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平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成  21年  3月 3】＿日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 

一恕  
所属・資格 パ  

（  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  一般研究（個人）  ／一般研究（共同）／総合研究   

2 研究課題  

骨芽細胞の石灰化物形成と破骨細胞分化調節園子の発現に及ぼす酪酸の影響の解明  

3 研究の目的   

歯周ポケット内の嫌気性歯周病原菌は代謝産物として酢酸，プロピオ∵／酸および酪酸などの短鎖  
脂肪酸を産生し，歯周ポケット内におけるこれらの短鎖脂肪酸の濃度は，歯周柄の進行に伴って上  

昇することが報告されている。酪酸は，その中で最も多く産生され，上皮細胞の増殖を抑制し，′1、  

細胞のアポトーシスを誘導するなど，歯周組織の免疫応答との関与が示唆されている。本研究は，  
歯周病原嫌気性菌由来の酪酸が、歯肉上皮を浸透し歯槽骨組織にも作用することを想定し，酪酸が  

骨代謝に及ぼす影響を調べることを目的として，ヒト骨芽細胞を用いて．illVi・Lroでの石灰化  

nodule形成とnodule中のカルシウム量，アルカリホスファターゼ（ALPase）活性，および細胞外マ  

トリックスタンパクの発現に及ぼす酪酸の影響について検討した。また，，骨芽細胞によって産生  

される破骨細胞前駆細胞から破骨細胞への分化を促進するマクロファージコロニー刺激磯子  
（MMCSF）および分化を抑制するosteoprotegerin（OPG）の発現について調べ，骨芽細胞による破骨  

細胞前駆細胞の破骨細胞への分化，誘導調節機能に与える酪酸の影響についても検討した。  

4 研究の概要   

本研究では，骨芽細胞としてヒト正常骨芽細胞（Nl一IOst，Calllbrex）を用いた。N110sL細胞の培養  

は10％ウシ胎児血清とascorbicacid，30mg／Ⅲ1ゲンタマイシンおよび15Llg／mlアンホテリシン13  
を含むOBM培地（Calllbrex）を用いて行った。Nl－王Ost細胞を刺激する際の酪酸ナトリウム塩は，10－2  
Mから10‾8Mまでを10倍連続希釈した濃度とし，5％炭酸ガス雰囲気下で12日間培養した。   

細胞増殖はcellcountingl（itを用いて細胞数を算定して求めた。ALPase活性値は，frニトロ  

フェニルリン酸を基質とし，酵素反応の結果生じるp－ニトロフェノール最を測定して調べた。石灰  

化110duleの形成はAlizarまn redで染色後に観察を行い，nOdule中のCa蓄積量はカルシウムl三テ  

ストワコーを用いて定量した。   

細胞外基質タンパクである‡型コラーゲン，骨シアロタンパク（BSP）およびカーステオポンチン  

（OPN），破骨細胞分化調節因子であるM－CSFおよびOPGの遺伝子発現はreaトti川el）Clて法，タンパ  

ク発現はWestern blot法またはELISA法で分析した。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の㊦・否）いずれかを○で因んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい0   



［実績報告書7－2］  

部科校名：歯学部  氏名：川戸 貴行  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

結果  

1．細胞増殖   

酪酸ナトリウム塩を10…2Mから10‾8Mまでの10倍連続希釈となるように添加，調整した培地で  

細胞を12日間培養し，NrlOst細胞の細胞増殖量を測定した。その結果，10■4Mから10‾8Mの酪酸ナ  

トリタ〉め塩の添加条件では，細胞の増殖に影響は認められなかったが，10‾3Mの酪酸ナトリウム塩  

では細胞の増殖が抑制され，10‾2Mでは細胞が死滅した。この結果から，N㌻10st細胞の骨芽細胞と  

しての機能を分析する際の酪酸ナトリウム塩の培地への添加条件は，OM（corltrOl），】一0‾4M，1＿0‾6M  

lO■8Mとした。   

乙 ALPase活性   

Nr10st細胞の．ALP活性は10■4Mから10‾8Mの酪酸ナトリウム塩の刺激による影響は認められず，  

controlを含むすべての条件で，培養3日目から12日目にかけて上昇した。   

3．．石灰化’rlOdule形成とnodule中のCa蓄積量   

石灰化noduleのAlizarin red染色性は，すべての培養条件において3日目から10日目にかけ  

て経目的に染色性が増加した。培養10日目におけるAlizarirlred染色性は ，COntrOlよりも10鵬4M  

酪酸ナトリウム塩添加条件で高かった。さらに，培養10日目におけるnodule 中のCa蓄積量は10q4  

晰酪酸ナトリウム塩の添加によって，コントロールよりも有意に増加した。   

4．細胞外基質タンパクの発現  

Ⅰ型コラーゲン，BSPおよびOPNの遺伝子発現は，すべての培養条件において3日目から10日目  

にかけて経目的に増加し，12日目でやや減少した。Ⅰ型コラーゲンの遺伝子発現には，酪酸ナトリ  

ウム塩の添加による影響はほとんど認められなか一ったが，BSPおよびOPNの遺伝子発現は10‾4M酪  

酸ナトリウム塩の添加によって有意に増加した。培養10日目におけるBSPおよびOPNのタンパク  

発現もまた，10弓M酪酸ナトリウム塩の添加によって有意に増加した。   

5．M－CSFおよびOPGの発現   

M－CSFの遺伝子発現は，すべての培養条件において3日白から10日目にかけて経目的に増加し，  

12日目でやや減少する傾向が認められた。M－CSFの遺伝子発現には酪酸ナトリウム塩の添加による  

影響はほとんど認められなかった。OPGの遺伝子発現はすべての培養条件において培養3日目から  

12日目にかけて縫目的に増加した。OPGの遺伝子発現は10【4M酪酸ナトリウム塩の添加によって有  

意に増加した。培養10日目および12日目におけるOPGのタンパク発現もまた，10ぺM酪酸ナトリ  
ウム塩の添加によって有意に増加した。   

結論   

酪酸は，骨芽細胞によるBSPおよびOPN発現増加を介して石灰化nodule形成を促進し，OPG発現  
増加によって破骨細胞分化を抑制することが示唆された。   



【別紙様式 7】  
個08・102  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 4月 3日  
日 本 大 学 総 長  殿  

山崎 洋介  氏  名   

所属・資格  歯学部・助教  

（  助手  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  一般研究（個人）  ／一般研究（共同）／総合研究   

2 研究課題  

真皮間充織線維系の形成過程における1ysyloxidase発現パターンの解析  

3 研究の目的   

ニワトリ胚の肢芽における1ysyloxidase（LOX）の発現パターンの解析を，発生の時間軸に沿ってrea卜time  

RT－PCR法により定量的に検討し，明らかにする。また，免疫組織化学的検索を併せて行い，肢芽間充織にお  

けるLOXの発現パターンをタンパクレベルでも明らかにする。  

4 研究の概要  
LOXは，COllagenやelastinの分子内あるいは分子間の架橋形成を触媒し，線維の安定化の上で極めて重要  

な酵素である。申請者はこれまで，ニワトリ胚を実験モデルとして用い，とくに肢芽におけるマイクロフィ  

ブリルの形成について免疫組織化学的な検索を行ってきた（Isokawaら，Anat Rec，2004）。肢芽の真皮予定  

域では，発生10日目以降にピクロシリウス染色によって検出される膠原線維の増生に先行して，告brillin  

（マイクロフィブリルを構成するタンパクのひとつ）が免疫組織化学的に検出されている。また，そうしたマ  

イクロフィブリルへのelastinの沈着は，発生13 日目以降に初めて検出される（Yamazakiら，Anat Rec，  

2007）。したがって，線維形成の進行に伴うLOXの発現とその機能的な意義を明らかにすることは意義深いと  

いえる。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の（㊥・否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   



［実績報告書7－2］  

部科校名：歯学部  氏名：山崎 洋介  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

本研究では，鶏胚後肢芽の真皮形成予定域の間英紙織を検索対象とした。すなわち，免疫組織化  

学あるいは組織化学的にマイクロフィブリルの存在とelastin沈着，そして，膠原線維の増生の過  

程が捉えられる発生4～20日目の後妓芽を本研究のサンプルとした。免疫組織化学では，鶏胚後妓  

芽足根中足部（tarsometatarsus）を，4％パラホルムアルデヒドーPBSにて固定し，Morseの脱灰溶  

液（Morse，1945）にて脱灰した後，通法に従って凍結切片を作成し，免疫組織化学に供した。用  

いた1次抗体はant巨humanLOX抗体（IMX－5121，Imgenex）で，HRP標識2次抗体と反応させた後、  

DABによって発色を行った。膠原線維の増生を観察するためにPicrosiriuspolarization法を用い  

た。LOXmRNAのrea卜timeRT－qPCRでは，LOXのPCRプライマーは，Primer3によって設計し，BLAST  

検索によってプライマーの特異性を確認した後，解析に供した。試料は，未固定凍結切片とし，Laser  

microdissection法によって真皮予定領域のみを採取し，発現解析に供した。通法に従って抽出し  

たtotalRNAをランダムプライマーでcDNAとし，PCRテンプレートとした。増幅にはSmartCycler  

（タカラバイオ）を，また，結果の解析にはSmart Cycler softwareを用いた。内部標準としては  

glyceraldehyde3－Phosphate dehydrogenase（GAPDH）遺伝子を利用した。   

免疫組織化学的検索では，真皮予定領域におけるLOXの発現は間葉組織中で，検索対象としたい  

ずれの日齢においても広範で弱いLOX反応が認められた。   

Picrosirius染色では，EDlOで膠原線維の存在を示す緑色の偏光が観察され始め，ED13以降で膠  

原線椎の増生が認められた。  

LOXmRNA発現のrea卜timeRT－qPCR解析では，真皮予定域において，ED4以降発現畳を増したLOX  

はED17において発現量のピークになり，ED20では再び発現量を減じた。一方，表皮においては，  

経日的にLOX発現畳が増す傾向が認められた。  

つまり，膠原線維が増生する時期に，その成熟に関わるLOXmRNAの発現が増加する結果が示され  

た。しかし，LOXのmRNA発現のパターンと免疫染色で示されたパターンとは一致しなかった。発生  

の進行にともなって，真皮予定域の単位面積当たりの細胞数が減少することによる影響に加えて，  

LOX mRNAの翻訳調節が生じている可能性も考えられた。   



［実績報告書7－3］  

部科校名：歯学部  氏名：山崎 洋介  

研究の結果（つづき）  

本研究成果に基づき以下の発表を行った。  

鶏胚後肢芽の真皮予定域における1ysyloxidaseの発現，第114回日本解剖学会全国学術集会，2009  

年03月28日，岡山  

Tbmporospatialexpressionoflysyloxidaseinthepresumptivedermisofchicklimbbud．，The  

48thASCBannualmeeting，2008年12月16日，サンフランシスコ（米国）  

成果を纏めた論文は，英文学術誌に投稿準備中である。  

往：必要に応じて，このページをご使用ください。   



【別紙様式 7】
＊課題番号 個08-103
注：課題番号を記入してください。

平成20年度 学術研究助成金実績報告書

平成 2 1年 1月 26日

日本大学総長殿

氏 名 津田啓方 儘）
所属・資格 塑堂痙・助手

（ ） 
下記のとおり報告いたします。

1 種目 〔竺：研究（門少 I一般研究供同） ／総合研究 1注：該当する種目を0で囲んでください。

2 研究課題

歯周病細菌由来物質の上皮浸潤に影馨を及ぼす因子の探索一新規予防法開発に向けて一

3 研究の目的

歯周疾患の原因は歯垢中の細菌であり、歯周病原細菌の菌体成分や代謝産物が生体細胞に影響を

及ぼすことによって発症すると考えられている。現在まで多くの研究がなされてきたが、菌体由来

成分が各組織に浸透していくメカニズムはよく理解されていない。本研究ではこの浸透メカニズム

を解明する為の基礎データを収集し、さらに、菌体由来成分の浸透を抑制する物質を食品由来成分

等からスクリーニングすることを目的とした。

4 研究の概要

まず、いくつかの歯周病細菌菌体由来成分がヒト歯肉上皮細胞 Ca9-22細胞に及ぼす影響を調べ

た。そのうち、細菌代謝産物である酪酸が Ca9-22細胞の細胞死を引き起こした。次にこの細胞死

がアポトーシスかどうかを調べたところ、アポトーシスのマーカーである蛍光ラベルしたアネキシ

ンVの細胞表面への結合が親察され、カスパーゼ 3の活性が誘導された。また、アポトーシス抑制

遺伝子である Bcl-2の発現も抑制された。ところが、アポトーシスの実行分子といわれているカス

パーゼの阻害剤は酪酸による細胞死を部分的にしか抑制しなかった。そこで、近年細胞死との関連

が言われているオートファジ一のマーカーを調べたところ、酪酸刺激により LC3分子発現の増加、

LC3分子のオートファゴゾームヘの蓄積が認められた。また、酪酸刺激により誘導される細胞死は

オートファジ一阻害剤でほぼ完全に抑制された。これらのことから、歯周病細菌代謝産物の酪酸が

歯肉上皮細胞にオートファジーを介した細胞死を引き起こす事が示唆された。加えて、植物由来成

分の一つが酪酸刺激による細胞死を阻害するデータを得ている。

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）

・研究代表者

・研究分担者（役割分担）

※「 6 研究結果」について，ホームページ等での公開（可 否） いずれかを0で囲んでください。
否の場合は，理由書を添付して下さい。

゜
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~ 
6 研究の結果（総合研究の研究代表者は， 4,000宇以上記入してください。）

菌体由来成分の歯肉上皮内浸潤を調査するにあたり、まず、様々な歯周病細菌菌体由来

成分の中から最も実験に適した成分を選択する為の実験を行った。現実的にあり得る濃度

の細菌由来成分を1::ト歯肉上皮細胞 Ca9-22に作用させたところ、酪酸が 0,5~10 mMの濃

度において濃度依存的に細胞死を有意に誘導した。酪酸は歯周病細菌である Porphyromonas

gingivalisや Fuobacteriumnucreatumなどが大量に産生する代謝産物であり、成熟した

歯垢中には最大約 14mM存在すると報告されている。この細胞死は歯周病原細菌由来成分が

下部組織に浸達ために役に立っている可能性があるため、本事象を深めて研究することと

した。

次に、どのようなメカニズムが働いて酪酸がヒト歯肉上皮細胞 Ca9-22細胞の細胞死を引

き起こすのかを調べるため、まず、アポトーシスのマーカーを調べた。まず、 FITCラベル

したアネキシンVの細胞表面への結合を調べたところ、酪酸刺激 12時間以降で有意に結

合の増加が認められた。また、アポトーシスの実行分子と言われているカスパーゼ 3の活

性を調べたところ、 12時間以降でコントロールにと比較して約 3倍増強した。さらに、

アポトーシス抑制遺伝子である Bcl-2の発現が抑制された。ところが、広範囲カスパーゼ

阻害剤である Z-VAD-FMKは酪酸による細胞死を部分的にしか抑制しなかった（約 20%抑

制）。

そこで、近年細胞死との関連が多数報告されているオートファジーのマーカーを調べる

こととした。酪酸刺激により LC3分子発現の増加と LC3-I分子の LC3-II分子への転換がウ

エスタンブロット法にて確認され、 LC3分子のオートファゴゾームヘの蓄積の増加が蛍光

免疫染色法にて観察された。また、酪酸刺激により誘導される細胞死はオートファジ一阻

害剤でほぼ完全に抑制された。これらのことから、歯周病細菌代謝産物である酪酸が歯肉

上皮細胞にオートファジーを介した細胞死を引き起こす事が示唆された。

これらのデータから、歯周病原細菌の代謝産物である酪酸は歯肉上皮の破壊を起こし、

さらに下部の結合組織に浸潤する可能性が示唆された。今まで報告されている様に酪酸が

結合組織に存在する細胞へ様々な影響を及ぼす事を合わせて考えると、歯垢中の歯周病細

菌が産生する酪酸が歯周病発症の初期において重要な役割担っている可能性がある。

さらに、いくつかの食品由来物質がこの酪酸誘導細胞死に及ぼす影響を調べたところ、

植物由来成分が有意に細胞死を抑制することを確認した。

今後は酪酸によるオートファジーを介した細胞死誘導のメカニズムを探ると共に、植物

由来成分が酪酸誘導細胞死抑制を引き起こすメカニズムとの関連を調べ、同成分を用いた

歯周病予防法の開発を試みる。また、歯周病原細菌の酪酸産生阻害株を作成し、それが歯

周病モデル動物実験にて本当に酪酸が歯周疾患を引き起こす原因となっているかどうかを

調べる。



【別紙様式 7】  
個08－104  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成20年3月17日  

日 本 大 学 総 長  殿  

高見澤俊樹  氏  名   

所属J・資格   歯学部。助教  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同）／総合研究   一般研究（個人）  

2 研究課題  

高強度フロアブルレジンの臼歯修復への応用  

3 研究の目的   

フロアブルレジンは操作性に優れるところから，その臨床使用頻度が増加している。しかし，ユニバーサ  

ルタイプの光重合型レジンと比較すると，その物性が劣っていたところから，広範囲の実質欠損あるいは臼  

歯部での応用に際しては，その長期安定性に疑問が残るところであった。そこで，無機フィラー含有量の増  

加あるいはモノマー組成の改良を行ない，その機械的性質を向上させた高強度のフロアブルレジンが開発，  

市販された。そこで，これら高強度フロアブルレジンの諸性質を明らかにするとともに口腔内環境を想定し  

た摩耗試験を行うことで，フロアブルレジンの臼歯修復への臨床使用術式を確立することを目的とした。  

4 研究の概要   

1）無機フィラー含有量   

示差熱天秤（TG／DTA6300，SeikoInstrument）を用いて，フロアブルレジンの無機質フィラー含有量を測定  
した。  

2）熱膨張係数   

2×2×13mmの棒状試片を製作し，これを熱膨張係数測定用試片とした。熱機械分析装置（TMA／SS6300，  
SeikoIns仕ument）を用いて25～130℃まで加熱し，30～80℃間の平均熱膨張係数を求めた。  
3）吸水試験   

レジン硬化物に対して乾燥，吸水飽和，再乾燥をそれぞれ4週間行い，単位面積あたりの吸水量を求めた。  
4）歯ブラシ摩耗試験   

硬化レジンに対してSiCペーパーの＃600まで研磨した試片に，歯ブラシ磨耗試験機（2達磨耗試験機  
K706－02，東京技研）を用い，磨耗試験を100，000回まで行った。摩耗量の測定は摩耗試験前後の重量から吸  
永量を引いたものを試片に対する摩耗量とし，試片の体積および密度から，摩耗量を体積比率に換算して求  
めた。  

5）sEM観察   
歯ブラシ摩耗試験前後の表面性状をFE－SEM（ERA－8800FE，Elionix）を用いて観察した。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者  

・研究分担者（役割分担）  

暮否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2］  

氏名：高見澤俊樹  部科校名：歯学部   

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

フロアブルレジンとしてClearBIFlowFX（KurarayMedical以後，FX），EstekiteFlowQuick（TbkuyamaDental，  

以後EQ），BeautialFlowFO2（Shofu，以後FO2），SupremeFlowable（3MESPE，以後SF）およびClearnlM毎esty  

Ⅰ〃（Kw訂ayMedical，以後CM）の5製品を用いた。また，ユニバーサルタイプのコンポジットレジンとし  

てClear丘1AP－X（KurarayMedical，以後AP），Estelite∑（TbkuyamaDental，以後E∑），Beauti且1ⅠⅠ（Shofu，以  

後BII），SupremeXT（3MESPE，以後XT）およびM毎estyPosterior（KurarayMedical，以後MP）の5製品，  

計10製品を用いた。  

1）無機フィラー含有量   

フロアブルレジンの無機質フィラー含有量は，48．7～78．6wt％の範囲を示し，FO2で最も低い値をCMで最  

も高い値を示した。一方，ユニバーサルタイプでは，68．3～88．1wt％の範囲示し，E∑で最も低い値を膵で  

最も高い値を示した。また，フロアブルレジンとユニバーサルタイプを比較するとその無機質フィラー含有  

量は，ユニバーサルタイプで高い傾向を示した。  

2）熱膨張係数   

得られた熱膨張係数は，フロアブルレジンでは37．7～66．9（XlO‾6／℃）の範囲を示し，CMで最も低い値をFO2  

で最も高い値を示した。一方，ユニバーサルタイプでは16．7～42．1（Ⅹ10‾6／℃）の範囲を示し，ぼで最も低い値  

をE∑で最も高い値を示した。いずれのタイプのコンポジットレジンにおいても無機質フィラー含有量の増加  

に伴って熱膨張係数が低下する傾向を示した。  

3）吸水試験   

フロアブルレジンの吸水量は，8．4～18．6膵／m3の範囲を示し，CMで最も低い値をFO2で最も高い値を示  

した。一方，ユニバーサルタイプでは3．7～12．8膵／m3の範囲を示し，ぼで最も低い値を示し，E∑で最も  

高い値を示した。いずれのタイプのコンポジットレジンにおいても無機質フィラー含有量の増加に伴って吸  

水量が低下する傾向を示した。  

4）歯ブラシ摩粍試験   

摩耗試験前後の重量から吸水量を引いたものを試片に対する摩耗量とし，試片の体積および密度から，摩  

耗量を体積比率に換算して求めた。フロアブルレジンの摩耗率は，0．18～0．87（vol％）の範囲を示し，Eqで  

最も小さく，FO2で最も大きな値を示した。ユニバーサルタイプの摩耗率は，0．05～0．66（vol％）の範囲を示  

し，Plで最も小さく，E∑で最も大きな値を示した。  

5）SEM観察   

歯ブラシ摩耗試験前後の表面性状のSEM観察から，いずれのレジンにおいても摩耗試験前では研磨の際の  

削条痕が認められた。一方，試験後のSEM観察では，いずれのレジンにおいても選択的にマトリックスレジ  

ンが摩耗し，フィラーが突出した像が観察されたものの，用いた製品によって異なる傾向を示した。すなわち，  

不定形フィラーを有するレジンにおいてはフィラーの突出した像のみならずフィラーが脱落した像が観察さ  

れたに対して，球状フィラーを有するレジンにおいては，フィラーの脱落像は少なかったものの，広範囲に  

渡る表面のうねりが観察された。  

以上の結果から，供試したレジンの機械的性質あるいは歯ブラシ摩耗量は，製品によって異なる傾向を示  

すことが判明した。また，いずれのレジンにおいても無機フィラー含有量の増加に伴って，機械的性質が向  

上する傾向を示した。機械的強度が懸念されているフロアブルレジンにおいても製品によっては，十分な機  

械的性質あるいは耐摩耗性を有するところから白歯部への応用が可能であることが示唆された。   



【別紙様式 7】  
個08－105  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成  21年  4月  3日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名   

所属・資格  

林  誠  

歯学部・准教授  

（ ヤ′壷  1  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同）／総合研究   一般研究（個人）  

2 研究課題  

硬組織形成に関与する材料がヒト歯髄細胞に与える影響について  

3 研究の目的  

歯髄の保存はその後の歯の寿命を大きく左右する重要な要素と考えられている。そのため露髄を適切  

な材料で保護し、歯髄を保存する直接覆髄法は重要な歯髄保存療法のひとつである。  

直接覆髄材には、従来から水酸化カルシウム製剤が第一選択として臨床応用されてきた。しかしなが  
ら、その有用性に対してはいくつかの問題点が報告されており、理想的な直接覆髄剤の開発が望まれて  

いる。本研究の目的は間葉系細胞の硬組織形成に関与するとされている材料を使用し、ヒト歯髄細胞の  

分化に与える影響を解析し、直接覆髄材としての有用性を検討することである。  

4 研究の概要   

供試材料は試験材料としてMineralTrioxideAggrigate（MTA）、5－aminoimidazole－4－Carboxamide－トb－D－  

ribofuranoside（AICAR）、ポリリン酸を使用し、対照試料としては従来から広く用いられている代表的な  

直接覆髄剤である水酸化カルシウム製剤のDycal（Dentsply社製）を使用した。   

硬組織形成能に関んしては以下の3項目について行った。  

・位相差顕微鏡を利用して細胞形態の観察  

・歯髄細胞の増殖に与える影響について経時的にCellCountingKitを使用して解析  
・歯髄細胞のアルカリフォスファタ｝ゼ活性に与える影響について経時的に解析  

・歯髄細胞のタイプⅠコラーゲンの遺伝子発現に与える影響について解析  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の（囁  否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   



［実績報告書7－2］  

氏名：林  誠  部科校名：歯学部  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

歯髄細胞は治療を目的として抜去された歯より歯髄組織を採取し、10％FBS添加のα－MEM培地にて  
継代培養したものを使用した。供試材料はcellcultureinsertに静置させ、Cellcultureplateに歯髄細  
胞を播種した。  

形態学的観察】   

供試材料と歯髄細胞の共培養における細胞形態の観察ではMTA、AICARならびにポリリン酸ともに  
細胞形態に大きな違いは認められなかった。すなわち、位相差顕微鏡による観察では供試材料下に多数  
の生細胞を確認し、材料を静置しなかったコントロールと同様な細胞形態であった。これらのことから  

すべての供試材料が高い生体親和性を有しているものと推察された。  

【歯髄細胞の増殖に与える影響】   

供試材料が細胞増殖に与える影響についてCellCountingkitを使用して7日間まで測定した結果、  

すべての供試材料とも経日的に増加した。統計学的解析から材料を静置しなかったコントロールより  

MTA、AICAR、ポリリン酸で有意に高かった。しかしながら、Dycalはコントロールと統計学的な有意  

差は認めなかった。  

【歯髄細胞のアルカリフォスファターゼ活性に与える影響】   

供試材料がアルカリフォスファターゼ活性に与える影響についてParanitrophenol－Phosphateを利用  
した比色法にて7日間まで計測を行った結果、経日的な増加を示し、AICARとポリリン酸では材料を  
静置しなかったコントロールと比較して有意に高かったが、MTAとDycalでは統計学的な有意差を認  
めなかった。  

【骨芽細胞の石灰化に与える遺伝子発現】   

歯髄細胞を前述した条件下で培養して通法にしたがいRNAを分離し、歯髄細胞の石灰化に関与して  

いる代表的な細胞外マトリックスであるタイプⅠコラーゲンの遺伝子発現を経時的にPCR法にて、現  

在解析している。PCRプライマーのデザインとI）NAポリメラ小ゼによるDNAの増幅条件は、本解析  
において重要な事項であると思われるため、決定され次第タイプⅠコラーゲンの遺伝子発現を検索する  

予定である。   



【別紙様式 7】  
個08－106  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 3 月 24 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 

松戸歯学部。専任講師  所属。資格   

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  
／一般研究（共同研究）／総合研究   1 種 目  

2 研究課題   

Down症における歯周疾患の発症と進行の抑制についての検討  

3 研究の目的   

DolVn症における染色体異常は，知的障害を始め様々な全身症状を引き起こしている．その一つである免  
疫応答不全はDoⅥ7n症においてウイルスや細菌に対する易感染性を引き起こしている。そのため，嫌気性グ  
ラム陰性梓菌の感染による歯周病の篠患率が高く，早期に発症し進行が早く重篤であるとされている・しか  

しながら001Vn症における歯周病の発症と進行のメカニズムについては依然不明な点が多い．そのため，臨  

床応用できるような手掛かりすらないままである．従って，本研究では歯周病を誘発するLipopolysaccharide  
（LPS）に感染した後，著しい炎症症状を引き起こすのは何かに注目し，健常者とDown症におけるLPSに  

対する応答性の違いを検討し，さらに次の段階としてLPSが細胞表層のreceptorで受容されたのち，細胞  
が炎症関連物質を産生するまでの過程での応答性の違いが何かを知るために，細胞内のシグナル伝達系につ  

いても検討を加え，炎症症状を抑える手段への手がかりを見つけることを目的とした．  

4 研究の概要   

健常者およびDoⅥ7n症から歯の交換期，矯正による便宜抜歯もしくは歯離虫による抜歯の際に，同意を得た  
のち歯周組織を採取し上皮細胞および歯肉線維芽細胞の樹立を行った．樹立した上皮細胞および歯肉線維芽  
細胞をLPSで刺激した後，培養上清中のサイトカイン産生量を測定するとともに，各種の細胞からRNAを  
採取しGenechip解析を行うことで遺伝子発現レベルでのLPSに対する応答性の違いについて検討をした・  

さらに，IPÅ解析にてシグナル伝達系の応答性の違いを確認するとともに，炎症関連物質を産生する細胞内  
シグナル伝達系で非常に重要な役割を果たしているNF－KappaBの活性量の違いについても検討を加えた・  

その結果サイトカインの産生量およびGenechip解析において上皮細胞ならびに歯肉線椎芽細胞の両方にお  

いてDown症由来のものの方が有意に高く，さらにもNF－KappaBの活性量についても同様の結果が得られ  
た．IPA解析についてはDown症由来のもと健常者由来のものとは異なる遺伝子の動きが認められた・  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の◎薫否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい0   



‘［実績報告書7－2〕  

部科校名：松戸歯学部  氏名：田 中 陽 子  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

本研究では十分な説明をし，同意を得たDown症および健常者から，歯の交換期，矯正による便宜抜歯も  
しくは歯雛虫により保存不可能な歯の抜歯時に周辺の歯周組織を採取し，通法に従い歯肉線維芽細胞および上  

皮細胞を樹立した．樹立したDown症上皮細胞（EDGF），Down症歯肉線椎芽細胞（DGF），健常者上皮細  

胞（EGF）ならびに健常者歯肉凍維芽細胞（GF）を培養した後，歯周病誘発物質である軸00∂g  
gわgル∂鹿伊g）由来L‡）Sで刺激を加えた．L‡）S刺激濃度は106細胞あたり0．1膵／mlとし，刺激時間は3，6，  

12，24時間とした．それぞれの刺激時間における培養上清からELISA法によ？てInterle11kin－8（IL－8）  

の産生量を測定した．その結果，いずれの刺激時間においても，IL・8の産生量はEDGE DGFの方が  

NGF，Gぎに比べて有意に高かった．さらに，L‡）S刺激時間を3，6，12，24時間としたが，LPSで  

刺激した後のシグナル伝達系に注目したため，Genechip解析に関しては短い刺激時間に対して行うこ  

とが重要であると考え，3時間および6時間のみの解析とした．DGFおよびGFに関してはすべての刺  

激時間において採取したRNAを用いてLPSのレセプターであると考えられている C】〕14，¶）11－1汰e  

receptor2（TLR2），恥11－hkereceptor4（TLR4）およびIL－8の遺伝子発現レベルの違いをRT－PC二Rを利用し  

て検出した，RNAの採取は，RNeasyMiniRNA抽出キット（QIAGEN）を用いて行った．cDNA合成は  

RTOmniscriptRTKit（Qiagen）を用いて行い，PCRはTaqPCRMasterMiiKit（Qiagen）を用いて行っ  
た．産生物は2％アガロースゲルにて電気泳動し，エチジウムブロマイドにて染色を行った．プライマーに  

関しては以下に示したものを用いた．  

CD14：CCAGTAGCTGAGCAGGAACC，CTGCAACTTCTCCGAACCTC  

TLR2：AjWGATGTGGGCCTGGCT，GGTGTTGCACATTCCATTCG  

TLR4：CACTCTCCAGTCTTCAAGTA，TACCCAAAATCCTTCCCGCT  

IL－8：ATTGCATCTGGCAACCCTAC，CTGCGCCAAACAAGAAÅTTA  

RT－PCRの結果では，炎症関連物質であるIL－8はGyに比べてDGFの遺伝子発現の方が高く認められ，LPS  

レセプター関連ではCI）14およびTlノR2の遺伝子発現レベルはDGダの方が高く発現したものの，TLR4に  

関しては発現に差が明確には認められなかった．過去の論文では通常L‡）S刺激に対してTLR2は  

Constitutiveに発現しプ TI．R4が高く発現すると考えられている．従って本研究ではTLR4の遺伝子発現レ  

ベルがDGyの方がGダに比べて高くなると予測していた．しかしながら本研究の結果ではTlノR4よりもTIJR2  

の動きが著しかった．つまり，LPSに対する応答性にDGyとGFの問には違いが生じていることが認めら  

れた．さらに高くなることが予測されたCD14に関しては予測通りOGダの方がGyに比較して高い遺伝子発  
現が認められたことから，何らかの異常なレスポンスがDoⅥ7n症において働いていることが示唆された．  

このようにLPS receptorの応答性の違いがDGyとNGyにおいて認められたため，前述のように次の段階  

として炎症関連物質を産生する細胞内シグナル伝達系で非常に重要な役割を果たしているN甘－KappaBの活  

性量の違いについてLPSを2×104細胞あたり0．1膵／mlの濃度で刺激した後｝ CASETMCellularActivation  

ofSignalingELISA（SuperArray）を用いて測定したところ，やはりDGFにおけるNF－KappaBの活性量が  
NGぎよりも高いという結果が得られた．   

Genechip解析においては，3時間のLPS刺激に対して130遺伝子がDGFの方がGF比べて高い遺  

伝子を認め，180遺伝子がDGFの方がGFに比べて低かった．遺伝子発現の内容は，DGFの方が高く  

発現した遺伝子の方に炎症関連物質が多く検出された．DGFの方が低く発現した180の遺伝子に関し  

ては，さらなる検討が必要である．そして，6時間のLPS刺激に対しては253遺伝子がDGFの方が高  

い発現をし，277遺伝子が低い発現を認めた．3時間同様に253遺伝子には炎症関連物質が多く含まれ  

ていた．低い発現のなかにはサイトインシグナルを抑制するとされる遺伝子も含まれていた．IPÅ解析  

に関しては，炎症時に中心的役割をするCCL－20やNF－KappaBについて検討したがDGFとGFでは  
これらを中心とした伝達系は様々な点で異なっていた．   

またEDGダおよびEGIrに関する実験であるが，L】ヲSに最初に感染する個所であり歯周病の発症のメ  

カニズムを知る上で非常に重要な役割を示している．しかし，上皮細胞は歯肉線維芽細胞に比べ細胞増  

殖能力が低く，すべての実験を網羅するのは困難であった．そこで，今回はL‡）Sの刺激を3時間，6時  

間加えたEDGぎおよびEGFからRNAを採取しGenecIlip解析のみを行った．その結果，やはりレセ  

プターに関与する遺伝子においてEDGFの方が高い反応を示すことが示唆された．以上の結果から，  

Down症において，最初のLPS感染の時点で健常者よりも反応性が高いこと，また応答性も健常者と歯  

異なっており，異常なレスポンスが認められることが示唆された．さらに感染後の細胞シグナル伝達系   



［実績報告書7－3］  

部科校名：松戸歯学部  氏名：田 中 陽 子  

研究の結果（つづき）  

においても，炎症関連物質の産生を促すように働いており，炎症の進行をより…層重篤にしていること  

が示唆された．  

注：必要に応じて，このページをご使用ください。   



【別紙様式 7】  
個08－107  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 3 月19 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  打 一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

象牙質組織形成と象牙芽細胞の集合と動きについての免疫組織化学的研究  

3 研究の目的   

これまでの研究で，エナメル質の構造はエナメル芽細胞の集団形成とその集団および個々のエナメル芽細  

胞の動きに寄って形成されることを免疫組織化学的に明らかにし，これをAmemoblast grouping and  
dancingと名づけた。この研究からエナメル芽細胞のgroupinganddancingは，エナメル器に制御され，エ  
ナメル器自体も自律的に動いていることが予測された。  

この仮説に基づけば，象牙質構造の形成に於いても予想される象牙芽細胞のgroupinganddancingの存在  
を，本研究によって立証を試みた。  

4 研究の概要   

この研究には歯の組織構造が特徴的な，細胞分化組織の観察に適した歯胚が必要であり，またエナメル質  
形成との関連も重要な焦点であるため，エナメル芽細胞のgroupinganddancing研究時にも用いたイヌ歯胚  
を対象として研究を行った。   

出生後50日齢のピーグルの幼犬を免疫組織学用に未固定または固定し，取り出した歯胚から凍結切片およ  
びパラフィン切片を作成し，keratin，Cadherin，COnneXin等の細胞接着因子，aCtin等の細胞運動因子など  
の組織発生過程における発現を試みた。  

エナメル芽細胞のgroupinganddancingの結果とあわせて象牙芽細胞を検討し，エナメル器全体における相  

互の動きをより明確にすることにより，エナメル器全体の動きを解明する。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の㊥・否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   
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氏名：太田（横田） ルミ  部科校名：松戸歯学部  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

これまでの研究で，エナメル質の構造はエナメル芽細胞の“Ameloblastgroupinganddancing”によって  
形成され，これはエナメル器に制御され，エナメル半白体も自律的に動いていることが予測された。象牙質  
にはエナメル質に観察されるエナメル小柱やハンター・シュレーゲルの条紋のような細胞の動きと関連して  

捉えやすい構造が少ないため，これまでの研究では見過ごされてきたと考えられる。しかし，エナメル質構  
造の形成と同様に，象牙質構造の形成に於いても象牙芽細胞のgroupir噂anddanchgの存在が予測されるた  
め，この立証を試みた。  

【方法。結果】歯の組織構造が特徴的で細胞分化組織の観察に適しており，またエナメル質形成との関連も  
重要な焦点であるため，エナメル芽細胞の研究時にも用いたイヌ歯胚を対象として研究を行った。出生後50  
日齢のピーグルの幼犬を未固定または固定し，取り出した歯胚から凍結切片およびパラフィン切片を作成し，  
H・E染色，接着や運動，分泌に関わる因子であるkeratin，COnneXin，Cadheh，aCtin，tubulinの免疫染  
色を施し，組織発生過程における発現をHSオールインワン蛍光顕微鏡（（株）キーエンス・BZ－9000）にて  
観察した。   

