






















【別紙様式 7] 
課題番号 共 09・006

注:課題番号を記入してください。

平成 21 年度学術研究助成金実績報告書

平成 22 年 4 月 25 日

日本大学総長殿

氏名 景山 一郎 (品b
弘~ェ挙却 、母ダ

所属・資格 機械工学科・教授

下記のとおり報告いたします。

1 種目!一般側臥捌/ぐ一般研鰍同研勉づν総釧究
2 研究課題

1注:該当する種目をO で囲んでください。

高齢者の視覚特性から見た自立支援に関する研究

3 研究目的

近年，高齢者人口の増加に伴い高齢運転者の交通事故が高い値で推移していることから，高齢運転者の事

故低減に向けての対策が急務とされている.但し，知見より，高齢運転者は運転支援として直接的な運転操

作に関わる運転補助は求めておらず，視覚機能の低下を自覚しているため視覚特性の低下を補う情報提示支

援を求めていることが分かった.そこで本研究では，夜間における高齢者の視覚特性の実態把握を行い，高

齢運転者のための夜間視認支援システムの試作および評価手法の検討を行う.

4 研究概要

多くの高齢者が視覚能力の低下を自覚している.そのため，夜間の運転に大きな負担を感じて，夜間の運

転は避けているとの調査報告がある.しかし，地方に一人で居住する高齢者にとって，自立した生活を実現

するためには，自動車運転が不可欠である.そこで，高齢運転者の負担軽減の観点から，夜間視覚支援シス

テムが有用であると考えた.しかし，既存のシステムにおける評価を行ったところ，高齢運転者には受け入

れ難いことが分かつた.そこで，高齢者の視覚特性を考感した夜間視認支援システムを試作して評価を行い，

高齢運転者にとって有用なシステムを検討した.

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

景山一郎(研究全般のとりまとめを実施)

-研究分担者(役割分担)

堀江良典(高齢者の特性評価を人間工学的な見地より実施)

栗谷川幸代(ナイトピジョン評価実験およて湘覚特性計測と評価を実施)

諜ホームページ等での公聞の@・苔〉 いずれかをO 咽んで〈ださい。初場合肱理白書を添付して下さい.
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|部科校名1: 生産工学部 ド名:景山一郎

6 研究結果(総合研究の研究代表者はJ 4，側字以上記入してください。)

本研究で得られた結果を項目に分けて報告する.

夜間視認支援システムのための高齢運転者の特性抱強
高齢運転者は加齢の影響として視覚機能の低下を自覚している.高齢運転者の視覚特性の実態把鐙を行う

ため，高齢者および若年者の視覚特性計測を実施した.
間およ探聞の視力計測は(株)ヤガミの夜間視力計(附ー500) を用いた.昼間視力は通常の照明環境

における静止視力，夜間視力は高齢者がより歩行者を視認しにくいとされる夜間に対向車のライトが照射さ

れた状況を想定した環境での商限の静止視力である.なお，夜間視力計測時の対向車を模擬した舷光の輝度

は 160 [cdl 日である.被験者は，若年者 11 名(平均 22.3 歳)，高齢者 15 名(平均 69.9 歳)である.これよ

り，高齢運転者は若年者と比較して，昼夜共に視力が低いことがわかった.特に夜間視力は，運転者に必要

とされる視力 M を大きく下回っていた.これらより，高齢運転者への夜間視認支援システムの提供は重要

であることが確認できた.
次に，既存の夜間視認支援システムにおける高齢運転者使用上の問題点の抽出を行った.既存の夜間視認

支援システムには，遠赤外画像および近赤外画像を使用する 2 種類がある.本研究では，対向車の前照灯に

入り込んだ歩行者検知も可能という観点から遠赤外画像を使用したシステムを車載したレジエンド(ホンダ)

を用いた.システムは，車両前方の遠赤外商像を運転者前方の横 10degX 縦 3.5deg の画面に表示し，前方に

車両に近づいてくる歩行者を検知すると，商面上の歩行者に枠を重ねて音と共に知らせるものである.被験

者は，高齢運転者 8名(平均 67.3 歳)である.

既存のシステムを高齢運転者に体験してもらった結果，走行を繰り返して夜間視認システムに慣れてくる

と，被験者からシステム評価に肯定的な意見が聞かれたが，情報提示画面が小さすぎるとの理由で「画面が

見づらいJ，f走行中に商面を見るのが怖いjなどの意見は最後まで聞かれた.また，総合的にシステム導入

に消極的な意見が多数あった.消極的な理由として，運転中に前方と表示画面の視認を交互に行うことは困

難であると同時に安全面で問題を感じるとのことだった.そのため，システムに十分慣れたとしても，高齢

運転者には受け入れ縫いと推察された.そこで，情報獲得及び情報獲得後の視線移動を小さく，また獲得した

情報の理解に時間余裕を持たせることが高齢運転者の夜間視認支援システムに対する受容を促進するものと

考えた.

夜間視認支援システムの情報提示方法の改修による改善効果

前述の結果より，情報を表示する画面拡大と情報提示タイミングを早めることによる高齢運転者の夜間視

認支援システム受容に対する効果を検討した.実験には， ドライピングシミュレータ(以下 DS) を用いた.

DS のシステム構成の理由から視界不良条件は霧を使用して前照灯の照射距離の 40mを視認可能距離と設定し

た.システムは，既存の夜間視認支援システムの表示商面を想定したもの(以下， NVO) ，情報獲得後の視線

移動を少なくするために表示画面を横方向に広げたもの(以下， NV l)である.なお，後者は DS で走行中に

出現する障害物の下側延長線上に情報表示が行われるため，運転者は情報表示確認後に目線をそのまま上に

向けることで障害物の視認が可飽となる.また，情報提示タイミングは既存システムよりも早めの衝突予見

時間(以下， TTC) 5 秒と設定して音と同時に提示した(既存システムη'C==4秒).走行シナヲオは市街地を模

擬した直線道路を走行中に障害物が走行毎にランダムに『左j，f中央j，f右Jの 3 か所に出現するようにし

た.練習走行を十分に行った上で，約 60 km!hの一定速度で走行するように教示した.実験は， NVO ， NVl を使
用した場合と情報支援を行わない附Vの 3条件で実施した.被験者は，若年者 2名(平均 25 歳)である.運

転者の障害物の検知に関わる視線移動状況を把握するため，顔面像から視線移動時間を求めた.また，被験

者の運転状況における主観評価として fa. 安全に運転できたj，fb. 安心して運転できたJ，r c.余裕をもった
回避行動ができたJ，f d. 円滑な運転操作ができたJ，f e.障害物の位置が分かりやすいj を各走行終了後に

Visual An alog Scale (以下 VAS) を用いて評価させた.評価値は『とてもそう思う』を 100 ，r全くそう思わ
ないJ を-100 とした・¥

前方を見ながら運転中，情報提示膏により表示画面に視線を向けて前方に視線を戻すまでのよそ見時間は NVO

が 0.07 秒， NVl が 0.04 秒であった.これより，表示画面を拡大することにより，情報獲得のためのよそ見時

間が約半分に抑制できることがわかった.



|部科技名:生産工学部

研究結果(つづき)

運転に対する主観評価はほぼすべての主観評価において，聞V，NVO ， NVl の顕に運転における負担が軽減

されていることが分かる.また， NVl の評価の方が NVO よりも高く，表示画面を拡大することは運転負担を

軽減することに効果があるものと考える.本実験の被験者は若年者であるが，表示画面の問題を指摘した高

齢運転者では，同様あるいはこれ以上の効果が得られると推察する.これらの結果を基に，高齢運転者のた

めの夜間視認支援システムの試作を行った.

