１左）、ダブルヘテロマウス

DCC(+/-)/draxin(+/-)ではヒゲが脱落し、皮膚が見えている（図１右）。 
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２）マウスを固定し、皮膚を LacZ の酵素反応染色をすると、毛の根本の毛乳頭に選択的に色素が沈着する（図

２右）。ホールマウント観察から、ヒゲの太い毛の毛乳頭では大きな染色像が得られ、体毛で小さな染色が観察

された（図２左）。 

 

図１ 

(+/+), DCC(+/-), draxin(+/-), draxin(-/-)マウス        DCC(+/-)/draxin(+/-)マウス 

 

図２ LacZ 染色 

ホールマウント皮下から観察        切片像 

 

 

考 察： 

 我々が発見した軸索ガイダンス分子 draxin は全脳の交連神経（脳梁、海馬交連、前交連）形成に必須

である重要な分子であるが（１、６）、軸索ガイダンスばかりではなく、神経冠細胞の移動（２）や脊髄介在

神経の移動（４）も調節している。さらには、draxin 遺伝子欠損マウスの海馬では神経細胞死が誘導され

海馬が萎縮することから、栄養因子的な働きもしている（３）。今回の研究から、draxin は毛髪の成長維持

にも関与することが明らかとなり、幅広い生物活性を持つ重要な因子であることが明らかになった。さらに、

毛髪での draxin 受容体としても DCC である可能性が高いと思われる組織分布が既に報告されている

（７）。今後は、draxinによってどのようなシグナルが入るのか、draxinタンパクが発毛を増進する塗り薬とし
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て使えるのかどうかなど、興味深い疑問点を明らかにする予定である。 
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－日中医学協会助成事業－ 

フザリウム症原因菌と畑土壌のフザリウム属菌の生態に関する 

研究・調査 

 

                                   研 究 者 氏 名           准教授 横山 耕治 

                                          日本所属機関           千葉大学 

                                真菌医学研究センター 

中国研究者氏名    教授 王 麗 

                       中国所属機関   吉林大学 

                                白求恩医学院 

調査概要： 

 フザリウム属菌は、角膜真菌症を起こし、Fusarium solani によることが多い。本菌属は抗真

菌剤に対して抵抗性を示し抗真菌剤による治療を難しくしている。更に、本菌属には植物病原菌

を含み、作物に大きな被害を出すことから、多量の農薬を使うことがあり、薬剤に対する耐性を

獲得し更に薬剤耐性度を高めていると考えられる。従って、フザリウム症原因菌と畑土壌のフザ

リウム属菌の生態を調査、研究する必要性と緊急性が求められている。本研究課題は吉林大学王

教授と2006年以来継続して行っており、本研究助成により中国山西省、甘粛省の調査、日本飛騨、

能登の調査を行なった。 

中国で66試料、日本国内16試料を採取した。菌の分離作業は続いているが、現在までに分離し

た菌は、中国で156株、日本で15株を分離した。本調査対象であったフザリウム属菌18株、

Aspergillus niger 近縁株33株であった。遺伝子型の解析は現在進行中である。 

 

Key Words：フザリウム症原因菌、フザリウム属菌の生態 

 

調査目的： 

  フザリウム属菌は、病原菌、植物病原菌を含み、真菌の中でも重要な菌群であり、植物病原菌

は作物に大きな被害を出すことがあり、特に重要視されている。また、病原真菌として角膜真菌

症を引き起こす菌を含んでおり医真菌の分野でも重要な菌群である。 

 病原真菌の中でフザリウム属菌は治療に用いられる抗真菌剤に対して抵抗性をを示し、治療を

難しくしている。更に、農業分野では大量の農薬を使用することにより、薬剤耐性菌の出現が懸

念されている。 

 従って、フザリウム症原因菌と畑土壌のフザリウム属菌の生態を調査、研究は緊急の課題にな

っている。一方、本属菌は、形態的な特徴に乏しく形態的な分類が困難な菌属でもある。本菌属

の分類、同定にはDNA解析が不可欠である。我々は、ミトコンドリア・チトクロームｂ遺伝子の

部分解析により病原真菌と近縁菌の遺伝子分類を進めてきた。このチトクロームｂ遺伝子（約

400bp）の解析で、真菌の同定が可能で、種内の変異も解析できることを示してきた。 
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 本調査では、山西省、河南省、甘粛省の土壌を採取し、吉林大学で菌の分離を行い、日本での

調査は飛騨、能登の土壌を採取し千葉大真菌医学研究センターで菌の分離を行い、中国と日本で

分離した菌株は、吉林大学と千葉大学で保存し、千葉大で遺伝子の解析を行うこととした。 

 本研究調査とこれまでに継続してきた研究調査を含めてフザリウム属菌の遺伝子解析と薬剤

耐性を調べることで、臨床分離株と環境分離株の遺伝子分類による株間遺伝子型と薬剤耐性の関

係を明らかにしたい。 

 

調査方法： 

 吉林省、貴州省の試料は、吉林大学で採取し、山西省（平成24年6月11日～17日）、河南省・

甘粛省（平成24年9月9日～20日）、王教授を招へい(平成24年11月8日～15日)し、飛騨、能登の

調査を行った。 

フザリウムの選択培地として、知られる駒田培地を市販が中止された農薬（PCNB：75%水和剤）

に変えて、その主成分であったPentachloronitrobenzene 22mgをDMSO (Dimethyl sulfoxide)1ml

に溶解し500mlにくわえて変法駒田培地として、フザリウム選択培地として使用した。 

変法駒田培地組成、作成法：組成(500ml水溶液中) 

A液：300mlの脱塩水に   
10g        D(+)-ガラクトース 
1g          L-アスパラギン(1水和物) 
1g          KH2PO4 
250mg       KCl 
250mg       MgSO4・7H2O 
5mg        Fe(III)-EDTA 
7.5g         寒天 