象牙質形成期のH・E染色像を観察してみると，十数個程度の象牙芽細胞の集合が認められた。   
外エナメル上皮の接線断面で観察されるような帯状に交叉する細胞の集団が，象牙芽細胞でも観察された。  

この様子は歯髄に向かうにつれて不明瞭になる。   
免疫染色の結果，Ca曲elhの反応は，エナメル芽細胞から外エナメル上皮では認められたが，歯髄から象  

牙芽細胞層には発現が認められなかった。   
connexhの反応は，歯髄ではほとんど認められないが，象牙芽細胞層付近になると反応が認められた。し  

かし，その反応にははっきりとした周期性は確認できなかった。   
tubul血の反応は，象牙芽細胞の細胞体と象牙細管内の突起に発現が認められた。   
actinとkeratinの蛍光二重染色では，エナメル芽細胞層のような発現の変化はacもin，keratin共に認めら  

れず，aCtinでは象牙芽細胞層付近では反応を示さなかったが，象牙芽細胞体の基底側の発現が細胞によって  
異なり，一定の象牙芽細胞の集合の存在を示していた。  

E：emanel，D：dentine，PD：predentine，P：pulp，0：odontoblast  

H㍉E染色   
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部科校名：松戸歯学部  氏名：太田（横田） ルミ  

注：必要に応じて，このページをご使用ください   
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個08…108  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 3 月19 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 成 田 貴 則  

所属・資格 松戸歯学部・助教  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題   

マウスおよびラット唾液腺に発現する遺伝子の時間および空間的な発現マッピング  

3 研究の目的  
唾液腺は口腔環境の維持に重要な体液である唾液を分泌する器官である。ヒトにおける唾液分泌障害は  

口腔環境の悪化のみならず全身疾患発症にも関与し、QOLの著しい低下をもたらす。そのため、唾液腺に  
おける分泌メカニズムの解明は極めて重要である。   

当研究では組織中のタンパク質局在を知る免疫組織化学染色と mRNAを直接可視化することのできる ノ〃  

∫Jと〟ハイプリダイゼーション法を用いて、唾液腺における遺伝子発現の時期および組織中の空間的分布を詳  

細に解析する。  

4 研究の概要   

他の生物種または組織においてこれらの系と関連が示唆される遺伝子を用いて免疫組織化学染色と ノ〟  

∫ノと〃ハイプリダイゼーションを行う。具体的にはタイトジャンクション関連タンパクなどを解析する。   

当研究では、まずマウスおよびラットの組織固定条件やハイプリダイゼーション条件等の至適化を行う。  

マウスまたはラット唾液腺組織に対して染色を行った後、顕微鏡下で観察を行う。   

さらに、免疫染色とノ月∫ノ蝕ハイプリダイゼーションの二重染色を試みる。これにより、遺伝子産物の転  

写および翻訳の両方のレベルで組織内だけでなく細胞内の空間的な局在を明らかにすることができるように  

なると期待される。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の㊥■否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   
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氏名：成 田 貴 則  部科校名：松戸歯学部  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

二重染色条件設定のため、まず免疫組織染色法の確立を試みた。唾液腺は組織切片の自己分解を引き起こ  
すタンパク質分解酵素を多量に含むなど、免疫組織化学染色およびノー〟5ノと〟ハイプリダイゼーションが難し  
い組織の一つである。   

一般的に免疫組織化学およびノ〃∫j■と〟ハイプリダイゼーションでは、ホルマリンなどのアルデヒド系固定  

剤で固定後、組織をパラフィン包埋した後に免疫染色を行う。しかし、この方法では多くのタンパク質の抗  
原能が失われ検出が困難になることが知られている。   

この研究ではまず抗原能をできるだけ失わずに免疫染色を行うことのできる条件の確立を目指すこととし  

た。特に薄切法と固定法についてより穏やかな方法を採用することにした。切片作製については急速凍結切  
片法、固定はアルコール系固定剤であるメタノールを検討した。   

使用した抗体はこれまで固定サンプルで安定したシグナルを得ることが難しかったアクアポリン5に対す  
るものを用いた。対照として固定サンプルで安定してシグナルを検出できるタイトジャンクションタンパク  

質である抗ZO－1抗体を用いた。   

アクアポリンは水を通すチャネルタンパク質の一群である。唾液腺腺房細胞においては数種のアクアポリ  
ンが発現され水分泌に非常に大きな役割を果たしていることが知られている。深刻な唾液分泌減少症状を示  

すシェーグレン症候群の患者ではアクアポリン5の発現量が有意に低下していることが知られている。アク  
アポリン5は水よりも陰イオンの透過性が高いという非常に変わった性質をもっており、唾液分泌に重要で  

ある腺腔への塩素イオンの放出に関与しているのではないかと考えられている。  

本研究によりマウスにおいて安定的にアクアポリン5とZO－1の発現を観察できるようになった。耳下腺に  
おいては腺房細胞の腺腔膜上および分泌顆粒表面に強いシグナルを確認した。また顎下腺においても腺房細  
胞の腺腔膜上にシグナルを確認した。既存の方法に比べてシグナル強度が強く、図1に示すように良好な画  

像を得ることができた。   
現在、免疫染色とJ■〟∫ノ古〟ハイプリダイゼーションの共染色が可能かどうか検討を行っている。  

以下に本研究で確立した唾液腺における免疫組織化学染色法の手順を示す。  

深麻酔した動物から摘出した新鮮組織を0．C．T．コンパウンド（サクラファインテックジャパン）を適量分  
注したクライオモールドNo．1（サクラファインテックジャパン）中に封入し、液体窒素で急速凍結を行った。  

凍結ブロックは凍結切片作製装置（MICROMHM505）を用いて5ミクロン厚で薄切し、MASコートスライドグラ  

ス（マツナミ）に貼り付けた。次に－20℃に冷却したメタノール中で固定した。 切片を貼り付けたスライド  

グラスは使用時まで－80℃で保存した。   

PBS（－）で洗浄後、抗アクアポリン5ウサギ抗体（ミリポア）および抗ZO－1マウス抗体（ミリポア）を組織  
切片に添加し、4℃で一晩インキエペー卜した。PBS（－）で十分に洗浄を行い、抗マウスIgG－AlexaFluor488  
抗体、抗ウサギIgG－Alexa Fluor568抗体（インビトロジェン）および核染色剤（TOPRO3、インビトロジェ  
ン）を組織切片に添加し、室温で1時間インキエペー卜した。PBS（－）で洗浄後、No．1カバーグラス（マツナ  
ミ）で封入した。   

観察は共焦点レーザー顕微鏡でアルゴンレーザー （488nm）、ヘリウムネオンレーザー（543nmおよび633nm）  

で励起してシグナルを検出し記録を行った。   
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平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 3 月17 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 谷 本  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

医学・工学技術の融合によるHAp／collagen複合体シートの創製  

3 研究の目的   

再生医療の分野において生体材料、再生医療材料に対するニーズが高まり、より生体適合性の高い材料を  
開発するためには、さらなる医学・工学技術の融合が必要不可欠である。現在、欠損補填や骨形成を促進す  
るためのスキヤフオールド材料として用いられているハイドロキシアパタイト（以下、HAp）などのリン酸  

カルシウム系材料は脆性材料のために体内で早期に破壊してしまう恐れがある。そのため生体適合性および  
機械的性質に優れるスキヤフオールドの開発が望まれる。そこで本研究では、主に工業分野において用いら  
れているポリーし乳酸（以下、PLLA）繊維シートをHAp／co11agen複合体に導入することで、生体適合性と機  
械的性質に優れたPLLA繊維強化HAp／collagen複合体シートを開発し、スキヤフオールドとしての有用性を  
評価することが目的であった。  

4 研究の概要   

本研究では、生体活性の高いHApと生体由来高分子であるcollagenの混合スラリーを調製後、強度のある  
生体吸収性のPLLA繊維シートを導入することでPLLA繊維強化HAp／collagen複合体シートを作製した。ま  
た作製に際しては凍結乾燥法を応用した。さらに作製したPLLA繊維強化HAp／collagen複合体シートの生体  
適合性を検討するため、電子顕微鏡による構造観察、Ⅹ線回折による分析、擬似体液浸演試験による体内で  
のアパタイト生成能の評価を行なった。その結果、本研究で作製したPLLA繊維強化HAp／collagen複合体シ  
ートはPLLA繊維とHApが結合していることが確認でき、また擬似体液中における挙動も良好であったため、  
スキヤフオールド材料として有用であることが示唆された。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の（参・否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい0   



［実績報告書7－2〕  

部科校名：松戸歯学部  氏名：谷 本 安 浩  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

本研究では新規スキヤフオールド体を開発することを目的として、以下に示す方法・手順によりPLLA  

繊維強化HAp／coll喝en複合体シートを作製し、作製した複合体シートのキャラクタリゼーションについ  

て検討した。  

1．PLLA繊維強化HAp／collagen複合体の作製   

HAp粉末と豚皮膚由来Ⅰ型コラーゲンをメノウボールと一緒に遊星型ボールミルで混合することで、  

HAp粉末の二次凝集粒子を解粒するとともに、HApとcollagenを複合化して、HAp／collagen複合スラリ  
ーを調製した。またcollagenのゲル化を促進するためにpH緩衝液をHAp／collagen複合スラリーに適量  

添加した後、速やかにPLLA繊維シートをHAp／collagen複合スラリーに含浸した。その後、37℃で24  

時間放置することで完全にゲル化させ、－80℃で48時間予備凍結した。最終的に凍結乾燥法により真空  

中において－52℃で48時間凍結乾燥を行なうことで、pLLÅ繊維とHAp／collagenとを複合化した、PLLA  

繊維強化HAp／collagen複合体シートを作製することができた（図1）。   

2．PLLA繊維強化HAp／co11agen複合体シートのキャラクタリゼーション  

1）電界放射走査電子顕微鏡（FE－SEM）による構造観察   

作製したPLLA繊維強化HAp／collagen複合体シートについてFETSEMにより観察した結果、COllagen  
がバインダの役割を担うことで、PLLA繊維とHAp粒子が結合している様子が確認できた。  

2）薄膜Ⅹ繰回折による構造分析   

PLLA繊維強化HAp／collagen複合体シート表面の薄膜Ⅹ繰回折の結果、アパタイトのピーク（図2）  
が見られたことから、PLLA繊維とHApが均一に複合化していることが確認できた。  

3）擬似体液浸漬試験によるアパタイト生成量の評価   

生体内でのアパタイト生成能を明らかにするためにPLLA繊維強化HAp／collagen複合体シートをハン  

クス溶液（37℃、pIi＝7．4）に7日間浸漬した後、複合体シート表面をFE－SEMにより観察した。その結  

果、PLLA繊維強化HAp／co11agen複合体シートの表面にはPLLA繊維単体（コントロール）に比べて、  
より多くのアパタイト結晶が生成しており、高いアパタイト生成能を示した。   

以上、本研究ではPLLA繊維シートによってHAp／collagen複合体を強化したPLLA繊維強化  
HAp／collagen複合体シートを作製することができた。さらにPLLA繊椎強化HAp／collagen複合体シート  
のキャラクタリゼーションを行なった結果、スキヤフオールド体として有用であることが示唆された。  
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図1作製したPLLA繊維強化HAp／collagen複合体シート  図2 X線回折パターン  



監別紙様式 7ヨ  
個08－110  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成望0年度 学術研究助成金実績額告薔  

平成 21 年 3 月 3 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 中 田 浩 史  

所属。資格 松戸歯学部■専任講師  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究〉／総合研究   

2 研究課題  

取払cで0アサRama払および微小部Ⅹ線回折による生体アパタイト結晶性の分析  

3 研究の目的   

高齢化社会および医療技術の進歩に伴い、医科。歯科ともにインプラント希望の患者は毎年増加しており、  
インプラントは患者にとって魅力的な治療法である。インプラント周囲における生体硬組織は、上下の顎が  

噛み合うことで過大な唆合力を負担しても吸収や破壊なく維持を継続させるために、大変重要な責務を負っ  

ている。また、インプラント周囲における新生骨の存在は顕微鏡観察等では明らかであっても、形成された  

骨質の生体アパタイト結晶性は既存骨程度に成熟しているのか、海綿骨程度、または類骨程度で未熟なのか、  
結晶性の程度については確認されていないのが現状である。  

そこで本研究は、新たな擬似体液の浸漬を行ったインプラント表面処理法による新生骨形成観察および闘icj二O  

FT－Ramanおよび微小部Ⅹ線回折を用いてインプラント周囲における新生骨の生体アパタイト結晶性の経時的  

変化について明らかにする。  

4 研究の概要   

まず先に本研究課題には、Micヱ、O FT－Ramanを用いた手法であった。しかし共同研▲究機関である日本大学理  

工学部に管理するMicro Fl’岬Rama王1の波長（53211nl）では、生体の骨を試料とした際に蛋白質の存在から良い結  

果がうまく出ないことが明らかとなった。他研究機関で同機の異なる波長（782nm）を試みたところ良い結果が  

でた。他研究機関での同機の利用が困難であったことから、残念ながら本研究には酎croFT－Ramanでの分析  

からMicro FT－‡Rおよび偏光顕微鏡を利用した生体アパタイト結晶性の分析を行うこととした。   

インプラントは今もっとも注目を浴びている研究分野であり盛んに研・究が行われている。しかし，インプ  

ラントを支える新生骨そのものの分析報告は少なく，その性状や代謝，校合力に対する反応などいまだ完全  

な回答が得られていない．そこで本研究は，未だ解明されていないインプラント周囲に形成される新生骨の  

骨質および成熟のプロセスを観察することを目的とし，Microcomputed tomography（以下，Micro【CT）にて  
骨とインプラントとの三次元的な関係の観察，偏光顕微鏡にて骨構造の成熟度，Mj曾CrO－FTIRイメージング装  

置にで馴こ含まれる分子（PO43‾，CO32w，Amide二り と，骨の形成，アパタイト結晶の成長との関連を経時的に  
観察した。  

5 研㌧究組織（共同研究中総合研・究のみ該当します）  

。研究代表者  

■研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の㊥・否〉 いずれかを0で囲んでください。否の場合は，理由番を添付して下さい。   



［吉至高三報告吏i－／－「二重  

氏名：中 田 浩 虞  部科校名：松戸歯学部  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

1．Micヱ、0－CTによる新生骨の観察   

闘まc∫0－CTを用い声 薄切切片では把握できないインプラントと新生骨との三次元的構造を確認した．Fまg．1  

にC㌣擬影画像を，Fig．2に観察像を、Fまg．3に新生骨体積の経時的変化を示す．  

8 表面処理群   

本案験にてウサギ脛骨に埋入したインプラントは，いずれもその上端と下端が既存骨と接している．表面  

処理群では，4週，8過ともに新生骨はインプラントの上端，下端両方の既存骨からインプラント表面に沿っ  

て中心へと伸長しており，インプラントと新生骨との広範囲での接触を認めた．また4退から8週にかけて  
新生骨の不達過度の増加が顕著であった．また表面処理辟でぼ4週，8過ともにコントロール群よりも新生骨  

の体積は有意に多く，観察を裏付ける結果であった離 しかしタ11ype Aと8二種類の表面処理間における新生  
骨螢に有意差は認められなかった．  

■ コントロール群   

コントロールとした鏡面研磨のインプラントでは4週，8週ともに埋入口周辺つまりインプラント上端の周  

囲のみ既存骨から連続してわずかに新生骨の形成がみられ，インプラント下端では既存骨と接してはいるが，  

インプラントを支持するような新生骨の形成はみられなかった．しかし新生骨畳としては4週から8遇にか  

けて増加が認められた．  
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Fig．3新生骨体積の経略的変化  
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2．偏光顕微鏡による薄防切片の観察  
8 Fig，4に，コラーゲン線維の配向性が最も特徴的に表  

れるグロスニコル法および検板法の観察結果を示す．表面  

処理群ならびにコントロール群の4週，8過ともに共通し  

て既存骨では幾層にも重なる腰板構造が観察された．偏光  

顕微鏡において骨の層板構造慮周の既存骨部分に見られ  
るように，消光位と対角位が交互に連続する像として観察  
される．消光位はコラーゲン線維が観察方向に平行に並び  

【
ロ
 
6
 
1
｝
 
′
噂
一
－
1
 
 
 
J
j
▼
 
 
d
・
・
－
 
 

∧
び
 
八
り
 
4
 
 
つ
」
 
∩
－
 
 

Å毘尊王≠ヰwe盛s  Å免er8w据ks  

暗黒となり，対角位は同じくコラーゲン線維が観察方向に  

垂直に並び，最も明るく観察される位置を指す．したがって，いずれの試料も既存骨は成熟したハバース層  
板骨であることを確認した．  

コントロール鮮では4週，8過ともに表面処理群よりも新生骨の形成畳が少なくコラーゲンの配向性を観察す  
るのが困難な状態であったが，新生骨の成熟速度は表面処理群とほぼ同様の結果であった．  
払 表面処理辞  

表面処理群4週の試料において既存骨からインプラントへと伸びる骨は，クロスニコル法の観察像で消光位  

と対角位が索状で不規則な配列を示し，層板構造を形成していないために既存骨との境界が明瞭であった．  
すなわちその索状の部分がインプラント埋入後に形成きれた新生骨であり，4週の新生骨はまだ未成熟な線維  
性骨であることを確認した．また，表面処理群8適の新盤骨は皮質骨と平行して数層の縦走層厳つまり第一  
次ハバ ース層板の形成および管状構造の形成が見られチ 既存骨との境界が不明瞭であった．しかし層板数は  

まだ少なく，各層板内におけるコラーゲン線維の走行の規則性も不十分であったことから，表面処理鮮8週  
の新生骨はまだフェルト状層板および最小層板系の段階であることを確認した．   



［実績報告書7－3コ  

部科校名：松戸歯学部  氏名：中 田 浩 史   

検板法では，4週ならびに8週の新生骨においてコラー  

ゲン線維はまだ様々な方向に向き，規則的に配向していな  

いことがより明確に観察された．  

コントロール群   

コントロール群では4週，8過ともに表面処理群よりも  

新生骨の形成畳が少なくコラーゲンの配向性を観察する  

のが困難な状態であったが，新生骨の成熟速度は表面処理  

群とほぼ同様の結果であった．  
3．FTIRイメージング装置による分析   

本実験ではTypelと2の2種類の表面処理を行ったイ  

ンプラントを埋入した骨について測定を行ったが，表面  

処理法に違いによる際立った差異は認められなかった。  

Fig．5には表面処理Type2，埋入後4週の試料について行   検舶）  

ったFTIRイメージング測定の結果を示した．図5Cならび   
B：簸～礪洩錘スニコ撒鋸如スニコル熟B媚棍法）  

にEのスペクトルは，骨の主要成分であるPO43柵（ハイドロキシアパタイト由来），CO32‾（ハイドロキシアパタ  

イト中のPO43‾，0打に置換したCO32‾），AmideI～ⅠⅠⅠ（骨を構成するたんばく質，おもにTypeIコラーゲン）  
の存在を示している．本実験で得られた各赤外吸収スペクトルはいずれも骨組織に特徴的なものであり，過  
去の報告と良く一致している．  

。 表面処理群   
インプラント埋入後4週の新生骨は，既存骨に比べPO43…，CO32‾ともに明らかに吸収が弱いことが認められ  

た．PO43w，CO32一に共通して，既存骨から新生骨にかけて分子の畳が徐々に移行されるのではなく，比較的明  
瞭な境界線が認められた．また，CO32ノPO43【比の分布は，既存骨と新生骨とのあいだで差異は認められなか  
った，Fまg．6には表面処理Type2の4週，8過におけるPO43ノAmideI比の分布を示した．4遇において新  
生骨のPO43ノAmideI比は，既存骨と比べて明らかに低い健を示した．新生骨の中でもインプラントと接す  

る部分の新生骨は，既存骨近傍よりも低い倍であった．また4週において既存骨と新生骨との境界は比較的  
明瞭であった．8週も同様に，新生骨のPO43ノÅmide工比は，既存骨と比べ低い値を示し，インプラントと  

接する部分の新生骨は特に低い倍であった．しかし全体として4週よりも8週の新生骨でPO43ノAmide‡比  
は高い傾向にあり，既存骨と新生骨との境界は8遇において不明瞭となったことを確認した．  

・ コントロール群   

コントロールにおいては，イメージングを行うだけの新生  

骨量が形成されなかったため，測定の対象外とした．   

Fig．5．FT－IRimage of treated group－tyPe2after40f  

impla雨atiorl・Å：Measurementrange，B：POiも：トdistribution，  

C‥PO43岬∂bsorptionband，D：CO32‾abso叩tionband，E：〔ニ032－  

absorption band，F：CO32ソPO43▼ratio of distribution  

Fig．6．PO43ソAmide工ratio distributionin treated  

g‡、Oup－type20bserved by F′r－IR analysis  

結論： インプラント周囲に形成される新生骨のアパタイト結晶性の  

評価を行い，以下の結論を得た，  

1インプラント埋入4週後，8週後では3つのいずれの分析手法でも，   

新生骨と既存骨の間にはアパタイト結晶の質的な差異が認められた．  
2 埋入4週後の新生骨と8過後の新生骨の間でもアパ タイト結晶の質   

的な差異が認められた．  

3 新生骨は，既存骨のそばから成熟していく傾向が認められた．  
4 今回用いた分析手法はいずれも試料が破壊されず，再現性のある結   

果を得ることが可能であった．  

注：必要に応じて．このページをご使用ください。   



【別紙様式 7】  
個08－111  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 3 月19 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 鈴 木 浩 司  

松戸歯学部・専任講師  所属・資格   

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  
／一般研究（共同研究）／総合研究   1 種 目  

2 研究課題   

いびきや睡眠時無呼吸症候群に対する歯科的対応，特に予防について  

3 研究の目的   
いびきや睡眠時無呼吸症候群は病的認知が無く，肥満者特有のものとされて来たが，社会的弊害を考慮し  

欧米では早くから睡眠医療が盛んに行われるようになった。一九 日本人は肥満人口が欧米程多くないにも  
かかわらず，いびきをかく人種として知られている。近年，新幹線の居眠り運転を契機に我が国でもいびき  
や睡眠時無呼吸症候群に対する認知が高まり，これらが生活習慣病と深い関係を持っていることから，国の  
医療制度も歯科的治療を保険制度に導入したという経緯もある。では日本人になぜ多いかというと，第一は  
長顔と小さい顎を持つヒトは痩せていたとしても先天的に咽頭部が狭くなり，気流の流れを遮ってしまう傾  
向にある。第二に口呼吸を習慣としているヒトはいびきをかく傾向にあるため，睡眠障害を起こしやすいと  
考えられているからである。そこで，大学生を中心に顔面形態や睡眠状態を把握し，すでに睡眠障害がある  
群，あるいは予備軍を抽出し，口唇閉鎖力と口唇引っ張り強さを調査，その後口呼吸を改善するトレーニン  
グの実施等，歯科的な対応を施す。この成果が得られれば，若年者のうちから睡眠障害に対するケアーがで  
きるばかりでなく，睡眠障害の治療法としても十分活用でき，睡眠障害改善の一助になればと考えている。  

4 研究の概要   

被験者は，顎口腔系に異常を認めない学部4年生（21～26歳，平均年齢21・5歳）92名の中から睡眠状態  
に関するアンケート調査を行い，結果を点数化して，その成績をもとに睡眠状態に改善が必要と判断された  
6名（男子3名，女子3名）とした。口唇閉鎖力はLIP－DE－CUM（コスモ計器社製）を用い，トレーニング開  
始前から2ケ月間にわたり毎週測定した。一回の測定では疲労を考慮しながら3回計測を行い，その平均を  
求め測定値とした。一方口腔周囲筋のトレーニングはパタカラ（デンタルユーミ一社製）を用い毎日朝夕2  
回5分間程度使用説明書に従ってトレーニングを行った。このトレーニングについては著者らが常に状況を  
把握するように努めた。2ケ月に渡るトレーニング終了後，再度睡眠に関する調査を実施し，継続的な口腔  
周囲筋のトレーニングによる口唇閉鎖力の変化が睡眠状態にどの様な影響を及ぼしているか評価した。さら  
に，一度行ったトレーニング効果の持続を調べる目的でトレーニングを終了してから約2ケ月後に再度口唇  

実施した。  び睡眠に関するアンケートを   閉鎖力の測定およ  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

㊥■否）いずれかを○で囲んでください0否の場合は・理由書を添付して下さい0   ※ホームページ等での公開の  
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6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

これまで，いびきや睡眠時無呼吸症候群は病気としての認知が低く，肥満者の代名詞として捉えられるこ  

とが多かった。しかし，睡眠障害が起こす社会的弊害を考慮し欧米では数年前から睡眠障害に対する医療が  

盛んに行われるようになった。一方，日本人は肥満人口が欧米程多くないにもかかわらず，いびきをかくこ  

とで知られているが，病的な認識より，むしろ豪快なイメージすら持たれている。近年，新幹線の居眠り運  

ふやサリ 凝事黎やトラック運転手の居眠り運転，会議中の居眠り等を契機に社会問題化し，我が国でもいびきや睡眠  
ヽ 、ヽ ⊥   ヽ  

に対する病的認知が高まってきた。  

、びきは睡眠時無呼吸症候群の入り口であり，これらが生活習慣病と深い関係を持っていることから，国  し   

の医療制度もスプリントによる歯科治療を保険制度に導入したという経緯がある。しかしながら，スプリン  

ト療法により治療効果は得ているが，スプリント治療は対症療法であるため，予防面を含めた総合的な対策  

が必要とされる。そこで，いびきと関係の深い口唇閉鎖力に着目し，口唇閉鎖力向上のための継続的口腔周  

囲筋筋力トレーニングが睡眠状態に及ぼす影響について調査した。   

スクリーニングを目的として最初に実施した睡眠状態に関するアンケートの結果，睡眠状態に大きな問題  

を認めない者が86人，改善の必要性があるとされた者が6人であった。従って，この6人に対し本実験の目  

的や内容，方法等を十分に説明した後，同意を得て，被験者とした。この被験者6人のトレーニング前の口  

唇閉鎖力は平均8．8Nであったが，トレーニング後の結果は平均11．9Nまで増加し，被験者全員が上昇傾  

向を示した。また，2ケ月のトレーニング後に行った調査の結果6人の睡眠状態には改善が見られ，特にい  

びきの消失，熟睡感の獲得，起床時の口臭の消失等が見られるようになった。一方，トレーニ ング終了後2  

ヶ月後に行った再調査では，口唇閉鎖力は平均10．9Nに低下し，アンケート調査でも目覚めの悪さや日中  

傾眠，口渇感を覚える等の回答が得られた。   

現在，睡眠歯科診療に関わる研究や文献を検索してみると，多くの研究者や臨床家達はいびきや睡眠時無  
呼吸症候群で悩んでいる患者に対するより効果的な治療法の検討1）や，スプリント療法を用いた症例を通じ  

た診療成果の報告2）している。しかしながら，予防について報告されたものは少なく，いびきや睡眠時無呼  

吸症候群が生活習慣病の病態に深く関係していることを考えると，予防に関する検討は急務であると考えら  

れる。また，日本人のいびきや睡眠時無呼吸症候群の患者は肥満を伴っている者も多いが，顎顔面の骨格形  

態が大きく影響していると考えられている3）。特に長顔と小さい顎を持つヒトはダイエットをして，たとえ  
痩せたとしても先天的に咽頭部が狭いため，気流の流れは遮られてしまいいびきや無呼吸を発症してしまう。  

このため，下顎前方位タイプの床副子が効果的である所以である。さらに日本大学松戸歯学部付属病院スポ  
ーツ・睡眠健康歯科を訪れる患者様の殆どが口呼吸を伴っており，いびきや無呼吸の発生と密接な関係がう  

かがえる。従って日本人に対する予防法を考えた場合，肥満に気をつけることはもちろんのことであるが，  

歯科の見地から顎骨や歯列の矯正，あるいは口呼吸の改善がいびきや睡眠時無呼吸症候群の防止に役立っの  

ではないかと考えた。しかし顎骨や歯列矯正は治療そのものが大変であり，予防効果は高いかもしれないが，  

誰しもができるものではない。そこで安全で，簡便で，誰にでもできる予防法を確立するために，口呼吸と  

関係の深い口唇閉鎖力に着目し，口唇閉鎖力向上のための継続的口腔周囲筋の筋力トレーニングが睡眠状態  

に及ぼす影響について調査した。   

今回スクリ ーニングとして行った睡眠に関するアンケートの結果，睡眠状態に大きな問題を認めない者が  

86人（93．4％）改善の必要性がある者が6人（6．5％）であった。この被験者6人のトレーニング前の口唇閉  

鎖力は平均8．8Nであり，過去に日本人の平均と報告されて 
口唇閉鎖力の計測に用いたL工P－DE－CUMは被験者の口唇閉鎖力をデジタル表示することができ，客観的に評価  

することが可能である。従ってこの結果を見ると本被験者達は非常に口唇閉鎖力が弱いということが言える。  

一方，口腔周囲筋のトレーニングは，口輪筋を始めとする周囲筋を鍛える方法としては糸のついたボタンロ  

に含み引っ張る方法や，ストローを用いてコップ内の水をぶくぶく吹くという方法など様々あるが，簡便で，  

全員が一様に行えるということでパタカラを用いることにした。そして，1日2回，1回約5分のトレーニ  

ングを1セットとし，週4回，2ケ月間実施した。口唇閉鎖力の測定は毎週末に行い，その都度記録した。  

2ケ月にわたる継続的なトレーニングの結果，平均11．9Nまで増加し，被験者全員が上昇傾向を示していた。  

これはパタカラによるトレーニングの効果と考えられる。そして，2ケ月におよぶトレーニング後に行った  

睡眠状態に関するアンケートの結果6人の睡眠状態には著しい改善が見られ，いびきの消失，熟睡感の獲得，  

起床時の口臭が無くなった等の状況が見られるようになった。一方，トレーニング終了後に約2ケ月が経過  

した時点で再度調査を行った。これはいわゆる戻りを調べる目的であるが，口唇閉鎖力は平均 Nに低下し，  

アンケート調査でも目覚めの悪さや日中傾眠，口渇感を覚える等の回答が少し見られた。このことから，ト  

レーニングの継続は重要であり，口腔周囲筋を鍛えることは睡眠状態改善の一因として深く関与しているも  

のと考えられる。   
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研究の結果（つづき）   

本研究のように口輪筋を鍛え口唇閉鎖力の向上が睡眠状態の改善に役立っ可能性が考えられることから，  

予防の一環として，若年者のうちからトレーニングをすることにより睡眠障害に対するケアーができるばか  
りでなく，現在睡眠障害で悩んでいる患者様に対する治療法としても十分活用できるものと考えられる。最  
後に，軽度から中等度の睡眠時無呼吸症候群の患者に対し，スリープスプリントは大変効果的であるが，無  
歯顎や残存歯少数症例ではスプリント治療に苦労する。このような場合，口腔周囲筋のトレーニングは効果  

的かもしれない。さらに検討を継続し，歯科から発信する予防法の確立に努めていきたい。   
一方，今回の研究は筋電計測までは行かなかった。この理由として，被験者の協力や被験者の人数が多か  

ったため実験のコントロールに手間取ったということがある。また睡眠時のデータを採るにあたり，被験者  
の負担を考えると，必要経費も含めて研究計画の再検討も視野に入れていきたい。しかしながら，良いデー  
タが得られたことから，学会発表，論文投稿に結びつけていきたいと考えている。   
本研究の結果以下のような結論を得た。  

1，パタカラを用いた口腔周囲筋のトレーニングにより，口唇閉鎖力は上昇傾向を示した。  

2．口唇閉鎖カの増加に伴い，睡眠状態の向上が見られた。  

3．口腔周囲筋のトレーニングを中止すると，口唇閉鎖力と睡眠状態は低下した。  
参考文献  

1）成井浩司：睡眠時無呼吸症候群の全て．三省堂，東京，2003  

2）加藤隆史：歯科疾患と睡眠障害．現代医療35（10）：133－137，2003  

3）塩見利明，菊池哲：睡眠に歯学の臨床．日本歯科評論別冊，東京，2004  
4）秋広良秋：宇宙飛行士はイビキをかかない．三和書籍，東京，2003  

注：必要に応じて，このページをご使用ください。   
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注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 3 月16 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 飯 田  

所属・資格 松戸歯学部・助教  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

£MRIを用いたクレンチングに関わる脳活動様相  

3 研究の目的   

ヒトの行動は9割以上の割合で無意識下に行われている。日常生活で目にするTooth contacting habit  
と呼ばれる噛みしめも，大抵は無意識下で行われている。しかしながら，ヒトが何を目的として歯を噛みし  
める行為を行っているか，そのメカニズムは未だに解明されていない。現在までに，機能的磁気共鳴装置  

（fMRI）を用いてクレンチング時と静止時と比較した時の脳活動賦活部位に関する報告がされている。また，  
顎口腔領域の運動と脳機能活動の連関についてはさまざまな機器を使用した報告がなされている。 しかしな  

がら，これらの報告は口腔領域の静止時と運動時における脳活動を比較したものであり，身体運動と顎口腔  
領域の運動における脳活動を比較した報告は認めない。そこで今回はfMRI（functionalmagneticresonance  
imaging）を用いて測定し，手指の握りしめと歯の噛みしめを行わせた時の脳活動賦活部位の相違について比  

較検討を行った。  

4 研究の概要   

今期間における本研究の目的はfMRIを用いて意識下でのクレンチングに関わる脳活動の変化を検討する  

ことである。実験は日本大学松戸歯学部付属病院が所有する1．5テスラのfMRIを使用した。被験者はイン  
フォームド・コンセントを得た，脳障害の既往がなく，顎口腔領域に異常を認めない23～30歳の右利きの  

15名（男性13名，女性2名）とした。被験者へは顎運動に関する課題を指示し，fMRIにて顎運動に関係する  
脳内血流動態反応を測定した。なお，本実験は日本大学松戸歯学部倫理委員会の承認を得ている。（07－009）  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の㊥・否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい0   
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6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

fMRIを用いた実験は初期段階として実験デザインおよび測定機器のパラメーター確立のため，被験者数名  

によってpilot studyを行った。これらのデータを脳機能画像解析ソフトであるStatisticalParametric  
Mapping5（Wellcome Department ofImaging Neuroscience，University College London，UK）を用いて解  

析を行った。数回のpilot studyを行った後に実験デザインおよび測定機器のパラメーターを以下に記述す  

る内容によって行った。  

～ ◆   そ I  

lう実験方法   

被験者はインフォームド・コンセントを得た，脳障害の既往がなく，顎口腔領域に異常を認めない23～30  

歳の右利きの15名（男性13名，女性2名）とした。fMRIによる測定前にMRIにて脳内に異常を認めないこと  
を確認後，fMRIを用いて測定を行った。   

被験者のタスクは両側手指の握りしめ（fists clenching）と歯の噛みしめ（teeth clenching）の2課題で，  

実験デザインは2課題によるブロックデザインとした。30秒毎のON／OFF期間を8回線り返し，それぞれの動  
作を4回ずつ行った。2つの課題は連続して4回行うこととし，前後半の課題の振り分けは各被験者において  

ランダムとした。   

撮影にはPhilips社製Achieval．5Tを用いてEcho plannerimaging（EPI法）により機能画像を得た。  
Gradient echo－eCho planner sequenceのパラメーターはTR：3000ms，TE：50ms，FA：90O，FOV：230mm，  

matrix size：128×128，スライス厚：4mmと設定した。   

測定データの解析には脳機能画像解析ソフトである StatisticalParametric Mapping5（Wellcome  
DepartmentofImagingNeuroscience，UniversityCollegeLondon，UK）を用いた。fistsclenchingとteeth  

clenchingにおけるBOLD信号に対して，ボクセル毎に2課題を対象としたt検定を行い，BOLD信号の増加す  

るボクセルを抽出した。この活動を認めた領域を姐NI標準脳に変換し，賦活部位に関する解剖学的検討を行  

った。   

2）実験結果   

fistsclenchingとteethclenchingを比較するとteethclenchingにおいて前頭前皮質において有意に賦  

活していることが示された。この前頭前皮質における活動は両側において認められた。  

以上の結果より，teethclenchingが手指運動と比較して高次脳機能を担う前頭前野の活性に関与している可  
能性が高いことが示唆された。  

なお，本研究結果は2009年6月に開催される（社）日本補綴歯科学会第118回学術大会において発表を予定  
している。   
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平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 3 月19 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 布 施（長井） 恵  

所属・資格 松戸歯学部・講師（専任扱）  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題   

細胞接着タンパク質を固定化した生分解性材料の開発  

3 研究の目的   

今回，細胞接着タンパク質やBMP，TGトβなどのサイトカインの固定化に必要な足場の試作を行った。足  

場材料として応用する場合，組織の侵入が期待できる大きさのポアを有する3次元多孔体の足場が有用とさ  
れ，ポリ乳酸と塩化ナトリウムを混合して固化した後に塩化ナトリウムを溶出するポロジェン法と凍結乾燥  

法を組み合わせて3次元多孔体を作製した。すなわち，PLAのジオキサン溶液に塩化ナトリウムを混合し，  
凍結乾燥により多孔体を作製した時の，塩化ナトリウムの混合率が多孔体の作製状態，特にポアの形成に与  
える影響について検討したので報告する。  

4 研究の概要   
各種生分解性高分子プレートを試作した。   
1）材料はPLAとして，ResomerR202S（固有粘度：0．22dl／g，BoehringerIngelheimPharmaGmbh＆Co．  

Ingelheim，Germany），PLGAとしてはGCメンプレン（ジーシー社製，東京），ポロジェンとして，  

塩化ナトリウム（粒径180～300ドm，和光純薬工業社製，大阪）を使用し，有機溶媒として，1，4－  
ジオキサンを用いた。   

2）ジオキサン溶液単独：PLAまたはGCメンプレンを10wt％の割合でジオキサンに溶解した。PLAジ  
オキサン溶液またはGCメンプレンジオキサン溶液20ml溶液をそれぞれ直径6cmのステンレスシャ  

