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平成26年疫 学術研究助成金〔総合研究〕実績報告書

平成 27 年 3 月 30 S 

日 本大学学長殿

氏名 和 田 万

所属・資格 法学部・教授

下記のとおり報告いたします。

1 研究課題

人間科学における法

2 研究組織

氏 名 所属部科技・資格 役割分担

0研究代表者名

和 田 万 紀 法学部・教授 社会心理学からの と考察および研究

を総括する

0研究分担者

清水 恵 介 法学部・教授 法学からの提吉と考察
害福 隆 人 法学部・教授 公民教育学からの提言と考察
佐藤 秀 明 法学部・助教 健康科学からの提言と考察
辻 忠博 経済学部・教授 経済学からの提言と考察
厳島 行 雄 文理学部・教授 法心理学からの提言と考察
田中堅一郎 大学院総合社会情報研究科・教授 産業組織心理学からの提言と考察
伊坂 裕 子 国際関係学部・准教授 人格心理学からの提言と考察
伊 藤 令 枝 理工学部・助教 認知心理学からの提言と考察

3 本研究をもとに申諾した外部研究資金及びその獲得状況

(申請予定)

平成 28年度科学研究費補助金基盤研究 (A)

※ f6 研究結集Jについて ホームページ等での公際(@・否) いずれかをOで践んでください。

否の場合は，理由撃を添付して下さい。



〔実績報告書総合 7-2J 

[部科校名:法学部 [氏名:和問紀 l 

4 研究目的

本研究は、「法の持つ意味」とそこに現れる「人間の行為j を取り上げて、今に生きる人関を照射す

るために、法の創生と経済活動、法意識と法教育、公平、公正と信頼ある社会の形成、という観点から

検討して、「人間科学における法j として考察する。それをふまえて、心理学を中心とした大学の教養

教育の具体的な内容を提言して、大学教育における教養の瓶養について考察する。

所謂「大学金入時代j を逓えて、大学教育の目的は、より高度な専門教育と同時に、豊かな人間性を

育む教養教育の展開が求められている。特に後者は、教養とは何か、それをし、かに具体的な内容として

大学の教養教育に実現するのかが陪われている。

例えば明治期に「心理学Jが日本に導入されて以来、矯正教育や自撃証言、科学捜査における実験や、

司法面接など、基礎研究から法の現場における応用、教育まで、幅広い分野で心理学の珊究が貢献して

きた。また心理学を専門に修めて司法の場で活躍する機会も与えられ、キャリアパスも形成されている。

しかし本来人間科学としての心理学等が目指すべき、人間存在への基本的視点、からの法への提言や研

究は、少ないと言わざるを得ない。さらに、人間科学と実定法学との接点は、刑事法学以外にもト分に

考えられる。この点においても、現在、研究は少ないと言わざるを得ない。

そこで本研究は、法の創生と経諦活動、法意識の形成と教育、公平、公正と信頼ある社会の形成のた

めの条件抽出を行い、「人間科学における法j としづ視点から考察する。そして、心理学を中心とした

大学の教養教育の 1科目としての具体的な教育内容を提言する。

5 研究概要

これまでの法心理学の研究を基本にしつつ、厳島は目撃証言の信頼性の研究から、新学術領域として

の「比較法心理学j への挑戦を行う。そしてそこに、法心理学の新たな展開と可能性を論じる。

実定法学、その中でも特に民事法学が、従来あまり鑑みられなかった心理学と教育学との接点をどの

様に顕現化するのか、そしてそれを新たな研究領域として確立、提言するべく、清水を中心に、日本の

研究状況を調査する。同時に、日本よりも約 100年長く民法典の麓史を有するフランスの研究動向を

考察して農望する。そこに、「法と教育j としての民法教育の意義と可能性を提言する。

公正世界観に関する社会心理学的研究の展望(問中， 2012)を基に、田中は「民事訴訟および民事裁

判における公正に関する社会心理学的研究の農望(仮題)j として理論的展開を行う。

日本を含む先進国の企業がグローパノレな展開をする際に障害となるのが、進出先の経許制震や法制度

である。特に開発途上国では、経済活動に関する法的な公平、公正の意識が希薄なことが多いために

政府主導で先進国の企業活動(投資)を受け入れるための法整備が急速に進められている。辻を中心lこ、

アフジカ諸国での事例を文献調査し、経済活動は人へ幸謡をもたらすものである、としづ経済活動の本

来の目的が法的にどのように担保されるべきかについて、指針を提言する。

戦後日本の公民教育(社会科教育)は、民主主義の理念のもとに憲法の学習が中心となってきた。一

方日本と伺様に立憲君主輔のタイ王国では、この 20数年間に数剖の憲法改正を経験し、また徴兵制度