オートクレーブ滅菌後約60℃まで冷ます。 
B液：200mlの脱塩水に 
250mg      コール酸ナトリウム(=オックスゴール) 
0.5g          Na2B4O7・10H2O 
150mg       ストレプトマイシン硫酸塩 
を溶解し、ポアサイズ0.2μｍのフィルターで除菌したものを 
A液（約60℃）に加える。 
 
C液:22mg  PCNB(Pentachloronitrobenzene)を 
1ml DMSO（Dimethyl sulfoxide）に溶解し、 
A+B液にC液を加える。 

この時点で、ｐH6.8位なので、10%リン酸（約2ml）を加え、10%リン酸でｐH3.8に調整する。 
シャーレーに流し込んで固化させる。 

 

採取した土壌は1gを10mlの滅菌水に懸濁し、PDA(ポテトデキストロース寒天)培地及び変法駒

田培地プレートに0.1mlを均一に塗布し、25℃にて培養後生育してきたコロニーから菌を分離し

た。 

分離菌は、吉林大学と千葉大学で保存し、遺伝子解析は千葉大学真菌医学研究センターで行っ

た。 
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調査地、土壌採取地： 

 表１                       表３ 

山西省調査試料採取  

地名 日付 

山西省洪洞 H24.6.12 

山西省臨汾 H24.6.12 

山西省 王家大院1,2,3 H24.6.13 

山西省 五台山2,3,4 H24.6.14 

山西省 大同五台山 H24.6.14 

山西省 吉県 H24.6.15 

山西省 懸空寺1,2 H24.6.15 

 

表２ 

 

 

 

 

 

 

 

 

   表４ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

調査結果： 

  調査地(表１－４)に示す調査地点で合計82試料を採取し、表5に示すように分離株180株、 

Fsarium属菌18株、2006年以来継続して行っているA. niger 33株を分離した。 

王麗教授招へい調査  

地名 日付 

高山市郊外 H24.11.12 

飛騨古川駅 H24.11.12 

飛騨古川大銀杏下 H24.11.12 

荘川桜 H24.11.12 

御母衣 H24.11.12 

白川郷 展望台 H24.11.12 

五箇山 相倉合掌集落 H24.11.13 

五箇山 ダム湖 H24.11.13 

五箇山 菅沼集落 H24.11.13 

金沢市郊外 H24.11.13 

能登 柳田 H24.11.13 

輪島 H24.11.14 

輪島 白米町 千枚田 H24.11.14 

能登 H24.11.14 

能登 三崎町 H24.11.14 

能登 見附島 H24.11.14 

河南省、甘粛省調査試料採取   

地名 日付 

河南省 洛陽 龍門石窟

1,2,3,4,5 

H24.9.11 

甘粛省 天水市麦積山1,2,3,4,5 H24.9.12 

甘粛省 甘谷大像山1,2,3,4,5 H24.9.13 

甘粛省 武山水簾洞1,2,3,4,5 H24.9.13 

甘粛省 永靖炳霊寺 H24.9.15 

甘粛省 蘭州 蘭山 H24.9.15 

甘粛省 張掖丹霞山1,2 H24.9.16 

甘粛省 張掖馬蹄寺1,2 H24.9.16 

甘粛省 張掖大佛寺1,2 H24.9.16 

甘粛省 嘉峪関文殊山 H24.9.17 

甘粛省 嘉峪関長城第一墩 H24.9.17 

甘粛省 敦煌楡林1,2 H24.9.18 

甘粛省 敦煌陽関1,2,3 H24.9.18 

甘粛省 敦煌莫高窟1,2,3 H24.9.19 

吉林大学 採取 

試料採取地 

長春 実験室浮遊菌 1,2 

重慶 武隆土壌 1,2 

貴陽 盆景園土壌 1,2 

吉林 長白山積雪草土壌 1,2 

吉林 長春 南湖土壤 1,2 

吉林 三角龍湾土壌 1,2 

吉林 長春 花園土壌 

－14－



 F. solani         2株 

 F. oxysporum    5株         表５ 

 F. poae             2株 

 F. semitectum       2株 

 F. tricinctum   1株 

Fsarium sp.    6株 

は、それぞれに同定された。 

 分離株180株で未同定株については、遺伝子

解析を進める。 

 A. niger に関しては継続的にチトクロ

ームｂ遺伝子とリボゾーム遺伝子のD1D2

領域を調べ、遺伝子型の分類と地域特性に

ついて解析を進める。 

 

調査に関する考察： 

 F. solani は臨床分離株として高頻度に分

離され、F. oxysporum は、植物病原菌として

高頻度に分離される。今後継続して、これら

の菌の薬剤感受性試験を行い、薬剤耐性菌の

出現率や体性の程度を把握し、Fusarium 属菌

の生態とともに明確にしていく。 

 本研究課題は、本年の研究助成以前から

吉林大学王麗教授との共同研究で進めら

れており、その成果は、Investigative 

Ophthalmology & Visual Science, April 

2011, Vol. 52, No. 5.P2804-2808 に、角膜真菌症の原因菌種のスペクトラムと原因菌

であるF. solani の迅速同定プライマーについて報告した。 

 本研究成果は、Fusarium 属菌の生態と薬剤耐性菌の分布、耐性メカ二ズムの解明に貢

献できると確信している。 

  

発表論文： 

  Dan He, Jilong Hao, Bo Zhang, Yangiu Yang, Wengang Song, Yunfeng Zhang, Koji 

Yokoyama, and Li Wang：Pathogenic Spectrum of Fungal Keratitis and Specific 

Identification of Fusarium solani. Immunology and Microbiology  Investigative 

Ophthalmology & Visual Science,  52(2011),5,2804-2808  

                                                              作成日：2013年 3月12日 
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多孔質マイクロ流路による腫瘍血管内の血流力学挙動に関する研究 
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     所属機関 芝浦工業大学 工学部教授 

            中国側共同研究代表者 賀纓 

    所属機関 中国科学技術大学 近代力学系 教授 

 