ーレに流し込み，液体窒素を用いて凍結後，凍結乾燥機を用いて，24時間凍結乾燥を行った。   
3）塩化ナトリウム混合の効果：10wt％PLAジオキサン溶液に，30wt％，40wt％，50wt％，70wt％の割合で粒  1㌘誓ぷ㌶禁鳥掠警題畿誓讐燥を行った0  

sE絨  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

いずれかを○で囲んでください。否の場合は．理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  
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6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  
PLA単独の場合  

SEM像は，試料表面は滑沢で，ポアの生成は見られなかった。試料断面では，不規則性なしわが多数見られ  

たが，表面同様にポアの生成は見られなかった（Fig．1）。作製した試料は形態を維持していた（Fまg．3a）。  
GCメンプレンの場合  

SEM像は，試料表面に直径10“20〃mのポアの形成が不規則性に認められた。ポアは表面全体に均一には出  

来ていなかった。試料断面では，比較的規則的に，多数のポアが生成しているのが確認された（Fig．2）。  
試料の表面側と裏面側ではポアの形成状態が異なっていることも確認された。試料は厚みが薄く，弾性で，  
形態を維持し，表面は滑沢であった（Fig．3b）。  

塩化ナトリウム混合盈が30wt％の場合  

SEM像は，試料表面および内部にポアの形成が確認されたが，ポアの直径は約30〃m程度と小さく，また，  

ポアの数も少なく，形は不定形で連続性がみられなかった（Fig．4）。試料は撤去時にもろく，形態をとどめ  
ていなかった（Fig．3c）。  

塩化ナトリウム添加量が4鴫の場合  

SEM像は，試料の表面はポアの大きさが約180“200〃mと大きくなり，30wt％に比べてポアの形成は明瞭にな  

ってきた。しかしながら，ポアの形成は試料表面に均一には見られず，局在化していた。また，内部では30  
－40〃m，または180椚200〃mと様々な大きさのポアが，かなりの連続性を有して形成されていた（Fig．5）。  
試料は撤去時に試料はくずれることはなかったが，辺縁はかけてしまった（Fig．3d）。  
塩化ナトリウム添加量が50v鴫の場合  

SEM像では，試料表面に大きさ約300〃m程度の大きなポアが，多数認められた。断面では，約60〃m程度の  

ポアが規則的に連なって形成されていた。塩化ナトリウム30wt％，40雨％の時に比べて，試料全体に平均的に  

大きさのそろったポアが形成されることが分かった（Fig．6）。試料は撤去時，辺縁はかけることはなく，形態  

を維持していた（Fig．3e）。PLA単独の場合と比較して厚みは均一で増加した。  
塩化ナトリウム添加量が7伽t％の場合  

SE㍍像ではポアの形成は明瞭ではなく，繊維が束ねられた様な状態であり，約2“3〃mとかなり小さなポアが  
わずかに見られた。また，断面でも，約2－3〃m程度の小さなポアが多数確認された（Fig．6）。試料はステン  
レスシヤ｝レから簡単に撤去できたが，辺縁はもろく試料の裏面側に微細な粒子の散在がみられた。ディス  
クの厚みは均一であった（Fig．3f）。  

朗呵叩  ：JO■m  

Fig．iSEふipIC†ureSO一触eze一女iedPLA≠・ithoutN盈ぐi  
（a）、（CトSuI兎ce＼ヰew．（軋fdi：Cr（方S－S∝【ionaJ＼▼iew  

F唱．三SEMpidWeSOi、丘eeヱednedGC－me111brane≠ilhoulNaCl  
（a）．（ぐ）ニSu戒王Cedew、（b）．（d〉：Cr防ぎ－S∝【iondv永≠  

Rg3GroぷSl／ie枯・8rfねごZぐ－drldPLAくa），Gじl肝mb口和ぐ（牡  
鮎eze－driedPLÅwilb30＼Vl％Naぐ1†c）．⊥柑Ⅵ？も（d）．  

勤wt％（e），7011て％㈹．  

Fi邑，4SEMpicl肌S（）㌻翫eze一正iedPLAwilh30≠1㌢りN託Cl  
（al．（e）：Suぬぐeヽie≠・．（b）．（d）：仁一憬S－S∝tiona】vie≠・   
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（a）．（CトSltrlミICe＼ie≠「、tb）、（dj：Cr（茶S－S∝lion∂lvic、、 

Fig，6SEhイpicll汀eSOt’如αe－drledPLA、、一油501、て％Na（1t  
輔車中側正昭甘心町勅伸l：⊂r¢SS－S亡C†iollalvieⅥ・  

ー：刈りIm  

F唱・7SEh′！piclureSOf庇αe－dried量）LA、用h70“て写もNaC】  
（れ（C）．surたICビ、Ie、V、（b），（dトCmSS－S∝lionaI＼leW  

考察   

本研究では，生分解性高分子材料であるPLA多孔体を作製するための基礎的な検討を行った。主に，ポロ  
ジェンの混合率を変化させた場合の多孔体の形成状態について検討を行った。長井1）は，PLAとセバシン酸  

誘導体の共重合体をジオキサンに溶解し，凍結乾燥を行っている。そこで，有機溶媒としてジオキサンを，  

ポロジェンとして塩化ナトリウムを用い，凍結乾燥法によって多孔体の作製を試みた。まず，塩化ナトリウ  
ムを混合せずに，PLA単独，PLGA単独で凍結乾燥を行った。その結果，PLA単独では，ポアは形成されなか  
ったが，PLGAの場合にはポロジェンなしでもポアが形成されていた。この様に，同じ溶媒に溶解しても，  

生分解性高分子の構造が違うと凍結乾燥の効果が異なることが分かった。PLGAはポロジェンなしでもポア  

を形成できるが，GCメンプレンを使って多孔体を作製することは経済的ではないので，PLA／ジオキサン溶  

液にポロジェンとして塩化ナトリウムを混合して多孔体の作製を試みた。塩化ナトリウム30～70wt％の混  
合でいずれも多孔体が作製できるものの，ポアの生成状態は塩化ナトリウムの混合率により大きく影響を受  
けることが判明した。混合率30wt％，40wt％では，ポアは形成できるが，試料全体に均一には形成されず，  

局在化していた。これは，塩化ナトリウムの混合率が低く，かつ，結乾燥前のシャーレ中での分布が均一で  

はなかったためと思われる。シャーレ中で塩化ナトリウムを均一に分散させることは困難であり，この濃度  

は実用的でないことが推察される。塩化ナトリウムの混合率50wt％の時が，強度も安定で，比較的均一  
に連続性を有するポアが形成された。塩化ナトリウムの分散状態は溶液の粘性に受けることが予想され，本  
実験での10wt％PLAのジオキサン溶液の粘性が，50wt％の塩化ナトリウムの分散には適当であったためと  
思われた。また，塩化ナトリウムが比較的均一に混ざっていたため，試料の表面性状は粒がそろい，変形も  
少なかったと思われる。PLAの濃度が異なれば溶液の粘性が異なってくるので，塩化ナトリウムの分散状態  

も当然影響を受け，多孔体の形成状態にも影響してくる。塩化ナトリウム混合率を70wt％と増加させると，  
ポアの形成が明瞭に確認できなかった。これは，塩化ナトリウムの混合率が多過ぎて，凍結乾燥作業に影響  

を与えたためと思われる。混合するポロジェンの濃度には最適な値が存在することが判明した。以上の結果  
から，ポロジュンである塩化ナトリウムの混合率によってPLA多孔体の形成状態が大きく影響を受けること  

が分かった。今後，引き続き，塩化ナトリウム50wt％混合した時の多孔体について，アルカリ加水分解処理  
によるカルポキシル基の導入やコラーゲン，フィブロネクチンなどの細胞接着タンパク質の固定化を行い，  

その生体適合性の評価を行い，生理活性機能を有する新たな足場材料や骨補填材の作製を試みる予定であ  

る。  

1）長井 恵：生体内分解性材料の研究：ポリ乳酸／コポリセバシン酸エステルブロック ポリマーおよびその  

リン酸カルシウムとの複合材の分解性，歯材器，19：56－64，2000．  

注：必要に応じて，このページをご使用ください。   
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平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 3 月19 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名御   

所属・資格 松戸歯学部・専任講師  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題   

歯科治療がQOLに及ぼす影響についての基礎的研究  

3 研究の目的   

十分に眼噂をすると脳の活性化がおこることや発育に影響を与える可能性が示唆されており、曖むことと  

脳機能との関連について研究が進められている。狙噂がどのような機能に影響を与えるかについて現在多く  

の研究が行われている。歯科治療行為における目的の一つは、岨囁機能の改善である。近年では歯科治療行  
為と全身への影響も示唆されているが、歯科治療を行い眼囁機能が改善された患者のQOLの変化については  

統一された見解はなされていない。本研究では歯科治療前後のQOLについて脳波測定やアンケート調査等を  

行うことにより、歯科治療が患者のQOLにどのように影響を与えているかを検討し、いままであまり行われ  

ていない歯科治療前後の客観的な変化について検討することを目的としている。  

これらのデータを蓄積することにより、歯科治療の重要性が確立できると考えている。  

4 研究の概要   

岨噂機能低下を主訴に病院に訪れる患者を対象とし、患者に実験主旨を十分に説明し、治療後にも測定を  
行う事を含めて説明し承諾を得る。承諾を得た患者を被験者とし、曖合状態の確認及び購入済みの校合力測  

定システムを用いて、校合力を測定する。次に心理テスト及び口腔内状態についての満足度を中心としたア  
ンケート調査を行う。最後に脳波計を用いて脳波測定を行う。   

歯科治療終了後に改善前との比較のため、1回目を行った被験者において、校合状態の確認及び校合力測  

定システムを用いて、岨囁機能改善後の校合力を測定する。次に再び心理テスト（YG性格検査）及び口腔内状  
態についての満足度を中心としたアンケートを行う。最後に改善前と同様に改善後についての脳波測定を行  

う。得られたデータについてコンビュ∵タソフトを用いて改善前後について検討を行う。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の㊥暮否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   
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6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

＜対象および方法＞  

1．対象   
被験者は、日本大学松戸歯学部付属病院に来院している51～82歳の患者である。医療面按により現在医科  

病院に通院が必要な疾患は有していないこと、実験に支障がない程度の視力を有していることを確認した。   
現在の口腔状態は、残存歯に痺痛を有する歯や進行した歯周疾患がないが、校合支持がほとんどない多数  

歯欠損を有する阻噂機能の改善を主訴とした患者を選び、 患者には実験の趣旨について説明し、研究につ  
いて理解し、承諾を得られた患者を対象とした。   

2．脳波測定課題   

課題は円、三角、四角の試料を用いた視覚による図形の鑑別である。本実験ではoddball課題に準じ、標  
的刺激（Rare刺激）を円、非標的刺激（Frequent刺激）を三角、四角とし呈示頻度を20％、80％とした。呈示前に  
Rare刺激とFrequent刺激および呈示回数について口答で説明し、Rare刺激を認めた時にボタン押しを行うよ  
う指示し、呈示時間を1000msec、呈示間隔を3000±500msecとしてランダムに連続して100回呈示した。   

3．脳波測定方法   

シールドルーム内において椅子に安静な状態で座位をとらせ1m前方にあるディスプレイの中央を見るよう  

説明し、呈示された試料を見せ、Rare刺激が呈示されたときのみボタンを押すよう指示した。情報収集から  
判断にかけての一連の認知過程をデジタル多用途脳波計（日本GEマルケット社製SYNAFIT5500）、開始からボ  

タンを押すまでの反応時間を多目的刺激コントローラ（メディカルトライシステム社製  
MultiTriggerSystem2001）にて測定した。   

事象関連電位（ERP）は、国際10／20法に基づき、正中前頭部（Fz）、正中中心部（Cz）、および正中頭頂部（Pz）  
の3箇所より両側耳栄達結を基準として導出し、振幅が±100〃Ⅴ以上を越える時にはアーチファクトの混入  
と考え除去した。ERPの測定はRare刺激、Frequent刺激の画像を多目的刺激コントローラを用いてディスプ  

レイ上に呈示した。   

4．心理検査   

患者の心理的な傾向および現在のQOLについて測定するために、心理検査及びQOL検査の測定を行った。  
心理検査はCDによる強制読み上げ方式で行い、記入時間は1問につき数秒程度で行い、深く考え込まず、直  

感で応えるように指示をした。QOL検査は、各自で任意記入方式とし、時間の制限は行わなかった。   

5．解析方法   

標的刺激が提示されたときに測定した電位を20回加算平均し、被験者ごとに加算平均波形を求めた。刺激  
開始をトリガー として、トリガー ポイントからの経過時間を潜時とし、波形の高さを振幅とした。潜時を基  

準としてそれぞれの成分を行った。その後、義歯製作を行い、義歯がおおむね安定した約2ケ月後に再びERP  
の測定、心理検査、QOLの測定を行った。義歯装着前後の事象関連電位の成分について比較を行い、義歯装着  
前後における脳科学的な違いについて検討を行った。  

＜結果＞   

義歯装着前後の事象関連電位の成分について検討を行った結果、事象関連電位の面積による比較では、義  

歯装着後は義歯装着前に比べ大きくなる傾向を認めた。  

＜考察＞   

近年、「食育」などの言葉に代表されるように食べることの重要性について、一般に認知されるようになっ  
てきたが、眼囁のために行う歯科治療行為の全身的な影響については、不明な点が多い。以前からの治療に  

関する研究では、治療後の岨囁能率の変化や天然歯と補綴物との曖合力の違いなど物理的な変化についての  
検討は多く行われてきた。その結果、天然歯と比べ補綴治療後は、校合力や狙囁能率は半分もしくはそれ以  

上に低下するといわれており、眼囁の重要性、特に脳機能との関連性については注目され、医療測定機器の  
進歩により、徐々にではあるが、脳機能との関連について報告がされてきている。しかし、歯科治療と脳機  

のはまだ少ない   能との  について  
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研究の結果（つづき）  

医療分野においては、Evidenceに基づいた医療行為の施行、そして患者満足度においても質の向上が求  

められている。歯科治療における質の向上が求められ、患者満足度などを用いた歯科治療効果に対する  
Evidenceが求められている。歯科の医療行為も形態回復から、さらに機能回復のEvidenceが求められるよ  

うになったが、歯科分野においては、報告は少なく、特に歯科治療を行った後の阻噂機能が改善された患  

者のQOLの変化については、統一された見解はなされていない。また検討方法としてはアンケート調査が主  

流であり、それ以外の方法についてはほとんど行われていない。   

本研究では歯科治療前後のQOLについて脳波測定やアンケート調査等を行うことにより、歯科治療がどの  

ようにQOLに影響を与えているかを検討し、いままであまり行われていない歯科治療前後の全身の客観的な  

変化について検討することを目的とし、歯科治療行為の中でも患者にとって影響が大きいと考えられる義歯  

による補綴治療において、脳波および心理検査を測定し、義歯装着が脳機能とくに心理的影響について認知  

科学的検討を行った。   

事象関連電位は、誘発電位の一種類であり、α波、β波などのような定常脳波とは違い、一過性の刺激に  

よって誘発する電位といわれている。この誘発電位は、刺激や方法により種類があり、末梢神経の刺激伝達  

障害の診断や、脳死の判定基準など臨床的にも応用されている。歯科分野では体性誘発電位（SEP）が三叉神  

経痛や抜歯後の麻痺の治療などについて用いられている。   

事象関連電位は、聴覚や視覚などの刺激により誘発される電位であり、刺激開始後100ミリ秒程度までに  

誘発されるものと、100 ミリ秒程度から数百ミリ秒の間に誘発されるものとに区分けされる。前者を外因性  

の要因からのものと考えられ主に刺激による生体の反射に近いとされる。それに比べ後者は、内因性の要因  

からのものと考えられ主に刺激を情報処理した結果などの認知機能的なものを反映すると考えられている。  

今までアンケート調査などで心理的な状態の検討を行う研究は、多数認められてきたが、このような事象関  

連電位を用いて、QOLなどの患者の内因性の測定についての検討はほとんど見られない。   

治療前後の脳活動を客観的に観察することは、歯科治療が心身両面の健康に及ぼす効果のEvidence確立に  

貢献できると考えられ、今回、義歯の装着前後において事象関連電位を指標とした結果、装着前後に差を認  

めたことより、歯科治療で義歯を製作し、義歯を使用することは、脳のパターン認知や記憶の照合に関連し  

た認知機能に影響を及ぼす可能性が示唆された。  

注：必要に応じて，このページをご使用ください。   



【別紙様式 7】  
個08十＝5  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 3 月19 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名岡本康裕 

所属・資格 松戸歯学部・助教  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

顎関節症に対する理学療法効果の顎運動測定を用いた検討  

3 研究の目的   

顎関節症に対する治療は，これまで校合治療が優先された時期が長く存在してきた。しかし近年，顎関節  
症に対する治療のアプローチは大きく変わってきており，理学療法が多用されるようになってきている。こ  
れまで顎関節症に対する理学療法効果の評価法は上下切歯間の距離の計測による開口量の増大が主なもので  

ある。  

そこで，開口量の増大に対しこれまでの検討とは異なった評価が行なえる，顎運動測定を用いて理学療法効  

果の評価を行う。顎運動を用いることにより，開口量の増大が開口量構成要素の何が変化したことにより確  

保できるようになったのかが確認できる。開口量構成要素の何が変化し開口量が確保されているのかを知る  

ことは，顎関節症に対する理学療法効果の評価として重要であると考える。  

4 研究の概要  
1．開口障害を認め来院した顎関節症患者さんの中で治療が理学療法での対応となったもので，その後理学  

療法のみで開口量が回復した患者さんに対しチェア｝サイドでの顎運動測定を簡便に行えるCMS－JAW  

を用いて顎運動測定を行う。   

2．測定した顎運動を解析し，理学療法によって回復した開口量は開口量構成要素の何が変化し開口量の回  
復が得られているのかを検討する。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の㊥・否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   



［実績報告書7－2〕  

氏名：岡 本 康 裕  部科校名：松戸歯学部  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

【対象および計測】   

日本大学松戸歯科病院に来院した患者より開口障害を主訴とし，MRI検査において片側性の非復位性関節円  
板前方転移と診断された患者で理学療法（開口訓練）により同等に開口量の回復を認めた者2例に対し，最  
大開閉口運動の測定をWinJawシステム（超音波動作解析器CMS－20S，デブリス社製）を用いて連続15回の顎  
運動計測を行った。   

また，被験者に対しては実験の内容の説明を十分に行いインフォームド・コンセントの得られた被験者に  
対して行った。また，実験の結果は採取の場においてPC画面上にて学院どうデータの開示ならびに説明を被  
験者に対し行った。（日本大学松戸歯学部倫理委員会承認番号ECO6－012号）   

なお，理学療法（開口訓練）は自己開口訓練とし，方法は親指と人差し指を交差させ上下の前歯を押し広  
げ，開口した状態で10秒間保持し，これを10回線り返すこととした。  

【結果および考察】   

今回検討を行う2例の初診時の開口量は症例1．は27mm，症例2．は22mmであった。   

顎運動測定の解析結果は，症例1．では回復後開口量は36．22mm，患側滑走量は3．84m恥健側滑走量は8．05mm，  

下顎回転量は21．590であった。症例2．では回復後開口量は37．00mm，患側滑走量は10．75mm，健側滑走量は  
12．57mm，下顎回転量は23．450であった。   

回復後の開口量において症例1．症例2．ともに開口量は36．22mmおよび37．00mmであり一般回復目標の35mm  

を超える近い値を認めた。滑走量において患側滑走量では症例1．は滑走量3．84mm，症例2．は滑走量10．75mm  

であり，健側滑走量では症例1．は滑走量8．05mm，症例2．は滑走量12．57mmであり，患側，健側ともに症例  
2．において大きい値を認めた。回転量においては症例1．で21．590症例2．で23．450であり症例2．が若干大  

きな値を認めた。また，初診時開口量と回復後開口量の差においては症例．1で9．22mm，症例．2で15．00mm  
であり症例2．において大きい値を認めた。   

近年，顎関節症分類における非復位性顎関節円板転移症例に対して理学療法（開口訓練）が用いられるよ  
うになり，自然治癒群と開口訓練群との開口量の回復状況の比較や顎関節腔洗浄，消炎鎮痛剤療法における  
開口訓練の有無による開口量の回復状況の比較など，理学療法（開口訓練）に対する治療効果の評価が多数  
行われている。しかし，これまでに行われている理学療法効果の評価は上下切歯点間の計測による検討であ  
り開口量を構成する下顎の回転と左右下顎頭の滑走についての検討は行われていない。   

今回の結果では，顎運動を用い開口量を下顎の回転と下顎頭の滑走量に分離し検討を行うことによりこれ  

までの理学療法効果の評価では回復後の開口量から同等の評価となるものであっても下顎頭の滑走量に大き  

な差を認めた。これは回復後の開口量は同等であるが初診時開口量と回復後開口量の差が症例．2の方が大き  
いことを反映したものとも考えられるが，従来の評価では下顎頭の滑走量の回復により得られた開口量の回  
復であるとは判断できない。   

このことから開口量が同等であっても顎機能の回復状況は同等であったとは判断できないと考えられ，理  
学療法効果の評価を開口量のみでなく顎運動を用いて開口量を下顎の回転と下顎頭の滑走量に分離し検討を  

行うことにより詳細に理学療法の顎機能回復の効果について評価を行うことができると考える。   

また，今回の検討では病態，理学療法ともに限定し検討を行ったが，顎関節症はさまざまな病態を認める  
ことから今後その他の病態に対する検討が必要であると考えられ，顎関節症に用いられる理学療法において  
も患部のマッサージ，温熱療法（ホットパック），超音波，低周波マッサージ等さまざまなものがあることか  
ら，それぞれに検討が必要であると考える。さらに理学療法においては治療効果についての検討は行われて  
いるものの，その種類，回数，強度，期間においてのエビデンスは未だ十分でない環境である。そこで，今  

後さまざまな病態，理学療法の種類，回数，強度，期間において顎運動を用いて理学療法効果の評価効果の  

評価のデータを蓄積することにより病態に即した理学療法の種類，回数，強度，期間に関するエビデンスの  
確立が可能となっていくと考える。   



［実績報告書7－3］  

部科校名：松戸歯学部  氏名：岡 本 康 裕  

研究の結果（つづき）  

【結  論】   

顎関節症患者に対する理学療法効果の評価に顎運動を用いて検討を行ったところ，開口障害を主訴とする  

非復位性の片側性顎関節前方転移患者における理学療法による同等な開口量の回復であっても異なる顎運動  

様相を認めた。   

そこで，理学療法効果の評価に顎運動を用いることにより，従来の理学療法効果の評価では検討できない  

詳細な評価ができる可能性が考えられた。  

【今後の展望】   

今後さまざまな病態，理学療法の種類，回数，強度，期間において顎運動を用いて理学療法効果の評価効  
果の評価のデータを蓄積することにより病態に即した理学療法の種類，回数，強度，期間に関するエビデン  
スの確立を目指す。  

注：必要に応じて，このページをご使用ください。   



【別紙様式 7】  
個08－116  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成21年 4月20日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名  窪田 聡  

所属・資格 生物資源．科学部・准教授  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

植物生産における多孔質鉢による超節水・省力型給水システムの開発  

3 研究の目的  

花き生産過程における環境負荷項目を低減する認証プログラム（MPS－ABC）では、農薬・肥料・水・エネル  

ギー等の使用削減が評価基準となっている。農薬と肥料については国内法等の整備により適正使用が義務付  

けられたこともあり、それらに関する研究の詔積も十分にある。一方、潅水方法については、潅水労力の低  

減という観点からの研究は多いが、わが国は降水量が多く、水が花き生産上の制限要因になることが少ない  

ことから、水利用効率の向上という観点からの試験研究はほとんどない。今後、肝Sの利用拡大に頼って、  

花き生産の水使用状況がクローズアップされることは必至であり、節水型潅水技術の砕立は急務である。そ  

こで、本研究では鉢物生産における超節水・省力型給水システムの開発を行った。  

4 研究の概要   

微細な孔隙を持つ多孔質素材を用いて鉢を製作する。鉢内部に土壌を充填し、この鉢を常時水槽内に置き、  

鉢壁を通して鉢内部の土壌に給水する。給水は鉢壁の孔隙と土壌孔隙の毛管力の差によるものであり、土壌  

の当該孔隙が水分で飽和されるとほぼ停止する。一方、植物の吸水によって土壌水分量が減少した場合は再  

び鉢壁から給水が開始される。従来法は海水直後に土壌孔隙が一時的に水分で満たされるため、一時的な根  

の呼吸阻害が発生するが、本法では毛管孔隙にのみに給水されるため、給水が飽和量に達しても根の呼吸阻  

害を起こす恐れはほとんどない。しかし、本法では従来法に比べると給水速度は遅いので、季節によっては  

植物の生育が抑制される懸念がある。そこで本研究では、異なる土壌における給水速度を検討するとともに、  

数種の植物を従来の頭上潅水法、底面給水法および本システムにおいて、植物の生育、水消費量肇を比較検  

討し、基礎的なデータを収集するとともに、適用可能作目を明らかにした。なお、本研究成果をもとに、「容  

器に植えた植物の地下部環境制御装置及び地下部環境制御方法」として特許出願（特願2008－245231）した。  
5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

・否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は．理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2］  

氏名：窪田 聡  部科校名：生物資源科学部  

6 研究の結果（総合研究の研究代兼帯は，4，000字以上記入してください。）   

実験1 多孔質鉢の給水速度に及ぼす土壌の種類の影響   

花井栽培によく利用されている赤玉土、黒土、砂、市版の培養土であるサカタスーパミックス、赤玉土：  
黒土：サカタスーパーミックス＝1：1：1（用土1）、黒土：サカタスーパーミックス＝1：1（用土2）の6種類を  

供試した。また、比較として鉢のみで給水させた区も設げた。鉢は3．5号の無穴素焼鉢（多孔質鉢）を用い  
た。これらの土壌を3．5号多孔質鉢に入れ、鉢を水槽内に静置し12時間ごとに重量を測定し、給水速度を求  

めた。また、これらの給水速度と10分間ごとの蒸発散量のモデルを用いて多孔質鉢に入れたこれらの土壌に  

植物を植えた場合の鉢内土壌水分率を計算し、本システムにおける水供給能力についてシミュレーションし  

た。   

多孔質鉢単体の透水性は4mL／日であったが、各土壌の吸水速度はこれよりも著しく速く、赤玉土の場合  

最も速い時89．3mL／日であった。したがって、多孔質韓内土壌への水分供給は鉢壁からの透水性に加えて、  

土壌の毛管力による吸水性が大きく影響を与えていると考えられる。土壌の毛管水はpf’1．8～4．2までの土壌  

水分張力で保持された水分であるが、この内植物が有効に利用できる水分の範囲は、pFl．8～2．7の範囲であ  

る。したがって、毛管水を利用する本給水システムの場合、このpFの範囲の水分を多く保持できる土壌が本  

システムに適しているといえる。本実験では各土壌のpF一水分曲線を測定していないため、供試した土壌の  

水分特性は不明であるが、池田（2000）のデータによると、赤玉土とピートモスのpFl．8～2．7の範囲の土壌  

水分率の羞はそれぞれ9％と5％であった。したがって、赤玉土はピートモスよりも、1．8倍給水速度が速い  

と考えられる。サカタスーパーミックスはピートモスを主体とした培養土であるため、サカタスーパーミッ  

クスはピートモスに近い特性を示すと考えられる。本実験の赤玉土とサカタスーパーミックスの給水速度は、  

サカタスーパーミックスよりも赤玉土が著しく速かったこととおおむね一致する。  

1日当たり10％の土壌水分が連続して失われると、供試したほとんどの土壌では土壌水分率が回復するこ  

となく低下したが、1日当たり8％の土壌水分が失われた場合には、赤玉土と用土1では土壌水分率はほぼ一  

定に維持された。したがって、これらの土壌の場合、植物に対する有効水分の供給能力の限界は、1日あた  

り8％の水分に相当すると考えられる。本実験で利用した3．5号鉢の有効土壌容積は400mLであることから、  

32mLの蒸散畳まで対応できる。4号鋳の場合には容積が650mL、5号鉢の場合には1000mLであるから、  
植物に庚給できる水の量は1日あたり52mLと80mLと概罪できる。実際に5号鉢でシクラメンを育成した  
場合の一日の蒸散量は培養土からの蒸散量も含め約80mLとされている（三浦，1993）。これらのことから、  

5号の多孔質鉢を用いれば、水の供給能力から見てシクラメンの栽培も十分可能であると判断できる。また、  

赤玉土を主体とした土壌の場合、水分率が45％の時の気相率は約30％確保されていることから、これらの土  

壌を利用することにより、土壌水分と空気がバランスよく植物根に供給できるものと考えられる。   

実験2 多孔質鉢栽培における花井作物の生育・開花   
植物材料はパンジー （閏b由’×Ⅳ止むⅧ血刀∂Gams）‘デルタプレミアム ディープブルーウイズブロツ  

デ、デージー （βe〟由per錯ガ由L．）‘タッソー ストロベリー＆クリーム’ぉよびガーデンシクラメン  

（q7血即peヱ鹿び皿M乱）．‘リブレットFl’を供試した。実験区は3号の無穴素焼鉢を用いた多孔質鉢区、  
3号の黒ビニールポットを用いたマット給水区、同じく3号の黒ビニールポットを用いた手濯水区とした。多  

孔質鉢区は3号無穴素焼鉢を直径9cmの穴を5箇所あけた発泡スチロールの板にはめこみ、パンジーの場合  

は水面に浮かべ、デージーの場合は8分目まで水を入れた白色プランター（菜園プランター650，アイリスオ  

ーヤマ）（縦22．5cmX横64．5cm、深さ18cm）の上に乗せた。給水量がわかるよう、各プランターに22cmの  

透明なビニールチューブをとりつけた。マット給水区はサカタのタネから購入したジフイーキヤピラリーシ  

ートをベンチ上（117cmX89cm）に7cm垂れ下がるように敷き、そこに3号黒ビニールポットを置いた。水  
は多孔質鉢区では水深15cmを推持するよう、毎週1回プランター内へ給水した。マット給水区は土壌水分率  

が39％になった時、マットに1分間ポンプで給水した。ポンプの吐出量は13．5L／分であった。手潅水区は  

マット給水区と同様の土壌水分率になったときに、130mL／鉢濯水した。根域温度と気温は温度ロガーを用  

い、10分間ごとに自動計測した。なお、根城温度は地表面から3cmの深さにセンサーを差した。土壌水分率  

はセンサーを用い、データロガーにより10分間隔で自動計測した。   
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部科校名：生物資源科学部  氏名：窪田 聡  

研究の結果（つづき）  

パンジー の乾物生産と生育は多孔質鉢区が最も優れた。栽培期間中の潅水量は多孔質鉢区では1．8Ⅰノ鉢、  

マット給水区では3．OL／鉢、頭上潅水区では0．9L／鉢となり、多孔質鉢区の潅水量は従来法のほぼ中間的な値  

を示したが、これを乾物生産量の水の利用効率として捉えると、多孔質鉢区では0．96g几、マット給水区で  

は0．3g几、頭上潅水区では1．13g几となった。したがって、多孔質鉢では潅水に利用された水が有効に利用  

され乾物生産が促進されたものと考えられる。   
デージーの乾物生産と生育はパンジー と同様に多孔質鉢が最も優れた。栽培期間中の潅水量は多孔質鉢区  

では1てL／鉢、マット給水区では7・8工」／鉢、頭上潅水区では3・1L／鉢となり、多孔質鉢区で最も少なくなった。  

デージーり栽培では多孔質鉢区の水面からの水分蒸発を抑えるように装置を改良したため、パンジー と比較  

して著しく海水量が少なくなったものである。また水利用効率は多孔質鉢区、マット給水区、頭上潅水区で  

それぞれ3．9g几、0．6g几、1．4g几となり、多孔質鉢区では耗水に利用された水が極めて効率的に乾物生産に  

利用されていた。   

ガーデンシクラメンの生育は頭上準水に比べて多孔質鉢区で優れた。マット給水区では植物が途中で枯死  

した。   

パンジー、デージー及びガーデンシクラメンの栽培において、マット給水区および頭上潅水区の鉢内の温  

度（根城温度）は特に夏季において根の生育が阻害される30℃以上になる日が多いが、多孔質鉢区の根城温  

度は気温とほぼ同じかそれよりもやや低く推移するため30℃を越える日は少なく、また最低温度は気温より  

も約2℃高く推移した。すなわち、多孔質鉢区の根城温度は従来の栽培方法に比べて、マイルドに推移し、  
根の生育に好適な環境が長く維持されていることが判明した。その結果、パンジー、デージー、 ガーデンシ  

クラメンの根の生育は、従来法に比べて著しく促進された。   

3秤頸の植物を栽培した結果、乾物重は多孔質鉢で増加したことから、他の2区に比べて光合成活性が高  

かったものと推察される。光合成は菓からCO2を吸収し、光エネルギーを利用して炭水化物を生産する一連  

の過程であるが、CO2の其内への取り込みは気孔を介して行われる。気孔は水ストレスに敏感に反応し、水  

分が減少すると葉の水分の損失を防ぐために速やかに閉鏡する。したがって、水ストレスを受けた植物は大  

気中からCO2を吸収することが困難となり、その期間中には光合成はほとんど行なわれなくなる。今回の実  

験では、多孔質鉢では土壌水分率が約45％で実験期間中きわめて安定的に推移したのに対し、頭上潅水区と  

マット給水区では36％まで低下することがあった。土壌水分に対する気孔の閉鎖の程度は植物の種類によっ  

て異なると考えられるが、少なくとも頭上潅水やマット給水のように一時的に土壌水分率が低下する場合に  

は、気孔が閉塞し、光合成が抑制されていたものと考えられる。さらに、根の生育は多孔質鉢で著しく促進  
されていた。このことも、養水分を土壌から効率よく吸収するように働き、一層CO2吸収が促進されたと推  

測される。また、吸収された養分、特に窒素はCO2の暗固定に関与するRubiscoやクロロフィルの生合成に  

不可欠であることから、根の発達は窒素の吸収量の増加をもたらし、間接的に光合成活性の促進に寄与した  

ものと考えられた。   

以上のことから、従来法では土壌水分率は潅水時に著しく高く、潅水直前に低下する変化を示し、土壌水  

分率と気相率の変動は激しいが、多孔質鉢を利用した給水方法では、赤玉土を主体とした土壌を利用すると、  

昼に土壌水分率は一時的に数％低下するが、夜間に回復するため、鉢内土壌水分率が約45％、気相率は約  

30％の環境がほぼ安定的に維持できることがわかった。鉢内の温度環境も従来法に比べると極めてマイルド  

に維持され、根の生育を阻害する温度環境に遭遇する時間が従来法に比べて大幅に低減できた。このような  
環境でパンジー、デージー 、ガーデンシクラメンを栽培すると、いずれの植物も従来法に比べて著しく生育  

が促進され、水面からの蒸発量を改善すると従来法に比べて著しく潅水量を低減できた。   

本研究では潅水量の低減を主目的として実験を行ったが、多孔質鉢栽培では根の生育促進が著しく、それ  

には根城温度が強く形幣していると考えられたことから、今後は根城温度を積極的に制御することにより植  

物成長を調節する技術に結びつけることが可能で、地下部の水分環境と温度環境を複合的に制御する装置が  

開発できる。このため、これらの研究成果を基にして特許出願した（特願2008－245231）。また地下部の温度  

環境がどのようなメカニズムで地上部の生育を調節するのかという学術的な研究にも役立つと思われるた  

め、今後これらについてさらに検討を進めるつもりである。  

注：必要に応じて．このページをご使用ください   
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平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成21年3月 21日  
日 本 大 学 総 長  殿  

ウノ 

氏  名村田計 
＼ 

所属・資格 生物資源科学部・教授  

下記のとおり報告いたします．  

注：該当する種目を○で囲んでください．  1 種 目  ／一般研究（共同研剋 ／総合研究   一般研究（個人研究）  

2 研究課題   

琉球列島を水際とした保全医学のための外来病原微生物侵入モニタリング  

3 研究の目的   

本研究は，琉球列島における外来病原微生物（AlienMicro－Organisms）侵入のモニタリングシステム構築を  

試みると伴にリスク評価を行い，希少鳥類保全およびヒトの健康維持に役立てることを目的とした．   

琉球列島は国内における「南限の水際」として外来病原微生物侵入を監視する上で極めて重要な検疫地域  

である■．渡り鳥や漂鳥が飛来する琉球列島の湿地および森林地帯には，ヤンバルクイナ，ノグチゲラ，カン  

ムリワシなど希少な固有鳥類が生息している．このような土地に国外の熱帯もしくは亜熱帯地域から飛来し  

た鳥類によって節足動物媒介性病原微生物がもたらされ，それらが在来の蚊によって媒介された場合，国内  

に固有鳥類に与える影響は大きい．また，その病原微生物がヒトと動物に共通のものであれば，公衆衛生上  

の問題ともなる．そのようなことから，琉球列島をモニタリング地域に選定し住血原虫を節足動物媒介病原  

体の指標微生物として外来病原微生物侵入のモニタリング手法の構築を試みた．  

4 研究の概要   

沖縄本島のラムサール条約指定湿地である漫湖およびその周辺地域ならびにヤンバルクイナの生息地であ  

る国頭村安田区周辺において蚊を採取し，蚊種を同定すると共に分子生物学的手法を用いて蚊体内から鳥マ  

ラリア原虫遺伝子断片の検出を試みた．   

漫湖に飛来する渡り鳥と住血原虫媒介蚊との関係について調査し，シギ・チドリ類を中心とした渡り鳥の  

飛来時期や媒介蚊の発生時期さらに其々の種の違いによる原虫感染の可能性を分析した．さらに漫湖周辺の  

湿地で捕獲された渡り鳥と留鳥から血液採取して住血原虫感染の有無を調べた．   

沖縄本島北部に限局的に生息する希少鳥類であるヤンバルクイナ（G（才J抽α伽ざ0妨1αWαe）と寄生体（住血原  

虫）との関係を，原虫媒介蚊や生息環境も含めて野外調査し，人間の生活環境が野生生物間の相互関係に与  
える影響を評価した．  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の  ・否） いずれかを○で囲んでくださしヽ．否の場合は，理由書を添付して下さい．   
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氏名：村田浩一  部科校名：生物資源科学部   