高齢運転者の意見を基に構築した夜間視認支援システム

高齢運転者の意見を基に，情報提示方法を改修した夜間視認支援システムを，遠赤外カメラ， GPS ，速度計，
液晶モエタ， PC 等を組み合わせて構築した.表示画面は商角が横 37degX 縦 13deg と既存のシステムの約 3

倍の大きさとした.また，情報提示タイミングとなる η℃も任意で設定できるようにした.

構築した夜間視認支援システムの評価実験

高齢運転者は長年目視のみにより運転を行ってきた.そのため，夜間視認支援システムの評価には，高齢

運転者のシステム受容と実際の使用状況における主観的および客観的な安全性の確保の観点から評価する必

要があると考えた.そこで，高齢運転者に構築した夜間視認システムを夜間走行で使用させ評価実験を行っ

た.

実験車はシステムなし(附V)とシステムあり (NV) の 2台の国産普通乗用車を使用した.実験コースは国土

技術政策総合研究所の周囲路の直線部分を使用し，コース上に歩行者に見立てた実験者をスタート地点から

100m ， 200m ， 40 Om， 50 0mの地点に左右ランダムに車線上(車幅 3. 75m) に記置し，被験者には歩行者に十分

注意して運転しやすい速度で走行するように教示した.なお，適切な情報提示タイミングを検討するため，

TTC は既存システムの 4.0[ 秒]とより早いタイミングの 5.0 ，6.0[ 秒]を設定した.被験者は運転歴が長く(平

均 40.5 年)，普段比較的頻度高く運転をする(平均週 3--4 回以上)高齢男性被験者 16 名(平均 68.1 歳)に

協力を依額し，被験者全員からインフォームドコンセントを得た.

被験者の運転状況を捉えるため，走行速度，車両位置，歩行者位置等を計測した.歩行者視認および回避

状況を捉えるため，歩行者近辺の時系列の車両位置から走行経路の不連続点を検出して歩行者認識による回

避行動と定義した.回避行動を開始した地点の速度から視認距離相当の歩行者到達時間を算出し，その時点

以降の走行軌跡から回避幅を算出した.また，各走行後には前章と同様のVAS を用いて主観評価を行った.

システム使用時の各走行後のアンケート結果を用いて，高齢運転者が“システムが役にたつ"と考える要

因を抽出することで，高齢運転者の夜間視認支援システムにおけるシステム受容の評価要因を明らかにする.

具体的には，予備実験での被験者のコメントを基に，目的変数を「システムは役に立ったJ，説明変数を「シ

ステムに慣れたJ rシステムは運転の邪魔にならないJ r表示が見やすいJ r歩行者の位置が分かりやすいjと
して重回帰分析を行った.重回帰分析による R2値は o. 757 であった.算出された標準偏回帰係数より， r表
示が見やすいJことが『システムが役にたったJと評価する上で最も重要な要因であることがわかる.これ

より，改修した表示画面はシステム受容に大きく寄与したことがわかった.

また，夜間視認支援システムの使用により，運転に対する安全感と安心感が向上していることがわかった.

これより，本システムの使用により，夜間運転の負担軽減に効果があること分かる.また r安心して運転
できたjと「歩行者の位置がわかりやすいjの回答結果の相関係数R=O.655 となり，夜間視認支援システム使

用の有無に関わらず，歩行者の位置がわかりやすくなることで，運転者の運転負担は軽減することが明らか

となった.

また，運転者の運転行動として，歩行者到達時間および障害物の回避幅を検討したが，条件関での有意差

はなかった.これより，今回設定した情報提示タイミングの3条件関には，運転状況に影響を与える違いはな

いことが分かった.ここで，安心感と回避掘の相関係数を求めたところ， R=O.266 とこれらに関係性は見られ

なかった.これは，システムに十分に慣れてから実験を実施したため，歩行者をシステム使用により早くに

検知することが出来ても安心して走行を続けて極端な回避行動を行わなかったためと実験時の運転状況の観

察から推察される.なお，システム止慣れていない時には歩行者検知時に大きく回避する様子が観察された.

注:必要に応じて，このページをご使用ください。



研究結果(つづき)

これらより，システム不使用時の歩行者に気がつかず回避行動をとらずに走行した状況とシステム使用時

に歩行者を検知しても，その時点で極端な回避行動をとらない走行状況が似たためと推察される.

高齢運転者のための夜間視認支援システム評価の在り方

事前に高齢者に意見を求めた「表示が見やすいj ということがシステム受容のための主要因になっている

ことが確認された.これより，高齢運転者における夜間視認支援システム評価には表示の見やすさの評価が

必須であると言える.また，運転者の主観評価により，システム使用時に運転の安全が確保されていること

を確認すると共に，さらにはシステム使用により普段とは異なる極端な運転行動をせずに安全が確保されて

いるかを客観的に評価することも重要である.

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

平成 2 1 年度 学術研究助成金実績報告書

平成� 2 2 年� 5 月� 1 4 日

日本大学総長殿

〕 )名 池田正則

所属・資格 工学部・准教授

下記のとおり報告いたします。� 

1 種 目引|一 佃固人川石研丹胸邦 y 総齢合研悶究� 1戸注:該当する種目をO で囲んで従叩掛、喰般研概究q 丈ご子二般研究供同珊研菊=コ� 

2 研究課題

共役系高分子有機半導体の機能発現と� Zr02 ，Ta205 ，Si02 電極界面構造の役割に関する研究� 

氏

3 研究目的

機能性を持つ新しい共役系高分子薄膜の形成を目指し，高分子薄膜の形成条件と電気的特性および物

性の関係について明らかにする O また，下地層と電気的特性および高分子薄膜の電子状態との関係を明

らかにする O 

4 研究概要

高分子材料であるポリメタクリル酸メチル(PMMA) 薄膜およびポリビニルカルバ、ノール� (PVCz) 薄膜

をスピンコート法で形成し，その形成条件と電気的特性の関係について調べた。スピンコート法による

膜厚制御可能であることを確認した。� A uJP M M Al Ta 構造の電気的特性は� PMMA 薄膜形成条件により異

なり，ある温度で熱処理したとき，整流性を示す事を明らかにした。� 

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

池田正則

-研究分担者(役割分担)

清水博文� (Zr02' Ta 20s ，Si0 2表
a面薄膜の作製，電気的特性評価)

鈴鹿 敢(共役高分子薄膜形成と電子状態の観測)

※ホームページ等での公開の@・否) いずれかをO で囲んでください。否の場合は，理白書を添付して下さい。
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s 研究結果(総合研究の研究代表者は， 4，000 学以上記入してください。)