要旨 

 腫瘍組織における流体流れは多孔質流れとされている。本報では、腫瘍血管をモデル化した多

孔質マイクロチャンネルをシリコン樹脂で作製し、そこを通過する赤血球溶液の流れ挙動を観察

し、体外で擬似腫瘍微小循環を構築することを目的としている。そのため、まず、２５０m の多

孔質マイクロチャンネルを半導体微細加工技術で加工した。次に、ラットの血液を採取し、遠心

力装置によって赤血球を取り出し、生理塩水と混合し、異なるヘマトクリット(Hct)の赤血球溶液

を作った。その次、人工多孔質マイクロチャンネル内の赤血球の流動分布状態を顕微鏡で観察し

た。さらに、マイクロチャンネルにおける流れの圧力損失測定も試みた。その結果、同じ流量に

対し、ヘマトクリット(Hct)が大きくなるにつれ、マイクロチェンネル内の赤血球流速が大きくな

ることが示された。また、各分岐における赤血球流れの速度分布は Hct によって不均一性が示さ

れ、赤血球はより低い流速のチャンネルに集合する様子が示された。 

 

Key Words 多孔質マイクロ流路、腫瘍微小循環、赤血球分布、不均一性、Fahraeus効果 

 

１．はじめに 

癌組織は酸素と栄養を取るため、血管内皮細胞増殖因子を分泌し、新生血管を作り、周囲の血

管から血液を引いてくるのである。新生血管は短時間で形成されたため、正常な血管とは異なり、

血管の構造は不均一性を示している。すなわち、血管の分岐や太さなど不規則したり、ねじれが

あったり、血管壁の浸透性が高かったりしている。このような異常な血管構造は腫瘍組織への血

液供給に影響し、低酸素領域と高い間質流体圧力（Interstitial Fluid Pressure）が生じてしまう

ケースが多い。結果として、抗がん剤の移流と拡散により癌組織への到達を妨げて、効果的なが

ん治療が得られない。 

これまで、いろいろ新生阻害薬（たとえば、combretastatin,neffinavir）が開発されてきたが、

それらの効果は定量的に予測することは容易ではない。したがって、コンピューターあるいは体

外モデリング手法によって腫瘍微小循環を模擬する必要がある。Pozrikidis[1]は腫瘍組織を通す血

管網を構築し、血液と間質流体流れを境界積分方程式により定式化し、間質流体圧力と血管浸透

性のプラズマ流体に及ぼす影響を考察した。Chapmann[２]は腫瘍組織における流体流れを考察す

るため、マルチスケールモデルを提案した。このモデルには、マクロスケールの腫瘍組織に対し

て、均一連続体として扱い、そこに毛細血管は極めてうすいため、その働きは流体の線ソースに

なる。一方、マイクロ領域に対して、毛細血管を囲む円柱形モデルを提案した。その解析の結果

は血管ネットワークと間質における流れ挙動は多孔質流れと考えられる。Jain[３]のモデルには浸

透性と弾性のある微小血管は縦と横に四方形多孔質腫瘍組織に配列される。血管内の流れはポア

ズ流とし、血管壁面を通す流れは Starling 法則により定められ、腫瘍組織における流れは Darcy

流れとされる。 
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以上の研究から、腫瘍組織における流れは多孔質流れとして扱われる場合が多いことが分かっ

た。これまで、Yamada ら[４]はフォトリソグラフィト PDMS を利用してマイクロ混合器に関す

る研究を行ってきた。そこで、本研究では、腫瘍血管をモデル化した多孔質マイクロチャンネル

をシリコン樹脂で作製し、そこを通過する赤血球浮遊液の流れ挙動を観察し、体外で擬似腫瘍循

環を構築することを目的としている。本報では、赤血球浮遊液は多孔質マイクロチャンネルを通

過する過程に着目し、その様子を画像解析から、赤血球の流速を測定した。その上、マイクロチ

ャンネルにおける圧力損失の測定も試みた。 

 

２．実験装置と方法 

２．１多孔質マイクロチャンネル 本研究で用いた PDMS 製のマイクロチェンネルの流路部分は

Fig.１に示す。この流路の断面は２５０ｍ３５ｍの長方形で、流路の中に１００ｍ５０ｍ

３５ｍのブロックが六つ配列され、ブロックとブロック間の幅は５０ｍである。１枚のチッ

プに二つの多孔質流路を持つ。このチップをガラス基板に接着することにより、漏れのない流路

を形成した。 

2.2 血液サンプルの作製 ラットから採血直後に、0.9%生理塩水を添加し、遠心分離装置に置き、

1000 rpm の回転速度で１０分間回転させた。赤血球のみを取り出し、再び生理塩水を添加し、

Hct=1,2,3,5%の赤血球浮遊液を作製した。 

2.3 実験方法と画像処理 

赤血球浮遊液をシリンジポンプで多孔質流路に注入して、赤血球が流路を通過していく様子をハ

イスピードカメラで撮影した。実験パラメーターは表１に示す。収集された微小流路内に赤血球

が流れる画像をもとに、画像解析ソフトを用いて解析し、流れ場を算出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 The Photograph of the Porous Micro-channel 

 

 

表１ 多孔質流路に注入する赤血球浮遊液の流量と Hct 

Hematocrit Flow Rate (ml/h)  

Hct:1%  0.05  0.10  0.20  

Hct:3%  0.05  0.10  0.20  

Hct:5%  0.05  0.10  0.20  
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３ 実験結果 