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください．）   

本研究目的を達成するため，沖縄県の漫湖およびその周辺地域ならびに国頭村で行った調査研究の結果を  

以下のとおり分けて記す．  

【沖縄県漫湖およびその周辺地域での研究結果】   

約1年間にわたり，沖縄県那覇市漫湖周辺において捕虫網およびドライアイスを誘引剤としたCDC型トラ  

ップを用いて蚊を採集し遺伝子解析をおこなった．採集された蚊は，実体顕微鏡下で形態学的に種同定した．  

最大5匹を1プールとしてDNA抽出した後，鳥マラリア原虫のmtDNAcytb部分領域を標的とした  
nested－PCRを行った．蚊とシギ・チドリ類との関係を漫湖水鳥・湿地センターから提供を受けた同年度の飛  

来情報を用いて検定した．同県沖縄市比屋根湿地において環境省の許可を得て捕獲されたシギ・チドリ類等  

の渡り鳥ならびに留鳥から得られた血液試料を用い，同様の方法で鳥マラリア原虫遺伝子の検出を試みた．  

標的遺伝子の増幅が認められた場合は，増幅産物の塩基配列をダイレクト・シーケンス法で決定し，DNAデ  

ータベースに登録された配列と比較検討した．   

漫湖周辺の周年調査で，7種758頭の蚊（フタクロホシチビカ（とルα〃8ねe血刀OVOム∫C〟γd）、シロハシイェカ  

（C〟J鰐ク∫e〟ゐvね力〃〟≠）、ネッタイイェカ（凸い御伽甲喝血相加触）、コガタアカイエカ（α．而加血町血払）、ヒ  

トスジシマカ（de血α胎甲fc如）、キンイロヤプカ（de．Ⅴαα揖乃如70乃め、オオクロヤプカ（dr〝痩e柁∫∫〟ゐα／ねねげ）1  

が採集された．そのうちヒトスジシマカが88％，ネッタイイエカが11％と大半を占めていた．最も多くの蚊  

が採集されたのは7月から9月の3ケ月間で，その期間はキアシシギ（升呵gαゐ脚7密e∫）飛来数のピークと重  

なっていた．12月と1月の飛来時期における蚊採集数は少なかった．全体的に蚊採乗数とシギ・チドリ類飛  

来数のピークは重なっていたが，鳥種および蚊種毎の関係性を解析すると接触時期がそれぞれの間で異なる  

ことが推察された．今回，吸血蚊は採集されなかったため，吸血源となる鳥種は特定できなかった．また，  

蚊体内から鳥マラリア原虫遺伝子は検出されなかった．   

比屋根湿地で捕獲された8種39個体の鳥類のうちリュウキュウメジロ（Zo∫Jer叩り甲8月加∫J㈲C如oe乃∫ね）  

やアオアシシギ（r〃e占〟Jαrね）など4種4個体（10．3％）から鳥マラリア原虫遺伝子が検出された．沖縄島の  

留鳥からのみ検出される遺伝子配列が認められた一方で，本州の野鳥から一般的に検出される配列も認めら  

れた．   

渡り鳥によって伝播される鳥マラリアやウエストナイル熱等の節足動物媒介感染症（VBDs）の国内産鳥類  

への影響を評価するには，鳥の飛来時期と媒介昆虫の発生時期との関係を理解することが重要である．渡り  

鳥の中でもシギ・チドリ類は南北半球問を長距離移動し，その中継地として国内の湿地や干潟を春と夏に利  

用している．かれらの夏の渡りは蚊の発生時期と重なっており，越冬地としても利用される沖縄島内の湿地  

では蚊が周年発生している．そのような時期と場所へ国内に存在しないVBDsが渡り鳥によって運搬され侵  

入した場合，当地に生息する蚊の媒介によって感染拡大する可能性がある．希少固有鳥類が生息する琉球列  

島の湿地においては，種保全の観点から蚊媒介感染症に対する継続監視調査が求められる．  

【沖縄県国頭村での研究結果】  

沖縄県国頭郡国頭村安田区および同村伊部において捕虫網およびドライアイスを誘引剤としたCDC型トラ  

ップを用いて蚊を採集し種同定した．最大5匹を1プールとしてDNA抽出した後，鳥マラリア原虫のmtDNA  
c舛あ遺伝子部分領域を標的としたnested－PCRをおこなった．陽性サンプルについてはダイレクトシークエン  

ス法で塩基配列決定後，分子系統解析をおこなった．  

10属25種4，272個体の蚊（オオハマハマダラカ（血呼如才即日〃岬力eJe∫）叩e′87），オオクロヤプカ（」r椚なere∫  

いr′乃なe′e∫）∫〟占α伽触），ムラサキヌマカ（C叩〟〟J蕗城d（C印南馳眈如）c欄坤e∫），カラッイエカ（仇Jα（C〟Jα）  

抽αe〃わr妙〃C力〟∫），ネッタイイエカ（C上（C肌）函血訂卿和明触血血），ヨツホシイエカ（α．（C肌）頭鹿那），  

コガタアカイエカ（C丸（Cば．）か細e乃わ殉′〃Cゐぴ），アカクシヒゲカ（Ck（C〟JわわJ町叫ク㌦ねわ血r（江），リュウキ  

ュウクシヒゲカ（α．（C叫何頭脚ぬ），カギハシクロクスカ（Ck（E〟椚eJ弼0′町ね）占rev如如），コガタクロク  

スカ（色・（且∽乃・）物腰舶），フトシマツノフスカ（α．（⊥印加ce用0叩′伺わ殖励J〟∫），アカツノフスカ（α．（エ甲．）  

′〟抽如αCね），トラフカクイカ（凸．仏地域摘叫伽弱，オキナワヤプカ（Oc肋roね加岬r〟Ce力α〝如〃加）  

0肋αWα〃〟∫），ハマダラナガスネカ（α班呼0ゐ〝γ7αα〃呼ゐeわ′血），ヒトスジシマカ（葺曙0〝γiαα仏軍ic触），リ  

バースシマカ（鼠rル椚れトウゴウヤプカ（乃〃血加わgo7），フタクロホシチビカ（抄α乃0加〃ね（脅g〟瑚cα鋸α）  

あゎ‡αC〟Jαね），ムネシロチビカ（抄■（飯．）〃加ゎね〟用），ストウンチビカ（抄．（脅e．）ノαCbo乃∫），オキナワチビカ  

（伊．（ひα乃0加血）α乃〃d乃ゐねれマクファレンチビカ（抄．（抄乱）椚αゆrJα〃eれ コガタフトオヤプカ（陀r川肌〃α  

（助r占αC肋カ㈲ゐ祝わ〃ね））が採集された．   



［実績報告書7－3］  

部科校名：生物資源科学部  氏名：村田浩一  

研究の結果（つづき）   

なおコガタフトオヤプカは長崎県大村で発見され（Y弧1ada．1932），同地において再発見されたが（Ohmori．  

1952），1954年以来基産地での採集報告はない．西表島，石垣島での採集報告はあるものの，これらの地域  

でも非常に稀な種で，九州と八重山諸島の中間地域にあたる沖縄本島，奄美大島での採集報告はこれまでな  

かった．本報は，沖縄本島におけるコガタフトオヤプカの分布初記録となった．   

採集された蚊のうち，液浸標本，乾燥標本，損傷が激しいサンプルを除く6属18種3，253個体の雌蚊（オ  
オハマハマダラカ，オオクロヤプカ，ムラサキヌマカ，カラッイエカ，ネッタイイエカ，コガタアカイエ丸  

アカクシヒゲカ，リュウキュウクシヒゲカ，カギハシクロウスカ，コガタクロウスカ，フトシマツノフスカ，  

オキナワヤプカ，ヒトスジシマカ，リバースシマカ，トウゴウヤプカ，フタクロホシチビカ，ムネシロチビ  

カ，オキナワチビカ）から抽出されたDNAサンプル0．86％（28／1263）に鳥マラリア原虫遺伝子の増幅が認  

められた．増幅が確認された種はオオハマハマダラカ，オオクロヤプカ，ヒトスジシマカ，リバースシマカ  

の4種で，それぞれの感染率（MIR）は，0．20％，1．27％，0．58％，1．19％であった．また，オオクロヤプカ  
からは肋e椚中和Je〟∫Sp．の遺伝子が検出され，過去にヤンバルクイナから検出されガムe椚呼相加∫Sp．の塩基配  

列と比較した結果，241塩基中240塩基が一致した．分子系統解析の結果，ヤンバルクイナとオオクロヤプ  

カから検出された助e椚呼和才e〟∫Sp．の隣接するクラスターには主に南方の鳥種から分離された鳥マラリア原  

虫遺伝子が存在していたが，これらの助e椚呼rOJe〟∫Sp．との相同性は88％と高かった．   

我々は，これまでに本地域の野鳥から鳥マラリア原虫（Plasmodiumspp．／Haemqpnteusspp．）を検出してい  

るが，そのベクターとなる蚊種に関しては不明であった．今回，オオクロヤプカから検出された鳥マラリア  

原虫遺伝子配列は過去にヤンバルクイナから検出されたものと高い相同性を示し，オオクロヤプカが本原虫  

を媒介している可能性が示唆された．オオクロヤプカは東南アジア起源の蚊であるが，人間の生活環境に適  

応して分布拡大してきた．ヤンバルクイナが本来の生息地である森から出て人家近くで生息し始めたことで  

本蚊種と出会い，新たな原虫感染環が形成されたとも考えられる．  

以上の研究結果から，琉球列島において渡り鳥が関与する節足動物媒介病原微生物の侵入をモニタリング  

する上で，住血原虫が適切な指標微生物となる可能性が示された．とくに鳥類が感染源となり蚊の媒介によ  

ってヒトに感染するウエストナイル熱のような人獣共通感染症のモニタリングにおいては，蚊の吸血噂好性  

すなわち蚊と鳥との関係を知る上で，住血原虫を対象とした本研究手法はきわめて有用であると考える．近  

年，「やんばる」では鳥マラリア原虫保有率が高くウエストナイルウイルスに対する感受性も帯いハシブトガ  

ラス（Co川Mmα仁和r妙〃C力0∫）が増加していることから，当地に生息する希少な固有種の保全を図るためにも，  

鳥類と媒介蚊に関する継続的なモニタリング調査必要であると考える．  

注：必要に応じて，このページをご使用ください   



【別紙様式 7】  
＊課甥番号  個08－118  

注：課惣帯号を取入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 4 月 28 日  
日 本 大 学 総 長   照  

氏  名   

所属・腎格  月三物狩軒科学部・准教柁  

下記のとおり報告いたします。  

／一般研究（共同研究）／総合研究  注：陪当する秤目を0で囲んでください。  1 帥 日  

2 研究謂埋   

バイオエタノール生産に伴う副産物の反初家畜飼料としての利用に関する研究  

3 研究の目的   

地球泥噌イヒガスである二酸化炭詔の削減を巨1的とした燃料用バイオエタノールの生環・利用の増加に伴い、  

その原料となる蒋顆の諾：給が遺迫して価格が帯晒している。そこで貴朽の代帯としてバイオエタノール産生  

に伴う刷荷物であるDDGS（drieddistiller’s gr・ains with solubles：アルコール蒸留粕）の飼料として  

の利用が3gl持されている。本研究ではDDGSの反噺家都岡料としての特性を明らかにしてその描正な利周  

の可佗性を粗けする。   

払棒的には、DDGSは租借肪および粗・買白門合冊がF：；いことからエネルギーおよび蛋白質飼料としての  

両l而の可稚性が考えられる。L・かし反勾1－J内徽生物の括牲を陛L吾する多価不飽和脂肪酸合冊が高いこと、お  

よび製造工柁における勲処刑に伴って反甥円内での蛋白門分解悼が低下していることにより、微生物の発  

軒・椚和が制限される可能牲も想定される。木研究では、成分的iこは栄華価が高いと考えられるDDGSの  

す′tの側耐こノⅠミ点を当てることにより、DDGSの給与に伴う問埋′駕を明らかにする。  

4 研究の概要  

国内の飼料会社で入手可碓なDI）GSを用いて反制円内における蛋白門の分解率とその変動範囲を測定す  

るり 併せて、反徽円内御生物の発酵・椚郁に及ぼすDDGS添加の影響を調べる。損初、バッチ式の情理に  

より、添加れや併給銅料の組合せ写をスクリーニングした後、人工ルーメンを用いてより実際に近い条件下  

でのDDGSの添加効果を検討する。前任地（所在．1－ご（地研究所）では共同でけi】苛された人工ルーメン（ルシ  

テック）を用いた研究実緋があり（下記黙約黎明）、円木大学でもこの裳閏が利用可経となれば、今回の研究  

を含め、研究の怖が多岐にわたって広がる。  

5 研究組織（共有I研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代来者   

・研究分・担軒（役割分担）  

否） いずれかを○で囲んでください。否の培合は．理由爬を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2］  

氏名：梶川 怖  部科校名：生物日照科学部  

6 研究の結果H■と合研究の研究†ぐ性行rt．丸qOO字以上記入してください。）  

1）バイオエタノール製造潮（DI〕GS）の反覇家浴用飼料としての利用が注目を択めているが、現在国  

内で流通しているDDGSは、飼料成分、特に釣維において大きな変動が認められている。そこでロットの  

見なるUDGSにおける飼料成分1TrJの†軋連を解析することでその原因を検討した。   

供祇試料として円内に流通しているDDGS27点を任用し、それぞれのCP、NDF、ADF、ADF  

リグFン（ADL）、および撒推結合性の賃日印である中性洗剤不溶性CP（NDICP）と酸性洗剤不溶性  

CP（ADICP）等を測定したL，   

NDFは、31～ヰl％、＾DFは9～19％、ADLは1．1～4．2％、NDF－ADF（ヘミセルロ  
ース）は20～26％の問で変動し、ADLはNl⊃FおよびAIJFと有意な正の相聞が比られた（5％水準）。  

いっぽうCPの変勒種憫は28～33％と比較的小さかったものの、ND t CPは1．5～6．8㌔、ADIC  

Pは0，7～5．2？；の問で変動し、それぞれNI）FおよぴADFと有意な正の相mが見られた（l％水準）。  

NDFの変動に対する弊禦要因としては、NDICP＞ヘミセルロース＞ADLの岬であった。このことか  
ら耶料トウモロコシの成さ：：さ～に伴うリグニン化よりも製造過柁での熱処理による蛋白門勲変仲（あみのカルポ  

ニル反応）の差がより大きな変動の要因になるものと考えられる。   

いっぼうNDF含・r托の差はTL）N推定値に有訊こ形禦を及げす得ではなく、粗脂肪の変動（11～17（払）  
がより大きなエネルギー怖の変動要閤となった。  

2）上記で留吉されたDDGSに見られる紙維成分の変動は、質自照の利用性に影響を及ぼす可能性が高  
い。そこで鞍維成分仰が異なるDDGSを用いて、そのルーメン内洋‖ヒ他に及ぼす縛維含r托の形轡を検討し  

た。   

NDF含飛の異なるDDGSを6点選択して、第一‖フィステル装砦半を用いたインシチュ試験を行った。  
すなわち試料をポリエステルバックに5g秤爪し、72時間までの窪1輯的な消化率を求めた。水のみで洗浄  

したものを0時間の試料とした。消化死洒は60℃で乾恨後、NDF、ADF、CP、NDICP、ADI  

CP等を測定した。   

NDF含爪の低い2試料（平均NDF34％）と高い4試料（平均NDF39％）のrT；1では乾物の消化速  

度に違いは比られなかったものの、0時間の消失革は揃者が高く、可溶性何分において差が見られた。CP  

消失ポも同様に低NDF訊謹l・で高い可溶作画分を示したが、消化速度は吊■占NDP試料で高い肺を示した。iilj  

化裡漬CP中のNDICPおよぴAD f CPの割合はどの試料も基本的にIた椚えてこないことから、熱賛  

した丑泊門（糟維結合相三軍白門）の椚化性は決して低くないことが示唆された。  

3）DDGSは、新しい飼料閂押として住田されているが、肺肪合冊が高いことから反初円内微生物の代  
榊に対する朋禦が幣念される．ユ 木．試験では、バッチ培華によるインビトロ試験を用い、DDGSの消化およ  

び発酵僅に及ぼす効果を特に脂肪の測而から検討したっ また、同時に脂肪添加によるメタン荏生抑制効傑に  

ついても検討した。当研究室飼華の牛から採取したルーメン内容腋を希釈した培地に試験試料を添加してバ  

ッチ培糞を行い、消化および発酵性（ガスおよび揮発性脂肪酸（VFA）産生澤）を測定したっ 試験区は①脱  

脂DDGS＋GL（脱脂された脂肪に含まれるものと同量のグリセロールを添加）、②DDGS、（劃脱脂DD  

GS＋コーン油（脱脂された脂肪に印当する爪）の3区とした。その結果、消化率およびガス圧において試験  

区間で差が見られなかった。一方、脂肪酸の存在による有意なメタン産生・量の低下が見られた。このことか  

ら、DDGSは発酔を阻書することなくメタン抑制効果を持つ有用な飼料であると考えられる。  

2   



【別紙様式 7】  
個08－119  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成21年 4月22日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名  松宮 政弘  

所属・資格 生物資源科学部・教授  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

海洋生物キチナーゼの構造と基質分解特性に関する研究  

3 研究の目的   

キチン質は地球上ではセルロースに次いで2番目に多いバイオマスであり、キチンのキチナーゼによる分  

解生成物であるキチンオリゴ糖は晴乳類において免疫買武清作用を、単糖（N－アセチルグルコサミン）は変形  

性関節炎の治癒効果や甘味（砂糖の60％）などを示し、機能性食品素材として有用である。化学合成された  
N－アセチルグルコサミンの食品への利用は認可されないため、酵新法による調製が最も主要な調製方法であ  
る。しかしながら天然に存在するキチン質は強固な結晶構造を有して不溶性であり、これまでに報告されて  

いる微生物由来の酵素では分解しにくい。申請者はこれまでに、海洋生物の魚類胃、イカ肝臓および海藻に  

特異なキチン分解特性を示すキチナーゼが存在し、特に魚頸胃のそれは強固な結晶性キチンに対する分解能  

が高いことを明らかにしてきた。本研究は海洋生物キチナーゼを用いた効率の良いキチンオリゴ糖、単糖製  

造のための基礎研究を目的とする。  

4 研究の概要   

海洋生物より粗酵素液を調製し、硫安分画および各種クロマトグラフィーによりキチナーゼを精製し、そ  

の酵素学的性状を明らかにする。新たに、およびこれまでに精製したキチナーゼの結晶性キチン分解能およ  

びキチンオリゴ糖分解様式を測定する。精製キチナーゼのN－末端アミノ酸配列あるいはペプチドのアミノ酸  

配列を分析する。特異な基質分解能を示すキチナーゼを複数選び、TotalRNAを抽出し、逆転写酵素を用い  

てmRNAよりcDNAのテンプレートを合成する。N一末端アミノ酸配列より縮重プライマーを設計し、PCRにて  

DNAフラグメントを増幅する。得られたPCR生成物をテンプレートとし、さらにNested PCRを実施する。増  

幅断片をベクターに結合させ、大腸菌に形質転換させ、プラスミドを得る。DNAシークエンスにより内部配  

列を明らかにする。得られた部分配列のデータよりPrimerを合成し、5’ぉよび3’RACE法により上流域お  

よび下流域の塩基配列を分析する。全長のクローンを得、その構造を明らかにし、キチナーゼの構造と基質  

分解特性との関  連を比較検討する。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の（⑤・否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   



［実績報告書7－2］  

部科校名：生物資源科学部  氏名：松宮 政弘  

6 研究の結果（総合研究の研究代袈者は，4，000字以上記入してください。）  

1．シログチ胃キチナーゼの精製：シログチ胃より粗酵素液を調製し、硫安分画後、キチンアフィニティー  

カラムに添加し、吸着タンパク質を0．1M酢酸にて溶出した。次に、得られたキチナーゼ活性画分を陽イオ  

ン交換のCMトヨパール650Sカラムに添加し、0－0．7M NaClのグラジェントにより吸着タンパク質を溶出さ  

せた。キチナーゼ活性は0．55M付近で溶出したため、SDS－PAGEにより、純度を検討したところ、2種のタン  

パク質（分子量50kDaと42kDa）が含まれていることが判明した。そこで、この活性画分をさらに疎水性  
クロマトグラフィーのプチルトヨパール650Sカラムに添加し、吸着タンパク質を0．8－OM硫酸アンモニウム  

のグラジェントにより溶出させた。その結果、硫酸アンモニウム濃度0．1M付近にキチナーゼ活性とタンパ  

ク質の溶出が一致したピークを得た。精製されたキチナーゼはSDS－PAGEにおいて単一バンドを示し、分子量  

は42kDa、等電点は6．7と推定された。  

2．シログチ胃キチナーゼの譜性質：シログチ胃キチナーゼのN一末端アミノ酸配列を25残基まで分析したと  
ころ、ヒラメ胃キチナーゼchi－1のそれと一致し、他のfamily18キチナーゼのそれらとも高い相同性が認  

められた。シログチ胃キチナーゼのpNp一（GIcNAc）2とpNpr（GIcNAc），に対する最適pHはそれぞれpH2．5と  

pH4．5に、またコロイダルキチンに対する最適pHは4．0に認められた。一方、グリコールキチンに対する最  

適pHは8．0で、pH4．0の酸性においても最大活性の70％以上の活性が槻察された。さらに本酵素はpH3．0－5，0  

の酸性域で安定な性質を示した。また、PNpL（GIcN＾c）2に対する最適温度は60℃に認められ、本酵素は10分  

間の熱処理では40℃まで安定であった。シログチ胃キチナーゼの低分子および高分子基質分解能はいずれも  

NaCl（0．1」）．8M）添加により貝武活した（110－298％）。一方、比較のために同一条件で測定した∫け印とαげCe．ぎ  

grJge〟∫キチナーゼはNaCl存在下では賦括せず、α－およびβ一結晶性キチン分解能は阻害された。  

3．凋基質特身性：pNp－（GIcNAc）n（n＝1－4）を基質とした場合、シログチ胃キチナー  
ゼはpNp－（GIcNAc）n（n＝2－4）よりpNpを遊離したが、pNp－（GIcNAc）分解穂は示さなかった。また、本酵素は  

pNp－（GIcNAc）2に対して著しく高い活性を示した。N－アセチルキトオリゴ糖（（GIcNAc）n，n＝2－6）分解生成物  

とそのアノマー比を TSK－GELAmide－80 カラムを用いたHPLC により分析した。シログチ胃キチナーゼは  

（GIcNAc）2，3に対する分解能は示さず、（GIcNAc），．－6を分解し、family18キチナーゼと同様にβアノマーの  

増加した（GIcNAc）2＿4を生成した。また、分解生成物中に単糖であるGIcNAcは検出されなかった。本酵素はい  

ずれの基質に対しても（GIcNAc）2を良く生成した。シログチ胃キチナーゼの不溶性基質に対する基質分解能を  

結晶性α－キチンのカニ殻キチン、エビ麓キチン、カイコ幼虫表皮キチン、結晶性β一キチンのイカ甲キチン、  

微細藻キチン、非品性のコロイダルキチンを基質として測定した。本酵素の不溶性基質に対する分解能は非  

品性キチン〉β－キチン〉α－キチンの順であることが明らかとなった。本酵素はエビ殻、カニ殻のα－キチ  

ンおよびイカ甲のβ－キチンを分解する広い基質特異性を示し、それらを主たる餌料とするシログチの食性と  

良く符合した。  

4．魚類、昆虫および海藻キチナーゼの基質特異性比較：マサバ胃（SjChi，38kDa）、アイナメ胃（HoChiB，  

51kDa；HoChiC，47kDa）、シーラカンス胃（LcChi，46kDa）、タバコスズメガ幼虫（fulllengthenzymeMsChi535，  
81kDa；and C－terminally truncated enzyme MsChi386，48kDa）および紅藻イボツノマタ（CvChi，24．5kDa）よ  
りそれぞれ精製したキチナーゼを用い、pNp」；1cNAcn，、GIcNAc。、グリコールキチン、コロイダルキチンおよび  

結晶性キチンを基質とし、基質特異性を比較検討した。  
5．シログチ胃キチナーゼのcDNAクローニング：シログチ胃のmRNAより合成した  cDNAを鋳型とし、family  

18キチナーゼの保存配列より設計したプライマーを用いてネステッドPCRを行ったところ、約350bpの増幅  

物が確認できた。この塩基配列を解析したところ、ヒラメ胃キチナーゼのchi－1，2と高い相同性が認められ  

た。そこでこの配列を基に新たにプライマーを設計し、5’RACEおよび3’RACE法により、上流域と下流域の  

増幅を試みた。5’RACE法では約700bp、3’RACE法では約1kbpのDNA増幅物が確認できた。現在はこれら塩  

基配列を解析中である。  

6．マサバ胃キチナーゼのcDNAクローニング：マサバ胃の  mRNAより合成したcDNAを鋳型とし、family18  
キチナーゼの保存配列より設計したプライマーを用いてネステッドPCRを行ったところ、約350bpの増幅物  

が確認できた。この塩基配列を解析し、5’RACEおよび3’RACE法により、上流域と下流域の増幅を試みた。  

5’RACE法では約700bp、3’RACE法では約1kbpのDNA増幅物が確認できた。現在はこれら塩基配列を解析中  

である。   



【別紙様式 7】  
＊課題番号  ．い．ぎJ♂∫－／・；■し  

注：課厘番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告審  

平成21年4月30日  
日 本 大．学 総 長  殿  

島隆∵人  氏  名  小   

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する標目を0で囲んセください。  11 種 目  一般研究（個人研究）  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究瓢粗   

定置網漁業支援のための沿岸回遊魚の動向予測システム廟発  

3 研究甲 

わが国沿岸漁業の中で中核的な地位を占める定閏網漁業は，受動的な漁法であるために，漁獲の多井の予  

想が難しいばかりでなく，そのことが市場価格笹神落を招く遠因ともなってヤ、る。市場における魚価の乱高  

下は，近年問題となっている投棄にもつながっていること如旨帰されており、 

の安定的な経常甲革めを 

域内に隣接して設冊されている定間網ざ魚勒こ串争ナる毎日の魚印加漁獲爪を用いて，沿岸を来遊する魚群の動  

向を予測する手法？開発を行い，何時どの魚種カラど甲網た入糾する 

な情報を拉供するととが可能かを検証することを目的としたこ  

4 研究の概要  

静岡県水産技術研究所，静岡県定置漁業協会および静岡県伊煎市赤沢定罰漁業の協力を得て，伊豆半島東  

岸に敷設されている大型定椚網漁場10カ統における，毎日の漁費爪に関する質料を2002年度まで過去8カ  

年にわたって入手し，解析に供した。各漁ナ引こおける漁狸されたすべての魚種についての記録が得られたが，  

定新開察を行った；伊豆半島東岸中部の赤沢漁場の南北に隣接する川奈．宮戸，北川，谷津と赤沢の計5漁  

場に着日し，これらの漁捌こおける主賓な水物魚種に関して自己相関間数，相互相関間数および調速フーリ  

エ変換（FFT）などの時系列解析的手法たよる魚密来遊の時間的差異の検出を試みた。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）   

・研究代訳者   

・研究分担者〉（役割分担）  

さ い。否の場合は．理由轟を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  ・否） いずれかを0や囲んでくだ  



【実績報告書7－2］  

氏名：小島隆人  部科校名：生物群源科学部   

6 研究の結果（総合研究の研究代襲有礼4，∝旧字以上記入してください。）   

左図（Fig．1）は調禿を行った赤沢漁場を初めとする計5カ統 

場位間を示す。寧からも明らかなように，伊豆半島は南北に長く延  
びる地形であるため，そこに敷設される漁場も当然南北に一定間隔  

で隣接している。したがってこれらの漁場間における特定魚種の漁  

摂1時期に一定のずれ（差異）が認められるということは，沿岸部を  

回遊もしくは沿岸に沖合から来遊する魚群の動態を反映しているも  

のと考えられる。こ；ではFig・1に示す赤沢漁場において斬罪な投  

棄が見られるゴマサバの回遊状況を，毎日の漁雅記録の時系列解析  
によって推測した。   

ト・ll・1′1－、－‥¶  

逐一“止」ヨ  
14が E  

F短．1Tlle札Ⅳ8わ「蝕n▼e〉′践howinglocatiorlS  

計5カ統の各漁場で漁肇される魚種の時系列より，漁獲は概  

ね季節的卑変動を示し，特定の時期に顕著な漁獲が見られるこ  

とが明らかとなった。そこで赤沢（Fi占．1：く3）および富戸  91．抽  
（Fig．1：2）漁場におけるゴマサバ漁彗記録の周期特性をFFT ㌫  

（高速フーリエ変換）を用いて計節した結果がFlg．3である。  

結果はいずれも横柵が周期（この場合は時系列が1日間各であ  

るため，何日に一度現象が生じるかを（1／日）の単位で示し  

ている），縦軸はパワースペクトル摩度を表している。その結  

果，富戸およ、び赤沢漁場ともゴマサバ漁捌こそま0．01～0，1（1／  

目）といったかなり長い周期（10～100日間隔に相当）の成分  

が顕著であった。さらに長周期成分ばかりでなく，0．2～0，3  

（1岬）（3．3～5日間隔に相当）あ短い周期も存存している土  

とが明らかとなった。これは前述した季節性のみならず，漁雑  
が佳境に入った時期には，数日単位の断続的な魚群来遊傾向が  

あることを示しており，しかもその周期には一定の法則性が見  

られることを示している。このことから，各漁場において特定  
魚種の漁華には一定のリズムがあることが予想されるばかりで  

なく，当然隣接漁場間においても相互に何らかの関係が存在す  

るものと予想される。   

そこや1例として，各漁場間におけるゴマサバ漁熱こ見られ  
る日数差を相互相関間数により明らかにしたのがFlg．4（Å：富戸  

一川奈間，β：赤沢一富戸間，C：赤沢一北川間／D：北川⊥谷津閃）  

である。Aの富戸一川奈間は－13日および0日にピークが認めら  

れたため，当該漁場問では同日に漁獲もしくは川奈より南方に  
位置する南戸の方が13日遅れて漁獲される傾向にあることを示  

している。同様に，各漁場問の計算結果より，最も漁場間隔の  

短い赤沢一北川間（C）を除いて，各漁場間には概ね同日漁猟 も  

しくは南方に位関する漁場の漁革が北方漁場よりやや遅れる傾  

向にあることが明らかとなった。このことは，伊豆半島東岸中  
部において，北から南に向かって沿岸部を南下回遊しながら定  

置網に入網するゴマサバ魚群が存在することを示している。こ  
の計算落果はほぼ365 日間にわたる漁顆記録を用いたものであ  

るノため，より顕著にその回遊傾向が現れる季節とそうでない期  

間とを併せた解析である。漁獲がピークを迎えた時期に特定期  
間のみのデータを用いた同様の解析を行うことで，魚群の来遊  
時期をある程度推測可能であることが，本研究の結果示された。  

（本研究の成果の→部は，第5回世界水産学会議において発表  

した他，静岡県水産技術研究所伊豆分場での研究発表も併せて   
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【別紙様式 7】  
＊課題番号  

ノ蝕ロ9－1封  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成21年 4月 9日  

日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 佐藤害和  （ 

所属・資格 生物資源科学部・専任講師  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

ヒグマの生息地適性からみた手入れの異なる人工林の比較  

3 研究の目的  

1950－1960年代に進められた拡大造林政策により，日本国内の森林における人工林面積は大きく拡大し，現在面積比に  

して約40％を占めている。これら人工林は，近年の林業不振により手入れ不足となることが多く，森林に生息する野生  

動物にとっては生息地の質の低下として負の威甲をもつと予想される。一方，適切に手入れされた人工林では，林床の光  

環境も好適であり，樹種多様性こそ低いものの林床植生や無脊椎動物群集などは天然林と同様に現存量・多様性が高く，  

生息地適性も高いと予想される。しかし手入れの異なる人工林間での野生動物の生息地適性に関する比較研究はほとんど  

行われていない。   

そこで本研究では，森林性野生動物の指標としてヒグマを対象とし，手入れの異なる人工林の林分間，および隣接する  

天然林において，ヒグマの夏期主要採食資源である草本・キイチゴ類，アリ粁の現存量を比較し，適切に手入れされた人  

工林では採食資斬の現存量・種多様性が高く，生息地としての適性が高いことを示す。  

4 研究の概要   

本研究は，過去に申請者が継続的にヒグマの生態調査を実施しており基礎情報が蓄積されている，北海道  

十勝郡浦幌町に位置する道有林，および周囲の町有林・民有林を調査地として行う。   

調査地域の人工林の大半を占めるカラマツ人工林を対象に，植採年度，除伐，間伐などの保育作業の履歴  
を調べ，調査区を設定する。   

各調査林分内にコドラートを設定し，採食資源量を調べる。草本類については現存量を，アリ類について  

はコロニー数を明らかにする。また，採食資源爪に影響する立木密度，胸高断面積，林床の光量についても  

測定する。光量は，天候や測定時間の影響を受けにくい全天空写真の解析により行う。   

野外調査により得られたデータの解析を行い，手入れの異なる林分間の採食資源量の違いについて明らか  

にする。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

。研究分担者（役割分担）  

・否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は．理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2】  

氏名：佐藤喜和  部科校名：生物資源科学部   

6 研究の結果（抱合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

現在，日本国内の森林における人工林面積は，面積比にして40％を占めている。人工林は，木材生産  

の目的で作られるため，植栽彼の保育作業と適期の収穫が必要となるが，近年の林業不振により手入れ  

が不足した人工林が増加している。このことは，森林に生息する野生動物にとっては生息地の質の低下  

として負の影響をもつと予想される。特に近年国内で問題とされている手入れが不足した人工林は，間  
伐が行われず本数が過密になり，林床へ光が届かないため濯木や草本類の成長が悪く，野生動物にとっ  

ては採食資源量が少ない生息不適地となっていることが予想される。一方，適切に手入れされた人工林  

では，林床の光環境も好適であり，樹種多様性こそ低いものの林床植生や無脊椎動物群集などは天然林  

と同様に現存量・多様性が高く，生息地適性も高いと予想される。しかし，手入れの異なる人工林間で  

の野生動物の生息地適性に関する比較研究はほとんど行われていない。適切に手入れされた人工林が野  

生動物にとって高い生息地適性を示すことは，適切な手入れの促進が，生産される木材の質を高め，同  

時に野生動物個体群の保全にも貢献することを意味し，さらに，近年増加している野生動物の農業被害  

に関しても，本来の生息地である森林の中で，人工林の生息地適性を上昇させ，野生動物による農作物  

利用を根本的に減少させることに結びつく可能性がある。  

そこで本研究では，森林性野生動物の指標として夏期の農業被害が急増しているヒグマを対象とし，  

手入れの異なる人工林の林分間，および隣接する天然林において，ヒグマの夏期主要採食資源である，  

草本類，キイチゴ類，アリ類の現存量を比較した。   

北海道十勝郡浦幌町の道有林および民有林内のカラマツ人工林を対象に，半径12．5mの円形プロット  

を2年生から48年生までの13箇所設定し，胸高断面積，関空度（全天写真に基づく菓面積指数で評価），  

下層植生現存量，アリ類営巣数を調査した。   

その結果，林齢が増加するに伴い，胸高断面積が増加する傾向が見られたが，除伐や間伐経歴の違い  

により，林齢が高いほど（30－50年生）林分間の差が大きくなった。林齢と菓面積指数の関係を見ると，  

10年生前後の林分がもっとも高い値を示しその後減少するというパターンが見られ，また30－50年生の  

林分では，林分間の差が大きくなった。これらの結果から，胸高断面積と葉面積指数の間には正の相関  

が期待され，実際有意な相関関係は認められたが，ばらつきもまた見られた。これらの差は，最後の間  

伐からの経過年数に起因すると考えられた。   

ヒグマの夏期採食資源として重要な，草本類の現存量（1m2あたりの乾燥重量）を林分間で比較すると，  

林齢が低く，胸高断面積が小さく，菓面積指数の小さな林分で現存量が多いことが明らかとなった。た  

だし，当初の予測と異なり，林床がササ類・外来性の双子薬草本・シダなどで覆われている場合には，  

明るい林分でも現存量が小さくなった。また光条件だけでなく，1990年代以降増加したエゾシカの採食  

圧も草本類の現存量に影響していた。キイチゴ類については，2年生の林分から確認されるようになり，  

7年生の林分でピークを迎え，その後まったく確落されなくなった。これは一般的なキイチゴ類の成長  

特性，すなわち擾乱後の光環境が良い場所で繁栄するという性質を裏付けるものとなった。アリ類のう  
ち，ヒグマが好むトビイロケアリの巣数を林分間で比較すると，10年生前後までの若い林分で多い傾向  