を採用している。害福と佐藤を中心に、タイ王国と日本の公民教育や法意識を比較検討し、さらに車事

訓練が身体強靭化や忠、誠心の瓶養に与える教育効果について検討する。そして伊坂を中心に、

Kohlberg (1971)の道徳観に関する研究に基づき、日本における行動の適切さ判断に影響する心理学的要

因を調査して、閣の制震や文化、教育が個人の意識、規範、判断等に与える影響を総合的に考察する。

f大学Jという高等教育における教養教育の歴史的展開と教育内容を、日本の大学とケンブヲッジ大

学、イスタンブーノレ大学の例を比較検討して、伊坂、伊藤、和田を中心に考察する。

全員で、大学の教養科目として「入院科学における法Jの教育内容を提言する。



[実績報告書総合 7-3] 

l部科校名:法学部 l氏名:和

6 研究結果 (4，000字以上記入してください。)

議島は、 2015年3月3日-3月9日まで 米国ワシントン州、ンアトノレ市ワシントン大学HUMAN

工NT日RFACELABPRATORY (人開インターフェイス研究所) D工RECTORDr. Hunter Hoffman先生と

仮想現実感法を用いた記曜におけるソースモニタリング研究の共同研究の打ち合わせを行った。次にカ

ナダ国ヴィクトリア市に移動して3sJ9日-16日までUniversi ty of Victoria， Department of Psychology， 

Chair， Professor Dr. Steve Lindsay先生、 Vancouver，Simon Fraser University Professor Dr. Dan 

Read先生と目撃証言の心理学研究の共同研究の打ち合わせを行った。 Steve先生とはすでに共著論文を

公刊している。一方日本では、目撃者識JjfJにおける尋問者または識別の実施者による誘導が、誤識別を

生じさせる過程について、写真識別について単独面通し法を用いて検討した。本実験では、目撃者も尋

問者も実験参加者である。誘導条件は、事前に事件のファイノレを尋問者が読み、特定の人物が犯人であ

るという誘導を本人にはわからないように行った。その後自撃者は、犯人が犯す犯罪を上演実験で目撃

する。そして呂撃者が尋問者に会い、識別を行う。その結果、単独面通しの人物は犯人ではなかったに

もかかわらず、誘導条件ではその人物が犯人であるとして、提示された人物を選んだ。しかも、最初に

犯人として選んでしまうと、その後修正の機会があるにもかかわらず、一貫して最初に選んだ人物を犯

人とすることが明らかになった。この実験から，従来指摘されていた「捜査における誘導j が犯人でな

い人物を選ばせる危険な方法であることを実証した。これは、大学生を含む一般市民への法心理教育の

新たな一助になる。なお実験は、文理学部心理学科で審議され許可を得た。

清水は、民事法学において精神鑑定が用いられる成年後見法の領域や意思表示理論等のように，心理

学的知見を活用する余地のある法領域が存在しており，教育学との接点についても， ["民法初学者教育

に関する一試論J(日本法学 68巻 2号 569頁 (2002年 10月))において主張したように、それぞれの接

点を提言可能とする。そして 20例年のロースクール制度創設， 2009年の「法と教育学会j設立(現在，

同学会の理事長は民法学者である)を受けて，民法教育そのものを研究対象とする機運が高まっている

ことに鍛みても，十分な成果が期待できる研究領域であることを主張する。そこでわが国における研究

状況を調査し，わが国の民法の母法の 1つであり，わが国よりも 100年近く長い民法典の歴史を有する

フランスを訪問し (2015年 3月 8日…3月 13日)， ["法と心理学J，["法と教育学j に関する開国の研ー究動

向について資料収集等を行った。その結果，フランスから収集した資料・情報の分析にはさらに時開を

要するものの，日仏両国において類似の議論状況がみられることがわかったほか，わが自においても，

心図的要因による素因減額や関接強制の妥当領域をめぐる!日知の議論，心理的壊主主や嵐評損害をめぐる

近時の議論のように，民事法学の領域でも多く心理的要素が敢り込まれており，心理学的知見を活かす

余地が十分認められることがわかった。そこで、清水が現在研究している成年後見法において，障害者

権利条約の批准により近時議論が活発化している意思決定支援の法理に注目し，同法理が重視する自己

決定と，その反対概念である他己決定との心理的・法理的区別や，真の自己決定とは何かという点につ

いて研究を展開する。

問中は「公正世界観に関連する社会心理学的研究の展開J(桜文論叢 2012年第 82巻 pp.189-205. ) 