Fig.２a は Hct＝１％、入り口流量 Qin＝0.05 ml/h を設定する時、赤血球浮遊液が多孔質流路

を通過する時の画像を示す。赤血球流れ場は Fig.2b に示す。赤血球は流れ方向の三つ分岐チェン

ネルを通し、流れ方向に垂直するチャンネルに赤血球の流入は観察されなかった。Fig2ｃは断面

A-A1 と B-B1 における赤血球速度分布を示す。断面 A-A1 における三つの分岐の溶液速度変化は

少さく、中間断面と両側断面の最大速度差は約０．００１m/s であり、断面 B-B1 における流速

も A-A1 の流速とほぼ同じである。 

Fig.3a は入口流量を 0.1 ml/h 、ヘマトクリットを 3 と 5%と設定する時、赤血球浮遊液は断面

A-A1の各分岐を通過する時の赤血球速度分布を示す。Hct＝１％時の均一な速度分布とは異なり、

各分岐の赤血球流れ速度差が大きくなり、中間分岐における速度の上昇は一番大きいである。比

較するため、断面 C-C1 の赤血球速度を Fig.3b に示す。断面 A-A1 と同じように、Hct=3%と５％

の時の赤血球速度はかなり大きくなる。流量 Q をマイクロ流路断面積で割れば、赤血球溶液の平

均速度を求められる。Hct=1%時の赤血球速度は溶液の平均速度とほぼ同じであることが分かる。

しかし、ヘマトクリットは３と５％の時の赤血球速度は溶液平均流速の約三倍になる。赤血球の

相互作用が大きくなり､赤血球の Fahraeus効果が表していると考えられる。 

太い血管内のヘマトクリット（HD）と細いヘマトクリット Htの比は次式で表す
[5] 

c

m

D U

U

H
TH (1) 

Umと Uc はそれぞれ溶液と赤血球の平均速度である。0.1 ml/h の入口流量に対して、ヘマトク

リットが異なっても、断面 C-C1 の溶液平均速度は同じである。実験結果から、入口のヘマトク

リットが大きくなるにつれ、断面 C-C1 の赤血球平均速度は大きくなる。したがって、入口のヘ

マトクリットが大きくなるにつれ、断面 C-C1 の
DT HH / は小さくなる。また、Fig.3a に示された
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ように、Hct=5%の時、中間チャンネルの赤血球速度は一番早い。したがって、断面 A-A1 の中間チ

ェンネルの
DT HH / は両側チェンネルの

DT HH / より小さいことが分かった。実験では、Hct=5%の時、

赤血球は中間チャンネルから両側に流入する様子が観察された。 
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Fig. 5 Velocity Profiles of RBCs in the Cross-Section A-A1 and B-B1 

(Hct=2%, Qin=0.05ml/h) 
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Fig４aとｂに赤血球が多孔質マイクロチェンネルを通過する時の軌跡を示す。この時Hct=２％

である。色線で囲んだ赤血球の軌跡を注目すると、赤血球 A,B と C は全部下流の直線流路に入る

が、下側のチェンネルの赤血球速度は一番遅いことが分かった。Fig４ｃには赤血球は横側のチェ

ンネルを通す様子を示す。上側のチェンネルに流入したため、同じ時間で通す距離はかなり短く

なる(Fig.4d)。この現象は Hct＝５％の時にも観察された。Fig.５には Hct=2%時断面 A-A１と

B-B1 の赤血球速度分布を示す。Fig.3a の Hct＝５％時の速度分布と同様に、中間チャンネルの赤

血球速度と両側チャンネルの赤血球速度差は大きいことが分かった。分岐管の赤血球速度差は赤

血球分布の不均一性に影響があると考えられる。今の段階では、赤血球の分布は一定の不規則性

を示しているが、Zhang[６]らは分岐血管における赤血球分離のシミュレーションを行った結果に

よると、変形しにくい赤血球は流量の低い分岐に入りやすく、プラズマ流体の粘性は高い時、赤

血球は流量の高い分岐に入りやすいとされる。したがって、赤血球の分布は赤血球変形の影響も

あると考えられる。今後には、両側チャンネルの圧力損失を測り、流体抵抗に対する粘性効果を

考察する予定である。 

 

 

４．圧力特性評価の試み 

圧力特性評価のための流動実験は赤血球流動分布実験と同様な流動システムに圧力差を測定

するための差圧計（Testo）を取り付けておこなう．本報では気液界面の表面張力を利用して、マ

イクロチャネル内の流れの圧力測定方法を用いた[7]．マイクロ流路に流入させる液体は赤色の色

水を用い，主流流路と垂直する流路に空気を注入する．側面流路と主流流路との合流部での気液

界面の様子を顕微鏡から観察し、気液界面の形状が同じになるように空気の注入を調整する。界

面が安定してから、差圧計で圧力測定する．Fig.5a は圧力を測定する時の気液界面を示す。Fig.5b

は純水をマイクロ流路を通す時、入り口流量による圧力差を示す。直線の勾配を表し、測定方法

が妥当である。今後には、赤血球浮遊液を用い、マイクロ流路における圧力変化と赤血球分布の

関係を考察することができる。 

          

 

 

 

５．まとめ   

微小血管網をモデル化する多孔質マイクロチャンネルを用い、赤血球溶液の流動実験を行った

結果、以下の通りになった。 

1) ヘマトクリットが大きくなるにつれ、各分岐チェンネルの赤血球流速の差が大きくなる。

流速の差がある程度大きくなる時、赤血球は側面チャンネルに集合する様子があった。し
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かし、赤血球は側面流路に流入するケースは Hct＝２と５％の時であり、一定の不規則性

が示されている。今後、赤血球の分布は溶液と赤血球の流速と赤血球の変形性などに対す

る依存性を考察し、腫瘍血管網内での赤血球の不均質分布を引き起こす原因をさらに探求

する。 

2) 同じ入り口流量に対して、ヘマトクリットが大きくなるにつれ、赤血球平均流速が大きく

なる。赤血球溶液は太いチェンネルから細いチェンネルに流入する時、Fahreus 効果を介

して、流動抵抗が緩和されたと考えられる。 

3) 多孔質マイクロ流路内の圧力測定方法が確定され、赤血球溶液の流動実験に応用できる。

したがって、マイクロ流路内での流動抵抗が定量的に測定できる。 

これまで得られた結果はまだ初期段階の結果であるが、今後、多孔質マイクロ流路におけ

る赤血球分布と圧力―流量関係をさらに考察する予定である。 

 

 

参考文献 

1. Pozrikidis, C., Numerical Simulation of Blood and Interstitial Flow through a Solid Tumor, J. Math. 

Biol., 2010, 60: 75-94 

2. Chapman, SJ, Shipley, TJ, Jawad , R, Multiscale Modeling of Fluid Transport in Tumors,Bulletin 

Math. Biol., 2008, Vol. 70(8): 2334-2357. 