にあり，また林齢が高くても，葉面積指数が小さく明るい林分では多く巣が確認された。トビイロケア  

リは地中または朽ちた切り株の根元などに営巣する様子が観察されたことから，伐採後植林された若い  

林分や，除間伐を経た林分に多く見られることが示唆された。ただし，林床がササで覆われた林分では  

確認される巣が少なかった。   

これらの結果から，ヒグマの夏期主要採食資源である草本類，キイチゴ類，アリ類ともに若齢の林分  

および除間伐により林床が明るくなった壮齢の林分で豊富に見られる傾向が示唆された。このことは，  

今後ヒグマの生息地として人工林を評価する場合に重要な知見となるであろう。   



【別紙様式 7】  

課題番号  個 08－122  
注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成21年 4月 30日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名  糸 長 浩 司  

所属・資格 生物資源科学部・教授  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研兜 ／総合研究   

2 研究課題   

ストローベイル住宅における室内壁内環境、断熱性能評価に関する研究  

3 研究の目的   

日大キャンパス内での小規模なストローベイル小屋の実験的建設、アトムハウスでの断熱性能及び、  
断熱性能、腐食状況を評価すると同時に、国内で建設されたストローベイル建築、住宅、事務所、カフ  

ェ等の実際の建物を対象として、そこでの住生活、活動によるストローベイル壁内及び室内の環境状況  
及び断熱性能に関して、年間を通しての温湿度状況を策定し、その解析を通して、日本での適用に関し  

ての条件を明らかにする。地球環境問題の中で、有機素材としての農業副産物を活用したストローベイ  
ル建築は今後とも注目される建築であり、その環境性能を実際の住宅において明らかにする。海外での  
建設事例も多く、米国等では州単位での建築法規の基準が策定されている状況に対して、日本ではまだ  

認知状況も低く、建築法規の対象建築ともなっていない状況である。本研究での実際の住宅での性能評  
価は、日本での建築基準法等での一定のルール化に寄与し、また、DIYで建設する環境市民にとって  
も有益で実用性のある資料を提供する意義があり、年間を通して気候変化、温湿度変化の激しい日本で  
の研究は国際的にも意義が高い。  

4 研究の概要  

① 申請者が実験的に建設し観測している日大キャンパス内のストローベイル小屋での継続的研究を進   

める。と同時に、山梨県小淵沢及び京都市美山町に建設した実際の住宅、また、京丹後市における   

里山での山地酪農のミルク製造工場と事務所、千葉県の女優の建設したストローベイルカフェ等の   

実際の建物の施工に関与し、壁内に温湿度センサーを設置し観測をすると同時に、含水率計により、   
壁内の湿度、水分、カビ等の生息状況を観察した。  

② 年間における気温差があり、特に冬期間は寒い地域では、ストローベイル住宅の室内及び壁内での   
断熱性能、湿度変化を、年間を通して観測機器で測定し、その動態について明らかにした。また、   

室内の人間活動に伴う室内空気環境が、ストローベイル壁内の温湿度環境に及ぼす影響、壁内の上   

部、下部における温湿度変化、内部結露問題の有無等、ストローベイル壁の耐久性に関する実証的   

なデータを集積し、その性能評価及び内部結露対策に関する基礎的知見を得た。  

③ 研究対象の建物は、2008年度途中の建設もあり、2009年度での夏期期間での観測を継続して、2009   
年度中に、より詳細な解析をする。これらにより、年間を通してこれらの調査により明らかになっ   

た知見を活かして、今後の日本におけるストローベイル住宅、建築の建設に関する留意点及び建設   
後のメンテナンス、補修・改善に関する留意点を明確にしていく、一部、留意点を指摘した。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者  

・研究分担者（役割分担）  

・否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は．理由審を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



【実績報告書7－2］  

部科校名：生物資源科学部  氏名： 糸長浩司  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

（1）ひ阻Sでのアトムハウスの性能評価   

C玉：NSのストローベイル建築アトムハウスの壁面の性能評価をした。方法は、①温湿度データロガー（以  

下おんどとり）を用い継続的に測定しているアトムハウス温湿度データより2004年から2008年までの  

南北面の壁内相対湿度を比較し分析した。北面の高さ1500mmのベイルの中心設置されているセンサ  

「8の内装側と外装側にセンサーを増設し，壁面内の温熱環境を詳細に分析した。2007年11月～  

20b8年10月までの外気温とアトム室内の月平均温度から断熱性能を分析した。②アトムハウスの  

北側と南側にべイルの含水率を測定するための穴を常設し，測定を行なった（2008／10／29～11／20以降  

は温湿度データ回収時に測定）。米製ベイルマスター含水率計（ストローベイルの含水率測定器）で，北  

面の床面から320mmをL，1500mmをM，2120mmをHとし室内壁側から200mmと350mmの深さでベイルマ  
スター含水率計を刺し測定をした。③アトムハウスの北・南壁面から藁を取り出し，目視と顕微鏡によ  
る状態の観察・分析，さらに炭素・窒素同時定量装置CNコーダーで炭素分析を行い，微生物が藁を分解  

する過程で消費される炭素の減少量から，藁の分解の度合いを調べ腐敗の状況を評価した。   

2008年も2004年～2007年の傾向と同じく南北面とも，冬から春にかけて下降・乾燥化傾向にあり，  
その後夏にかけて上昇・湿潤化傾向にあり，秋から冬にかけて下降・乾燥化傾向を示す。これは外気の相  

対湿度に対応した状況であり，ストローベイル壁が外気の相対湿度に影幣されていることを示す。2008  

年度のデータを加えても，同様に北面はこの傾向が安定化しているように見えるが，南面に関してはバラ  

ツキが大きい。南面では1月の平均相対湿度は2004年の67．6％から2005年の72．9％まで上がった  
が，2006年の71．5％，2007年で66．6％と年々下降していた。 しかし2008年は76．9％再び上昇した。3月  

以降の相対湿度は毎年上昇しており2007年の8月で82．0％，10月には86．3％，12月でも81．8％と8月か  
ら12月にかけて壁内相対湿度が年々上昇し冬季でも85％前後である事からこれが長期化するとベイル  

の腐敗の恐れが心配されたが，2008年は，8月で76．5％，10月では7’2．4％12月71．4％で下降化傾向がみら  

れる。北面詳細温湿度より，湿度は内装側（朗）・中心（8N）・外装（8E）で外装が一番高い傾向にある。  

外装側は，雨などの水分や外の湿気を土壁が吸収した湿気がストローベイルに影響していることが考え  

られる。   

アトムの断熱性は，2007年11月～2008年2月までの冬季期間は，外気温よりアトム室温が高くなって  
いてアトムハウスに断熱性がある。夏季期間では，アトムハウス室内と外気温に差は見られず，十分な断  

熱性能が示されないが，9月から室内の方が暖かくなる。アトムハウス内のラムドアース壁の蓄熱効果に  

よる影幣が出でいるためと考えられる。   

アトムハウス内壁の北面と南面に穴を縦に3か所ずつあける。床面から320mmをL，1500mmを  
M，2120mmをHとする。3か所の穴は，蓋により開け閉めのできる状態にして，2008年10月29日～11  
月20日の期間で含水率は，ストローベイル用の水分計の米製ベイルマスターを使用して測定する。ベイ  

ルマスターを内装から200mmと350mmの深さに刺して測定する。本来センサーが設置されていた箇  

所がMであり，Mの箇所のセンサーを内壁表面からOmm・150mm・300mmの三箇所にセンサーを設  
置する。北壁と両壁のベイルを取り出し，ベイルの状態を目視・顕微鏡にて観察し腐食状況を明らかに  
する。さらに炭素・窒素同時定量装置CNコーダーで炭素分析を行い，微生物が藁を分解する過程で消  
費される炭素の減少量から，其の分解の度合いを調べ腐敗の状況を調べた。含水率の測定は，北面で行い  

センサーの増設と藁の取りだしを行った10月20日に一度行い，2008年10月29日～11月20日の期間  
で含水率を一目ごとに記録し，それ以降はおんどとり回収時に測定を行った。初回測定日で，最高値の  

23％の数値が測定された箇所があった。10月 29日の測定からは，10％～18％の間の数値で，平均ではL  
16．4％，M14．6％，H12．6％と床面に近い位置ほど，数値が高くなった。これは，床面に近い方がベイルの密度  

が高いこと，結露水分が下降してくることが原因と考えられる。北面センサー8（高さ1500mm）から取り  

出した藁は，手で触った状態と肉眼で確認した状態では，濡れているものや目立った痛みは見られず状態  

は良好であった。しかし，顕微鏡で観察すると，小さなカビがいくつか発見された。センサー3（高さ  

1500mm）・4（高さ300mm）の藁軋Aとは違いはっきりとカビが確認できる藁がある。炭素分析では，A・  

B・Cから取り出した藁と2008年収穫の新しい茹を使用して比較分析を行った。炭素分析結果は，新し  
い藁で36．36％，センサー8で36．26％，センサー3で33．49％，センサー4で35．80％である。新しい藁と比較  

し，分解が一番進んでいるものは，南面Bである。   



［実績報告書7－3］  

部科校名：生物資源科学部  氏名：糸長浩司  

研究の結果（つづき）   

ドイツの既往研究では，稲藁に生息するカビがどのような温度と湿度と期間で胞子を放出し成長する  

ことを示すグラフが提示されている。グラフは，3日間・14日間・28日間・56日間の線であらわされて  

いる。28日間の線の範囲に入ると，28日間この状態が続くことで，カビが成長することになる。4年間の  

月平均より，ベイルの腐食に影響の大きい高温高湿度の夏季を評価した。その中から，センサー3の2005  

年10月20．3℃85％と2007年10月20．3℃86％に着目した。この数値は，月平均なので稲車に生息するカ  

ビが胞子を放出する条件の28日間の範囲に当てはまる。センサー3は，28日間でカビが胞子を放出する  

条件に月平均で2回当てはまることになる。炭素分析の結果と温湿度環境か らみても，南壁面の腐食が  

北面に比べ進んでいることが明らかになった。   

アトムハウスでの2008年からの5年間の温湿度データを見ると，北壁面の温湿度は安定してきてい  
る。しかし南面は，バラつきがあり不安定である。この南面はセンサー3のデータである。センサー3は，  

高温多湿でベイルの腐食に影響が大きい夏季期間の温湿度平均をみても，2005年10月20．3℃85％と2007  
年10月20．3℃86％で藁に生息するカビの成長条件に当てはまる。そして，炭素分析でも表1にあるよう  

に，新しい藁で36．36％，センサー8で36．26％，センサー3で33．49％，センサー4で35．80％である。新しい藁  

と比較し，分解が一番進んでいるものは，南面センサー3である。南面と北面を比較しても南面の腐食が  

進んでいるといえる。以上のことから，南面は腐食が一番進んでいるといえる。本年度のみでは，判断で  

きないが冬季期間の湿度の下降傾向が続けば腐敗の恐れは低下すると考えられる。   

現在アトムハウスのストローベイル壁で腐食し始めている部分があり，壁面の損傷（特に屋根付近）も  

見られる。アトムハウスの断熱性などを生かすためには，壁の腐食が進まないための改善・補修が必要  
である。改善補修を行うことで，南壁面の温湿度環境の改善にもつながる。土壁が吸収する水分を減ら  

すことが必要である。アトムハウスの改善点1：屋根，庇の改善。アトムハウスの庇は浅く，壁面に雨が  

多く当たるため，庇が深く土壁でない防水能力が高い屋根に変更する。改善点2：アトムハウスの壁面は，  

土壁が地面に接しているため地表面から水分を吸い上げる恐れがある。額面と地面を離すことが必要で  

ある。加えてドアや窓の機密性も高めることで，アトムハウスの性能や耐久性を上げていけると考えら  

れる。  

（2）建設されたストローベイル住宅の性能評価   

京都府の甚弥という個人家屋、山梨．県の藁舎という別荘での継続研究である。甚弥は3個のセンサー  

が北側の壁内、室内、外部に設置した。藁舎は4個のセンサーが西側の壁内、北側の壁内、室内、†外部  

に設置したものを継続調査した。   

甚弥での北側の壁内温湿度を観察結果は、壁内湿度は80％に達したが、80％を超えることはない状況  

である。輩舎の北側と西側の壁内温湿度を観察した結果は、2007年において西側壁内湿度は9月に2  
週間程度約80％の湿度が続き、3日間81％に達した。北側壁内湿度は9月にほぼ三週間、約80％の湿  
度が続き、83％に達したこともあったが、2008年も同様の傾向である。甚弥と基舎の壁内センサーが設  

置された壁の内装は板である。板は塗り材より壁内を密閉しにくく、室内の高い湿度の空気が壁内に簡  
単に入る可能性がある。もし板の代わりに土壁を使ったなら、壁内の湿度はもっと低くなると思われる。  
その上、土壁は板より湿気を吸収したり、調節したりすることができる。この結果から建物の構造、例  

えばひさしや防湿シートはベイル壁内の相対湿度に大きな影幣を与えることが推察された。大きな庇に  

よる壁面への雨水対策、地面との完全分離による地面からの湿気対策の重要性が推察できる。   

本研究では、世界におけるベイル壁内の相対湿度と藁の含水率との関係の研究成果を整理し、基の腐  

食に申する危険値を推定した。それを参考として、日本で近年建設され、現在使用されているストロー  

ベイル住宅でのベイル壁内の相対湿度を測定し、藁の腐食に対する心配の状況にはないと推察できた。  

ただ、壁及び基礎での防水対策の必要性も推察できた。今後は、継続的な観察調査及び萎の腐食の過程  

のメカニズムを解明し、的確な腐食対策を明らかにする必要がある。  

5主：必要に応じて．このページをご使用ください   



【別紙様式 7】  
個08－125  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成21年 4月 20日  
日 本 大 学 総 長  殿   

－ 
．・・  

氏   名  j折 ♯ 直 人  

所属・資格 年物瞥瀬科学 

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  究（個人  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題   

出芽酵母の遺伝子相同組換えに関与する蛋白複合体の解析  

3 研究の目的   

遺伝子相同組換えは，DNA修復や真核生物の配偶子形成時に必須な機能である。相同組換えは二本鎖  

DNAの切断より開始される。そしてその切断末端に生じた一本鎖DNAと相同な部位を二本鎖DNAから探  
し出し対合体（D－loop）を形成する。これを「相同対合」といい必須な過程である。出芽酵母では，相  

同対合にRad51，Rad52，Rad55，Rad57等の蛋白が関与している。Rad51蛋白は相同対合の中心的な役割  

を果たし，Rad52蛋白と複合体を形成してD－loop形成を触媒する。この相同対合では，両蛋白が一本  
鎖DNAに結合した後，二本鎖DNAを反応系に加える必要があり，両蛋白が二本鎖DNAに先に結合するこ  
とにより阻害される。一方，Rad51蛋白はRad55蛋白とも複合体を形成し，Rad55蛋白はRad57蛋白と  
複合体を形成する。そこで本研究ではRad51の一本鎖DNAへの優先的結合に対するRad55とRad57の関  
与に注目し，Rad55，Rad57とRad51－Rad52複合体の相同対合への影響について解析する。 

4 研究の概要   

Rad55蛋白の発現精製のために，£jr脚gor変異大腸菌でチオレドキシンを共発現し低温で培養するこ  

とにより可溶化し，各種カラムクロマトにより SDS－PAGEでほぼ単一のバンドにまで精製した。精製し  

たRad55蛋白は一本鎖DNAへ結合したが，二本鎖DNAへの結合は見られなかった。Rad55蛋白によるRad51  

蛋白の一本鎖DNAへの優先的な結合は見られなかった。D－loop形成ではRad51蛋白単独ではD－loop形  

成は検出されないのに対し，Rad55蛋白を加えるとD－loop形成が見られた。しかしRad5トRad52蛋白複  
合体によるD－loop形成の1／10程度であった。一方，Rad51－Rad52蛋白複合体によるD－1oop形成にお  
いて，二本鎖DNA結合欠損変異Rad52蛋白の解析からRad52蛋白は二本鎖DNAへの結合に関与している  
ことが示された。Rad55蛋白によるD－loop形成促進はRad55蛋白が二本鎖DNA結合しないことからRad52  

蛋白の促進効果とは異なる機構であると推測される。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は．理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  
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部科校名：生物資源科学部  氏名：新井直人  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

遺伝子の相同組換えは，電離放射線や化学物質等によるDNAへの傷害によって，または減数分裂の過  

程で生物自らの制御によって生じた二本鎖DNAの切断により開始される。そしてそのDNAの切断末端に  
生じた一本鎖DNAと塩基配列の相同な部位が，切断されていない二本鎖DNAから探し出され，一本鎖DNA  
と二本鎖DNAの間で対合体を形成する。この過程を相同対合といい，形成された対合体では一本鎖DNA  

と相補的な二本鎖DNAの片方の鎖が水素結合し“D－loop’’と呼ばれる構造を形成する。出芽酵母ではこ  

の相同知合過程に複数の蛋白質（Rad51，Rad52，Rad54，Rad55，Rad57，Rad59，Dncl，RPA等）が関与し  

ている。Rad51蛋白はDNAの相同性検索に関与し，相同対合の中心的な役割を果たしている。Rad52蛋  

白は，遺伝学的解析から最も重要であるとされ，Rad51蛋白と複合体を形成してD－loopの形成を促進す  

る。またRad55蛋白はRad57とRad51の両蛋白と複合体を形成することができる。本研究ではこれらRad51  
蛋白，Rad52蛋白，Rad55蛋白，Rad57蛋白の相同対合への影響について生化学的解析を目指した。Rad51  
蛋白とRad52蛋白はすでに精製が完了しているため（Arai，etal．，J．Biol．Chem．280，32218－32229，  

2005），Rad55蛋白と Rad57蛋白を大腸菌内で発現，精製することに着手した。両蛋白は通常の発現条  
件では不溶化するが，f㍑灯gor変異をもつ大腸菌株でチオレドキシンを多量に共発現し低温で培養する  

ことにより可溶化が可能となった。しかし，Rad55とRad57の両蛋白を同じ菌体内で同時に発現すると  
発現量が共に減少し，実験に必要量の複合体の精製は極めて困難であった。そこでRad55蛋白とRad57  
蛋白を別々の菌体内で発現・精製した後，両蛋白を混合し複合体を形成させる計画に切り替えた。  
（His）6－tagを付加したRad55蛋白を発現誘導した菌体から，硫安分画，各種カラムクロマトにより  
SDS－PAGE（CBB染色）でほぼ単一のバンドにまで精製した。精製したRad55蛋白についてゲルシフト法  
によりDNA結合性を調べた。Rad55蛋白は一本鎖DNAへ結合したが，二本鎖DNAへの結合は見られなか  

った。Rad55蛋白とRad51蛋白の両方の存在下では，Rad51琴白単独と同様に一本鎖と二本鎖DNAの両  
方に結合し，Rad55蛋白の添加による結合促進や，Rad51蛋白の一本鎖DNAへの優先的な結合は見られ  
なかった。続いて試験管内での相同対合を解析するために，超らせん構造をもつ二本鎖DNA（6，457bp）  

と塩基配列の同じ一本鎖DNA断片（259b）を基質DNAとしたD－loopアッセ一系を用いた。Rad51蛋白  
単独ではD－loop形成は検出できなかったのに対し，Rad55蛋白を加えるとD－loop形成が見られた。し  
かしRad51－Rad52蛋白複合体によるD－loop形成の1／10程度の効率であった。   

一方，Rad51－Rad52蛋白複合体によるD－loop形成におけるRad52蛋白の役割についての解析を行った。  

これまでの研究からRad52蛋白は一本鎖DNAと二本鎖DNAの両方に結合し，D－loop形成には二本鎖DNA  
への結合が関連していることが推測されていた。さらに詳細な解析をするためにRad52蛋白の二本鎖DNA  

結合に関与するアミノ酸リジンー117 とアルギニンー148（Kagawa et al．J．Biol．Chem．283，  
24264－24273，2008）の両方をアラニン（K117A／R148A）またはアスパラギン酸（Kl17D／R148D）に置換  

したRad52変異蛋白を作成し精製した。加えて，Rad51蛋白のDNA結合欠損を示すRad51変異蛋白  
（Rad51K191A）も作成し精製した。Rad52蛋白はKl17A／Rad148A変異とKl17D／Rad148D変異の両方で同  

様に二本鎖DNAへの結合が弱くなっていたが，一本鎖DNAへの結合には影響なかった。Rad51K191A蛋白  
は，一本鎖と二本鎖のどちらのDNAにも結合しなかった。Rad51－Rad52蛋白複合体によるD－loop形成は  
Rad52蛋白のK117A／Rad148A変異またはKl17D／Rad148D変異により1／6以下に低下し，Rad51蛋白のK191A  
変異ではD－loopは全く形成されなかった。Rad51－Rad52蛋白複合体によるD－loop形成反応には，Rad51  

蛋白とRad52蛋白が1‥2の濃度比で複合体を形成し，一本鎖DNAに結合した後，二本鎖DNAに結合する  
ことが必須である。変異蛋白を用いてこれらの各過程について解析を行った。その結果，Rad52蛋白の  

Kl17A／Rad148A変異またはK117D／Rad148D変異は，Rad51蛋白とRad52蛋白の複合体形成と一本鎖DNA  
に結合には影響しなかったが，その後の二本鎖DNAへの結合が低下していた。一方，Rad51蛋白のK191A  
変異ではRad51－Rad52蛋白複合体の形成，一本鎖DNAに結合，二本鎖DNAへの結合には影響がなかった  
が，Rad5l－Rad52蛋白一一本鎖DNA一二本鎖DNAからなる複合体内で相同性検索のために生じる二本鎖DNA  

の巻き戻し（untwisting）が見られなかった。このようにRad52蛋白は一本鎖DNAと二本鎖DNAの蛋白  

を介した結合に関与し，Rad51蛋白は一本鎖DNAと二本鎖DNAの間の相同性検索に関与していた。   

以上のことから相同対合においてRad51蛋白が相同性認識という中心的な役割をし，Rad52蛋白は二  
本鎖DNAへの結合に働きかけてRad51蛋白によるD－1oop形成を促進している。その一方でRad55によ  

るRad51蛋白によるD－loop形成の促進効果はRad55が二本鎖DNAに結合しない ことからRad52の促進  

効果とは異なる機構であると推測される。今後Rad57の添加により新たな効果が期待される。   



【別紙様式 7】  
個08－126  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成21年4月15日  
日 本 大 学 総 長  殿  

名 宮  部  和  幸  氏  

所属・資格 生物資源科学部・准教授  

下記のとおり報告いたします。  

／一般研究（共同研究）／総合研究  注二該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  

2 研究課題  

日中の食文化の生成と融合化に関する研究  

3 研究の目的  

本研究では、中国の食文化との相互関係のもとで生成されてきたわが国の食文化に着目し、つぎの諸点を  

中心に取り組んだ。一つは、日中の食文化の生成・発展とその相互関係の解明であり、わが国の食文化形成  

のうえで重要な役割を果たした醤油、味噌、豆腐の製造技術が、わが国に伝来した背景とその歴史的経緯を  

明らかにすることである。二つは、中国から日本への食文化の伝来の歴史的背景と食文化融合の要因解析で  

ある。わが国に伝来したこれら3つの食品が、その後どのような経緯と過程を経て日本の食文化と融合  

（hsion）して定着し、わが国固有、あるいは地域固有の食品として発展していったのかを解明する。三つ  

は、わが国の食文化研究への新たな試論的フレームワークの提示である。  

4 研究の概要  

本研究では、食文化論、食調理技術論、食生活論、食材流通論、豆腐・味噌・醤油の文化論、経営技術論  

など、多面的に文献・資料を収集し、分析を試みた。また、収集文献・資料の分析から得られた基礎的情報  

をもとに、食文化の専門家等の関係者および関係機関に対するヒアリング調査と情報収集活動を実施した。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

・否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は．理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  
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氏名：宮部 和幸  部科校名：生物資源科学部  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，も000字以上記入してください。）  

1．中国から日本への伝来の歴史的背景と経緯   

（1）醤油   

醤油は中国の「醤」を母体としている。醤については、紀元前11世紀の中国の文献『周礼』や、孔子の『論  

語』にも記されるなど、極めて歴史を有したものである。醤は魚肉等を叩き潰し、雑穀の麹と塩と酒をまぜ  

て漬け込み、熟成させた動物性のものと、大豆や雑穀等を発酵させた植物性のものの2つがあった。暮油は  
後者の植物性の番にその原型があるといわれている。その後の、中国の農業こIF『斉民要術』（530～550年）  

によれば、醤は米や麦、雑穀を麹として、それを大豆に加えて発酵させたものとの記録が残されている。   

告が日本に伝来した時期は明確ではないが、『正介院文・．隼』（686～780年）では、醤が大豆、塩、米、酒  

等の植物性の素材を発酵させてから、搾り取る液状のものとして記されており、また『万葉集』では、醤が  

調味料として使われていたことも歌われている。さらに大宝律令では、宮内庁の大勝職に属する「醤院」で、  

大豆を原料とした醤が製造されていた。8世紀初期には、原料となる大豆、米は日本に伝来しており、麹の  

発酵や製塩技術も柵立していたことから、醤を製造する条件は既に整っていたといえよう。   

醤から辞油への移行は、鎌倉時代までの時を経ることになる。信州の禅僧の党心が、中国から持ち帰った  
径山寺味噌の製法を、紀州陽浅の人々に教えているなかで、掻からしみ出た液体が、調味料に向くことに気  
付いたという。この精油の製法は、その後も改良が施され、1580年頃には、わが国での最初の荷油屋といわ  

れる「玉井餌」が黄油菜を開始し、1588年には紀州から現浅間油100石が大阪に送られた記録が残っている。  
また同時期には、怖州龍野でも捧油の製造が始まり、いわゆる「渾口語油」が製造された。   

大阪、京都などの上方では、碑油は既に普及していたが、関東では製造がされておらず、上方からの輸送  
された醤油に依存していた。都から蹄抽が運ばれることから、これを「下り醤油」と呼び、高価であったこ  

ともあり、庶民にはあまり普及しなかった。しかし、江戸の人口が増加し、人々の好みにあった濃い味の辟  
油が製造される。下り醤油に対して、「地回り搾油」と呼ばれ、今日の「漉口祈油Jである。韓油遣りが盛  

んになったのが、原料となる大豆や小変の産地を抱え、利根川、江戸川などの水路にも恵まれていた野田や  
銚子の地域であった。このように醤油は地域的な相違を有しながら、多様な精油の種類に繋がっていったの  

である。また、今日の大豆と′J、変を組み合わせた搾油の製法は、江戸時代後期に定着したといわれている。  

それまでは原料が小出ではなく大麦を用いて、圧搾して絞った汁に火入れが行われてはおらず、この火入れ  

の工程はなかった。   

（2）味噌   

味噌も罰油と同様であり、その根源は中国の「欝」であるといわれている。 日本に語が伝来し、融合してい  

くなかで独自の製法によって味噌が製造されるようになった。味噌の中国から日本への伝来ルートには、大  

きく次の3つが考えられている。その1つは、中国大陸から伝来したルートであり、中国の径山寺の禅僧に  

よって伝えられたとする。これは径山寺味噌のように撤麹を使用するものに通じていくことになる。2つは、  

中国から朝鮮半島を経由したルートである。これは味噌玉と呼ばれる餅麹を使用するものに通じるものであ  

る。さらに3つは、これら2つのルートによるものであるとする。   

わが国において、現在の「味噌」の文字が姑初に使われたのは、平安時代後期の『扶桑略記』であるとさ  

れる。奈良時代には、すでに文献にも味噌の原型と思われる「未醤」が確認でき、平安京の酉市には未番屋  
の存在が記録されている。   

味噌はいわゆる「精進料理」とともに展開していった特徴をもつ。媒介時代初期に、中国から禅宗とともに  

精進料理が伝来し、寺院を中心とした味噌造りやその食文化が屈りHしていった。後期には、庶民仏教によっ  

て全国に拡がり、寺院の味噌やすり紬が庶民生活にも浸透し、味噌の主原料である大豆が生産されると、農  
民も味噌を造る自家用味噌が普及した。さらに室町時代になると、各地で味噌づくりが展開し、調味料とい  
うよりは保存食としても用いられるようになる。そして江戸時代の『本朝食鑑』（1697年）では味噌が滋遜  

となり、内臓を整え、病後の回復や老人、子どもにもよく、酒や食品の毒を消すものとして、その効用が広  

く紹介され、『黒白精味先』（1746年）では、七日味噌、上白味噌、白味噌などの多様な椰類の味噌の製造  

方法が記載された。現在のように調味料として認識されるようになったのは、江戸時代になってからであり、  

味噌は各地の風土・気候を反映し、熟成方法などの異なる多様な味噌の製造方法が展開した。   
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部科校名：生物資源科学部  氏名：宮部 和幸  

研究の結果（つづき）  

（3）豆腐   

豆腐の起源は、紀元前2世紀の前漠の准南王劉安によって発案されたといわれている。 しかし、劉安の漠  

の時代には、豆腐の原料となる大豆が存在しておらず、また豆腐に関して記された文献は、唐以降にならな  

いとみられない。その起源は、劉安の時代ではなく、唐代中期という説も存在するが、いずれにしても唐代  

の中期頃には、既に豆腐が作られていた。豆腐の製造方法は、滋養に富む大豆を、どのようにして食べるか  

ということから、まず豆乳という形態に、これに塩味を加えて調味した豆腐が原形と推測されている。最初  

から製法があったのではなく、試行錯誤のなかで今日の豆腐が製造されたと考えられるのである。   

わが国への豆腐の伝来時期は明らかになっていないが、奈良から平安時代にかけて、中国に渡った遣唐使  

の僧侶等によって、豆腐の製造技術が伝えられたとされる。ただ、奈良や平安時代の文献には豆腐を記した  

文献は存在せず、豆腐が記録として登場したのは、平安後期、奈良春日大社の神主の日記のなかの「唐符」  

（豆腐）である。   

中国から伝来した豆腐は、精進料理のなかで多様な工夫がなされていったといえる。鎌倉時代、修行の一  

環とした精進料理において、不足しがちなたんばく質を補うために、豆腐が重宝された。次いで精進料理の  

普及等に伴ってエー‡族や武家社会にも伝わり、室町時代になると豆腐の製造方法は広く普及した。   

豆腐の製法は、温情、磨砕した「呉」を加熱し、こした豆乳を、にがりの凝固剤で固める、その製造方法自  

体はシンプルなものである。『和漢三才図絵』（1713年）では、原料の豆を黒豆、武豆、腕豆、緑豆として、  

凝固剤を塩のにがり、山麓の薬、石門の粉などが記職されており、その製造方法はヾ 現在と基本的に変わら  

ない。室町時代の「七十一二許職人歌合」には、食関係の職種に「豆腐うり」があり、また『人倫訓甥囲粂』（1690  

年）には、豆腐の二次製品の焼豆腐や揚げ豆腐も記織されていた。『本朝食鑑』（1697年）では、豆腐の種  

類として、汲豆腐、錦豆腐、油揚げ、凍豆腐、六条豆腐などが記され、バリエーションが遮常になってきた  

ことが確認できる。   

江戸時代になると、主に僧イ呂や武士の食べ物であった豆腐が、一般にも普及し始め、1782年には100種類  

の豆腐料理を紹介した『豆腐百珍』が出版され、その翌年には親編が、その後付録までが出版される。江戸  

時代には、豆腐が幅広く使われる食品となっていることがわかる。冷識技術等は確立しておらず、製品の流  

通も限られた地域に限定されていたことから、地域の風土や気候などに根ざした豆腐造りが行われていった。   

2．融合・普及論による一般的考察  

醤油、味噌、豆腐の製法の技術的特質に新目した和合、醤油、味噌、豆腐は、大豆の発酵工程、製麹工程  

を有するなど、いずれも人間が大きく関わる技術を不可欠としている。すなわち、ヒューマン・ウェアとし  

ての技術的特質を強く有するのである。したがって、苗油、味椚、豆腐の製法そのものは、人に体化されて  

おり、製法の伝来や普及の圧倒的な部分は、人によって担われることになる。   

「融合」（知sion）とは、単に入り混じったり、溶け合ったり、あるいは連携するということを含意してい  

るものではない。それは新しい技術、新しい製法を受け入れるための「入れ子状態」を形成し、その状態に  

種々の「小さな改野」が施される一連の過程、すなわち、動態的な過程であると捉えることができる。そし  

て、この「入れ子状態」に「小さな改善」を施すことは、新技術、新製法の普及の速度を早めるものとして、  

理論的に位置づけることができるのである。   

酷油や味噌は、ともに麹を作る工程を有している。麹は発酵食品を製造する上で重要であるが、醤油や味  

噌が伝来する以前に、既に日本には麹技術が確立していた。また、豆腐についても、その原料である大豆は  

伝来しており、製塩技術も確立していた。つまり、窮油、味噌、豆腐がわが国に伝来するまでに、それらを  

受け入れる「入れ子状態」がある程度形成されていたのである。とりわけ食文化との関連からいえば、碑油、  

味噌、豆腐のいずれもが、精進料理への適合に向けて、種々の「小さな改善」が施されたといえる。入れ子  

状態に小さな改善が施され、動態的に変化するなかで、醤油、味噌、豆腐の製法は普及していったと考えら  

れるのである。  

注：必要に応じて，このページをご使用ください   



【別紙様式 7】  
個08－127  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成21年 4月30日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 山 谷 吉 樹  

所属・資格 生物資源科学部・准教授  

下記のとおり報告いたします。  

1≡堕型塑わ／一般研究（共同研効／総合研究  注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  

2 研究課題   

犬の気管支肺胞洗浄液中における気道炎症バイオマーカーに関する研究  

3 研究の目的   

犬や猫の呼吸器疾患は特異的な臨床症状もなく、しかしながら分類すると鼻腔内の疾患、咽頭の疾患、喉  

頭の疾患、気道の疾患、気管支の疾患、問質の疾患、肺実質の疾患と多彩でありこれらを鑑別することは難  

しい。これらの呼吸器疾患の中で慢性気管支炎や気管支喘息などアレルギーを起因とする呼吸器疾患の発生  

が多いが、その発症機序が明確にされていないため、これまでの治療は気管支拡張薬とステロイドなどを中  

心とした対症療法となっていた。ステロイドが治療に用いられる理由は漠然と気道炎症を抑制するためで、  

これらには免疫学的思考による根拠はなく炎症という病態のどこを抑制するかといった目標がない。そこで、  

この研究では大の呼吸器疾患について気管支肺胞洗浄液中に含まれるさまざまな気道炎症バイオマーカーの  

プロファイルを取得することにより、その動態を観察することから発症機序、病態生理ならびに病気との関  

連性について検討する。  

4 研究の概要  

（D実験試料の収集：実験試料は健常犬ならびに日本大学動物病院に呼吸器疾患の鑑別診断のために来院し  

た犬を用いて、気管支鏡検査下で回収した気管支肺胞洗浄液とする。気管支鏡検査は全身麻酔下にて実施し、  

肺へ生理食塩水を注入後、内視鏡の吸引チャンネルから気管支肺胞洗浄液を回収する。回収された気管支肺  

胞洗浄液は直ちに冷蔵とし、その後、細胞成分と液性成分へ遠心暑引こて分離、細胞成分は細胞の種類の解析、  

液性成分は－20度で凍結保存する。②気管支肺胞洗浄液中の気道炎症バイオマーカーの測定：凍結保存さ  

れた気管支肺胞洗浄液を室温、流水中で融解し測定用チューブに小分けした後、気道炎症バイオマーカーを  

測定する。（∋気道炎症バイオマーカープロファイルの解析：呼吸器疾患犬は慢性気管支炎群と特発性問質性  

肺炎群、その他に分類し健常犬と気道炎症バイオマーカーのプロファイルについて比較を行い、それぞれの  

疾患に炎症タイプについて免疫学的に検討し発症機序や治療法について考察する。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

・否） いずれかを0で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2］  

部科校名：生物資源科学部  氏名：山 谷 吉 樹  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，も000字以上記入してください。）  

この研究で使用した気道炎症バイオマーカーは肺サーファクタントと呼ばれる界面活性物質で、これは肺  

胞Ⅱ型細胞ならびに気道のクララ細胞で合成されるといわれている。肺サーファクタントは呼吸器という器  

官において主に2つの重要な役目を担っている。1つは肺胞における気相と液相の干渉として肺胞表面張力を  

p調節し、もう1つは肺の宿主防御機構として働いている。肺サーファクタントはSPLA，SP－B，SP－Cおよび  

SP－Dの4つに形態学的ならびに機能的に分類され、この研究で注目したSP－Aは免疫調節能を有するのではな  

いかと考えられている。例えばSP－Aは病原体を凝集させ、マクロファージやリンパ球などの特定の細胞へ食  

作用、殺菌作用を促すことで抗細菌・ウイルス・真菌性に作用し、またこれらの細胞からのサイトカイン、  
ケモカインなどの分泌調整をすることがわかってきている。そこで大の呼吸器疾患の病態を把握するために  

このSP－Aを気道炎症バイオマーカーとして採用し、気管支や肺胞内におけるSP－Aの動態を日本大学動物病  

院に来院した症例より観察した。  

①呼吸器疾患大の分布   

気管支肺疾患犬38頭が検査され、その内7頭が感染性肺炎、8頭が問質性肺炎、19頭が慢性気管支疾患、  

3頭が結節性肺疾患、1頭が肺高血圧症であった。  

②気管支肺胞洗浄液の回収   

気管支肺疾患38頭より、1肺葉もしくは2肺葉で気管支肺胞洗浄液を回収する検査が行われ、総計55標本  

を得ることができた。また健常犬14頭より気管支洗浄液26標本を回収しこれが正常値の指標となった。  

（∋血液標本の回収   

し、呼吸器疾患犬38頭より血清34標本、健常犬14頭より血清14標本を回収することができた。  

（多気道炎症バイオマーカー（SP－A）の測定と再現性   気管支肺胞洗浄液中の気道炎症マーカーが全身循環へ波及するかを検討するため、同時に血液標本を回収  
サンドウィッチELISA法による気管支肺胞洗浄液中のSP－Aを測定・定量化するために、2種類のモノクロ  