高分子薄膜の機能性を探索するため E 代表的な高分子替料であるポリメタクリル酸メチル♂MMA) 薄

膜およびポリピこんカルパゾール (PVCz) 薄膜を形成し，その形成条件と電気的特性の関孫について調

べた O 

PMMA 薄膜の形成にはスピンコート法を用いた。 PMMA 粉末をベンゼン液中に溶解させ，ガラ

板上またはガラス基板にスバッタ法により形成したタンタル(五)薄膜上に塗布した。その後 F アニー

んを行い， PMMA 薄膜を形成したむまた， PVCz 薄膜については， PVCz 斡末をジクロロエタン液中に

溶解させ，ガラス基板上に塗布し，アニールを行い形成した c ガラス基板上に形成した PMMA 講膜お

よび PVCz 薄膜試料については，エリブソメータにより膜淳及び服折率を競べた。また， Ta 薄膜上に 

PMMA 樽膜を形成した試料では，さらに上部電極として金 (Au) 薄膜を形成して A u/P M M Al Ta 構造を

し，議流構電圧(l-V) 特牲を調べた。 

G)PMMA 薄膜および PVCz 薄膜の摸車制調 

PMMA 溶液は， PMMA 粉末 20mg ，40mg ，及び 100mg をベンゼ、ン 2mL にそれぞれ溶かした 3種類を

使用した。熱処理は 80 0Cで 20 分間行った。ガラス基板上に形成した PMMA 薄膜の膜揮は， PMMA 

撲の低い溶液を能用した場合主溶液の粘度が小さく 3 形成した薄摸の膜厚は 1000A 弱でスピンナ…毘

転数によって変化しない o PMMA 粉末  100mg の溶液で形成した場合，スピンナ…回転数 (500 中1m""""" 

3000叩m) によって PMMA 膜鼎詰約 5500λ ，....，...， 900Â~こ隷形に変化し 3 濃厚制御可能となった。 PVCz

膜の膜揮についても間接の結果が得られ，ヂパイス作製のための膿用制御がスピンナー法によって可能

まろることを確認した。屈折率は主 PMMA 薄膜では 1.0........1.3 ，PVCz 薄撲では約1.5 となっ 3 膜摩によち

ずほぼ一定龍であっ~。

②アニール温度と摸特性

膜用制御可能な PMMA 薄膜作製条件 (PMMA 粉末 100mg の溶液型スピンナ…自転数 500 中m)で PMMA

溶液を塗和し，アニールを 80 0C ，130 oC ，及び 180 0Cでお分行い薄膜を形成した。アニール温度の増大

より， PMMA 薄膜の膜厚は減少し，屈折率は増大の績向が見られた。高い温度でアニールすることに

より PM~仏膜内の空孔が減少しE より鞍密な膜になることが分かった。摂厚の減少はこの膜質の変佑

に対応している G 

③A ulP M MAl Ta 構造の l-V 特性

~J:， A u/P M M A!Ta構造の l-V 特性である。 PMMA 薄膜形成条件は E 上記②と同様である。アニール 

80 0Cの試料における電流が小さいために土 1nAの範囲で示してある。

蝦方向バイアスの特性は，アニーん謹葉 80 0Cの試料では小さく，電圧 10V を印加しでも絶縁破壊を起

こさない。アニ…ル温度 130 0Cおよび 180 0Cの試料では，それぞれ1.5V および 2.0V 丹近で急激な電流の

上がりが見られた oPMMA 膜厚かち，結縁披壊強度はそれぞれ約 7.0x 10 3V/mm および約 6.4x10 3V/mm

と求められた。

向バイアスの特性~J:，アニール温度的℃および 130 0Cの試料において， JI 震方向バイアスに比較し 

で議流の急激2V約Eの試料では180 0Cまオーミックな特性となった。アニール温度i，まて電流は小さく，

員方向バイアス特性と昆様となった。)1な立ち上がりが現れ， 

http:1.0........1.3，
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研究結果(つ� き)

この結果から，� A ulP M M AfI' a構造が整流

ことを明らかにした。� JI 震方向

バイアスにおける� p による

電流値の違いは，主に� PM MA!T a

ける震子状態の違いに記因している O

加わる熱によって� PMM AfI' a 界面の状態

が変色し，電位障壁の高さがアニール温

度の増大によち紙下したと考えられる O
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また，逆方向バイアスでの特性

で� I-V 特性がほぼ線形)は，高し
圃1.0 

印加 も容易に� Au 竜雄から� PMMA

摸へと は法入されないことを して� 
n
4
U

…4 O 2 3 4 

おり，� A ulP MMA 界面には高し


している� また� 逆方向パイ
Voltage (V) 


O E

ける� I-V 特性の議形領域の傾き 図 A 誌/児島仏/Ta構造の1 -V特性
から， PMMA 薄膜の誌拭はおよそ� 2X10

10 

Gと求められた。

以上の結果から� 従来，電気的には用いられていなし¥PMMA について 3 金属IPMM A/金麗サンドイツF

より整流性をホすことを明らかにした。この特性は，� A ulP MMA 界面および� PMM AfI' a


おける
 関わっており，電極に使用する金属材料によって，その電気特性を制御できる可能性� 

がある。� 

PVCz 薄膜について'J:，形成条件についての検討のみにとどまり，その電気的特性について も� 

を継続中である。今後得られた結果については講演会や論文の形で報告していく� c

本研究で使思した高分子の需子状態について� 開条件の高分子薄撲を赤外分光法における� IR スペク3

トルより分光学的に解析を行い，今回得られた電気特性との関連性を検討していく� c ま B 下地材料と

高分子薄膜の特性との関係についても継続して調べていく予定である G

:必要に応 このページ ご使用ください。3



【別紙様式 7】  

注：課題番号を記入してください。  

平成21年度 学術研究助成金実績報告書  

平成22年4月25日  

日 本 大 学 総 長  殿  

渡遽 一郎  氏  名  

所属・資格  医学部・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（個人研究）／  研究（共同研  ／総合研究   

2 研究課題  
ブルガダ症候群における右室活動電位持続時間の回復特性の特徴と遺伝子変異との関連性  

3 研究目的  
ブルガダ症候群における心室細動の発生機序を検討する目的で、ブルガダ症候群と健常症例における右心室  

活動電位持続時間の回復特性を比較検討し、ブルガダ症候群における心室筋活動電位持続時間回復特性の異  

常、心室細動の易誘発性と遺伝子変異の関連性につき検討する。  

4 研究概要  
心臓電気生理学的検査を施行したブルガダ症候群およびカテーテル・アプレーションを施行した症例に対し、  

右心室流出路より単相性活動電位を記録し、活動電位持続時間と拡張期間隔より活動電位回復曲線を求め、  
その一次指数関数の最大微分値をslopemaxとし、ブルガダ症候群と健常例でその値を比較検討する。また、  
slope max値と心室細動誘発性、遺伝子変異の関係について検討する。  