3. Baish, JW, Netti, PA, Jain, RK, Transmural Coupling of Fluid Flow in Microcirculatory Network and 

Interstitium in Tumors, Microvas. Research, 1997, 53: 128-141. 

4. Yamada, T., Osato, N., Watanabe, Y., Ono, N., Experimental and Numerical Study on Micromixing by 

Utilizing the Movement of Gas-liquid Free Interface, J. Fluid Science and Technology, 2011, Vol. 6(2): 

128-138 

5. Pozrikidia, C, Axisymmetric motion of a file of red blood cells through capillaries, Physics of Fluids, 

2005, Vol. 17, 031503-1-14 

6. Xiong,WJ, Zhang, J., Two-dimensional Lattice Boltamann Study of Red Blood Cell Motion through 

Microvascular Bifurcation :Cell Deformability and Suspending Viscosity Effects, Biomech. Model. 

Mechnobiol. , 2012, Vol. 11: 575-583 

7. 鈴村剛史、気液自由界面を利用したマイクロ混合に関する研究、芝浦工業大学大学院修士論

文、２００７年度。 
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(その他の活動報告) 

2012 年 2 月 27 日 

 

中国科学技術大学／芝浦工業大学 合同研究報告会 

 

企画 芝浦工業大学 小野直樹 

 

日時：２０１３年２月２８日（木） １５：００～１７：４０ 

場所：芝浦工業大学 豊洲校舎 ４０５教室 

参加者（予定）： 

杉山博士（理化学研究所），賀纓先生（中国科学技術大学），Changjin 氏（中国科学技術大

学），小野研究室学生３名（山田（D1），竹田（M2），野中（B4）），小野 

 

プログラム： 

１５：００～１５：３０（質疑応答含む） 

賀櫻先生（中国科学技術大学）：「中国科学技術大学／芝浦工業大学の共同研究報告」 

＊本共同研究は，（財）日中医学協会の支援を受けて実施したものです． 

 

１５：３０～１６：２５（質疑応答含む） 

＜招待講演＞杉山博士（理化学研究所情報基盤センター）：「Full Eulerian approach for 

solving fluid-structure interaction problems (toward multiscale thrombosis simulator)」 

 

１６：２５～１６：３５ 休憩 

 

１６：３５～１７：００（質疑応答含む） 

Changjin 氏（中国科学技術大学博士課程）：「On the modeling of pressure drop in stenotic 

flows」 

 

１７：００～１７：２０（質疑応答含む） 

野中厚佑（芝浦工業大学小野研究室 B4）：「液膜を利用したマイクロ混合器における流れ

の解析」 

 

１７：２０～１７：４０（質疑応答含む） 

小野直樹（芝浦工業大学）：「小野研究室の研究テーマ紹介」 

 

以上 
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（その他の活動報告） 

 

（１）中国科学技術大学／芝浦工業大学 合同研究報告会 

前頁のプログラムのように，2013 年 2 月 28 日（木）に，今回の(財)日中医学協会殿からの助

成によって展開した研究および関連の研究のまとめとして合同研究報告会を開催した．纓教授の

お知り合いの杉山博士（理化学研究所）にもご講演頂き，この分野の研究の知見を深めることが

できた．また日本（芝浦工業大学の小野研究室）および中国（中国科学技術大学の纓研究室）の

学部生および大学院生にも発表してもらい，学生間の交流も行い親交を深めることができた． 

 

   

報告会の様子          纓教授の講演        小野の講演 

 

 

（２）中国科学技術大学での共同実験作業 

 日本（芝浦工業大学の小野研究室）側の博士課程の学生（山田君）が 2012 年 7月に，中国（中

国科学技術大学の纓研究室（中国合肥））側に行き，共同研究に必要な実験技術に関する議論と準

備のための実験等を実施した． 

 

 

（３）芝浦工業大学での共同実験作業 

 中国（中国科学技術大学の纓研究室）側から，修士課程の学生（Hu君）とポスドク研究員（Li

さん）の 2名が 2012 年 8月に，日本（芝浦工業大学の小野研究室）側に来られ，小野研究室の実

験施設にて，共同での実験と得られたデータに関する議論を実施した． 

 

 

以上 

文責 小野直樹 
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－日中医学協会助成事業－ 

循環器疾患の病態に関与する新規バイオマーカーの検索 

 

 

研 究 者 氏 名         准教授 羽尾裕之 

日本所属機関         兵庫医科大学 病院病理部 

中国研究者氏名  副主任医師 俞 梦越 

中国所属機関         阜外心血管病医院 

 

要 旨 

我々はこれまで、心臓における冠状動脈の粥状動脈硬化の進展と血栓形成に至る粥状動脈硬化

病変の破綻に小胞体ストレスが関与していることを世界に先駆けて報告し、急性心筋梗塞や不安

定狭心症、心臓突然死を含む急性冠症候群の病態の一部を明らかにした。本研究ではこれらの知

見を活かし、急性心筋梗塞、心筋炎、大動脈瘤などの循環器疾患における小胞体ストレス関連分

子の病態への関与を検討し、更にこれらの疾患における小胞体ストレス関連分子のバイオマーカ

ーとしての可能性について検討した。病理解剖症例や動物モデルを使って、心筋梗塞・心筋炎・

大動脈瘤の組織における小胞体ストレス関連分子の分布を免疫組織化学によって検討した。これ

らの疾患の心筋や血管壁において、小胞体ストレスシャペロン分子 GRP78 や低酸素誘導性小胞体

酸化還元酵素 Ero1 の発現が認められた。当院及び阜外心血管病医院における急性心筋梗塞患者

の急性期における小胞体ストレスシャペロン分子 GRP78 の血中濃度を ELISA 法で測定した。現在

までのところ健常者コントロール群と比較してやや高値を示すものの有意差を認めなかった。今

後、症例数を増やして更に検討を重ねる予定である。 

 