ナール抗体（MAB3274andMAB3272，CHEMICONInternational，Inc）．を用いて検危線を作成した。検量線は直  
線性であり、測定時期ならびに標本の保存期間を変えた数度の測定で誤差は生じず再現性が得られた。  

⑤健常大のSP－A   

健常犬における気管支肺胞洗浄液中のSP－A濃度はl，897＋／－241［mean＋／－SE］ng／ml、健常犬を若犬（1歳  

未満）群と成犬（1歳以上）群で区分するとl，739＋／－369ng／ml、2，033＋／－324ng／mlで統計上の差を示さなかっ  

た。血液中のSP－A濃度は32＋／q4ng／mlで、若大群42＋／－4ng／mlの方が成大群23＋／－5ng／mlより高値となった。  

（診呼吸器疾患犬のSP－A   

健常犬と比較して、呼吸器疾患大の気管支肺胞洗浄液中のSP－A濃度は3，214＋／－290ng／mlと高値を示し、特  

に問質性肺疾患および慢性気管支疾患では4，003＋／－1075ng／ml、3522＋／－271ng／mlと高値となり、結節性病変で  

は1，311＋／－550ng／mlと低値となった。血液中のSP－A濃度もまた61＋／一12ng／mlと高値を示し、特に問質性肺疾  

患および結節性肺疾患で138＋／－68ng／ml、75＋／－5ng／mlと高値となった。  

⑦総括   

今回用いた気道炎症バイオマーカー（SP－A）は気管支肺胞洗浄液中では安定しており、年齢などの影響を  

受けないことが示された。またこの研究で開発されたSP－Aの測定系が再現性に優れ、これからの診断メソ ッ  

ドとして有望であることが示された。さらにこの気道炎症バイオマーカーは血液中にも流出することが示さ  

れ、著大ではその値が高い傾向にあることがわかった。胎児期における羊水中にはサーファクタントが豊富  

に含まれていることが知られていることから、血液中のSP－Aは出生時期の予測や胎児の疾患判定にも使用で  

きるかもしれない。この研究では大の呼吸器疾患において気道炎症バイオマーカーが気管支・肺胞内で変動  

することを予測し、呼吸器疾患では気管支肺胞洗浄液中ならびに血液中において健常犬に比べて有意に高値  

となることを考えていた。このような結果が得られたのは問質性肺疾患ならびに慢性気管支疾患であった。  

一方、結節性肺疾患のように一部の呼吸器疾患においては気管支肺胞洗浄液中のSP－A濃度が逆に低値となる  

ことが判明し、これは血液中では高値となることから、腫瘍による肺障害により産生されたSP－Aが気管支・  

肺胞内へ向かわず全身循環へ流出することを意味している。よって血液中のSP－Aは肺腫瘍マーカーとしても  

利用できる可能性が示唆された。また予測と反して感染性肺疾患ではあまり変動が認められないことから、  

呼吸器感染症の成立にSP－Aの機能低下もしくは異常が関与していることが示唆された。   

以上のように、気道炎症バイオマーカー（SP－A）は大の肺障害の診断に有効であり、気管支肺胞洗浄液中  

と血液中の濃度を比較することにより鑑別診断を進めることができ、治療法方針の決定につながる重要なフ  

ァクターであることが示された。   
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平成20年度 学術研究印成金実績報告書  

平成21年  4月  30日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名   

所属・資格  

小堂 俊孝  

生物資源科学部・准教箋受  

下記のとおり報告いたします。  

唾／一般研究鋲同研剋／総合研究  注：該当する種目を0で囲んでください。  1 種 目  

2 研究課題   

名詞句の解釈位置と数量詞繰り下げに関する考察  

3 研究の目的   

従来の研究では、項の移動（A移動）によるコピーは論理形式（LF）では計算されないと主張され、（1）の読み  

が適切に説明できた。  

（1）a．Jolmislikelytobeintelligent．（Jolm＞likebT；＊1ikely＞JohrO  
b．Jolmislikelyくk鳥丑＞tobe亜丑＞intelligent  

ところがこの説明では、A移動によって生じる構造上低い位置のコピーが解釈されるという、繰り下げ現象  

を示す（2）の読みを説明することはできない。  
（2）a．Nobodyisbelievedtobeinthereactorroom．（believed＞nobody）   

b．幣isbelievedtobe＜nobody＞inthereactorroo皿．  
本研究では、繰り下げ現象が生じるメカニズムを生成文法の素性認可理論の枠j阻みでの説明を試みる。  

4 研究の概要   

上記の繰り下げ現象について、いくつかの提案がなされてきた。Boeckx（2000）は繰り下げ現象がみられる  

名詞句が不定名詞句に限定されることに着日し、定性効果を示すthere構文と並行的に捉える提案をした。  

ところが、there構文と並行的に捉えられない場合にも虚辞thereに相当する要素が関与しなければならない  

など、その提案にはいくつかの不備が存在する。また佐藤（2007）は素性認可の観点から繰り下げ現象の説明  

を試みているが、なぜ解釈不可能な素性が存在すれば移動コピーが琴されるのかなどの疑問が残る。   

本研究ではこれらの先行研究を検討した上で、項の持つすべての衰性が認可される位置が論理部門で解釈  

される位置であるという新たな提案をする。この提案には新たな素性を仮定する必要があるが、繰り下げ操  

作を用いずに繰り下げ現象を説明できるなどの利点が考えられる。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

香） いずれかを0で囲んでください。否の場合は．理由書を添付して下さしl。   ※ホームページ等での公開の  
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部科校名：生物資源科学部  氏名： 小堂 俊孝  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

1．はじめに  

（1）が示すように、項の移掛んm卯emendには、論理部門での再紬が生じないと主張されてきた  
（1）a．Jolmislikelytobeintelligent．Oohn＞likely；☆likely＞John）   

b．Jolmis址ely＜才（由丑＞tobe他inte山gent  
ところがこの主弓長では、主語が構造上低い位置で解釈を受ける読みを持／：壇）の説明が不可能となる。  

（2）a．Nobodyisbelievedtobeinthereactorroom．（believed＞nobody）   
b．Ncb＊isbelievedtobe＜nobody＞inthereactorroom．  

本研究では、（カのような主語が構造上低い位置で解釈される読みの説明を試みる。2節では（カを血e陀構文と並行的にとら  

えるとしたBoeek丈（2000）を、3節では論理部門での移動操作に依存せず、素性認可の観点から繰り下げ効果  

の説明を試みた佐藤（2007）を概観し、その間題点を指摘する。4飾では本研究の提案を行い、5節でその検証  

を行う。6節はまとめである。（なお6節と参考文献は紙面の関係で割愛する。）   

2．B∝dⅨ帥   
Boeck（2000）は繰り下げ現象を示す名詞句と示さない名詞句の違いに着目した。  

（3）a，Jolmislikebrtobeinte11igent．（＊1ikely∋■ohn）   
b．Everyoneseensnottobethereyet．（★not＞everyone）  

（めa．Nobodyisbelievedtobeinthereactorroo皿．（believed＞nobody）   
b．So皿eOnefromNYi＄1ikelytobehere．（】ikely＞nobody）  

（3）の主語は繰り下げ現象を示さないが、一方（4）の主語は繰り下げ現象を示す。これらの名詞句を比較すると  

後者の名詞句はthere構文の主轟名詞句として生起可能であることから、（2）には隠在的なthere（thereLFと  

する）が関与していると仮定した。  
（5）ThereLFi8believedtobenobodyinthereactorroom．   

ところがこの分析ではいくつかの問題点が浮上する。例えばそのひとつとして、（6a）のように対応する  

there構文が存在しない場合にもかかわらず、thereLFの関与を仮定しなければならない。  

（6）a．someonefromNYislikelytowinthelottery．   
b．ThereLFis址elyto＜someonefromNY＞winthelottery．   
C．＊mereiBlikelytoso皿eOnefromNYwinthelotteryl   

乱佐藤也007）   

佐藤（2007）は素性認可理論の枠組みで、LFでの移動操作に依存しない提案をしている。  
（7）Anitemwho＄eunValuedfeatlⅡeSareallvalueddoesnotleaveitscopybehind．  
（7）は、素性がすべて認可された名詞句は、移動の際にコピーを残さないという主張である。この提案に付随  

して、名詞句には解釈不可能素性Fが付与され、その素性は補文標識Cに付与されるQU素性によって認可  

されるとする。   

この提案では、繰り下げ現象を示す（初の名詞句は、素性Fが基底生成された位置で認可されないため、移  
動の際にコピーを残すことになる。コピーが残るために、論理部門においてその位置での名詞句の解釈が行  

われ、繰り下げ現象の説明が可能となる。   

ところが定義上、繰り下げ現象を示さない名詞句、つまり定名詞句にも素性Fが付与される。この場合、  
素性Fは基底生成位置で認可されなければ理論上大きな問題になる。その間題を回避するために定名詞句に  

付与された素性Fはコンテキストによって認可されるという提案をしている。この提案は、素性認可は一致  

仏許ee）によって行われるという理論から逸脱していると考えられる。   

4．提案   

本研究では佃）の提案をする。  

短）名詞句に付与された解釈不可能素性の認可がすべて完了する位置が、その名詞句の解釈位置である。  

この提案に付随して、定名詞句には解釈不可能素性Fが義務的に、不定名詞句には選択的に付与されるとす  

る。また、このFは補文標識主要部Cに付与される素性Fによって認可されると仮定する。   

以上の提案を（如と（10）で具体的に見ていく。まず、（少では定名詞句の場合を見ていく。   



［実績報告書7－3】  

部科校名：生物資振科学部  氏名： 小堂 俊孝  

研究の結果（つづき）  

（9）a．AgreebetweenTandhbD  
T……Jobn＜Ga昏e，F＞  

b．Move皿entOf地  

Jobn＜与良台e，F＞ T……John＜蝕姶，F＞   

C．AgreebetweenCandJbbD  
C＜寧＞John＜倶姐e，撃＞ T……Jobn＜G注⑳e，F＞  

Johは定名詞句であるため格素性（Case）とともに素性Fが義務的に付与される。Johnの基底生成位置では  

素性Fが認可されない（9a）。よって論理部門において、この位置ではJohnの解釈がなされない。Johnは時  

制句指定部（TPSpec）へ移動し、さらに補文標識Cの併合によりJoImとCの素性Fがそれぞれ認可される。  

Jolmの持つ解釈不可能素性の認可はTPSpecにおいてすべて完了するため、Jolmの解釈位置はTPSpec  

となる。   

次に不定名詞句に素性Fが付与されない場合を考えてみよう。  

（10）a．AgreebetweenTandsomepo助走由D  

T……SOmepOlitician＜蝕拾＞  
b．Movementofson2ePα批由D  

SOmePOlitician＜触e＞T……SOmePOlitician＜触e＞  
素性Fが不定名詞句＄OmePOliticianに付与されていないので、Tとの一致仏伊ee）によって、その名詞句が  

持つ唯一の解釈不可能素性（格素性）が基底生成位置で認可される。よって、仮定によりその位置が論理形式  

での解釈位置となる。   

5．検証  

（1）と（2）の解釈が、・4での提案によって説明可能となるかを検証する。まず（1）の読みを（11）で検証する。  

（11）a．John（Ca眉e，F）intelligent   
b．TtobeJolm（qase，F）intelligent  
c．John（e舶e，F）tobeくIohn（CaBe，F）＞inteuigent  
d．TLislikelyJolm（Q撼e，F）tobeく寸0lm（Case，F）＞intemgent  
e．John（鮎，F）Ttislikely＜Jolm（蝕姶，F）＞tobeくJohn（Case，F）＞intelligent   
f．C（F）Jolm（蝕給，F）TLi81ikely＜Jolm（臨，F）＞tobe可0lm（CaBe，F）＞intelligent  

Jo壬1nには格素性と解釈不可能素性Fが付与される。in由比酢ntとの併合から派生が開始される（11a）。Tが  

併合されるとTの¢素性とJohnの¢素性が一致仏訂ee）する（11b）。ところがTの4＞素性は不完全であるた  

め、Johnの格素性を認可するに至らない。TのEPP素性を満たすために、JohnがTPSpecに移動する（11c）。  

主節のTの併合により、Tの¢素性とJohnの¢素性に一致が成立する（・11d）。このTの¢素性は完全なもの  

であるためJohnのCase素性が認可される。さらにTのEPP素性を認可するためにJohnがTPSpecへ移  
動する（11e）。Cが併合され、CのF素性とJolmのF素性が一致し、それぞれが認可される（110。Jolmの  
持つ解釈不可能素性がすべて認可されるのは主節TPSpecであり、論理部門ではこの位置がJo上皿の解釈位  

置となる。よってJムhn＞1ikelyの読みが期待され、また1ikely＞Johnの読みが期待されない。これは（1）の事  

実と合致する。   
次に（2）の解釈を（12）で検証する。ただし紙面の関係上、nObodyには素性Fが付与されていない場合のみ  

を検証する。  
（12）a．nobody（Case）inthereactorroom   

b．TLtobenobody（Ca8e）inthereactorroom   
c．nobody（Case）tobe＜nobody（CaBe）＞inthereactorroom   
d．TLisbelievednobody（色相e）tobe＜nobody（Case）＞inthereactorroom   
e．Nobody（餞場合）Tisbelieved＜nobody趣鮨）＞tobe＜nobody（Case）＞inthereactorroom  

nobodyの解釈不可能素性は格素性のみである。nObodyが併合され（12a）、派生がTPの投射まで進む（12b）。  

この時点でTのd，素性とnobodyの¢素性に一致がかかるが、Tの4＞素性が不完全であるため、nObodyの  
Case素性が認可されることはない。TのEPP素性のためにnobodyはTPSpecへ移動する（12c）。さらに主  

節Tが併合されると、Tの¢素性とnobodyの¢素性が一致する（12d）。このTの¢素性は完全なものである  

ため、nObodyの格素性を認可する。この時点でnobodyの解釈不可能素性がすべて認可されることになり、  

論理部門でnobodyの解釈される位置は埋め込み節のTP Spec位置となる。派生はTのEPP素性を満たす  
ためにnobodyがTPSpecへ移動する（12e）。この結果、believed＞nobodyという読みが期待され、この期待  

は（2）の読みと矛盾しない。  

注：必要に応じて．このページをご使用ください   



【別紙様式 7】  
個08－130  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成21年5月8日  
日 本 大 学 総 長  殿  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

酵母の窒素源シグナル伝達系におけるアンモニウムトランスポーターの役割  

3 研究の目的  

アンモニウムは、微生物にとって重要な窒素源であるだけでなく、窒素代謝系や生活環に大きな影響   

を及ぼすシグナルとしての機能を有している。酵母においては、環境中のアンモニウムの存在量に応じ   

て、窒素源の輸送および代謝が制御され、また、形態分化や休止期・有性生殖過程への移行が調節され   

ている。アンモニウムの膜通過を仲介するアンモニウムトランスポーターは、進化上高度に保存された  

11回膜貫通型タンパク質である。最近、分裂酵母gc兢0∫αCCんα和叩Ce叩0椚あeの3つのアンモニウムトラ   

ンスポーターが初めて機能的に同定され、興味深いことに、そのうちのひとつが低アンモニウム条件で   

誘導される形態分化（寒天培地内部での繊維状の成長）に必要であることが見出された（Mitsuzawa2006；   

光輝2006）。この形態分化をもたらすシグナル伝達系におけるアンモニウムトランスポーターの役割を   

明らかにすることが本研究の目的である。  

4 研究の概要  

形態分化を誘導するシグナル伝達系におけるアンモニウムトランス ポーターの役割を明らかにするた   

めに、Amtlの遺伝子破壊株を用いて、様々なアンモニウム濃度における形態分化能について調べ、形態   

分化誘導シグナルの実体の解明に迫る。   

接合・胞子形成およびオートファジー（自食作用）も、形態分化と同様に低アンモニウム条件で誘導   

されることが知られているので、これらの過程にもアンモニウムトランスポーターが関与している可能   

性について検討する。また、アンモニウムトランスポーターの生理機能として、窒素代謝により生じた   

アンモニウムの細胞内保持における役割についての解析を行う。  

アンモニウムトランスポーターが、形態分化や接合・胞子形成を仲介するcAMPシグナル伝達系の上   

流で機能している可能性を検証するため、培地に添加したcAMPの効果を観察する。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2］  

部科校名：短期大学部  氏名：光渾 浩  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

これまでに、分裂酵母の3つのアンモニウムトランスポーターAmtl，Amt2，Amt3を機能的に同定し、   

高親和性と推定されるAmtlが、低アンモニウム条件で誘導される分裂酵母の形態分化（寒天培地内   

部で繊維状に成長し、特異な形態を示すコロニーを形成するもので、以下、繊維状侵入成長と呼ぶ）   

に必要であることを明らかにしてきた（Mitsuzawa2006；光輝2006）。本研究では、繊維状侵入成長   

をもたらすシグナル伝達系におけるアンモニウムトランスポーターの役割を解明することを目指して   

解析を行った。   

繊維状侵入成長におけるアンモニクムトランスポーターの役割に関しては2つのモデルが考えられ  

る。細胞内に取り込まれたアンモニクムあるいはその代謝産物がシグナル分子である可能性と、アン  

モニウムトランスポーターがアンモニクム濃度センサーとして機能しシグナルを生成するという可能  

性である。今回、アンモニウム濃度を上げると、Amtl欠損株が繊維状侵入成長を示すようになること  

を見出した。この結果は前者のモデルを支持している。次に、出芽酵母について同様の実験を行った。  

出芽酵母の偽菌糸成長（二倍体株が低アンモニウム条件で示す形態分化）に必要であり、センサーと  

しての機能が提唱されているアンモニウムトランスポーターMep2について、遺伝子破壊株を作製しア  

ンモニウム濃度の効果について検討した。分裂酵母の場合とは異なり、Mep2欠損株はアンモニウム濃  

度を上げても偽菌糸成長を示さなかった。これらの結果は、分裂酵母と出芽酵母とでは形態分化誘導  

におけるアンモニウムトランスポーターの役割が異なるという興味深い可能性を示唆している。   

分裂酵母の形態分化誘導において、アンモニウムトランスポーターの下流で働いているシグナル伝  

達系についての手がかりを得るため、培地に添加したcAMPの効果について検討した。CAMPを添加  

することによってAmtl欠損株が繊維状侵入成長を示すようになったことから、窒素源シグナル伝達  

にcAMP経路が関与していることが示唆された。   

以上のAmtl欠損株の繊維状侵入成長不能表現型に対するアンモニウム濃度およびcAMPの効果に  

関する結果より、分裂酵母においては、アンモニウムトランスポーターによって取り込まれたアンモ  

ニウムあるいはその代謝産物が形態分化誘導のシグナルであり、それがcAMP経路を活性化している  

という可能性が明らかになった。このことは、シグナル分子の実体およびcAMP経路の活性化機構の  

解明という今後の研究の方向性を明確にしたという点でも意義深い。   

本研究はまた、分裂酵母のアンモニウムトランスポーターの新しい生理機能を明らかにした。分裂  

酵母のアンモニウムトランスポーター三重破壊株（α∽JJ△α∽紹△α椚βA株）は低アンモニウム培地にお  

ける生育が野生型株に比べて非常に遅い（Mitsuzawa2006；光澤2006）。これは、アンモニウムを窒素  

源として外界から取り込むためにはアンモニウムトランスポーターが必要であることを示している。  

今回、意外なことに、三重破壊株がアンモニウム以外の窒素源での生育においても欠損を示すことを  

見出した。例えば、アンモニウムの代わりにセリン、フェニルアラニン、トレオニン、またはトリプ  

トファンを窒素源として含む培地において、三重破壊株は野生型株と比較して明らかに生育が遅かっ  

た。さらに、窒素源を含まない（EMM－N）培地においても、三重破壊株は野生型株より生育が悪かっ  

（つづく）   



［実績報告書7－3］  

部科校名：短期大学部  氏名：光澤 浩  

研究の結果（つづき）  

た。これらの結果は、アミノ酸の代謝によって細胞内で生じたアンモニウムが細胞外へ漏れ出すかあ  

るいは排出され、それがアンモニウムトランスポーターによってふたたび細胞内に取り込まれると考  

えることにより説明できる。三重破壊株のEMM－N培地におけるオートファジー（自食作用）の有無  

について胞子形成龍を指標にして検討したところ、オートファジーは起きていることが示唆された。  

このことは、三重破壊抹がEMM－N培地において生育欠損を示すのは、オートファジーが起こらない  

ためではなく、オートファジーの結果生じたアンモニウムを細胞内に保持できないためであることを  

示している。以上は、分裂酵母のアンモニウムトランスポーターがアンモニウムの細胞内保持という  

生理機能を持つことを示す結果である。   

本研究により、分裂酵母の窒素源シグナル伝達系におけるアンモニウムトランスポーターの役割が  

明らかになり、また、分裂酵母アンモニウムトランスポーターの生理機能としてアンモニウムの細胞  

内保持を見出した。これらは今後の解析の基礎となる重要な知見である。  

注：必要に応じて，このページをご使用ください   



【別紙様式 7】  
＊課題番号  個08・131  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21年 5 月  8日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名  

所属・資格  倭学部・教授  

下記のとおり報誓いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  一段研究（個人研究）  一般研究（共同研究）／総合研究   1 種 目  

2 研究課腫   

カテコール0－メチル転移酵素活性化物質の探索と活性化機構の研究  

3 研究の目的  

カテコールー0－メチル転位酵素（COMT）は肝臓、腎臓などに存在し、血中カテコールの除去を行っている酵素で  

ある。近年の疫学的な研究によって、慢性腎横倍障害患者の心血管系障害による致死と血中のノルアドレナ  

リン濃度の上昇には正の相関がある事が示されている。この相関は生活習慣病由来の腎機能障害患者の場合  

には特に帯しい。血中ノルアドレナリン溝度の克進が心血管系疾患死の原因であるかを匪接的に検証した報  

告は無いが、ノルアドレナリンの完進が心筋肥大、血圧上昇などにつながっていることは証明されている。  

我々は二つの腎機能醇哲モデルラット（糸球体基底膜に対する抗体による腎機能障害ラット、5／6腎機能析  

雫ラット）におけるCOMTの代謝物を定量し、血中NEと腎機能低下が相関することを検証した。COMTの酵素  

活性を強化できれば、血中ノルアドレナリン照度を低下させることが期待できる。本研究はCOMTの活性化物  

質を探索するものである。  

4 研究の概要  
ヒトCOl汀遺伝子を組換えタンパクとして調製し、スクリーニング用の酵素とする。COMTの比活性は低いの  

で、酢邦活性評価はノルアドレナリンの生成冊を正確に定熱する必要がある。エチレンジアミンとカップリ  

ングすることによりカテコール骨格特異的な蛍光物質を導いて検出するHPLC法を導入し、アッセイ方法を確  

立する。  

この評価系を利用して主として天然化合物ライブラリをスクリーニングする。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

否） いずれかを○で国んでください。香の場合は．理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告車7－2】  

氏名：飯島 洋  部科校名：薬学部  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

H20年度目標の目標は下記のとおりであった。  

（1）ヒト組換えCOMT生産大腸菌を利用した酵素の生産と精製方法の構築。  

COMT生産大腸菌については、ヘルシンキ大学、キッセイ曹長品工業などから発表されている。この情報に従い、  

発現、生産、精製の方法を確立する。：迫伝子組み換え生物の培軋 タ．ンバク質の精製。  

（2）HPLCによるCOMT活性測定方法の柵立  

活性化剤の探索なので生成物の・爪を正確に定出することが大挙である。HPLCを利用した評価系を立ち上げる。  

（3）既に発見済み化合物（本化合物の知財権についてはキリンファーマ社から許諾見込み）を用いたCOMT活  

性化メカニズムの解析の実施ウサギ形動こ体して発見された化合物であるので、まずは再現性などを確認す  

る。確認されれば、COMTの活性化鞭構を探る。化合物の結合部位の柵誼などを行う。  

（4）COMT活性化物門のスクリニングのノー～手（当初は昭治耀関連に用いられている天然物（単離化合物）を、  

生薬学ユニット北中教授から提供を受け、スクリニングソースとする）   

本助成申紺時の計両．咋では、ラットCOMTを鵬入して入手し、（4）も含め、各目標を並行させて実施する予定  

であった。ところが、ラット酢調ま実郡市販が中断されており、計画項目（3）ならび（4）を並行することは不  

可能であった。  

平成20年度末日においては（1）を完了、（2）をほぼ建成できた。（3）と（4）については残念ながら実験的には末  

弟手となったが、（4）については天然物化合物ライブラリに関する調査／一部化合物の鵬入し、（3）については  

協和発酵キリン社（合併が行われた）と既存化合物の使用のための知財に関する許諾を再度取得しなおしてい  

る。   

（1）coMT組換酵蛮の取得  

COMT c－DNAを含む市販のプラスミド（poTB7）を購入し、COMT c－DNA辿伝子を増棺控、制限酵主i，きで切り出し、  

発現カ ッセトを含む市販の発現ベクター（pGEX－2T）に挿入し、可溶型 COMT（s－COMT）を  

Gluthatione－SrtransferaseC末端側への融合タンパクTfとして生産できる発現ベクターを椚築した。このベ  

クターで形質転換した大桐苗を培兼し、対触椚雛期に培地にIPTGを加え、GST－COMTタンパク門の発現を行っ  

た。大腸閃苗体を破砕し、可溶性タンパク印を抽出し、抽出液からグルタチオンセファロースによるGSTに  

対する粗相性を利用して、GST－COMT融合タンパク即を吸．γほせた。グルタチオンセファロース担体を洗浄後、  

トロンビンでGST－COMT閏の運択的な切†析を行うことにより、COMTタンパク質を取得した。  

SDS揖烏泳動により組換えCO11Tは計算分子・肘こ相当する移動比をもつバンドとして検出できた。またタンパ  

ク節の発現EIほしては1L培養あたり約6mgのアフィニティ紺製COMTが得られた。今後、培基条件の検討な  

どを行い、収串の向上を図る余地があると思われる。   

酵寂の活性測定を実施した。  

文［状を1巻ゴ引こし、50rnM Sodium Phosphate（pH7．5）中、4mM DTT、2mM WgC12共存下に、NE2mM、SAMe O．2mM  

を反応させた。（NE：ノルアドレナリン、 SAMe：S一アデノシルメチオニン）HPLC分析により、反応生成物で  

あるノルメタネフィリンの生成を検出できたものの、その生成・量は、軒フ糾lヒ、反応時間と正純相関していな  

かった。そもそも、本研究の弟眼はCOMTという酵邦のもつ酵裁としては低い触媒回転数（数回／秒）と低い  

基質親和性（Ⅸmとしで数百川）という特性に基づくものではあるが、活性化物門の探索という観点からは、  

活性評価方法には更なる改良が必要であると考えられる。   
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部科校名：薬学部  氏名：飯島 洋  

研究の結果（つづき）  

（2）HPLCによる活性測定  

HPLCシステムの整備  

角田・今井らにより報告されている高感度高選択的なカテコールアミン分析法を準入した。主要な機器本体  

については武蔵野大学薬学部今井先生から貸与をいただき、蛍光ディテクターについては生薬学ユニットの  

機器を借用した。さらに、電気化学反応セルは新規に導入し、分析システムハードウェアを完成させた。   

当初は定量性の欠如、不明なピークの出現などにより難航したが、流路の洗浄、老朽化したパーツの交換、  

試薬の見直しなどを経て、酵素レベルのスクリーニングには十分と期待できる20pmoleの感度で、ノルメタ  

ネフリン（ノルアドレナリンのメチル化体）を検出できるようになった。蛍光ではpmoleレベルが限界であ  

り、今後はさらに化学発光検出を組み合わせる事により、fmole レベルでの検出を目指す。将来、化合物が  

発見できれば、fmole感度の分析により、動物の血中のノルメタネフリンの定盤が可能になる。  

今後の計画   

今回、助成いただいた期間・範囲内では、出版発表などには至れなかったが、新規プロジェクトの立ち上げ  

を行うことが出来た。今後、下記の方針で研究を継統する予定である。  

（1）活性評価系の柵立  

（2）酵素タンパク門の大量取得  

（3）当初目標（3）と（㊥の実施。  

注：必要に応じて．このページをご使用ください。   



【別紙様式 7】  
個08・132  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 5 月 15 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

名  草 閉 園 子  氏  

所属・資格  薬学部・准教授  

下記のとおり報告いたします。  

一般研究（個人研究）／一般研究（共同研究）／総合研究  注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  

2 研究課題  

神経障害の発現に及ぼすストレスの影響に関する基礎的解析  

3 研究の目的  

H，Selye以来ストレスは多くの疾患の背景あるいは原因となることが知られている。器質的変化を伴う  

神経疾患においても例えばAIzheimer病の発現において、ストレス反応系である視床下部p下垂体一副腎  

（HPA）軸との関連について報告がある。（0，Brierlet al．1996．PsychoIMed26：7－14など）。申請者は上位お  

よび下位運動神経に選択的な変性・脱落を引き起こす運動疾患neurolathyrismについて、ゲッ菌類モ  
デルの作製に成功し報告したが、研究過程でその出現斬度に影響する因子としてストレスがあることが  

予想された。本疾患の発生状況をかんがみても、ストレッサーが運動神経の変性に影響を及ぼすと推論  

される。ところがこのテーマに関連した研究は少ない。そこで、再現性の良いこの実験系を利用すれば  

比較的容易にストレッサーと運動神経脱落との関連を調べうると考え、本研究においては準備段階とし  

てストレス下での運動不全の発現と症状について基礎的データを収集することをめざした。  

4 研究の概要  

対麻痺出現に及ぼすストレス負荷の影響：neurOlathyrism原因化合物β－N－0Ⅹalyl－L－α，β－   
diaminopropionicacid（以下ODAP）をWistar系ラット新生仔に連続末梢投与し、後肢のみに対麻痔を   

起こした動物を作製する際に、母親から引き離し、隔離ストレスを与える。その条件と対麻痺発症頻   
度との関係を調べた。  

ストレス応答系（HPA軸）における変化①oDAP投与条件下、ストレスの主な反応系であるHPA軸の反応   
性についてcorticosteroneの血中濃度を指標として検討した。ホルモン測定にはEIA法を用いた。   
②oDAP投与の際、直前に腹腔内投与したグルココルチコイド（dexamethasone）によって対麻痺の発症   

がどのように影響を受けるかについて検討した。③脳内HPA軸関連領域における変化を組織化学的に   

検討した。以上から運動神経の特異的障害とストレスの関連について知見を整理検討し、考察した。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ琵亥当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  
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氏名：草間 園子  部科校名：薬学部  

6 研究の結果鷹合研究の研究代車有礼4，000字以上記入してください。）   

（1）対麻痺出現に及ぼすストレス負荷の影響：  

誕生後8時間以内のラット新生仔にneurolathyrism原因化合物β－N－0Ⅹalyl－L－α，β－diaminopropionic  

acid（以下ODAP）を連続で末梢投与した。投与条件は化合物の性状とupanddown法に近似した手法にも  

とづき投与量として100mg／kgを1日1回皮下投与、毎日5％ずつ増量とした。2日目から一日6時間  

（午前10時～午後4時）母ラットから引き離し、隔離・飢餓ストレスを与えた（ストレス群）。ストレ  

ス非負荷条件（非ストレス）と負荷条件（ストレス）における麻痩ラ′ットの出現について表1に示した。  

表1 ストレス負荷条件が対席痺ラット出現に与える影響1）  

合成ODAPを生後8時間以内のラット新生仔に一日一回皮下投与し、2日目よりスト  

レス群は投与前から投与まで親から6時間引き離した。非ストレスでは投与時のみ  

引き離し、痙攣回復後（約30分）すぐ親に戻した。  

対 照  L▲β‾ODAP  連続投与  

ストレス  非ストレス   ストレス  非ストレス   

全個体数（％）   117（100）   45（100）  157（100）   92（100）   

対麻痺＊   0（0．0）   0（0．0）   24（15．3）   3（3．3）   

症状なし／可逆性症状  107（91．5）  42（93．3）  32（20．4）  57（62．0）   

死亡   10（8．55）   3（6．7）  101（64．3）  32（34．8）  

表の数値はラットの匹数を、カツコ内は出現頻度（％）をそれぞれ示す。  

＊ 後肢が両側性完全に痙性麻痺を起こしたものを「対麻痩」とした。一側性の麻痩  

も便宜上ここに入れた。   

この実験結果からWistar系ラット新生仔（オス）に対するODAPの連続投与はストレス非負荷の場合は後  

肢対麻痺個体の出現率が3．3％であったのに対し、6時間隔離では15．3％と約4．6倍に上界した。他方、  

投与による死亡も1．8倍に増加した。以上のことからストレス負荷はODAP投与による対麻痺ラットの  

発生を大幅に高める市が判明した。   

（2）ストレス応答系（HPA軸）における変化  

①ストレスに対する体内の応答系として視床下部一下垂体一副腎系（HPA）がある。ラットのグルココルチ  

コイドであるコルチコステロンについて、まず数値が大きく現れると予想されたストレス負荷ラットに  

ついて、対照群（生食群）とODAP群のコルチコステロン濃度を測定し、結果を図1に示した。生後10  
日まではコルチコステロン濃度が非常に低かったためキットの定量下限付近であった。その後、3週、  

23過とそれぞれ6倍、16倍まで血中濃度が増加し、HPA系の反応性が増大することが確認された。現在  
までの結果では、ストレス負荷下では対照と ODAP群（麻痺を起こさなかった個体）でコルチコステロ  

ンの濃度において大きな差は認められなかった。麻痺が生じる時期である投与中の生後1週間以内につ  
いての測定値を得る必要があり、今後より感度の高いキットを用いることにより、特に生後初期のHPA  

軸が不完全な時期のHPA軸の反応性につい  

て更なる検討が必要と考えられた。   

図1 ストレス負荷ラット各時期  
における血清コルチコステロン濃度  

表1に示した条件でラット雄にODAPまたは  

生理食塩水を皮下投与し、5日、3週間  

23週間目に採血し、血椚のコルチコステ  

ロンをEIA法で測定した。ODAPと表記さ  

れているものは対麻痺を示さなかった  

個体（n＝2）である。   
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部科校名：薬学部  氏名：草間 園子  

研究の結果（つづき）   

②HPA軸と同等の働きをする可能性がある時期50ト1g／kgdexamethasone（以下dex）をODAPの直前（30分  

前に腹腔内）に投与した。この群について、前実験にもとづき、安定した数倍として捉えうる3週間目  

のラットについて、 コルチコステロンの血中濃度を前述の方法で測定した結果を図2に示した。雄（n＝4）と  

雌（n＝2）の間でコルチコステロンの血中濃度に大きな差は  

認められなかった。また、雌についてもODAP投与群  

と対照との間の差が認められず、図1と同様の結果  

となった。一方、雄に関してdex単独投与でやや  

減少傾向がみられるものの、dexとODAP連続投与は  

3週間で見る限りcorticosteroneレベルの大きな変動  

は認められなかった。   

また、データには示していないが、dexの同時投与  

によって対麻痺の出現は全く認められなかった。  

のみならず、ストレス負荷下でODAP投与によって生じて  

いた60もの死亡率は21％まで低下した（dex単独による  

死亡率は23％であった）。  

ただし、被験個体数がまだ少数（n＝18－24／群）であるため、この知見は予備的なものである。  

③視床下部の組織化学については現在検討中である。   

以上の検討により、神経毒ODAPによる下行性motorconductionsystemにおける障害に関して、隔離一飢餓  

ストレスの負荷はその特異的毒性を高めることが判明したが、内分泌学的にストレス応答系（HPA軸）の明瞭  

な応答は現在までのところ認めえなかった。ただし、麻痺発生期のHPA軸の変動、対麻痺個体についてのデ  

ータは不十分であり、今後あきらかにしたい。  

1．Kusama・EguchiK，etal．2009．J．Comp．Neurol．submitted．  

注：必要に応じて．このページをご使用ください。   



【別紙様式 7】  
＊課題番号  個08－133  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成21年5月8日  
日 本 大 学 総 長  殿  

‾■ 

＿二  氏  名  小林 秀昭  

所属・資格薬学部・専任講師  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

チャバネアオカメムシ共生菌と腸内細菌£ とJ扉血比「血肪のゲノム比較  

3 研究の目的  

昆虫にはその6割の種にそれぞれの共生菌（昆虫共生菌）が存在するといわれている。昆虫共生菌は、宿  

主との数億年にわたる共生関係から特徴的な遺伝子が濃縮されていると考えられる興味深い微生物である。  

そのため、自立型の細菌ゲノムと比較することによりゲノムレベルでの特徴を明らかに出来る可能性がある。  

昆虫共生菌のモデルとしてチャバネアオカメムシ共生菌に注目し、そのゲノムの特徴を自立型の腸内細菌で  

ある助血0〃eノノ∂乙仰カノ瓜びr血価LT2（£ り1頭加αr血虚 のゲノム塩基配列と比較することによりゲノムの特徴  

を明らかにすることを目的とした。  

4 研究の概要  

チャバネアオカメムシ共生菌は中腸盲のう部の菌細胞塊内にできていることから、細胞表面分子の変化が  

期待される。そこで、細胞表面を構成している分子の中で、1ipopolysaccharide（LPS）に注目し、その合成開  

通遺伝子を中心に比較解析を行った。比較の対象として£ り扉血αr九併の他に励血色「ノdノ∂COノノK12（g．  

coll）も用い自立型の細菌内の比較対照とした。LPSは大きく3つの部分（リビドA、コアオリゴ糖、0多糖）  

に分けることができ、さらにコアオリゴ糖は内部コアと外部コアに分けることができる。内部コアまでの生  

合成遺伝子は£▲励血（〟イ乙仰と且coノブに共通であることから、これら遣伝子を中心に解析した。その結果、  

リビドAや内部コアを構成する合成遺伝子については相同性検索の結果、その存在が示唆された。しかしそ  

の相同性は51typhlmLJrlLJmとE collとの相同性に比べて低かった。以上の結果から、少なくとも1ipidA  
の合成および内部コアの合成酵素を有することが強く示唆された。LPSは細胞壁構成成分であり宿主の異物  