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   

渡遽 一郎  

・研究分担者（役割分担）   

住友 直方（小児例の心臓電気生理学的検査）  

中山 智祥（遺伝子解析）  

・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：   渡連 一郎  部科校名：  医学部  

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

ブルガダ症候群16名および対照健常例17名を対象として検討した。  

右心室流出路より単相性活動電位を記録しながら心室早期刺激を施行し、右心室有効不応期および単相  

性活動電位の90％再分極時間を計測した。心室細動の誘発は右心室心尖部および流出路より3連早期刺  

激まで施行し、誘発性を検討した。   

基本刺激周期600msでは右心室有効不応期はブルガダ症候群症例と健常例で有意差は無く（211．9土11．2  

ms vs．233．8土13．4ms）、また単相性活動電位持続時間にも有意差はみられなかった（226．6土15．5msvs．  

233．9土15．9ms）。  

しかしながら、最短拡張期間隔での単相性活動電位持続時間はブルガダ症候群で有意に短縮していた  

（149．9土19．9msvs．179．8土13．7ms，P＜0．001）。また、単相性活動電位回復曲線より求めたslopemaxもブル  

ガダ症候群で有意に増大していた（2．90土1．29vs．1．38土0．41，P＜0．001）。   

心室細動はブルガダ症候群16症例中11例で右室流出路よりの早期刺激で、5例では右童心尖部よりの  

早期刺激にて誘発された。   

今回の検討したブルガダ症候群の臨床症状と心室細動の易誘発性とは関連が見られず、また、今回検討  

した16例のブルガダ症候群症例では、SCN5A領域の遺伝子変異は検出されなかった。   

以上の研究成果はCirculationJouma12010；74（4）：664－670に掲載されております（AshinoS，％anabeI，et  

al・AbnormalActionPotentialDurationRestitutionPropedyintherightV己ntricularOutflowTIactinBrugada  
Syndrome）。   

また、Sub－Studyとして心房筋についてもブルガダ症候群と健常例について、同様の検討を施行した結果、  

ブルガダ症候群症例においては、心室筋同様、心房筋においても、受功性が克進しており、ブルガダ症  

候群症例においては、心房早期刺激で、心房細動が誘発され易い事、ブルガダ症候群では、心房早期刺  

激時の心房内伝導時間の延長が有意に大きい事、最短拡張期間隔での単相性心房筋活動電位持続時間が  

ブルガダ症候群で有意に短縮していたおり、また、単相性心房筋活動電位回復曲線より求めたslopemax  

もブルガダ症候群で有意に増大していた。  

さらに、今回、臨床例で得られた結果を動物実験でのBrugada症候群モデル（右心室筋wedge preparation）  

で確認するために、犬を使用した。薬剤負荷（pinacidil＋terfenazinemodel）により、Brugada型心電図を  

呈する作成し、微小電極を心内膜面、心筋中層、心外膜面に刺入し、記録した右童心筋の活動電位の持続時  

間回復特性を検討した結果、臨床例と同様の結果が得られた。   
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部科校名：医学部  氏名：渡遽 一郎  

研究結果（つづき）  

以上の研究成果はJoumalofElectrocardiology（WatanabeI，etal．Localconductionblockoftheatriaby  

PrematureStimulusinapatientwithBrugadasyndrome．JElectrocardio12010；43：74－75）に掲載され、また、  

IntemationalHeartJouma12010に採用され、掲載予定です（KofuneM，WatanabeI，etal．AbnormalAtrial  

RepolarizationandDepolarizationContributetotheInducibilityofAtrialFibrillationinBrugadaSyndrome）。  

さらに、我々の施設および共同研究施設（滋賀医科大学：堀江稔教授、長崎大学：蒔田直昌教∃受）との  

遺伝子解析共同研究結果では、ブルガダ症候群におけるSCN5A遺伝子変異の検出率は20％程度である  

ことより、我々は遺伝子変異以外の病因についても検討した結果、ブルガダ症候群症例では、右心室心  

筋生検上、心筋炎、心筋症様の異常所見が高頻度に検出されることを報告し匹imieOhkuboK，WatanabeI，  

etal．RightventricularhistologicalsubstrateandconductiondelaylnPatientswithBrugadasyndrome・IntHeartJ  

2010；51：17－23）、ブルガダ症候群の病因論として、遺伝子変異単独では説明し得ない事が示唆された。  

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

平成21年度 学術研究助成金実績報告書  

平成22年4月23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（個人研究）／  ／総合研究   

2 研究課題  

メタポリックシンドロームの代謝異常に中心的な役割を担う遺伝子の探索  

3 研究目的   

メタポリックシンドロームにおいて特徴的な所見であるsmalldenseLDLは、メタポリックシンドローム  

患者の高率な虚血性心疾患合併に大きく関与していると考えられるatherogenicなリボ蛋白であるが、その  

生成の機序は未だ明らかではなく、その機序の解明はメタポリックシンドローム患者の予後改善のためにき  

わめて重要である。しかしながら、これまで行われてきたような既知の遺伝子に関して検討する方法には限  

界がある。そこで今回我々は、網羅的な解析をベースとした、新規のターゲット候補遺伝子の探索を目的と  

して研究を行う。  

4 研究概要   

SHRSP fattyラットは、ヒトsmalldense LDL類似のリボ蛋白を持っことが明らかとなった初めての実験  

動物である。内因性リボ蛋白は肝臓で合成され超低比重リボ蛋白（VLDL）として血中に放出される、その後  
血中においてリポタンパクリパーゼ（LPL）、肝性リパーゼ（HL）、コレステリルエステル転送蛋白（CETP）な  

ど主に肝臓で合成された蛋白、酵素により代謝を受けてLDLが生成される。このように、リボ蛋白代謝にお  

ける最も重要な臓器は肝臓であるといえる。そこで今回我々は、Smalldense LDL生成に関連する主要遺伝  
子を同定するため、Smalldense LDLを持っSHRSP fattyと持たないSHRSPの肝臓での遺伝子発現プロファ  

イルの違いをGene Chipを用いて網羅的に検討し、両群間で有意に発現が異なっている遺伝子群を明らかに  

する。   
次に、オーダーメイド医療実現化プロジェクトより供給を受けた600名の高脂血症患者のサンプルを用い  

た検討を行う。まず、血清サンプルを用いて血清smalldense LDL濃度を測定する。Smalldense LDLの測  

定は、ポリアニオンと二価の陽イオンを組み合わせた分離剤による新しい測定法を用いて測定する。さらに、  
同じ症例のDNAの供給も受けているので、これを用いたSNPs解析を行い、SmalldenseLDL濃度に影響を与  

える遺伝子を明らかにする。解析候補遺伝子はGene Chipの結果により抽出する。  

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  

上野 高浩  

・研究分担者（役割分担）   

松本 太郎（Gene Chip）   

相馬 正義（SNPs解析）  

※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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部科校名：  医学部  氏名：  上野 高浩  

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

smalldense LDL生成に関連する主要遺伝子を同定するため、Smalldense LDLを持つSHRSP fattyと  

持たないSHRSPにおいて肝臓での遺伝子発現プロファイルの違いをGene Chipを用いて網羅的に検討し  

た。  

表1Aにsmalldense LDLを有するSHRSP fattyの肝臓においてSHRSPと比べ、肝臓で3倍以上遺伝子  

現が増加していた遺伝子を示した。17 遺伝子が 3 倍以上の増加を示した。この中には  
acid synthaseなどの脂肪酸合成に関連する遺伝子が含ま  S七earoyl－Coenzyme A desaturasel、Fatty  