Key Words 急性心筋梗塞，心筋炎，大動脈瘤，小胞体ストレス，バイオマーカー 

 

緒 言： 

小胞体は分泌蛋白質を合成する細胞内小器官で、全蛋白質の約 30％を産生している。新たに合

成された分泌蛋白質は、小胞体内でシャペロンや酸化還元酵素により折りたたまれた後に分泌経

路に運ばれる。一方、低酸素刺激は高次構造上の異常蛋白質の小胞体内蓄積を引き起こし、これ

を小胞体ストレスと呼ぶ。この小胞体ストレスに対する細胞応答として、蛋白質折りたたみを担

う小胞体シャペロンが誘導され、同時に新規蛋白質の翻訳が抑制され小胞体への負荷を軽減させ

る。しかし、ミスフォールド蛋白質蓄積が小胞体応答による対応能力を逸脱した時、小胞体より

アポトーシスシグナルが発信される。現在では小胞体は細胞の生死を決定する重要な細胞内小器

官として注目されている。近年ミスフォールド蛋白質蓄積が神経変性疾患や糖尿病・脂肪肝など

の疾患に関与することが明らかになり、世界中で活発な研究が行われている。 

我々はこれまで、冠状動脈の粥状動脈硬化の進展と血栓形成に至る動脈硬化病変の破綻に小胞
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体ストレスが関与していることを世界に先駆けて報告した１）。しかし循環器疾患と小胞体スト

レスの関連についての研究は十分されていないのが現状である。本研究では循環器疾患として重

要な位置を占めている急性心筋梗塞・心筋炎・大動脈瘤などにおける小胞体ストレス関連分子の

病態への関与を検討し、更にこれらの疾患における小胞体ストレス関連分子のバイオマーカーと

しての可能性について模索した。 

 

対象と方法： 

病理解剖症例の組織を用いて、心筋梗塞・心筋炎・大動脈瘤の組織における小胞体関

連分子の分布を免疫組織化学によって検討した。小胞体関連分子として小胞体ストレス

シャペロンである GRP78 および GRP94、低酸素誘導性小胞体酸化還元酵素である endoplasmic 

reticulum oxidoreductin 1 (Ero1)について、ホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いて酵素

抗体法により、これらの蛋白の分布について検討した。 

大動脈瘤については、動物モデルにおいてこれらの分子の分布を検討するため、

Apolipoprotein E (ApoE)欠損マウスに対する AngiotensinⅡ持続投与モデルを用いて腹部大動

脈瘤モデルを作製し、大動脈瘤モデル動物における小胞体ストレス関連分子の発現についても検

討した。 

 更に小胞体ストレス関連分子のうち ELISA 法にて測定可能な GRP78 (HSPA5)測定キットを用い

て、当院の 20 例及び阜外心血管病医院 15 例の急性心筋梗塞患者の血清中の GRP78 の濃度を測定

した。 

 

結 果： 

 心筋梗塞病変において免疫組織化学で Ero1 の分布が正常の非梗塞部位の心筋組織と比

較して強く認められた（下図）。この結果より Ero1 が心筋梗塞の病態に関与している可

能性が示唆された。さらに

大動脈組織と腹部大動脈瘤

組織での Ero1の分布を検討

したところ、正常大動脈で

は発現が認められなかった

が、大動脈瘤壁で Ero1 蛋白

が広く分布していた（右

図）。大動脈瘤の病態にも

Ero1 が関与している可能性

が考えられた。また心筋炎

患者における GRP78 の分布

では心筋細胞の細胞質内に

GRP78 の分布が認められ、心
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筋炎にて障害された心筋細胞では、小胞体ストレスの過剰状態で、そのシャペロン分子

である GRP78 の過剰発現が起こっていると考えられた（下左図）。 

心筋炎患者の心筋組織における小胞体
ストレスシャペロンGRP78の分布

 

マウス大動脈瘤モデルにおける
小胞体ストレス関連分子Ero1の分布

非瘤部大動脈瘤部大動脈 コントロール

 

ApoE 欠損マウスに対する AngiotensinⅡ持続投与による腹部大動脈瘤モデルでもヒト大動脈瘤

同様にコントロール＜非瘤部大動脈＜瘤部大動脈の順で Ero1 の発現は増強していた（上右図）。 

 そこで我々は心筋梗塞の急性期の血清中の小胞体ストレスシャペロン GRP78 の血中濃

度の測定を ELISA 法で行った。これまでのところ日本・中国あわせて 35 症例の血清につ

いて検討したが、やや心筋梗塞症例で高値を示したものの、正常コントロール群と有意

な差は認められなかった。 

 

考 察： 

 今回我々は心筋梗塞や心筋炎・大動脈瘤といった循環器疾患でも特に生命予後を左右

する重要な疾患において、小胞体ストレス関連分子が発現していることを同定した。さ

らに大動脈瘤においては、動物モデルでも小胞体酸化還元酵素 Ero1 の発現が増強しており、

病態に深く関与している可能性が示唆された。現在さらにラット心筋梗塞モデルおよび心筋炎モ

デルを作製しており、これらのモデル動物において病変の組織中・血清中の小胞体関連分子の分

布や動態を検討する予定である。患者血清の検討では残念ながら今回の報告までの症例数では、

正常群と患者群において血中 GRP78 の濃度は有意な差を認めなかった。しかし今後更に共同研究

を継続して中国においても心筋梗塞患者の血清を確保し、血中の小胞体ストレス関連分子の動態

について検討したい。さらに阜外心血管病医院は北京の循環器疾患専門病院であり、多くの心疾

患患者の治療に当たっているため、急性心筋梗塞のみならず心不全・心臓弁膜症・心筋炎などの

重症循環器疾患患者の血清についても同様の検討を行って、同分野の診断や治療に応用できるバ

イオマーカーの検索を行っていきたい。 

 

参考文献： 

1. Myoishi M, Hao H, et al: Increased endoplasmic reticulum stress in atherosclerotic 

plaques associated with acute coronary syndrome. Circulation 116:1226-1233, 2007. 