認識の観点からは遺伝子が失われていてもおかしくないと思われたが、自立型の微生物と同様に存在してい  

ることが示唆された。宿主との相互作用の観点から興味深い知見が得られたと考えられる。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

・否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  
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部科校名：薬学部  氏名：小林 秀昭  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

多くの昆虫は菌細胞塊といわれる特殊な器官に微生物を共生させている（共生菌）。共生菌は昆虫に対して  

栄養などを供給していると考えられている。これまで研究されてきた多くの共生菌は菌細胞塊の細胞内に共  

生しているタイプのものであった。これら共生菌は細胞内に存在していることから宿主の免疫システムから  

逃れていると考えられる。しかし、共生菌の中には菌細胞塊の中に存在するものの細胞内ではなく細胞外に  

共生し七いるものが知られている。細胞外に存在する共生菌は宿主からの免疫システムに常にさらされてい  

るはずである。   

今回解析の対象とした宿主のチャバネアオカメムシは、日本の果樹害虫として最もよく知られているもの  

の一つである。チャバネアオカメムシの共生菌は中腸盲のう部の中に存在し、盲のう部の内腔は小さな穴を  

通じて中腸とつながっているため、共生菌は宿主との接触に常にさらされている。この共生菌は盲のう部か  

ら中腸に放出された後、卵の表面に塗布され、それを貯化した幼虫がなめて体内に取り込むというプロセス  

を経て次世代のカメムシに受け継がれていると考えられている。この共生菌は宿主に対するビタミンの供給  

を担っていると考えられている。   

一般に、宿主にとって好ましいとは言えない微生物の感染は、宿主の免疫システムにより排除される。チ  

ャバネアオカメムシ共生菌は腸内細菌科に属し、中腸とつながっている盲のう部の内腔に存在していること  

から何らかの宿主一共生菌間相互作用を行っているはずである。チャバネアオカメムシ共生菌が宿主の免疫シ  

ステムからいかにして逃れているかについてはこれまで研究はされていない。宿主との相互作用でまず注目  

するのは共生菌の細胞表層の構成成分である。  

リボ多糖（Lipopolysaccharide、LPS）はグラム陰性細菌の重要な細胞壁構成成分である。脊椎動物では、  

LPSは自然免疫を強く活性化することから、宿主による微生物の認識の対象物質であるといえる。LPSは、リ  

ビドA（エンドトキシン）といわれる疎水領域、コアオリゴ糖、0多糖に大きく3つの部分に分けることがで  

きる。さらにコアオリゴ糖はKDO（3－deoxy－D－mannO－OCtulosonicacid）やHep（L－glycero－D－mannO－heptose）  

で構成される内部コアおよび外部コアに分けることができる。LPSについては、自立型の微生物について詳し  

く調べられているが、共生菌についての研究はほとんどない。グラム陰性菌では、LPSは増殖や生存に関わっ  

ていると考えられている。血cカ〃イcカブ∂COノノ（且（氾〃）では、リビドAの合成に関わる遺伝子を欠損させる  

とある条件化で生存できなくなる。且．犯〃と免血00eノノ∂励血〟r九扮（且 舌頭血比「力血 について、最′J、  

のLPS構造が調べられており、リビドA－KDOであることが明らかになっている。これらのことは、グラム陰  

性菌ではLPSが生存に必須であることを示唆している。しかし、例外も知られており、胸ノ∫∫erノβ瓜eノフノ乃gJとノゐ∫  

は、KDOがなくても生存でき、リビドA合成酵素の一部である1pxA遺伝子を欠損させても生存できることが  

明らかとなった。ペスト蘭であるnrs加1apestlsではyrbHやwaaA遺伝子がなくてもKDOのないLPSを合  
成でき生存可能であることも報告されている。これらのことから、細胞外に存在する共生菌では、宿主との  

共生にむしろ不必要と考えられるLPSの合成について何らかの変化があることが期待された。そこで、共生  

菌のLPSについて、 ドラフト塩基配列を得ていたことから、相同性により探索することにした。当初の計画  

では全ゲノム塩基配列を利用することを予定していたが、ドラフト塩基配列の未決定部分の配列の決定が難  

航し、全ゲノム塩基配列を決定することができなかった。これは、類似の塩基配列が何カ所もあることが分  

かり、COntig間の対応付けが想定以上に難しかったことによる。このことは逆に、未結合部分は類似の配列  

であり、ユニークな配列はドラフト塩基配列中に存在すると考えられることから、ドラフト塩基配列を利用  

して以下解析を行うことにした。   

解析には、我々の決定した共生菌のドラフト塩基配列情報ならびに且（氾〃と£ r頑血‘甘九仰のLPS合成  

酵素の塩基配列情報を利用した。5：抄pカ血比rJ（仰は共生菌のCOG解析から最も相同性の高い微生物として選  

択した。自立型の微生物の比較の対照として£（氾〟を選択した。それぞれのLPS合成酵素の塩基配列につ  

いてはKyoto EncycIopedia of Genes and Genomes（KEGG）より入手した。これ．らをもとに、共生菌のLPS合  

成酵窮遺伝子をまず、NCBI（NationalCenter for BiotechnologyInformation）のBLAST searchにより探し  
た。そして、その領域を含むORFをLasergene software（DNAstar，WI）により同定した。その後、それぞれ  

の合成遺伝子ごとに翻訳したアミノ酸配列を元に、三者をclastalW法により比較した。   

内部コアまでの生合成遺伝子は£ りやカ血肝九肪と且 c∂ノブに共通であることから、これら遺伝子を中心に  

解析した。   
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研究の結果（つづき）   

（1）LipidAの合成では、その関与する遺伝子群として1pxA，1pxC，1pxD，1pxH，1pxB，1pxK，1pxL，1pxM，  
の8個について解析した。これらの遺伝子群について、E collと51tJPJ7LmuTlumのDNA塩基配列情報をKEGG  
より入手した。これらの塩基配列をもとに、共生菌のドラフト塩基配列に対してBLAST検索を行い、相同性  

の高い領域を抽出した。次にLasergene softwareを用いて、抽出した領域について、ORF領域を推定した。  

末端の相同性が高い場合には5’末端，3’末端をその部位とし、相同性が低い場合にはORFを用いた。この  

ようにして遺伝子領域を推定した後、アミノ酸レベルで相同性をclastalWにより比較した。その結果、且coノノ  

と51tn？hin7WILmでは5個の遺伝子は、93％以上の相同性を示したが、一部、1pxH84％、1pxK82％、1pxL84％  

と相対的に低いものがあった。これに対し、本共生菌との比較では、1pxHでは、且 coノノとは71％、£  

励血比㍗ム∬とは67％であった。1pxKでは、且（氾〃とは64％、£ 亡〝め加〟r九打とは65％であった。1pxLにつ  

いては、且 coノブとは68％、£ 乙画才〟比rJ以貯とは67％であった。その他5個の遺伝子については、且 coノノと  

は74～86％、£乙Ip万ノ〝〟rノ〟伊についても74～86％であった。以上のように共生菌との比較では全般に10～20％  

程度低かった。しかしBLAST検索で相同性の高い領域として抽出され、かつ、アミノ酸レベルで60％以上と  

相同性が高いことからこれらリビドA合成遺伝子については共生蘭でも保持されていると考えられる。  

（2）コアオリゴ糖の合成経路のうち、KDO合成経路では、WaaA，kdsA，kdsC，kdsBの4個の遺伝子につい  

て解析した。これら遺伝子についても同様に検索したところ、且 coノブと£ と励血〟rJ‘仰との比較では93％  

以上の相同性をいずれの遭伝子も示した。これに対し、本共生菌については、且coノブとの比較では76～90％  

であり、£ とJpÅ加〟・ム皿との比較では73～88％であった。共生菌との比較では全般に20％程度低かったが、  

いずれの遺伝子も存在していると考えられた。  

（3）コアオリゴ糖の合成経路のうち、Hep合成経路では、gmhA，yraO，rfaE，yaeD，rfaDの5個の遺伝子  
について解析した。これら遺伝子についても同様に検索したところ、且（氾〟と£ りp山加〃r九併との比較で  

は93％以上の相同性をいずれの遺伝子も示した。これに対し、本共生菌については、且 coノブとの比較では  

75～92％であり、£ と〝妨血〟∫J（皿との比較では75～91％であった。共生菌との比較では全般に1鵬程度低か  

ったが、いずれの遺伝子も存在していると考えられた。  

（4）コアオリゴ糖の合成経路のうち、KDO合成やHep合成以外のE collと51tJPhlmwILLaTで共通の遺伝  
子である、rfaY，rfaB，rfaG，rfaQ，rfaF．rfaP，rfaCの7個について同様に検索した。その結果、E  
とSltJPhimuTILmとの比較では64～92％と遺伝子ごとにばらつきが見られた。BLASTで本共生菌のドラフト  

塩基配列に対し相同領域を検索したところ、rfaFとrfaCの2個のみ見出すことができた。rfaFとrfaCは  
HepのKDOへの連結に関わる酵素である。rfaFについては、E coIItは77％、Slt励1murlumとは76％の相  
同性を示した。rfaCについては、且 coノノとは67％、£ とJゃんf〝〟r血併とは68％の相同性を示した。相同性検  

飛で見つからなかった遺伝子は、且（氾〃や£ り扉加〃r九〃とは大きく異なった構造を有している可能性も  

否定できず、種の違いを反映している部分もあると思われる。   

以上の遺伝子検索の結果から言えることは、少なくともコアオリゴ糖のうち内部コアの合成までは行われ  

ていると考えられ、少なくとも最低限のLPSについては合成していることが強く示唆された。外部コアにつ  

いては本共生菌特有の遺伝子の存在の可能性もあり、相同性の解析によるのではなく、糖鎖構造の解析が必  

要である。   
宿主との相互作用を考えると共生菌はLPSを欠落していてもおかしくないと考えたが、そうではなかった。  

LPSは宿主との相互作用部位である一方、LPS自体の機能として重要なものがあり、そのため欠損させること  

ができなかったと考えるのが妥当である。LPSのコアオリゴ糖はマイナスに荷電しており、2価陽イオンと  

結合し細胞壁における物質の通過を強く妨げている。そして、細胞壁にはOMPといわれる外膜タンパクを配  

し、そこから栄養などを取り込んでいる。このOMPの会合にLPSは必要であると考えられている。共生菌は  

宿主との物質のやり取りが盛んであることが考えられるため、このような物質交換に必要なOMPを正常に働  

かせるためLPSは必要であると推察される。   
以上をまとめると、共生菌のゲノムの特徴を明らかにするためLPS合成遺伝子について自立型のグラム陰  

性菌のゲノムと比較し、共生菌についてもリビドAや内部コアの合成酵素を有することが強く示唆され、自  

立型の微生物と同様LPSを持っていることが考えられた。LPSの存在が示唆されたことから、宿主一共生歯間  

相互作用を考えるうえで興味深い知見が得られたと考えられる。  

注：必要に応じて．このページをご使用ください。   
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日本大学総長殿

氏 名泉澤恵 ，得）
所属・資格 日本大学薬学部・専任講師

下記のとおり報告いたします。

1 種目〇一般研究（個人研究／一般研究は誰拘f究）／総合研究 I注：該当する種目を0で囲んでください。

2 研究課題

OTC医薬品の labellingに関する調査研究

3 研究の目的

OTC医薬品は、 2006年の薬事法改正によってリスクに応じて 3分類され、情報提供と相談応需の整備が今

後の課題とされ、新ラベル表示方法、情報提供のあり方をはじめ、より具体的な情報提供システムの整備が

必要とされている。現状の外箱表示は、商品名などマーケティング情報が大きな割合を占めており、リスク

に応じた製品選択や使用前に注意を促す情報は十分に記載されていない。また、重要な情報はマーケティン

グ情報に比べて目立たないため、情報を正確に把握しづらい。そこで、本研究では、どのような外箱情報で

あれば必要な情報が購入前に消費者に認識され、 OTC医薬品の適正使用がもたらされるかを明らかとする

ことを目的とした。 OTC医薬品の情報項目に関して消費者ニーズをもとに階層化し、新しいリスク分類表示

を加えた外箱表示のデザインを試作後、印象評価実験や意識調査によってリスク情報への意識の変化を確認

する。また、眼球運動による情報内容の注目度とその背景を調査し、リスク情報をはじめとする適正使用情

報に係る内容を精査し、デザイン心理学的側面と認知プロセスの考察を試みた。

4 研究の概要

OTC医薬品の labelling、すなわち、 OTC医薬品の外箱情報と添付文書情報の適正使用を考慮された外

箱を作成し、薬剤師などの専門家とのコミュニケーションを介して、その情報源が、適正使用へと繋がる新

しい labelling情報源となる可能性に着目し、心理的手法及び人間工学の双方の視点から検討した。まず、

薬事法改正に伴ってOTC医薬品の変更点の一つであるリスク分類表示の添付によるデザイン変更が、心理

学的にどのように影響するかに着目した。そこで、新しい分類表示のデザインを試作し、印象評価実験と意

識調査によってデザイン心理学的な影響を調査し、コミニュケーションツールとしての可能性を模索した。

その結果、新しいリスク分類表示が印字されることで注目度が高まる一方で、リスクが高いほど購買意欲は

低下した。さらに、眼球運動の停留時間の実験から、購入者の情報項目への注目度はOTC医薬品メーカー

の重視する項目と符号したものの、適正使用情報を重視する結果ではないことが明らかとなった。したがっ

て、今後、 OTC医薬品のセルフメディケーションを支援する Labelling情報とは、必要かつ重要な情報を

消費者が瞬時に注目し、見極め理解しやすい情報となるよう構成されることが望ましい。その為には、人間

工学の視点を考慮し効果的な認知プロセスを実現する labelling情報への新たな視点が必要となることが示

唆された。

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）

・研究代表者

・研究分担者（役割分担）

--- ― ―-----—• ーー., ―-- ------- - --- -

→ 

一
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6 研究の結果（総合研究の研究代表者は， 4,000字以上記入してください。）

本研究は、階層化された情報項目と新しいリスク分類表示を付けた新しい外箱を作成したサンプルと既

存の製品を対象に、印象評価実験、注目度実験、質問紙調査等を実施し、新しい labelling情報の構成に係
る調査研究を行い、考察した。

/誓は項目に贔贔瞑疇

(1)注目度実験（眼球運動実験）

20~30代の大学生・主婦（医薬品平均購入回数： 0. 3回／月）を対象に医薬品 4種類をサンプルとし

眼球運動実験を行った。各医薬品表示の項目は、 12項目に分類し、被実験者による各医薬品表示の外箱

項目の停留時間を眼球運動計測装置を用いて測定し、各項目ごとに注目度を比較した。

薬品名，キャッチコピー，効果・効能、用法・用盤の項目は、どの医薬品であっても注目度が比較的高

く、一方、リスク分類表示，問い合わせ先，内容堡，使用期限などの注目度は低かった。リスク分類表示

の停留時間は、いずれの製品においても、薬品名に比較し有意に短かった (p<0.05)。使用上の注意項

への藩目度は、かぜ薬ではキャッチコピーと同程度の時間であったのに対し、ビタミン剤では約 18分の
1と短い時間を示した。

かぜ薬およびビタミン剤の全 12項目に対する合計停留時間（かぜ薬：平均 14.50秒，ビタミン剤：平

均 15.61秒）に統計的有意差は認められなかったが (p>O.05), かぜ薬の用法・用盤，使用上の注意，製

薬会社名，問い合わせ先に対する停留時間はビタミン剤よりも有意に長かった (p<O.05)。また，かぜ薬

では色がついているキャッチコピーの停留時間は、色がついていないキャッチコピーより有意に長く，図
がついている用法・用法に対する停留時間がついていない場合より有意に長かった (p<O.05)。

(2)質問紙調査

眼球運動実験終了後、質問紙によるアンケート調査を実施した。被験者は選択した薬品の各項目をどの

程度よく見たか，および各項目にどの程度目を引かれたかについて 4段階で評価した。また、注目度の背
後に潜む理由も調査した。さらに、薬局に来店した 20代~70代の客 140名（医薬品平均購入回数： 0. 7 
回／月）も同様の調査を行った。

調査の視点は、①選択した薬品の各項目をどの程度見たか？②選択した薬品の各項目にどの程度目を引
かれたか？③選択の決め手になった部分 の3項目とした。

被験者の 87.3%が「キャッチコピーをとても・少しよく見た」と回答し，その理由においては 38.4%

の被験者が「必要な情報だから」， 37%の被験者が「文字が大きかったから」と回答した。また， 75%の

被験者が「キャッチコピーにはとても・少し目を引かれた」と回答し，その理由には 36.1.%の被験者が
「文字が大きかったから」， 14.9%の被験者が「色が目立ったから」と回答した。

また、被験者の 88.7%が「薬品名にはとても・少し目を引かれた」と回答し，その理由には 49.6%の

被験者が「文字が大きかったから」， 17.7%の被験者が「色が目立ったから」と回答した。

そして、選択の決め手は、被験者 18.6%は「選択した薬品のキャッチコピーによって決めた」， 18.2%が

「選択した薬品の効能・効果によって決めた」と回答した。次いで、被験者 12.81は「選択した薬品の外

箱のデザインによって決めた」，被験者の 12.6%「選択した薬品の文字によるインパクトによって決めた」
と回答した（複数回答）。

（上記の内容は、学会発表を予定）
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1部科校名：薬学部 こ
研究の結果（つづき）

II. リスク表示への注目度実験
(1) リスク表示への注目度実験

今まで OTC医薬品に馴染みがあり、今後も使用する可能性のある被検者を対象に、リスク分類表示を

印字した外箱表示を試作後、 ChangeBlindness法によって注目度を調査し、印象評価実験によって識別

性と嗜好性を調査した。その結果、新しい情報構成とリスク表示が良好な結果を得た。

(2)質問紙調査

試作したリスク表示の印象評価実験では、リスク表示対して「わかりやすさ」 78.6%と高いが、「手の

取りやすさ」 58.8%、「購買欲」 21.3%と徐々に低下し、リスク表示を取り入れた結果、購入意欲の低下

傾向を示した。また、「わかりやすさ」と「購買欲」（が検定、 p<O. 05)、及び「手にとりやすさ」と

「購買欲」の間に関連性（が検定、 p<O.01)を認め、購買欲により密接に影響するのは、「手のとり
やすさ」であった (r=O.410、p(O.01)。「表示の購読度」と「薬剤師等の医療の専門家への相談度」の関

係はリスク分類ごとに異なっていた (KruskalWallis p(O. 01)。

即ち、リスク分類が高いほど「表示全体の購読度」や「薬剤師への相談」の割合は高く、 2因子間に
やや強い相関を認めた（第一（第一類：r=O. 521、第二類r=O.443、第三類r=O.414、各p(O.Ol)。また、

コレスポンデンス分析によって「リスク表示がわかりやすい」と思う人ほど箱全体の表示内容を読む頻
度も高く、この 2因子問で弱い正の相関が認められた（第一類：r=O. 26、第二類： r=O. 33、 p(O. 01)。そ

して外箱情報を購読する意欲が高い人ほど、薬剤師への相談希望の割合も高かった (r=O.405、p<O.01)。

【考察l
情報項目に関する注目度実験から消費者はOTC医薬品購入の際に「薬品名」「キャッチコピー」「効果・効能」

をよく見、「リスク分類表示」に対する着目度が、他の項目と比較してやや低いことが示された。さらに，

色彩や図等の視覚的効果が消費者の目を重要な情報に引き付ける効果を持つことが確認された。これらの

項目は我々の先行研究の調査した製薬会社の重視項目と符号する結果となった。外箱記載情報において消

費者が重視している項目と選択時に実際に注目している項目の問にギャップが生じた原因については、外

箱のデザイン等いくつかの要因が考えられるが、今後さらに検討する必要があるものと思われる。

外箱全体に対する停留時間に約 15秒を要したことは、必要な情報を入手するのに十分であるかどうかにつ
いても今後の検討が必要である。

また、リスク表示への注目度実験から、わかりやすいリスク分類表示であることと、リスクが高い医薬

品ほど、表示の購読度や薬剤師等の専門家への相談欲を高めるため、医薬品の安全性を担保する重要なツ

ールであることが示唆された。一方、「表示のわかりやさ」よりも「医薬品の手のしやすさ」のほうが「購

買欲」へ結びつくことも示されたため、効率的なデザインのみでなく、購入者の心理学的側面を考慮した

OTC医薬品の陳列とその際の薬剤師の介入などを考慮するしくみこそが、よりよい販売制度に繋がるこ

とも推察された。したがって、 labelling情報に基づいた医薬品購入の適正使用には、"使える情報づくり

のしくみ‘‘に裏づけられたデザイン心理特性を考慮する重要性が示唆された。

注：必要に応じて，このページをご使用ください。



【別紙様式 7】  
＊課題番号  個08－135  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21年 4月 15日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏   名  濃 沼   政 美   印∴  

所属・資格  薬学部・専任講師  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を0で囲んでください。  1 種 目  （個人研究）／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

統計的品質管理（StatisticalQualityControl）の活用による薬物療法の質向上を目的とした研究  

3 研究の目的   

工業製品の品質管理において汎用されるSQC（StatisticalQuality Control）手法を医療分野の品質管理に  

対し活用するための方法論について検討する。SQC手法には、パレート図、チェックシート、ヒストグラム、  

管理図、層別、特性要因図、散布図からなるQC7つ道具が存在し、これら複数のツールを活用し種々の問題  

解決を行うものであるが、本研究では、主に管理図の活用法について活用法の検討を行う。検討事項として  

は活用可能な管理図の種類の探索や管理限界値の設定、また、工程能力指数等の活用法についてとする。特  

に本研究では、臨床検査値やバイタルサインなどの生体機能の管理に着目し、複数のパネルから得られた血  

圧値をデータサンプルの採取を行う。ここで得られたサンプルデータに対しSQC手法を用いた解析を行うこ  

とで、医療現場で利用可能なSQC手法の提案を行いたい。  

4 研究の概要  

方法（手順）  

1．チェックシート（日常生活調査票）の作成  

2．血圧測定‥・健常男性5名（被験者A～E）、1日2回、朝・就寝前、5ケ月間  
3データ集計‥・各サンプルの記述統計量の算出  

4．データの管理図への当てはめ‥・Ⅹ管理図、Ⅹbar管理図、R管理図、CUSUM管理図  

5．CUSUM管理図の活用・‥管理図上での異常値とチェックシートの関係を検証   

CUSUM管理図においてⅤマスクの外に出た点の前・彼の期間で2群に分けWilcoxon順位和検定を実施  

6．工程能力指数（Cpk）の活用法…1サンプルのCp。の低い期間の標準偏差を用い、Cp。算出式を変換すること   

で血圧目標値の算出を行った。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者  

・研究分担者（役割分担）  

・否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は．理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2］  

部科校名：薬学部  氏名：濃沼 政美  

6 研究の結束（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

1．日常生活調査票   

調査票は（1）精神的項目、（2）運動項目、（3）食事項目に分類し、朝夕2回調査した。  

2．各被験者の血圧データ（朝収縮期血圧）  

（平均±SD、尖度）  
…・・…・被験者A（111．9±5．2、－0．532）  

－－一 枚験者B（119．4±6．9、－0．620）  

－－一－・被横着C（151．0±7．1、0．196）  

一一 被験者D（128．0±6．2、－0．034）  

一 被験者E（152．3±8．7、一0．800）  

●ヽ  

シ
▼
 
 

9410之11011812613414Z1501581661741氾186（mHd 各被験者の血圧測定データ（血圧  

3．管理図への当てはめ（被験者Dの例）  

1）Ⅹ管理図（1日ごとの血圧値）  

被験者Dの朝の収縮期血圧値鱒、UCLおよびLCLを超えたルール1に該当する異常が2点、その他ルール2、  

ルール5、ルール6に該当する異常が静められた（図3）。しかし、日常生活と異常値の照合を行ったところ、  

異常は発見できなかった。  

2）Ⅹbar管理図（1期間を7日とした血圧値の平均）  

朝の収縮期血圧値を用いて7日間を1期間（Lot）とし、各群の平均値を1つのプロットとして、Ⅹbar管理図  

を作成した。その際、UCLを超えたルール1の異常が1点種認できた。  

3）R管理図（1期間を7日とした最大血圧値と最小血圧値の差のプロット）  

8月11日からの7日間においてUCLに最も近づいた点が認められた。チェックシートからこの期問には旅行  

に行った事が原因と推定された。   



［実績報告書7－3］  

部科校名：薬学部  氏名：濃沼 政美  

研究の結果（つづき）  

4．CUSUM管理図の活用（被験者Dの例）  

ヨ 上 上昇ポイン 

Vマスクとは：エ糧平均の変化点を推定することができる  
Vマスクの下椚から点がでている場合には平均の上∵を、  

ト  Vマスクの上「］から点がでている場合には平均の－F∵を  

成したCUSUM管理図では、Ⅴマスクの下側に外れるプロットが存在した。Ⅴマ  朝の収縮期血圧値から作  

スク外に出た9月19日の時点から血圧の上昇傾向が認められた。朝の収縮期血圧の平均値において、Ⅴマ  

スクの下側に出た9月19日で前・後で2群（前半7月7日～9月18日、後半9月19日～11月5日）に分け、  
日常生活調査票を比較した。   

朝の収縮期血圧の平均値は前半が126．1mmHg、後半が131．OmmHgであり、前・後で有意差が認められ  
た（p＜0．0001）。1日の平均睡眠時間は前半が7．1時間、後半が6．7時間であり、前・後で有意差が認められた  

ゎ＝0．0149）。1日の平均歩数においては、前半が5，185歩、後半が7，802歩であり、前・後で有意差が認め  

られた（p＜0．0001）。飲酒量においてアルコール重量に換算した結果、前半が平均6．5g、後半が17．6gであり、  

9月19日前・後で有意差が認められた（p＝0．0003）。  

平均変化点前撲の日常生活の比較結果  

5．工程能力指数の活用（被験者Eの例）  

1期間（Lot）を14日間として工程能力指数Cpu（Cpの上限規格値）の算出を行った。その結果、  

最大Cpuは1．69であり、最小は0．90であった。最小値を認めた期間の出来事を日常生活票から抽出した結  

果、実父の葬儀などがあったため、通常通りの生活ができなかったためと推察された。  

次に被験者Eの目標とすべき血圧値をシミュレーションにより算出した。  

最も管理状態の悪い期間の標準偏差を用い、目標とするCpを1．0に設定したところ、上側規格値を180で  

算出した被験者Eの目標血圧値は149．4であった。また、上側規格値を160で算出した場合の目標血圧値は、  

129．4であった。ここで算出した目標値を被験者の平均値に設定出来れば、それぞれの上側規格値以上の血  

圧値が測定される頻度を0．15％以下に抑えることが可能となる。  

結語  

本研究から、検査値に基づきⅩ管理図、Ⅹbar管理図、R管理図、CUSUM管理図を作成することで、管理  
状態の推移や異常の発見、平均の変化点などを発見することができ、問題点の発見や解決に対し有用である  

ものと考えられた。また、問題解決を行うものであるが、それぞれの管理図を別々に評価するよりも、総合  
的に評価することで、より明確に異常の発見が可能になると考えられた。   

本研究により SQC手法、主として管理図を医療の現場で利用することは、客観的にデータを評価でき、  

医療の質の向上につなげることができると考えられた。更に、本手法を発展させることで、薬剤師の業務評  

価や薬物治療の新たな評価などにも結びつけることが可能であると考えられた。  

注：必要に応じて．このページをご使用ください。   



【別紙様式 7】  
個08－136  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してくださし、。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成  21年 3 月 31日  
日本大学総長殿  

氏  名 鈴木豊史 

所属・資格 ∴  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  究）／十般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

一過性脳虚血障害による血液脳関門破綻の蛍光イメージング  

3 研究の目的   

血液脳関門（BBB）は，物質輸送機能を有する脳毛細血管内皮細胞同士の密着結合（TJ）により形成され，  

循環血液と中枢神経系の間の物質移行を厳密に制御している．脳虚血／再開通（m）は，活性酸素・フリーラ  

ジカルなどの産生により内皮細胞の損傷が引き起こされ，BBBにおける物質透過性を克進させる．Ⅰ／R後に  

生じるBBB透過性の変化は，虚血時間によって規定されるTJの開口だけでなく，二享ンドサイトーシスやト  

ランスポーター介在輸送などの諸変動に起因するものと考えられる．特に，グルコースやアミノ酸のような  

栄養物質のトランスポーター介在輸送が，m障害後にどのような影響を受けるかについて把握することは，  

超急性期脳梗塞治療に大きな進展をもたらすことが期待される．そこで本研究で峠，マウス中大脳動脈閉塞  

（MCAO）モデルを用いて，虚血時間によって規定されるBBB破綻の準行とその程度を明らかにすることを  

目的とした．  

4 研究の概要  

中大脳動脈閉塞モデルマウスは，外科縫合用ナイロン栓糸を外頸動脈から内頸動脈を通して中大脳動脈ま  

で挿入することにより作製し，一定時間（0．5－1h）の虚血を行った．虚血後のBBBにおけるTJの開口の程  

度を評価するため，蛍光トレーサー分子のBBB透過性を加＝油如マウス脳湾流法により測定した．細胞間隙経  

路の指標として低分子量の蛍光物質フルオレセインナトリウム（SF），エンドサイトーシス経路の指標として  

高分子量の蛍光物質エバンスブルー（EB）にアルブミン（A）を結合させたEBAを含有する潜流液を用いて，  

それぞれの脳内移行量を蛍光光度法により定量した．TJの開口に及ぼす再開通時間の影響は，血管内容積の  

指標である【14c］スクロース（Suc）を用いて検討した．BBB破綻の蛍光イメージングはFITC－ゼラチン溶液を  

用いた共焦点レーザー顕微鏡（皿S）を用いて行った．  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の（①・否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は．理由書を添付して下さい。   



［実績報告書7－2］  

氏名：鈴木豊史  部科校名：薬学部   

6 研究の結果㈱合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

SFとEBAのBBB透過性は，虚血0．75時間後まで偽手術（Sham）群と比較して変化が認められなかった．  

一方，虚血1時間後におけるSF及びEBAの脳内移行量は，それぞれ約4倍および2倍に増大した（型塾上）．  
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Fig．1 SFandEBconcentrationintheleftbrain知110wingMCAO  

また，各虚血時間（0．5，0．75，1時間）における脳微小血管像を共焦点レーザー顕微鏡により観察した結果，  

Fig．1の結果に一致して，虚血1時間後においては，mC一ゼラチンの血管外漏出が認められた（型旦j）．こ  

のことから，虚血0．75時間まではTJが保持されており，¶の開口に起因するBBB破綻は0．75時間の虚血  

時間以降に進行していることが示唆された．   

次に，虚血後の再湾流は，BBB破綻に影響を及ぼすことが知られているため，虚血時間をTJの開口が認め  

られなかった0．75時間に固定し，再湾流時間を変化させたときのTJ開口の程度について検討した．虚血後の  

再滞流障害によるTJ開口の程度の評価には，血管内容積の指標である【14c］スクロース（Suc）を用いた．  

【14c］Sucの透過性から見積もられた脳血管内容積は，虚血0，75時間後，再濯流を2時間まで延長させた場  

合においてもCon加1群と比較して変化が認められなかった（型監j）．一方，再潅流4時間後においては，  
【14c】Sucの脳血管内容積は約6倍に増大した．  
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Fig．3 BrainvasucularvolumeOf［14c］sucurOSe  
fbllowlngischemia／reperfusion  

Fig．2 CLMSimagesofoIlbrain  
microvascularfbllowlngischemia  

また，各再潅流時間（0．5，2，4時間）における脳微小血管像を  

共焦点レーザー顕微鏡により観察した結果，Fig．3の結果に  

一致して，虚血2時間まではF汀C－ゼラチンの血管外漏出が  

認められなかった（型裏）．   

以上のことから，TJの開口は虚血0．75時間後，   

再開通2時間までの間に生じないことが示唆された．  

Fig．4 CLMSimagesofonbrain  
microvascularfbllowlngischemiakeperfusion   



【別紙様式 7】  
個08－137  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成  21年  5月  8日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名  青山 隆彦  

所属・資格  薬学部助手  

下記のとおり報告いたします。  

一般研究（共同研究）／総合研究  注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  

2 研究課題  

母典団薬物動態解析による集中治療領域における抗真菌薬投与計画の個別化基盤研究  

3 研究の目的   

救急・集中治療室では、深在性真菌症の発症により入院期間の延長、死亡率の増悪が認められる。救  

急・集中治療患者は多臓器不全、熱傷などの瓜者背景を持つことから、薬物体内動態の個人差が大きく、  
薬物投与計画の個別化が必要である。メチシリン耐性黄色ブドウ球菌感染症治療薬バンコマイシン、テ  

ィコプラニンは、母集団薬物動態パラメータおよびベイズ推定法が臨床応用され、TherapeuticI）rug  
Monitoring（TDM）による患者個別の投与計画が行われている。抗真南薬においても同様にTDMによる  
投与計画の個別化を行うことにより、治療効果が向上することが考えられる。抗真菌薬フルコナゾール  
は、深在性真菌症の第一選択薬であり、プロドラッグであるホスフルコナゾールとともに汎用されてい  
る。そこで、救急・集中治療患者における深在性n菌症治療の個別化を目的として、抗寅菌薬フルコナ  

ゾールの母集団薬物動態解析を行い、母集団薬物動態パラメータを算出した。  

4 研究の概要   

収集した患者情報、薬物血中濃度データをもとに非線形混合効果プログラムNONMEMver．ⅤⅠを用  
いて母集団薬物動態解析を行い、救急・集中治療患者における抗真菌薬フルコナゾールの母集団薬物動  

態パラメータを算出した。母集団薬物動態解析の結果、フルコナゾールまたはホスフルコナゾール投与  
後のフルコナゾール体内動態は、クレアチニンクリアランスおよび血中尿素窒素によって影響を受ける  

ことが示唆された。持出したフルコナゾール母集団薬物動態パラメ ータにより、救急・集中治療患者に  

おける血中フルコナゾール濃度の予測が可能であった。算出した母集団薬物動態パラメータを用いてモ  

ンテカルロ・シミュレーションによりコンピュータ上で集中治療患者59000症例におけるホスフルコナ  

ゾール200mg投与後の血中フルコナゾール濃度一時間曲線化面積を予測した結果、その中央値（95パ  

ーセント点，5パーセント点）は300（119，913）pg・h／mLであり、大きな個人差が認められた。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は．理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2］  

氏名：青山降彦  部科校名：薬学部   

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

日本医科大学付属病院高度救命救急センターにてフルコナゾールまたはホスフルコナゾールを  

投与された患者57症例に、集中治療患者を対象に頻回採血しフルコナゾール体内動態を検討した  

文献（Nicolauetal．，JAntimicrobChemother．1995；36（2）：395－401．、Buijketal．，IntensiveCare  

Med．2001；27（1）：115－21．）2報より血中フルコナゾール濃度データを抽出し、それぞれを1症例と  

したデータを加え、59症例を対象に母集団薬物動態解析を行った。   

ホスフルコナゾールは投与復すべ  

てフルコナゾールへ変換され、その  

速度は一次速度過程に従うと仮定  
し、フルコナゾールの薬物動態モデ  

ルは、1－コンパートメントモデルとし  

た。薬物動態モデルをFig．1に示す。  

薬物動態パラメータであるクリアラ  

ンスおよび分布容積の変動要因とし  

て、年齢、体重、クレアチニンクリ  

アランス、血清クレアチニン、血中  

尿素窒素、アラニンアミノトランス  

フエラーゼ、乳酸脱水素酵素、血清  

アルブミンを検討した。算出したフ  
ルコナゾールの母集団薬物動態パラ  

FosfluconazoEe  Flu⊂OnaZOie  

Fig．1，Pharmacok手netic mode7 after adm要nistration of  

fosfluconazoleorftuconazoFe・kff，CLandVdrepresentfirst－  

order rate consta nt of the biotransformation of 

fosfluconazoleintofluconazo［e，tOtaldearanceandvolume  

Ofdistribution，reSPeCtively．  

メータを用いて血中フルコナゾール  

濃度推移のモンテカルロ・シミュレーションを行った。母集団薬物動態解析およびモンテカルロ・  

シミュレーションは非線形混合効果モデルプログラムNONMEM ver．ⅤⅠ（ICON development  
solutions，MD，USA）を用いた。   

フルコナゾールのクリアランスの変動要因として、クレアチニンクリアランスおよび血中尿素窒  

素が示唆された。算出した母集団薬物動態パラメータ平均値より推定した血中フルコナゾール濃度  

と実測値の相関係数は0．74、ベイズ推定した患者個別の薬物動態パラメータを用いて算出した推定  

血中フルコナゾール濃度と実測値の相関係数は0．96であった。推定血中濃度と実測値の関係を  
Fig．2に示す。モンテカルロ・シミュレーションにより算出した1日1回200mg投与における血中  
フルコナゾール濃度一時間曲線下面積の中央値（95パーセント点，5パーセント点）は、300（119，913）  

pg・h／mLであった。本研究により得られた情報は集中治療患者における深在性真菌症治療の個別化  

に有用と考えられる。  
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【別紙様式 7】  
個08－138  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 4 月 1 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名   