れていた。また、表1Bに示すようにSHRSP fattyにおいてSHRSPと比べ肝臓での遺伝子発現が30％以  

上低下していた遺伝子は10遺伝子であった。この中にもFatty acid desaturaselのような脂肪酸合  

成関連遺伝子が含まれていた。これらの遺伝子中で、直接脂質代謝と関連することが報告されているも  

のは、上述の脂肪酸代謝関連酵素群以外ではSterolregulatory element binding factorlのみであ  

った。  

以上の結果より、Smalldense LDLを有するメタポリックシンドロームモデルラット肝臓において発現  

が大幅に変動している遺伝子群が同定された。これらの遺伝子は、脂肪肝、肥満、Smalldense LDLの  

病態に関わるものである可能性があり、今後1つ1つの詳細な検討が必要と考えられた。   

次に、提供を受けたオーダーメイド医療実現化プロジェクト600名の高脂血症患者の血清を用いてsmall  

dense LDLの測定を行った。患者血清のsmalldenseLDL濃度の平均は41．65±22．1mg／dlであった。こ  

れまでの報告では、Smalldense LDLが30～36mg／dlを越えると動脈硬化性疾患が増加すると言われて  

おり、本集団はハイリスク群であることが明らかとなった。   

さらに、提供を受けた同一患者のDNAを用いてSNPsとsmalldenseLDL濃度との関連解析のため、SNPs  

の選択を行った。SNPs の選択はInternationalHap Map Project の Tagger toolを用いて  

Stearoyl－Coenzyme A desaturasel、Fattyacidsynthase、Cholesterolester transfer proteinを  

ターゲットとしてtag SNPを選択した。選択したSNPsは以下のものである。  

現在引き続きSNPs解析を行っている。今後さらに候補遺伝子を広げSNPs解析を行い、SmalldenseLDL  

形成に深く関わる遺伝子の同定を目指す。   
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部科校名：  医学部  氏名：  上野 高浩  

研究結果（つづき）  

表1 Gene Chipを用いたSHRSP fatty ratとSHRSP rat肝臓遺伝子発現の比較   

A．SHRSPfhttyにおいて増加していた遺伝子   

Fold Change Description 

25．66☆   

11．77☆   

5．32☆  

4．56☆   

4．52☆   

3．89☆  

3，79☆   

3．51☆   

3．42☆   

3．32☆   

3．23☆   

3．19☆  

3．17☆   

3．11☆   

3．08☆   

3．06☆   

3．02☆  

Stearoyl－CoenzymeAdesaturasel  

Fattyacidsynthase  

Thyroidhormoneresponsiveprotein  

Ethylmalonicencephalopathyl  

AIcoholdehydrogenasel  

Flavincontainingmonooxygenase5  

Glucokinase  

Ratsenescencemarkerprotein2Agene，eXOnSland2  

ATPcitratelyase  

CytochromeP450，family4，Sub払milyA，POlypeptide22  

Serinedehydratase－1ike  

CytochromeP450，払mily2，Sub払milyb，POlypeptide2  

Glutamateoxaloacetatetransaminasel  

Glycerol－3－Phosphateacyltransferase，mitochondrial  

SimilartomKIAAlOO2protein  

Sterolregulatoryelementbindingfactorl  

Centaurin，gamma3  

快0．05vs SHRSP  

B．SHRSP鈷ttyにおいて減少していた遺伝子  

Fold Change Description 

0．07☆   

0．08☆   

0．09☆   

0．11☆  

0．23☆  

0．24☆  

0．28☆  

0，28☆   

0．28☆   

0．29☆  

Serineproteaseinhibitor  

Cysteinesulfinicaciddecarboxylase  

Fattyaciddesaturasel  

CytochromeP450，family3，Subfamilya，POlypeptidell  
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所属・資格 医学部・助手

下記のとおり報告いたします。

1 種目|一般概(個人附丈斗鵬{共同毒手/総合研究

2 研究課題

|注:該当する種目をO で囲んでください。

嘆覚情報処理過程における自然刺激と電気刺激との比較検討

3 研究目的
最近になって、嘆球内でいくつかの匂い物質に対して反応する糸球体の部位が報告され、嘆球における

匂い地図が少しずつ作られてきている。しかし、動物に様々な匂い物質を嘆がせ、その反応を調査する

のは非常に困難な作業となっている。そこで本研究では、匂い物質を用いた自然刺激と、直接嘆球を電

気刺激する事で得られる反応との相違について比較・検討する事とした。

4 研究概要
嘆球内で反応する糸球体の部位が明らかとなっている匂い物質のうち、特定の脳部位に神経細胞の活動
が見られるものを比較・検討の対象として用い、この匂い物質が嘆球内の 2 ヶ所に分かれて反応糸球体
が存在することから、それぞれの部位に存在する糸球体を単独で、もしくは両者を同時に電気刺激する

ことで、特定の脳部位における神経細胞の活動パターンの変化を調査した。

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

松川 睦(研究の統括・遂行)

-研究分担者(役割分担)

相津信(研究の解析)

今回 正人(組織標本の作成と解析)

勝山 成美(電気生理学実験の遂行と解析)

※ホームページ等での公開の⑪・否) いずれかをO で囲んでくださいi の場合は，理白書を添付して下さい。
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まず、確認実験として実験動物であるネズミにとっての捕食者臭であるキツネ由来の匂い物質

(2，5-Dihydro-2 ，4，5-trimethylthiazoline (TMT)) に対して反応を生じる糸球体の特定を行った。活動

糸球体の特定は、形態学的(最初期遺伝子 Egr-1 に対する免疫組織化学的手法(図 1))および電気生理

学的(記録電極を嘆球内に刺入して活動電位を記録(図 2)) の両方の手法で確認した。また、脳内神経

細胞の活動マップは脳内で活性化した神経細胞を最初期遺伝子 c-Fos に対する免疫組織化学的手法で標

識して作成した。

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

L 

2 図1 図

この結果、従来の報

告通り TMT に反応

する糸球体の存在

部位は、嘆球の内側

部と外側部に分か

れて 2 ヶ所認めら

れた。また、特定の

脳部位(分界条床核

内側部(mBST))

に有意な活動が認

められたため(図

3)、以降の研究は

この部位 (mBST)

を指標とすることとした。 3 

続いて嘆球内に刺激電極を刺入し、嘆球を直接電気刺激した実験動物の mBST における神経活動マップ

と、 TMT を直接嘆がせた実験動物の神経活動マップとを比較・検討した。実験動物は、嘆球の内側部
のみ刺激する群 (M)、外側部のみ刺激する群 (L)、および、内側部と外側部の両者を同時に刺激する群

(M+L) の 3群作成し、それぞれの実験動物の脳内神経活動マップを作成し、 mBST における神経活動
パターンを比較・検討した(図 4)。

図
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研究結果(つづき)
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4 図

M 群

** 40 

35 

30 

25 

15 

5 

10 

20 

その結果、内側部と外側部の両方を同時に

刺激した群 (M+L) のみ有意に活動神経細
胞数が増大したが、どちらか一方のみ刺激

した群 (M もしくは L) では変化が見られ

なかった(図 5)。匂い物質 (TMT) を直

接嘆がせた実験動物では、この脳部位

(mBST) で有意に活動の増大が認められ

ることから、嘆球内で内側と外側に分かれ

て存在するこの匂い物質に対応する糸球

体の両者が同時に活性化されないと引き

続く神経回路に情報が伝わっていかない

事が明らかとなった。

M+L L M 
。

5 

このことは、嘆球内での活動が内外のどちらか一方でも変化すればその後の嘆覚情報処理過程における

抑制や制御につながる可能性が高いことを意味し、他の匂い物質が嘆球の中で局所的に競合や抑制に作

用でき得ることが示唆された。

また本研究により、匂い物質を実験動物に嘆がせる自然刺激より、嘆球を直接電気刺激する研究系の方

がより詳細な嘆覚情報処理関連神経回路の解析に有用であることが示された。

図

このページをご使用ください。注:必要に応じて，
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課題番号 共 09-011