                                                            作成日：2013 年 3 月 10 日 
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—日中医学協会助成事業— 

CEA 特異的キメラ抗原受容体導入 T 細胞を用いたがんに対する 

養子免疫療法の開発 

日本研究者氏名 特任助教 王立楠 

日本所属機関 三重大学大学院医学系研究科 

中国研究者氏名 丁 暁慧 

中国所属機関 瀋陽医学院 

 

要旨 

 本研究では、複数種類のヒトシグナル伝達ドメインを付加した癌胎児性抗原（CEA）特異的 CAR

のレトロウイルスコンストラクトを用いてヒト末梢血 T 細胞に導入し、in vitro における機能

評価と NOG マウスを用いて in vivo における抗腫瘍効果を評価した。その結果、従来から研究

が進められている CD3z と CD28 のシグナル伝達ドメインを含む CAR（28z）に加えて、申請者等

が明らかにした CD4T 細胞や CD8T 細胞に制御性 T細胞抵抗性を付与する GITR シグナル伝達ドメ

インを付加した CAR（zG）導入 T細胞が、極めて有効であることを見いだした。ヒトと同様の

CEA 発現パターンを示す CEA トランスジェニックマウスに大腸発がんを誘発し、CEA 特異的 CAR

を導入したマウス T細胞を用いて、さらなる有効性と安全性を評価するための治療モデルを確

立する目的で、細胞内シグナル伝達ドメイン（CD3z、CD28、GITR）をマウス型に置き換えたエ

コトロピックウイルスを作製し、マウス T 細胞を用いてその発現と in vitro における機能評価

を行った。その結果、マウス T細胞においても機能的な CAR の発現が誘導できた。 

 

Key Words キメラ抗原受容体、がん治療、複刺激シグナル分子 

 

緒言 

 本邦における悪性腫瘍による死亡は死亡原因の３０％を超え、既存の治療法の改良に加えて、

新規治療法の開発が積極的に行われてきている。なかでも、人工的に腫瘍特異性を付与した T

細胞をがん患者に移入する遺伝子改変 T細胞輸注療法に期待が集まっている。その一つとして

人為的に腫瘍特異性を付与した遺伝子改変 T細胞を輸注する方法が注目されている１。これまで

は、腫瘍細胞の細胞表面上の主要組織適合性抗原(MHC)と腫瘍特異的抗原由来のペプチドとの複

合体を認識する T細胞受容体（TCR）を、ウイルスベクターを用いて導入・改変した自己 T細胞

を利用した臨床試験が行なわれてきた。しかしながら、この療法には「ある特定の MHC に拘束

されるために投与可能な患者数が制限されてしまう」、「MHC を欠落している腫瘍細胞が存在す

る」という短所がある。この問題を解決するための新たな試みとして、腫瘍細胞表面上に発現

されるがん抗原を認識するモノクローナル抗体を T細胞受容体として用いる方法が開発された。

単鎖抗体(scFv) と T 細胞受容体（TCR）や副刺激分子のシグナル伝達ドメインからなるキメラ

抗原受容体(Chimeric antigen receptor; CAR)を導入した T細胞は MHC 非依存性にがん抗原を

認識し破壊できることから、対象となるがん抗原を持つより広範囲の患者に適応可能となる長

所を持つ。今までに複数の CAR 臨床試験が施行されてきたが、in vitro 評価系において優れた

機能の発揮する CAR が、必ずしも優れた臨床効果を示していない。即ちこれまでの CAR 遺伝子

導入Ｔ細胞は、in vitro での機能評価系を指標に順次開発されてきたものの、in vivo である
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臨床効果との間に乖離が見られている。また、TCR 遺伝子導入Ｔ細胞輸注療法で見られた程の有

効性が、未だ CAR 臨床試験では確認されていない。このような期待に反する結果の理由として、

投与後の抗腫瘍効果を予測するための in vivo での機能評価系が未成熟であることが挙げられ

る。現状では、投与薬剤そのものであるヒトＴ細胞生体内細胞やヒトがん細胞は、マウス等の

宿主の免疫系により拒絶される為に単純に投与することが出来ず、これまでの改変Ｔ細胞輸注

療法における安全性、薬理薬効はほとんど実験動物では検証されないままに臨床研究が開始さ

れてきた。最近になって、Ｔ細胞移入細胞療法では、移入Ｔ細胞の生体内における長期生存性

が優れた臨床効果を発揮するために必須の条件であることが明らかになり、in vivo での評価系

が切望されている。本研究では、GITR を含む様々な副刺激分子のシグナル伝達ドメインを付加

した癌胎児性抗原（Carcinoembryonic antigen; CEA）特異的 CAR 導入 T細胞を作製し、ヒト T

細胞が生着可能な重度免疫不全マウスであるNOD/SCID/γc-/-(NOG) マウス及びCEAトランスジ

ェニックマウスを用いた in vivo 評価系を樹立した。 

 

材料と方法 

マウス 

 ８週令前後の重度免疫不全マウス（NOD/SCID/γc-/-(NOG)）は公益財団法人実験動物中央研

究所より購入、使用した。８週令前後の C57BL/6 マウスは日本 SLC より購入、使用した。ヒト

CEA プロモータ領域を含む CEA トランスジェニックマウス２（C57BL/6 バックグラウンド）は

Wolfgang Zimmermann 教授（Institute of Immunobiology, University of Freiburg, Germany）