所属・資格  

根 本 晋 一  

通信教育部・准教授  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課題  

契約法と損害賠償法の現状と課題に関する研究  

3 研究の目的  

債権法の一領域である契約法を支配する基本原理の一つに、“契約自由の原則’’がある。契約自由の原   

則とは、契約締結の自由・当事者選択の自由・内容方式の自由を意味し、物権法における物権法定主義  

と対比して説明される法原則である。この原則が承認されている故に、契約当事者は、民法典所定の典   

型以外の無名契約を、自由に締結できるのである。申謂者は、最近における法学界や実務界において注  

目されており、理論的な深化を遂げつつある、医療契約・企業統合契約・流動資産担保権設定契約など  

をはじめとする、新しい契約類型を素材として考察を加える。  

また、契約内容の実現に際し、契約当事者が円満に協力をなし、債務の本旨に従う内容の履行がなさ   

れた場合には（本旨弁済）、当事者間における債権債務は消滅し、契約は目的を達成して消滅する。しか  

し、契約当事者間において円満な協力が得られず、本旨弁済がなされない場合には、契約不履行、つま  

り債務不履行になるので（民法第415条）、当事者間における債権債務は消滅することなく、本来履行す   

べき内容が損害賠償債務に転化する形で存続することになる。また、債務不履行の効果としては、既往   

のような損害賠償債務への転化のみならず、契約解除権の発生などの（民法第541条、543条）、付随的   

な効果をも発生する。そして、契約類型が多様化していることも相侯って、契約類型ごとに、損害賠償   

債務の内容・解除権の発生要件などの効果も多様化する様相をみせている。申請者は、かような多様化   

の様相について考察を加える。また、多く事例において、債務不履行に基づく損害賠償請求権を行使す  

る場合には、同時に不法行為に基づく損害賠償請求権の行使要件をも充足するので、こちらについても   

考察を加える。  

さらに、既往の研究の背景に位置する法学全体、およぴ、わが国の最高法規である憲法についても、   

民法の研究に必要な限度において考察を加える。  

※ 医療については医療過誤訴訟全体、即ち民事事件のみならず刑事事件をも含む趣旨である。   

※ 不法行為に基づく損害賠償請求については、国家賠償請求をも含む趣旨である。  

4 研究の概要   

申請者は、新たな契約類型をめぐる裁判例の分析を中心として、それより抽出される判例理論や学説を渉  

猟・整理・検討する。そのための手法として、先行業績に関する、国内外の文献の購入や、文献の渉猟・整  

理を、容易化・能率化するための備品の購入などを考えている。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の（q蟄・否）いずれかを○で囲んでください。否の場合は・理由春を添付して下さい。   



［実績報告書7－2］  

部科校名：通信教育部  氏名：根 本 晋  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

【学術論文】   

1 患者が転倒による割箸刺入に起因する頭蓋内損傷により死亡した症例につき、医師が患者の頭蓋内に遣   

残していた割箸片を看過した過失を否定した事例（前編）  

一杏林大学病院頭蓋内割箸片看過男児死亡事件（綿飴割箸事件）に関する請求棄却判決の評価－  

（東地民28半り平成20年2月12日・控訴・判例集未登載）  

横浜国際経済法学（横浜国立大学法科大学院紀要）第17巻第2号（2009年1月）  
所収論文・既刊  

2 国の行為に起因する国民の健康被害救済制度の研究  
一予防接種禍事故をめぐる損害賠償と損失補償の間隙に関する諸問題－」  

日本大学歯学部紀要第36号所収論文・既刊   

3 患者が転倒による割箸刺入に起因する頭蓋内損傷により死亡した症例につき、医師が患者の頭蓋内に遣   
残していた割箸片を看過した過失を否定した事例（後編）  

一杏林大学病院頭蓋内割箸片看過男児死亡事件（綿飴割箸事件）に関する請求棄却判決の評価－  

（東地民28半り平成20年2月12日・控訴・判例集未登載）  

横浜国際経済法学（横浜国立大学法科大学院紀要）第17巻第3号  
久留島隆先生・三遽夏雄先生・森川俊孝先生退官記念号（2009年3月）所収論文・既刊   

4 医事紛争解決手段の研究  
一医療事故における事案の解明と補償・賠償のスキームに関する一考察－」  

企業法学（企業法学会学会誌）第11巻（商事法務研究会） 所収論文（2009年3月）・既刊  

【著 書】   

1 後藤光男（早大教授）編著・根本晋一共著「人権保障と行政救済法」所収論文   
「損害賠償制度と損失補償制度の間隙と国の責任 一予防接種禍の救済方法に関する法律構成の  

検討－」成文堂・2009年9月刊行予定   

2 山川一陽（日本大学法学部教授・弁護士）編著・根本晋一共著「財産法概説」所収   

「第14章 損害賠償制度」学陽書房・2010年3月刊行予定  

【学会報告等】   

1 医師が患者の頭蓋内に遺残していた割箸片を看過した過失を否定した事例  

一杏林大学病院頭蓋内割箸片看過男児死亡事件（綿飴割箸事件）に関する請求棄却判決の評価一  

企業法学会第32回定時総会・研究報告会個別報告  

於キャンパスイノベーションセンター山形大学東京サテライト・2008年7月   



【別紙様式 7】  
＊課題番号  個08－139  

注：課題番号を記入して〈ださい。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 4 月 20 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名   

所属・資格  

古 賀  徹  

通信教育部・准教授  

下記のとおり報告いたします。  

ブ主：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   個人研  

2 研究課題   

戦後教育改革（刷新）構想に関する審議会認事録の分析  

3 研究の目的  

1980年代後半以降に“戦後教育の見直し”という方向で進められてきた現在の教育改革は「第3の教育改  
革」と称されることもある。本研究では、この「“教育改革”における議論・審議過程」に注目し、改革・改  

正あるいは新たなシステムが施行されるまでに通過する手続きを明らかにしようとするものである。そのた  

め、「第3の教育改革」において改正される対象となる「第2の教育改革」（＝「戦後教育刷新」）を比較の対  

象として設定し考察を行う。もちろん「改革」された後の施行されていく中で周囲の条件の変化もあり、制  

度に改正が求められていくのであるが、「改革過程」そのものを比較の対象とすることで、はじめて現在の改  

革の進む方向性や課題もみえてくる。戦後教育刷新委員会および戦後教育刷新審議会の議事録・関係資料の  

分析・整理を行い、同時に収集資料の目録化も行うことで、学界における後の研究進展に貢献できるように  

と考えている。  

4 研究の概要   
戦後の教育刷新期（新教育のスタート期）における改革の議論・審議過程を明らかにすることにより、現  

在推進される教育改革の手順（手続き過程）と比較しうる指標を得ることができる。当時（戦後刷新期）は  

被占領下ではあったものの、その独自性と建言を認められた日本側の委員会（教育刷新委員会）による初め  

ての（自前の）大改革であったという一面をもっている。皮肉にも1980年代以降、「戦後は終わった」等の  

キャッチフレーズにみられる保守化傾向が強まり、その立場から「戦後の改革は占蘭側（米国）に押し付け  

られたもの」であったとみなされ、「私たち日本人自らが自国にあった教育をつくりあげるべき」と語られ、  

その流れにおいて改革が進められつつある。そういった事実面を実際の（当時の）議論から明らかにするこ  

とと、そういった「改革のために“語られるこど’」自体の意味を明らかにすることが（本研究により）可能  

となる。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

・否） いずれかを○で囲んで〈ださい。否の場合は，理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2］  

部科校名：通信教育部  氏名：古賀 徹  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4．000字以上記入してください。）   

本研究では、現在の「教育改革」をより多角的視点から考察するために、戦後の「教育改革」の過程、お  

よび議論を分析・整理するという作業を行った。   

教育（教育制度）はこれまでも常に小さい修正を経て発展し、保持されてきた。それは国家レベルのみで  

はない。例えば、自治体レベルでも、特色ある教育内容の設定や人材の採用・加配、教員の研修、地域教育  

事業の実践等が行われてきている。また各学校現場レベルでも、教員集団による教育（授業）に関する修正、  

改善の試みが積み重ねられてきている。  

羨もそも学校教育の現場は「変化」の連続である。個人の発達のためや文化・技術伝承の営みであり∴ま  

た社会形成者を育成するという目的を「教育」はもっているが、「個人」の差異や、「発達」等の違い、地域  

性、文化・伝統・慣習の違い等、「様々な違い」が前提としてある以上、学校という教育が行われる場（社会）  

もつねに「変化」し続ける空間であるといえる。その本質性としてもつ「変化」に対応するという意味にお  

いて、直接に対応する教師たちはつねに「小さな修正を積み重ねている」ということもできよう。そういっ  

た「教育実践」の献身によって、日本の（世界の）教育は支えられ、発展し、保持されてきたのである。こ  

の個人の実践、教授法や教育に関する考え方等についても、「個人」の活動を対象に追跡取材された研究の成  

果が公表されつつある（例えば、大村はまの教育論等）。   

しかし、この「小さな修正の積み重ね」と、国家レベルでの「教育改革」とでは、意味が大きく異なる。  
現場での実践からでてきた問題点や意見に対応して、国家レベルでの教育制度の改正につながっていくこと  

ももちろんあり、「新しい時代に必要な改革」として実施・実現され、実際に教育現場に（時間がかかっても）  

貢献できることももちろんあり得る。しかし、「小さな修正の積み重ね」が実際の問題への対応、つまり個別  

のケースへ対応（個人への対応）という「柔軟性」をもつものだとするなら、国家レベルで施行される「教  

育改革」は「新しい制度」「新しい規制」でもあり、これは「個人への対応」というよりは「全体性」の維持  

（全体の方向性を指示）を示すという点で大きく異なる。学校での活動に「教育内容」「学校での指導」「学  

校運営（事務的作業を含む）」「諸活動」と「時間」という“限定”があるところへ、大きな改革（改正）と  

いう「新たな規制」が（全体性の意図をもって）加えられるとき、それにより「個別の生徒への対応」とい  

う「小さな修正の積み重ね」が制限されることのないよう注意をするべきと考えている。   

国家レベルでの「教育改革」とはそれだけ大きな意味をもつ。現在進められている教育改革が「第3の教  

育改革」と表現され、まだ“3回目でしかない”ということも、その重要性や慎重を期すべきものであること  

をあらわしている。「第1の教育改革」とされるのは明治維新期の「近代学校教育制度の創設」期のことであ  

る。「第2の教育改革」とは戦後の教育刷新期のことである。第3期が1980年代後半以降から現在までを含  

んでいる。たしかに明治初期（1970年代後半）から戦後（1940年代）までで60年間、戦後の再スタート期  

から現在でも「60年以上」が経過しており、80年代から「もはや戦後ではない」等のスローガンのもと「制  

度の変化」を求める声が出てきたことも（時間的な流れとして）理解することはできる。また、80年代にお  

いては、米国（レーガン政権）、英国（サッチャー政権）等が中心となり、世界中で行政改革や教育改革が進  

められた時期でもある（他にもフランス、ドイツ、ソ連等）。グローバル化や高度情報化が急速に進展するな  

かで新たな市場経済主義（の導入）による規制緩和やグローバル基準への対応が求められるということもあ  

った。それらを背景にして、日本でも「新しい時代にそくして教育を改正・改革するべきだ」という意見が  

高まり、それが教育改革の原動力になったのである。   

問題は、この教育改革の原動力となる意見が、「小さな修正の積み重ね」を行う教師や学校現場たちを含む、  

国民的コンセンサスと共通するものであるかという点である。また、その改革が実施された際に問題が発生  

すると予測される点について、より客観的に考察していく必要がある。そのために「第2の教育改革」期の  

議論と展開を比較の対象として設定した（第1の時期は新制度を諸外国から移入する形態であったため、「批  

判」と「乗り越え」を含む議論が行われた戦後改革期を選択した）。   

戦後の教育刷新期（新教育のスタート期）における改革の議論・審議過程の特色は、被占街下ではあった  

ものの、その独自性と建言を認められていたという点にある。教育刷新委員会の設置目的（法規）には同委  

員会が“諮問への答申”と“独自の調査・検討”を行えることが明記されており、また当時なんらかの諮問  

を受けた記録はない。もちろん占領統治され、占領側との連携のもと推進されたという「状況」による影響  

は否めないが、基本的には初めての（自前の）大改革であったというー面をもっている。皮肉にも1980年代  

以降、「戦後は終わった」等のキャッチフレーズにみられる保守化傾向が強まり、その立場から「戦後の改革  

は占街側（米国）に押し付けられたもの」であったとみなされ、「私たち日本人自らが自国にあった教育をつ  

くりあげるべき」と語られ、その流れにおいて改革が進められつつある。そういった事実面を実際の（当時  

の）議論から明らかにすることと、そういった「改革のために“語られるこど’」自体の意味を明らかにする  

ことも本研究を進めることで可能となってくる。   



［実績報告書7－3］  

部科校名：通信教育部  氏名：古賀 徹  

研究の結果（つづき）  

本研究では、この戦後教育改革期の議論をリードする場となった教育刷新委員会・教育刷新審議会（1946  

～1952年）の議事録を基礎資料として用いて、その議事録・資料の分析・整理作業を行った。この審議内容  

全般を扱った唯一の先行研究（参照文献）が『教育刷新委員会／教育刷新審議会会議録』（全13巻）である。  

ただし同著は資料集として編纂されたものであり，解題以外には独自の論考・指摘はなく，また「資料」も  

誠事録稿本にあたって活字化しているという点が特色であるが、対応する法案整備関係（国会や他の審議会）  

については収録されていない。また、総会議事録の一部やステアリング・コミッティの資料でまだ未掲載のも  

のもあるという限界がある。筆者は、同資料集編纂にも関わっていたが，同資料集以上に当時の資料を網羅  

し、まとめられたものはないと実感しているし、それでも未だ未整備の部分があるのを痛感してもいる。そ  

の未整理部分を埋め、未収集資料の収集と整理を進め、それらの分析を進めることで、“戦後教育そのものの  

理解’’をも深めていけるという点で学界に寄与できるのではないかと考え、本研究を進めてきた。   

教育刷新委員会（審議会）の議事録の多くについて原文（資料）と対校させ、その内容を確認し、目録状  

に入力し整理を進めることができた。また、とくに議論をリードした人物として南原繁等の数人をピックア  

ップし、その人物の立場や思想等を整理し、実際の「教市改革」として実現されたものへの影響について考  

察をすすめてきた。   

また、各種審議会（総会、特別委員会、連絡委員会ら）の期日、開催場所、時間、出席委員等のデータベ  

ース化を行ってきた。各委員の当時の職掌や背景についてもほぼ把握し整理している。今後は議論をリード  

した人物の会議内における発言と、各務議会間での役割に注目して分析を進めていきたい。   

目録化した資料は膨大な量となり、今後キーワードや入力項目を整理することにより様々な考察が可能に  

なると考えている。なお、データを整理したのちに（平成21年度内に）、論文としてまとめ、これまでの考  

察の成果を公表していくつもりである。   

ただし、在米資料については、時間的限界もあり、その収集についてはまだ不十分な点が残されている。  

当時の「改革」の背景を理解するためにも、また批判論的に語られる「占領の影響」について明らかにする  

ためにも、この在米資料（英文資料）に基づく考察を欠くことはできない。この点については継続的研究テ  

ーマとしてとりくんでいきたい。  

注：必要に応じて，このページをご使用ください。   



【別素氏様式 7】  
＊課題番号  個08－140  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成  21年  3月  10日  

日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名  菅澤 喜男  

所属・資格ク○ロづ、やルゼシ～ネス研究科 教授  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  、Or般研究（個人研究）   

2 研究課題   

米国NPO法人SCIP組織と研究成果普及活動に関する調査研究  

3 研究の目的  

日本では未だ不毛の専門領域と言われているインテリジェンス関連領域に関して、特に米国におけるコンペ  

ティティブ・インテリジェンス（以降CIと記す）は、その研究動向およびビジネスマンに対する実践的な  

教育につき歴史と実績を有している。本研究では、米国のNPO故人であるSCIP（Society of Competitive  

IntelligenceProfessionals）組織および研究普及のための年次大会、そしてビジネスマンのインテリジェン  

ス教育について行うものである。  

平成20年4月に米国・サンディェゴ市において開催されたSCIP年次大会に出席し、同大会における講演発  

表会の様子そして企業のインテリジェンス研究成果発表につき調査研究を実施した。  

4 研究の概要  
平成20年4月13日より17日まで米国・サンディェゴ市において開催されたSCIPの年次大会に参加し、講  

演発表および企業で実践された研究成果発表会に参加をした。発表の内容は、具体的かつ実践的なないよう  

であり、大会を通じて約600名の会員が登録参加をした。SCIPの大会運営方法は、基本的には企業のインテ  

リジェンス部門が必要なセッションを設け自由に聴講者を集める方法である。また、有料のセミナーは、コ  

ンサルタント系企業あるいは独立したコンサルタントが独自の集客方浩で集めているようである。ここにも、  

インテリジェンスはビジネス活動の基本であることが生かされていることは、日本の学会運営では見られな  

い方法である。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の（串P・否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   



［実績報告書7－2］  

氏名：菅澤 喜男  部科校名グローハ～ル・ビゾネス研究科  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者憬，も000字以上記入してください。）  

平成20年4月13日より17日まで米国・サンディェゴ市において開催されたNPO法人としての法人格を有す  

るSCIPの年次大会に参加した。学会運営の基本は、具体的かつ実践的な内容をビジネスマンに教授する狙い  

がある。   

参加人数は、SCIPの会長によれば約600名であり、他にExhibitionとしてインテリジェンス調査企業  
串よかインテリジェンス・ソフトウエアを中心とした23社の参加があった。  

特別講演者は、急遽、入れ替わりMicrotrendの共著者であるE．Eh皿eyZalense女史が勤め、会場には  
300名近くの聴衆が集まっていたようである。   

年次大会開催のプログラム：  

4月13日  

4：00PM－6：00PM  

4月14日  

7：00AM・5：00PM  

7：00AM・8：00AM  

8：00AM－5：00PM  

8：00AM・12：00PM  

12：00PM－1：00PM  

l：00PM・5：00PM  

4月15日  

7：00AM－5：00PM  

7：00AM・8：00AM  

8：00Am－12：00PM  

8：00Am・12：00PM  

12：00PM－1：00PM  

l：00PM・5：00PM  

5：00PM・5：30PM  

5：30PM－6：30PM  

6：30PM・8：30PM  

6：30PM・7：30PM  

4月16日  

7：00AM・5：00PM  

7：00AM・8：00Am  

9：30AM・5：00PM  

8：00AM・9：3仙  

9：30AM・10：30AM  

lO：30AM・11：30AM  

ll：30AM・1：00PM  

l：00PM・2：00PM  

2：00PM・2：30PM  

3：30PM・4：00pM  

3：30PM・4：00PM  

4：00PM・5：00PM  

5：30PM・7：00PM  

Registration   

Registration  
ContinentalBreakhstforWorkshopParticipants  
FulldayConferenceWorkshops  
MorningHalfdayPre・ConferenceWorkshops  
LunchforWorkshopParticipants  
AfternoonHal－dayPre－ConferenceWorkshops   

Registration  
ContinentalBreakfastforWorkshopParticipants  
Full－DayConferenceWorkshop  
MorningHal－DayPre－ConferenceWorkshop  
Lunch丘〉rWorkshopParticipants  

A氏ernoonHal－DayPreConferenceWorkshops  
WelcometoCICommunity  
OpeningReceptionintheExhibitHa11  
ExhibitHallRemainsOpen  
NetworkingSessionsinExhibitHall   

Registration  
ContinentalBreakhstforAttendees  

ExhibitHal10pen  
General Session 

RefreshmentBreakinExhibitHa11＆BookSignlng  
Session  

LunchinExhibitHal1，Women’sLeadershipCouncnLuncheon  

Sessions  

ExhibitHan－Break  

Sessions  

ExhibitHal1－RefreshmentBreak  

Sessions  

Evening Networking Reception 



［実績報告書7－3］  

部科校名：クやローハ●ル・ビジネス研究科  氏名：菅澤 吉男  

研究の結果（つづき）  

4月17日  

7：00AM－4：00PM Registration  

8：00AM－9：30Am AwardBreakfist  
9：30AM－4：00PM ExhibitHal10pen  
9：30AML9：45AM ExhibitIIa11Break  
9：45AM・10：45AM Sessions  

lO：45AM－11：00AMRefreshmentBreak  
ll：00AM－12：00PMSessions  

12：00PM－1：30PM LunchinExhibitHal1  
1：30PM－2：30PM Sessions  

2：30PM－2：45PM RefreshmentBreak  
2：45PM－3：45PM Sessions  

3：45PM－4：00PM Refre＄hmentBreak  
4：00PM－5：00PM Sessions  

かなり綿密に組まれたプログラムであり、特別講演はその年で話題となった書籍あるいはニュース提供者を  

中心に選出しているとのことであった。  

本調査研究の結果としては、大学などがリードする学会では無く、基本的な運営主体は企業主体であったこ  

とが最も優れた点であったと考える。  

注：必要に応じて，このページをご使用ください。   



【別紙様式 7】  
＊課題番号  帽＝畑一川／  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 5  月 21 日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名 竹 野 一 雄  

所属・資格 大学院総合社会情報研究科 教才受  

下記のとおり報告いたします。  

注’：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  ／一般研究（共同研究）／総合研究   

2 研究課顆  

C．S．ルイス研究の動向調査及びルイスの書簡の予備的研究  

3 研究の目的  

①c．s．ルイスは20世紀の秀逸なファンタジー作家であると同時に偉大なキリスト教弁証家であり、そ  

の甚大な影響はルイスの活躍した1930年代から1960年代初期はもとより、逝去して久しい今日にお  

いても世界各地に及んでいる。ルイスは多彩であり、その才能は多分野で開花したがゆえに、ルイスの著作  

は数多く出版されて版を重ねており、ルイス関連研究書の出版もとぎれることがない。   

本研究の目的は、ルイスの著作のキヤノンが砕定されていない状況下、C．S．ルイスの著作の再確認とル  

イス関連の研究文献を調査し、研究の現況を掌握し、併せて、作家としてのルイスと弁証家としてのルイス  

を形成した要因をルイスの膨大な書簡を通して検証する本格的研究に向けての準備を整えることにある。こ  

の二重の目的を達成するため、ルイス研究の世界的中心地であるイリノイ州ウイートン・カレッジ内にある  

マリオン・E・ウェイド・センター所蔵の豊富な資料を活用したい。  

②我が国おけるルイス研究は1950年代半頃から始まり、それに伴うかのように1950年代後半から邦訳も現  

れるようになった。欧米におけるルイス関連文献と日本におけるルイス関i重文献については『c．s．ルイ  

ス文学界内事典』（彩流社、1998）巻末において1998年までの質料を共同で踏査し掲載した。   

本研究の忠義は、『ナルニア国物語』の映画化によってルイスに関心をよせる研究者も抑えつつある今日、  

ルイス研究のこの10年の有り様を検証し、併せてルイスの書簡の予備的研究を行うことによって、我が国  

のルイス研究者に対し多様な研究の方向性を提供し、現在の、そして未来の我が国のルイス研究の深化進展  

に多少なりとも寄与することにある。  

4 研究の概要   
イリノイ州ウイートン・カレッジ内にあるマリオン・E・ウェイド・センターを訪れ、センター所蔵の豊富  

な資料を閲覧し、ルイスの著作の確認、ルイス関連研究書ならびに博士論文のリスト作成を行う。時間的な  

らびに経済的制約があるが、最新のルイス開運研究書については可能な限り現地で購入し、ルイス関連の博  

士論文については少なくともアブストラクトに目を通し、その他、多種多様な資料収集を図る  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

・否） いずれかを○で囲んでください。露の脂は．餞由栴を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2］  

部科校名：大学院総合社会情報研  

究科  
氏名：竹野一雄  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

C．S．ルイス研究の動向については、ルイス研究の世界的中心地であるシカゴ郊外のウイートン・カレ  
ッジ校内にあるマリオン・E・ウイエド・センター所蔵の豊富な資料を閲覧することができた。その結果、ル  

イス研究の動向としては、ルイスのキリスト教信仰と想像力の織りなす芸術的達成の成果の検証とキリスト  

教弁証家としてのルイスに関する研究が持続的になされていることが確認できた。  

ルイスの書簡についても短期間ではあったが、いくつか先になっていたオリジナルの書簡を閲覧できた。  

それとともに大部の三巻本のルイスの書簡集の現物を帰国後に入手したが、これらの書簡集が出版される前  

に出た数冊の書簡集（乃eァ∫ね刀d7おeとカaG∠ef亡erぶね∂刀血色rJc∂刀上∂めち⊥effer∫ね（訪ノノdre月，上eととerg・’  

C．£」k一存ろ 上gⅧC〉5フエg郡β甜「∽卿G生∠d劇Ⅵノなどの価値がかえって高まったとの判断に至っ  

た。なぜなら、三巻本以前に編まれたこれらの書簡集は、ある特定の友人、知人、子どもたちへの手紙であ  

ってルイスの生涯において重要な出来事を収録したもので、ルイスの思想遍歴や人となりを知るのに最適で  

あると考えられるからである。  

なお、今年度中に、聖学院大学大学院総合研究所の紀要に研究成果の一端として論文が掲載される予定。   



【別紙様式 7】  
咽Og－ト隼ユ  ＊課題番号  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21年 3月 31日  
日 本 大 学 総 長  殿  

一■  

氏   名 茂呂 周  

総合科学研究科・教授  所属・資格   

下記のとおり報告いたします。  

偲一般研究（共同研究）／総合研究  注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  

2 研究課題  

DoublestrandRNA刺激によるinnateimmunityの誘導  

3 研究の目的   

本研究はRNAウイルスの増殖の副産物であるdouble－Stranded RMA（dsRNA）刺激が腸管上皮  

細胞に作用してinnateimmunityの担い手としてのhumanβ－defensin2（hBD－2）の産生を促進し  

うるか否かについて検索するものである。発現増強が認められたならば、dsRNAのレセプターと  

して知られるTbll－1ike receptor3（TLR3）等がhBI）－2の誘導にどのように関与しているかを検索  

し、さらにレセプターの下流でいかなるシグナル伝達系が活性化されているのかという点について  

も検索する。  

4 研究の概要   

HT－29細胞を通法に従って培養する。実験に供する細胞はdsRNA刺激1日前に新たに培養皿に  
撒き培養する。細胞が培養皿に付着していることを確認後、dsRNAを段階的に1，10，100，  
1000pg／mlの濃度に分けてHTL29細胞に作用させる。同時にdsRNAでの刺激時間を3，6，12，24  
時間として培養する。培養後の細胞からtotalRNAをQIAGEN社製のRNAextractionkitを用い  
て精製し、定量後cDNAの合成を行いRT－PCRによりdsRNAの産生の有無について検索する。一  
方、HT－29におけるTLRの発現についても同様の方法で検索を行う。この実験でhumandefensin  
の発現が確認されたならば、刺激に用いるdsRNAの至適濃度と至適作用時間を決定し、以後の実  

験の条件を設定する。至適条件の決定後、dsRNAのシグナル伝達経路に関して検索する。すなわ  

ち、dsRNAのレセプターと考えられているTLR3の発現を減弱させたときのdsRNA刺激に対す  
るhumandefensinの発現の変化について検討する。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

※ホームページ等での公開の  ■否） いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   



［実績報告書7－2］  

部科校名：総合科学研究科  氏名：茂呂 周  

6 研究の結果偲合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）   

本研究の結果、dsRNAをHT－29に作用させることによりhBDq2の産生を起こさせることが出来た。   

このinduction効果は濃度および時間依存性であり、それぞれ100l⊥g／mlおよび3～5時間にピー   

クを認めた。  

次に、dsRNA刺激がHT－29細胞によりどのように検知されるかという点について検索した。dsRNA   

のレセプターとしてはTLR3が知られており、またこれまでの研究からHT－29がTLR3を発現してい   

ることが明らかになっていることから、TLR3の関与について検討した。TLR3に対する特異的抗体   

によるHT－29の前処理を行ったところdsRNAによるhBD－2の発現は大幅に抑制された。またTLR3   

に対するsmallinhibitory RNA（siRNA）をtransfectionすることにより、dsRNA依存性のhBD－2   

産生が抑制された。以上の結果は、dsRNA刺激はHT－29の発現するTLR3により認識されていること   

を示すものであった。  

更にTLR3の下流でいかなるシグナル伝達系が働いているかということに関して検索した。HT－29   

に予め1uciferase assayのレポーターplasmidをtransfectionし、48時間後にdsRNA存在下、非   

存在下で培養し、1uciferase活性を測定した。その結果、dsRNA存在下で約1．8倍の増強が認めら   

れた。この結果は、TLR3の下流でNFrkB familyがシグナル伝達に関与していることを示唆するも   

のであった。そこで、この結果を確認する目的で、同様に刺激を行ったHT－29から核抽出液を精製   

し、核移行の見られるNF－KB familyについてClontech社製のTransFactorkitにより検索した。そ   

の結果、P65およびp50において優位に核移行の増加が認められ、これら2つの分子によるheterodimer   

がシグナル伝達に主体的に関与していることが明らかとなった。  

以上の結果から、dsRNA刺激はHT－29においてhBD－2の産生を誘導することが解った。またこの反応   

はHTL29の有するTLR3により感知され、NF－KB払milyのp65fp50のheterodimerの核移行を惹起する   

ことにより伝達されることが明らかとなった。今後更にp65／p50のリン酸化の変化やこのリン酸化を司   

るIKK分子の挙動などについて検索していきたいと考えている。   



【別紙様式 7】  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年疫 学術研究助成金実績報告書  

平成 21年 4月 13日  
日 本 大 学 総 長  殿  

氏  名  

所属・資格 

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  一般研究（共同）／総合研究   奨励研究  

2 研究課題   

ヤマトヒメミミズ再生・生殖系を活用した環境バイオセンサーシステム開発  

3 研究の目的  
本研究は、ヤマトヒメミミズ放物傭隼卸棚廊の再生・生殖系を用いて、様々な環境ストレスに対する個  
体レベルの環境バイオセンサーシステムを構築することを目的とする。環境感受性が高いことが想定される  

再生・生殖系に関わる反応の分子メカニズムを解明し、それらの分子群の発現変化を指標とした環境ストレ  

スモニタリング法を開発する。具体的には、環境化学物質や酸化物質、微量元素、温度等に対する環境スト  
レス応答を、蛍光タンパク質発現などによりイメージング検出できる遺伝子導入個体（光る環境バイオセン  

サーミミズ）を作り、環境ストレスのスクリーニング系として活用することを目標とする。（図1）  

4 研究の概要  
近年世界中に様々な合成化学物質があふれ、それに伴い、生態系や人体への影響が深刻である。たとえば環  
境ホルモン、ホルマリンなどの化学物質や種々のアレルギー誘発物質、食物や飲料水に含まれる有害元素な  
どは、微量であっても人体に重大な影響を及ぼす。こうした環境化学物質の生物への影響について、そのメ  
カニズムの詳細はまだ明らかになっていない。本研究で使用するヤマトヒメミミズは砕片分離と再生による  
無性生殖を行う環形動物である（図2）。体長は1cmほどで透明な体をもち、実験室のシャーレ中の寒天上で  
飼育できる。このミミズの無性生殖子孫は皆遺伝的に同一のクローンであるので、環境化学物質の個体検定  
系として最適である。また、飼育条件によっては有性生殖も誘導できるので、発生工学的遺伝子操作も可能  
である。本研究では、ヤマトヒメミミズの無性（再生）および有性生殖の2つのライフサイクルを実験系と  
して使い分け、様々な環境ストレスに対する個体レベルでの反応分子解析システムを開発するための基礎研  
究を行い、このシステムを応用したバイオセンサー開発について検討した。  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

・研究代表者   

・研究分担者（役割分担）  

否〉 いずれかを○で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   ※ホームページ等での公開の  



［実績報告書7－2］  

部科校名：生産工学部  氏名： 野呂知加子  

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

ヤマトヒメミミズの再生・生殖系を用いた環境応答分子解析システムの確立をめざして、環境化学物質   

のうち、重金属および環境ホルモンを例として、再生に与える影響について試験を行った。  

実験1：［方法］ヤマトヒメミミズをメスで切断するか、もしくは電気刺激によって体を断片化する。  

3－4時間寒天培地上に置き傷口の修復を待ってから、96穴の1穴毎に1断片を入れた。各穴に緩衝液を  

入れ、試験用化合物の種類と濃度を変えて添加した。再生は25℃では4日ほどで終了するので、その過  

程を観察し、化合物による影響を検討した。効果の見られた化合物については再生・発生のマーカー遺  

伝子の発現に影響があるかどうか、RT－PCRを用いて調べた。［結果］各物質各濃度について10穴試験  

して平均的な結果を記載した。硝酸鉛（8．85－0．278xlO．6M）または塩化亜鉛（15．3－0．477xlO．6M）を添加し  

た場合について、これまでに知られている正常再生過程と比較した形態変化についてまず観察した。硝  

酸鉛，塩化亜鉛を与えた環境下では、再生を完了するのに187時間およそ8日間と、通常より倍の時間が  

かかった。また、硝酸鉛，塩化亜鉛ともに全ての濃度で断片から再生し1個体となったが、濃度が上がる  

につれて再生する数は減った。再生しない状態とは、1個体になる前に死亡してしまうか、生きてはい  

るがほとんど形をとどめていない状態である。これらの物質添加により、切断後から再生芽が成される   

までの時間は通常と変わりないが、次の段階である頭部の形成が遅延することが分かった。形状態形態   

変化が観察された個体について、再生に関わる遺伝子の発現変化を調べている。（図3）  

実験2∴ メタロチオネイン遺伝子等重金属反応遺伝子の上流プロモーターとGFPのマ←カー遺伝子を   

連結してヤマトヒメミミズ卵に導入し、重金属に反応すると光る遺伝子組換え個体を作成する。その前  

段階としてベクター設計と手技を確立するための予備実験を行った。また卵を採取するための有性化誘   

導について、より効率的な方法を探索試験した。従来法では飼育密度を下げることにより卵が得られる   

ことがわかっているが、栄養状態など、他の条件について検討した。   

実験3：環境ホルモンとして知られている化学物質が、ヤマトヒメミミズの再生および生殖系に与え  

る影響について検討した。実験方法は実験1と同様であるが、試験に用いた環境ホルモンはBisphenoIA、  

Octylphenol、Nonylphenolで、濃度はBisphenoIA2．19－8．76LIM、Octylpheno12．42－9．69LtMである。メダカ  

や鯉の環境ホルモンに対する影響試験は5．25巨M前後で行っているため、それを基準に濃度を決定した。  

また、BisphenoIA、Octylphenolは脂溶性であり両極性溶媒であるfDMSOに溶かして添加したので、COntrOl  

としてはDMSOのみ添加を用いて比較検討した。［結果］顕微鏡で形態観察を行ったところ、1日目に再   

生芽が形成されて2日目再生芽が伸長するまでは大きな影響はなかったが、3日目から影響が見られ、  

Octylphenol添加の方がBisphenoIA添加に比べて、再生芽の伸びが悪かった。またどちらの物質も効果は  

濃度依存的であり、濃度が高い方が再生芽の伸びが悪く、全身状態も悪くなる例も見られた。形態変化   

が観察された個体にっいて、再生に関わる遺伝子の発現変化を調べている。   

これらの結果を踏まえ、このシステムを応用したバイオセンサー開発の試験的検討を行っている。   



［実績報告書7－3］  

氏名二 野呂知加子  部科校名： 生産工学部  

注：必要に応じて，このページをご使用ください。   



【別紙様式 9】  
課題番号  

舟恒躇－08声  

注：課題番号を記入してください。  

平成20年度 学術研究助成金実績報告書  

平成 21 年 4 月 30日   

日 本 大 学 総 長  殿  

、  

氏  名  佐 藤 睦 浩  卜 印  

所属。資格  東北高校・教諭  

下記のとおり報告いたします。  

注：該当する種目を○で囲んでください。  1 種 目  般研究（個人）  一般研究（共同）／総合研究   奨励研究／  

2 研究課題  

ITを利用した高校物理の能動的授業実践に関する研究  

3 研究の目的  

学校教育において、児童生徒の理科離れが問題になっている。私たち高校教員にとって、高校の現  

場での授業や課外活動などで、科学に対する生徒の興味関心喚起し、科学的な考え方や知識を身に  

つけさせたりする、科学リテラシー教育は大変重要である。その方法として、ITを利用した教材を  

利用した授業形態の研究や授業実践は、前述の理科離れの防止や科学教育に役立つものと考えられ  

る。  

4 研究の概要  
（1）ITを利用し、いろいろな科学的認識を持った生徒を前提にした、生徒が能動的に学習  

（Active Learnig）できる授業研究及び実践  

（2）Matematica ver．6を用いた物理分野の授業研究及び実践  

5 研究組織（共同研究・総合研究のみ該当します）  

※ホームページ等での公開の㊦・否）いずれかを0で囲んでください。否の場合は，理由書を添付して下さい。   



［実績報告書9－2］  

氏名：佐藤睦浩  部科校名：東北高校   

6 研究の結果（総合研究の研究代表者は，4，000字以上記入してください。）  

研究の概要  

（1）「Active Learning」を授業で活用するための、情報収集および予備実験を行った。生徒のリアル  

タイムの反応を見るための工夫や、授業の定着度を数値で表すための方法を確認した。今年度（20  

年度）は、実際の授業では行えなかったが、今年度の調査を利用し、次年度に授業で実践しようと  
考えている。  

12）Matematica ver．6を用いた物理分野の授業研究及び実践  
今年度の3年生を対象にした特別講座（2008．12～2009．1）で、理系生徒の希望者について、数式  

処理ソフト「Mathe皿aticca」を用いて授業を行った。授業形態は講義、演習、テーマ決定、テー  

マに沿った実習、発表という流れで行った。演習の内容に若干プログラミングの考え方も入れた。  
生徒の最終的なテーマの内容は、数理的な内容（陰関数のグラフ化など）が主であったが、高校の  

数学や物理を利用した発展的な内容の講座には大変興味を持って取り組んでいたようである。   