注:課題番号を記入してください。

平成 21 年度学術研究助成金実績報告書

平成 22 年 4 月 1 日

日本大学総長殿

氏 名 斎藤明義 ⑧ 
所属・資格 医学部・教授

下記のとおり報告いたします。

1 種目 |一般研究(個人側 /錨研究供同研動/総合研究 l注:該当する種目をO で囲んでください。
2 研究課題
光線力学療法(PDT) を用いた多剤耐性菌感染に対する新規治療法の開発

3 研究目的

光線力学療法(Phoωdynamic therapy :PDT) は細胞内に光培感色素を取り込ませ、細胞外より適切な波長の
レーザー等の光線を照射することより殺細胞効果を得る治療法であり、近年抗生剤に変わる新たな殺菌治療

法として開発が進められている。クロロフィルの誘導体であるフェオフオーバイド a(Phde a)を Na 塩化した
Na-Phde aは体内正常組織からの代謝が非常に速く、副作用が少ないこと、長波長の吸光係数が大きい(λ=
660nm ，ε=50mM -Icm ・1) 、生体にも使用可能な水溶性であることから PDT への応用が極めて期待される
光増感色素である。本研究は、 Na-Phde a を用いることによりメチシリン而羽生黄色ブドウ球菌仏偲sA)等多
剤耐性菌を標的とした PDT を用いた新規の殺菌療法の開発を目的とする。
4 研究概要

Na-Phdea の殺菌効果および安全性確認試験として invi 位。、出 vivo で以下のような実験を行った。
1) Na- Phde aの細菌内への取り込みの検討として Na- Phde a溶液を標的とする細菌と反応させ、蛍光顕
微鏡、共焦点レーザー顕微鏡を用いて色素の取り込みを確認する。

2) in vitro における Na-Phdea を用いた PDT の殺菌効果の検討として、標的細菌を Na-Phdea と処理後、

各種レーザー光あるいはハロゲン光を照射して殺菌効果を検討し、最も効果的な光源(波長)の選択、照射

時間、照射エネルギー密度を選択するo

3) in vivo における Na-Phdea を用いた PDT の殺菌効果の検討では、実際に化膿性関節炎マウスおよび骨
髄炎ラットをモデノレ動物として、 Na-Phde a による PDT の殺菌効果について検討するo 関節炎、骨髄
炎発症後に関節腔内、髄腔内に Na-Phde a を注入し後 PDT を施行し、関節内、髄腔内の細菌数を客観
的に計測し、さらに組織学的観察から関節、骨変化について評価し、細菌感染に対する効果を判定する。

4) Na-Phde a を用いた PDT の安全性の確認実験として、非感染マウスを対象として正常膝関節に対して
PDT を施行し、経時的に関節組織、細胞変化を組織学的に観察する。

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

斎藤明義

-研究分担者(役割分担)

相津信 (PDT の組織、細胞に対する影響の検討)
原田 智紀 (PDT の殺菌作用の検討、レーザー光の条件設定の検討)

来ホームページ等での公聞の(@・否) いずれかをO で囲んでください。否の場合は.理白書を添付して下さい。
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6 研究結果(総合研究の研究代表者は. 4，000 字以上記入してください。)

in vitro および in vivo における Na-Phde aを光増感色素として用いた PDr 効果については、レーザー光

源として半導体レーザー(Panasonic 社、波長 664nm 、出力 150mW) を使用した。また光源としてハロゲン光

(Tokyo metal 社、出力 75W) 、キセノン光(Smi th & Nephew 社、出力 300W) を使用して対照実験を行ったo invivo 

実験では、関節炎モデルマウスとして DBA l-J mice(Charles river Co. Ltd. Japan) 、および骨髄炎モデル

ラットとして SD rat(Charles river Co. Ltd. Japan) を使用した。動物の取り扱いおよび実験は、 Guidelines

for the Care and Use 01 Mammals in Neuroscience and Behavioral Research (National Research Counci~ National 

・l'Academy Press ， Washington ， DC ， 2003) および『日本大学医学部動物実験指針Jを遵守し、 f日本大学医学部実

験動物取扱要領jに準じておこなったo PDT の対象細菌は、多剤耐性菌としてメチシリン耐性黄色ブドウ球

菌(me 也icillin-resis 旬nt S旬phylococcus a町 eus:MRSA 、ATCC25923) を使用し、 Mc Farland No.l (1 X 10 8 cぬIml)の

濁度に調整後、必要に応じて希釈系列を作製した。

【結果および考案1
1) 恒 vi 甘o における Na- Phde a を用いた PDT 効果

①Na- Phde a の細菌内取り込み確認試験

34 、68 、140 および 280μ ，MIL の Na- Phde a溶液にて MRSA を処理し、共焦点顕微鏡を用いて細菌
内への取り込みを経時的に観察した。低濃度の Na- Phde a処理においても、処理後 1分より Na-Phde

a の細菌内取り込みが観察され、 5分後には処理したすべての菌での取り込みを認めた。さらに取り込ま

れた Na- Phde a は 2 時間後の観察でも菌体内iこ同レベルで残存していることが明らかとなったo

②in vitro における PDT 効果

Mc Farland No.l (1 X 10 8 C釦 Iml)の濁度に調整後、 10 6倍までの希釈系列を作製した MRSA 菌液に、種々

の濃度の Na- Phde a と 30 分処理後、半導体レーザーにより PDT を施行した。 Na-Phdea 処理のみ、

レーザー照射のみの群を対照実験とし、 PDT 効果を検討した。レーザー出力 300mW 、照射時間 30 分の

条件下で、 MRSA は Na- Phde a濃度依存性に発育は抑制され、 68 J.LM ιで完全に殺菌された。同濃度に
おけるレーザー照射時間による PDT 効果を検討した結果、完全な殺菌効果を得るためには照射時間は

30 分必要であることが確認された。ただし Na- Phde a との処理時間を 60 分にすると、 20 分の照射時

間でも完全な殺菌効果が得られた。さらに Na- Phde a と同時に 5%エタノールで処理することにより、

低濃度の Na-Phdea 処理で、あるいは照射時間を短縮しでも殺菌効果があることが明らかとなった。ま

た光源にハロゲン光を用いても、半導体レーザー同様の殺菌効果が認められ、光到達深度を必要としな

い表層(表面)部の殺菌には有用であることが明らかとなった。

2) 化膿性関節炎モデノレマウスを用いた PDT 効果の検討および安全性確認実験

5xl0 6 cfu のMRSA を膝関節腔内に注入して作製した関節炎モデルマウスに対する PDT 効果について検
討した。 MRSA 感染 24 時間後に、関節腔内に 68μMIL 濃度の Na- Phde a溶液 0.05ml を注入し、暗室に
30 分置いた後、出力 300mW で 15cm の距離より経皮的に 15 分間レーザー照射を行ったo 生食水注入後レ

ーザーを照射、 Na- Phde a溶液注入のみでレーザーは照射していないマウスを対照群とし、 72 時間後にマ

ウスを安楽死させた後、膝関節を採取し、関節腔内の細菌残存率を培養試験により、また関節変化につい

て組織学的に観察を行なったo 結果、 10 関節の PDT 施行部位のうち 1関節のみから MRSA が検出された
が、すべての関節より菌が検出された対照群と比較して有意の殺菌効果が認められた。また組織学的観察