より御供与いただき、三重大学動物実験施設において飼育・繁殖した。 

細胞 

 同意書による同意を得た上で、健常人末梢血から Ficoll 法により末梢血単核球を分離した。

マウス細胞は、マウス脾臓をナイロンメッシュにてほぐし、単一細胞懸濁液を調製した。ヒト

由来の CEA 陽性胃癌細胞株（MKN45）と CEA 陰性胃癌細胞株（MKN1）は対数増殖期に使用した。 

ウイルスコンストラクト 

 CEA特異的単鎖抗体に図１に示すシグナル伝達分子の細胞内ドメインを付加したCARコンスト

ラクトを含むレトロウイルスを作製、使用した。 

 

発がん実験 

 CEA-Tg マウスに AOM（10 mg/kg）を投与しその 1 週間後に 1% DSS を飲水にて反復投与（７日

間連続、７日間休止を３サイクル）を開始して、大腸発がんを誘発した。 
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結果 

複刺激分子 GITR と CD28 のシグナル伝達ドメインを含む CEA 特異的 CAR の発現誘導 

 複刺激分子 CD28、GITR、ICOS、4-1BB

のシグナル伝達ドメインを含む CEA 特

異的 CAR のヒト末梢血 T細胞への導入

を比較検討した。その結果、CD28（28z）

もしくは GITR（zG）を含む CAR の導入

効率が陽性率の面でも発現強度の面で

も最も高かった（図２）。また、その

際のレトロウイルスコピー数は最少で

（図３）、安全性が高いことも示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

複刺激分子 GITR と CD28 のシグナル伝達ドメインを含む CEA 特異的 CAR の in vivo での抗腫瘍

効果 

 次に in vivo での有効性を評価する目的で、ヒ

ト癌細胞が生着可能なNOGマウスにCEA陽性胃癌

細胞株 MKN45を接種すると同時に CEA特異的 CAR

導入 T細胞を輸注し、腫瘍縮小効果を評価した。

その結果、CD28（28z）もしくは GITR（zG）を含

むCARを導入したヒトT細胞は抗腫瘍効果を発揮

した（図４）。 

 

 

 

マウス T 細胞への CAR 導入 

 NOG マウスはヒト細胞が生着可能であ

るが、ヒト T細胞を移入した場合は移植

片対宿主病を発症してしまし、長期のわ

たる CAR 導入 T 細胞の有効性やまた安全

性を評価することはできない。そこで、

マウス T 細胞を用いた治療評価系を樹立

する目的で、シグナル伝達ドメインをマ
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図３．CAR導入細胞における平均レトロウイルスコピー数
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図４．CAR導入T細胞輸注NOGマウスにおける 
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ウス型に置き換えた CAR コンストラクトを作製し、マウス T細胞への導入効率を検討した。ヒ

トにおいて導入効率の高かった CD28（28z）もしくは GITR（zG）を含む CAR を検討対象とした。

その結果、マウスにおいても十分に発現が誘導できた（図５）。 

 

マウス大腸発がん系を用いた有効性と安全性評価系の樹立 

 正常状態でヒトと同様の発現パターン、即ち正常大腸上皮細胞の管腔側に弱く発現しする CEA

トランスジェニック（CEA-Tg）マウス（C57BL/6 background）を本研究で用いる（導入・繁殖

済み）。このマウスは、アゾキシメタン（AOM）とデキストラン硫酸ナトリウム（DSS）投与に

より大腸炎症の再燃と寛解を繰り返す潰瘍性大腸炎に合併する大腸癌を摸したモデルを作成す

ると、発生した大腸癌が CEA を強く発現することが示されている２。したがって、CET-Tg マウス

は T細胞輸注療法の有効性を発がん系で評価するために格好のモデルマウスである。CAR 導入細

胞の輸注による治療モデル作製のためには腫瘍発

生時期のその後の腫瘍増殖がわかっていなければ

ならない。そこで、C57BL/6マウスにAOM（10 mg/kg）

を投与しその 1 週間後に 1% DSS を飲水にて反復投

与（７日間連続、７日間休止を３サイクル）を開始

して、大腸発がんを誘発し、大腸癌の発生時期と発

生した大腸癌の増殖率を明らかにした（図６）。 

 

 

考察 

 本研究により、レトロウイルスベクターを用いたヒト T細胞への導入において、CD28 と GITR

を含む CAR が低ウイルスコピー数で効率よく発現誘導でき、また、in vivo でも抗腫瘍効果を発

揮したことから、安全性と効率の面でも高いことが明らかになった。NOG を用いた CAR の in vivo

有効性評価には限界があるため、マウス型 CAR を作製し、その発現誘導を確認できた。従来、

移植癌を用いた抗腫瘍効果の評価の限界点を超えるため、自家発がん系マウスモデルを作製し、

発がんのタイミング等を明らかにできた。この 2 点を明らかにできたことで、今後マウス大腸

発がん系を用いた CAR 導入 T 細胞の有効性と安全性評価系を確立していく予定である。 

 

参考文献 

１．Johnson LA, Morgan RA, Dudley ME, Cassard L, Yang JC, Hughes MS, Kammula US, Royal 

RE, Sherry RM, Wunderlich JR, Lee CC, Restifo NP, Schwarz SL, Cogdill AP, Bishop RJ, 

Kim H, Brewer CC, Rudy SF, VanWaes C, Davis JL, Mathur A, Ripley RT, Nathan DA, 

Laurencot CM, Rosenberg SA. Gene therapy with human and mouse T-cell receptors 

mediates cancer regression and targets normal tissues expressing cognate antigen．

Blood 114,535-546,2009. 

２．Eades-Perner AM, Vander Putten H, Hirth A, Thompson J, Neumaier M, von Kleist S, and 

Zimmermann W. Mice transgenic for the human carcinoembryonic antigen gene maintain 

its spatiotemporal expression pattern. Cancer Res 1994;54:4169-76. 

0


5


10


15


0 
 50 
 100 
 150 

0.0


4.0


8.0


0
 50
 100
 150


腫
瘍
数
（
個
）

 

腫
瘍
径
（

m
m

2
）
 

AOM投与後日数


図６．AOM/DSS投与マウスの大腸癌発生時期と
大腸癌増殖率


－41－