により、対照群では関節組織への好中球などの炎症性細胞の強い浸潤と軟骨破壊像が認められたのに対し、

PDT 施行群ではわずかな炎症性細胞浸潤が認められたのみであったo

さらに安全性確認実験として、正常マウス(非化膿性関節炎マウス)膝関節を用いて PDT を施行し、 8 週

間にわたり長期的観察を行なったo レーザー照射のみ、あるいは Na- Phde a 注入のみのマウスを対照群と

して比較検討した。 PDT 施行後 3週間以内では対照群に比較して関節周囲径の有意の腫脹とともに、組織

学的に炎症性細胞浸潤が認められた。しかしながら 3 週間以降には関節腫脹、組織学的変化は対照群と比

較して明らかな差は認めず、 PDT の安全性が確認された。
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|氏名:斎藤明義

研究結果(つづき)

3) ラット骨髄炎モデルに対する PDT 効果の検討
関節炎モデノレ同様にラット骨髄腔内に MRSA を注入して作製した骨髄炎モデルラットを用いて、感染

24 時間後に Na- Phde aを髄腔内に注入し、 30 分後にレーザー照射を行った。 PDT 後 2週間の観察を行
ない、細菌残存率、骨・関節変化について組織学的および X-ray による画像診断による検討を行なったo
髄腔内細菌は PDT 施行 48 時間後にはほぼ検出されず、対照群に比較して有意の殺細菌効果が認められた。
また組織学的観察で対照群では炎症性細胞浸潤、関節軟骨および骨破壊像が、 X-ray 所見でも明らかな骨
破壊変化が認められた。一方、 PDT 群では炎症性細胞浸潤は認めたが、関節・骨の変化は組織学的あるい
は X-ray 所見においても認めなかった。これら結果は骨髄炎においても PDT の有用性を示唆するものと
考える。

【まとめおよび今後の展望】

今回の研究により Na- Phde aを用いた PDT は in vitro およびin vivo でのマウスモデルにおける実験か
らMRSA に対する強い殺菌効果が認められた。さらに組織学的観察を含めて正常組織に対する障害性は極め

て低いことが確認された。

今後、菌種による Na- Phde aの取り込みの差異に対する対応、感染部への効果的なレーザー照射方法の
検討、さらに PDT による殺菌機序の解析など取り組むべき課題は残っているが、高い殺菌効果、正常組織
に対する安全性が確認されたことは、難治性感染症に対する PDT の有効性を示すものであり、臨床応用の
可能性を強く示唆するものと考えられる。

注:必要に応じて，このページをご使用ください。
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平成 21 年度 学術研究助成金実績報告書

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。

1 種目|一般研究個人側/盆概供問問~-/総合研究
2 研究課題
FCERIs 鎖 ITAM によるマスト細胞活性化の fine-tuning の分子機構

3 研究目的

平成 22 年 4月 1 日

羅 智靖

医学部・教授

ベ忌介r~ ヨE一b忌今. 、
( J， .~ ... '山:，. ¥ 
一一

l注:該当する種目をO で囲んでください。

本研究では、 FCERI s 鎖を介したマスト細胞活性化の制御機構を様々な角度から詳細に解析し、マスト細胞
が係わる現象の時空間的制御の生物学的、病態生理学的意義を明らかにし、マスト細胞を標的とした新たな

アレルギー制御の分子基盤を見出すことを目的としている。

4 研究概要
1) s鎖 ITAM に依存しない Fyn 活性化経路が存在し、この 8鎖非依存的な Fyn の活性化が FcεRI のシグナルを制御して
いることを証明するために、 FcεRI s 鎖と Fyn のダブルノックアウトマウスを作成し、それにより採取された BMCC
に FFF 型 8鎖を遺伝子導入し、抗原刺激による Fyn の活性化機構について解析する。また yyy 型および FFF 型 Fc ElU
8鎖発現 B刷Cを用いてマスト細胞カルシウムホメオスタシスにおける FCERI s 鎖の役割を明らかにし、 FCERI s 鎖
によるミトコンドリア内カルシウム動態と ROS 産生調節が、 8鎖によるマスト細胞活性化制御に果たす役割について
検討する。

2) FCERI s 鎖の生体における役割を解析するため、 8鎖欠損 B刷 C に8鎖を遺伝子導入し FCERI s鎖を再構成し、接触性
皮庸炎モデル、気管支晴息、モデル、炎症性腸疾患モデルを用いて病態形成に果たすβ鎖の役割を解析する。

3) ヒトマスト細胞を用いて、マウスの8鎖でみられた現象がヒトにおいても同様に確認できるかを、 8鎖の shRNA を導
入して内在性 8鎖の発現を減少させ、 FCERI 凝集後の脱頼粒および脂質メディエーターの産生能、ケモカイン産生能、
炎症性サイトカイン産生能を野生型のマスト細胞と比較検討する。

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

羅智靖

・研究分担者(役割分担)

権寧博 (シグナル伝達機構の解析)

岡山吉道 (シグナル伝達機構の解析)

鈴木良弘 (細胞内 ROS の産生機構の解析)

下川敏文 (転写因子の解析)

布村聡 (シグナノレ伝達機構の解析)

照井正 (接触性皮腐炎モデルの解析)

※ホームページ等での公開の@・否) いずれかをO で囲んでください。否の場合は勤続添付して下さい。
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羅智靖

6 研究結果(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 8鎖に依存したシグナル伝達経路の解析

Lyn や Fyn 、Hck などの Src ファミリ一分子は、 FcεRI によるマスト細胞の活性化に重要な情報伝達を

制御している。このマスト細胞の活性化に不可欠な phosphatidylinositol (3，4，5)骨甘isphospha' 旬(PIP3) を産生

する phosphatidylinositol 3・OH kinase (PI3K)の活性化や、マスト細胞の脱頼粒と細胞遊走に必須とされ

る Sphingosine kinases (SphK) の活性化は、 Src ファミリ一分子のひとつである Fyn に依存していること

が報告されており、 Fyn 欠損マスト細胞では、脱頼粒やサイトカイン産生が著しく減弱することが報告

されている。われわれは、 Fyn KO マウスから調製した骨髄由来マスト細胞に、 Fyn 遺伝子を導入する

と、抗原刺激による脱頼粒が充進することを確認した。また、野生型。鎖を発現する骨髄由来マスト

細胞においては、抗原による脱頼粒や細胞遊走が PI3K の阻害剤である wortmannin や Sphk の阻害剤で

ある DMS によって部分的に抑制されるにも関わらず、 FcεRIs 鎖 ITAM 領域のチロシンをすべてフェニ

ルアラニンに置換した FFF 型 FcεRIs 鎖を遺伝子導入した FcεRIs 鎖欠損マスト細胞においては、高濃

度の抗原刺激による脱頼粒や細胞遊走が wortmannin や DMS によっても抑制されず、さらに、 PI3K の

下流に位置する AKT のリン酸化も同程度に認められることから、従来報告されている経路とは異なり、

Fyn を介する FcεRI 活性化経路が、。鎖の ITAM を介さない経路によることが分かつた。さらに、 Fyn

とFcεRI シグナルの関係を明らかにするために、 FynKO マウスと FcεRIsKO マウスのダブルノックア

ウトマウスを作製し、ダブルノックアウトマウスから作製した骨髄由来マスト細胞に野生型 8鎖と、

FFF 型。鎖を遺伝子導入したマスト細胞を作製し、 Fyn 依存性の'情報伝達経路を検討する実験モデル

を確立した。これは、抗原によるマスト細胞の脱頼粒や、炎症部位へのマスト細胞の集積のメカニズ

ムを抑制するための新たな標的部位を探索する実験モデルになるものと考えられた。

②マスト細胞活性化制御における活性酸素の役割

ミトコンドリアのカルシウム取り込みが、 FcεRIs 鎖によって制御されるかどうかを知る目的で、野生

(yyy) 型および FFF 型日鎖発現 BMMC を作成して、抗原刺激によるミトコンドリアマトリックス内

カルシウム([Ca 2+]m)の動態に対する作用を解析した。その結果、 FFF 型p鎖発現 B帥，fC では野生型P鎖発

現 BMMC に比べて、抗原刺激による[Ca 2+]m の増加が有意に低下するのに対して、タプシガーギン(Tg)

による[Ca 2+]mの増加には両者で差が見られなかったo さらにこのような効果は細胞外 Ca 2+非存在下では

見られないことから、 FcεRIs 鎖ITAM が CRAC チャネル以外のカルシウムチャネルを介したミトコンド

リアへのカルシウム流入に必要であることが明らかとなった。われわれはこれまでにカルシウム流入の

結果、ミトコンドリアにおいて活性酸素が産生されること、およびこの活性酸素がマスト細胞の十分な

活性化に必要であることを明らかにしてきたが、 FceRIs 鎖ITAM のミトコンドリアカルシウム流入にお

ける要求性と一致して、ミトコンドリア内活性酸素産生も、 FcεRIs 鎖ITAM によって正に制御されるこ

とが示された。
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羅智靖

研究結果(つづき)

③実験モデルを用いた Fcε 則 8鎖の機能解析

オキサゾロンに対する接触皮膚炎モデルを用いて、病態形成におけるマスト細胞活性化の役割と Fcε 則

8鎖による活性化制御機構を解析した白 Fcε RIs 鎖欠損マウスでは、野生型マウスと比較して真皮層に
おけるマスト細胞数に違いが認められないにも関わらず、オキサゾロン塗布による耳介腫脹が顕著に

減弱していることが明らかとなった。また、マスト細胞欠損マウスにおいても FcεRIs 鎖欠損マウスと

同様にオキサゾロン塗布による耳介腫脹の減弱が認められたため、マスト細胞欠損マウスの耳介に野

生型および FFF 型3鎖を遺伝子導入したマスト細胞を移入し、マスト細胞の再構築を行なった。その

結果、野生型マスト細胞を移入したマスト細胞欠損マウスでは、顕著な接触過敏反応の回復が認めら

れたが、 FFF 型マスト細胞を移入したマスト細胞欠損マウスではほとんど認められなかった。以上の

結果から、 FcεRIs 鎖を介したマスト細胞の活性化は、オキサゾロンに対する接触過敏反応を促進させ

ることが明確に示された。

④ヒトマスト細胞における Fcε 則 8鎖の機能解析

レンチウイルスベクターを用いた shRNA 技術により、ヒト末梢血由来培養マスト細胞の FcεRI s鎖の

発現の抑制に成功した。 FcεRI s鎖をノックダウンしたヒトマスト細胞では IgE 依存性の脱頼粒、脂質

メディエーター産生およひ。サイトカイン産生が野生型ののマスト細胞と比較して有意に抑制された。ま

た、ヒトマスト細胞表面の FcεRIα 鎖の発現も有意に抑制された。したがって、 FcεRI s鎖はヒトマス

ト細胞においては活性化増強因子であり、アレルギー疾患の治療標的となることが示唆された。 また、

FcεRI s鎖の ITAM のチロシン残基をリン酸化させたペプチドとヒトマスト細胞 lysates を混和し、こ

のペプチドがマスト細胞内の Lyn と会合することを確認した。またヒトマスト細胞を用いた FceRI s鎖

の発現制御機構に関する解析にも着手した段階である。

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 21 年度 学術研究助成金実績報告書

平成� 2 2 年� 5 月� 1 8 日

日 本大学総長殿

氏 名 佐藤睦浩 議)
所属・資格 東北高校・教諭

下記のとおり報告いたします。

/一一一一~¥ 

1 種目 |奨励研究/一般研究(個人)不般研究(共防総合研究 |注:該当する種目をO で囲んでください。� 

2 研究課題 \~ー~

高校理数教育における、� ICT 等を用いた能動的な授業実践及び教育実践に関する研究� 

3 研究の目的� 

① ICT を利用し、数学および理科分野における、生徒が能動的に学習� (Active Learning) でき

るようなシステム作り。(機材、及び実験器具の整備)� 

② いろいろな、科学的認識を持った生徒を前提にした、授業の形態研究及び授業実践� 

③ 自然環境の測定(気象、自然放射線など)、データ処理� 

④ 特別講座や課外活動を通した理数教育の実践や高大連携の推進。� 

4 研究の概要� 

① 数学分野理科分野共に能動的な学習を実践するためのシステム作り� 

② いろいろな数理科学の認、識を持った生徒に対する、� ICT を利用した、教材作成、授業

の形態研究及び授業実践� 

③ 特別講座を利用した課題研究授業の推進� 

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

佐藤陸浩(研究の企画、物理分野の指導法の確立、授業等の実践)

-研究分担者(役割分担)

兵藤淳一(数学分野の企画及び授業の実践)

能勢 いずみ(映像の撮影・編集、化学分野のコンテンツ作成、授業の実践)

和泉賢一(生物分野の授業の実践)

※ホームページ等での公開の(⑥・否) いずれかをO で囲んでください。否の場合は，理白書を添付して下さい。



るようにしたい。

6 研究の結果 4，000 字以上記入してください0) 

研究の槻褒� 

(1) を実践するためのシステム作り� j

数学分野での� rActive LearningJ を授業で活用するための、'情報収集を行った。生誌が主捧

的に生き生きと数学在学ぶための方法や自分で考えるためのヒントを得るためにグラフ詰卓に関

する研究会に参加した。今年度は断片的な授業でしか実践できなかったが、次年撲は継続的な授業

グラフ電卓を用いた授業を行っ グラブ龍王詳の梗用方法から

り、グラフを書かせたりした。 、グラフに興味を

(2) 教材作成、授業の形態研� 

21 年度は、物理教育に関して総合的な研究をしている、アメリカ、メリーランド大学の� 

た生徒に対する、� ICT

Edward F.Redish 教授らが著した� rphysics SuiteJ の内容を検討する継続的な研究会に出席し、

してどのような援念理解をしているのかを調査する力学概念テストの 2情報を集� 

3年生に対して、そのテストを行つ

考えを謂査し、その震涯をヂータ

のパソコンを整信したむ実際の授業は平成訟

のある授業を実践できそうである。しかし、

ら、現行の授業にどのように取り入れていくかが課題である。

その他、� ICT 奇利用した、授業を組み立てる点に利用できるものは、コロラド大学で開発した

物理シュミレ…ションソアト� (phET) である。それらを利用して授業を行う予定であるむ� 

(3) 特別講座を利用した課題研究授業の推進

今回は、物理分野及び化学分野において課題研究授業を行つ
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