を基本に文献的展望を行い、 2014 年 7 月 8 日一7 丹 13 日に国際~用心理学会議第 28 回大会 (The 28th 

International Congress of Applied Psychology，パリ，フランス共和国)で“Theinfluence of leader's 

self-concept levels on leader's behaviors"と題して発表して討議した。また日本心理学会議第 58回

大会にて、法心理学研究の動向を討議して、 f民事訴訟および民事裁判における公正に関する社会心理

学的研究の展望(仮題)J (内容:手続き的公正(訴訟および裁判の結果に対して訴訟人が公正だと感じ

るか否かは訴訟や裁判の過程での手続き的公正が担保されていることが重要であるという論点)、量刑

判断(裁判の判決で言い渡される量刑が軽いか重いか、心理学的に適切な最知!とは何か)、公正世界観

(公正世界の信奉をはじめとする公正世界観が犯罪の認知に及ぼす影響)、社会的神経科学からの研究

(fMRlなどを疲用した法心理学研究の最前線))を執筆中である。



{実鑓報告書総合フ-4] 

l部科校名:法学部 l氏名:和町

研究結果(つづき)

辻は、世界銀行が刊行した報告書 (Investingacross Borders 2010: Indicators of Foreign Dirθct 

Invθstment Regulations in 87 Economies) を中心に文献研究を行った。これはラテンアメリカからア

ジア，アフリカ，さらに先進国も含む総サンプノレ 87カ国において，外圏直接投資 (FDI)に影響を及ぼす

法律，規制，そしてそれらの執行の状況を統一基準で分析したものである。企業経営者は FDI実施の判

断要素として様々な要素を考慮に入れる。世界銀行報告書が導入した指標は，そうした既存の要素を補

完することを目的としている。そして最も基本的な結論は，法の支配が貫徹している藷盟には， FDIが

流入するということである。地域別では，先進国が最も多くの FDIを引きつけていることは当然のこと

である。しかし，先進国に次ぐレベルで、法の支配が行き届いているサブサハラアフリカ諮問よりも，法

の支配の貫徹度では劣る東アジア諸国(日本を除く発展途上留に隈定)の方が，ほぼ 10倍以上の FDI

を引きつけていることが明らかにされた。すなわち，企業経営者が考慮に入れる多様な要素の中で，法

の支配は重要な構成要素であるが，ケースによっては，法律外の要素が優先されることが明らかになっ

た。今後この点をさらに検討する予定である。なお、エボラ熱流行により 2014年 8月予定のアフリカ

諸国実地調査が不可能となり、文献研究を中心に考察を行った。

言幸福と佐藤は、タイ王国の高等学校最終学年生徒を対象として、中等教育以下の学校における公民教

育の成果を「憲法に関する意識調査j としづ方法で、アフ。ローチした。本調査は、憲法条文の解釈など憲

法の内容の研究を目的とするものではなく、公民教育が憲法理解にし、かに影響しているかを考察するこ

とによって、学校教育が「法j とし、かなる関わりを持っているかを明らかにすることを目的とする。タ

イ王国は、日本と同じように共和制の国家ではない。現在は車事クーデタイ王国の中心都市バンコク中

心部にある RachnanthajarnSchoolとタイ東北部ノンカイの目的oittayakomSchoolの高校生約 120名

を対象にアンケート調査を実施した。なお予備調査は、 2014年 7月 25日(バンコク)、 2014年 7月 28

1:3 (ノンカイ)。本調査(アンケート実施)は、 2014年 8月 15日(バンコク)、 2014年 8月 25日(ノンカイ)

である。アンケートは、最ー初に日本語で作成し、次に英語訳からタイ諾へと翻訳して実施した。解答の

中のタイ語での自由記述の回答は英訳を済ませた。調査内審の例としては、「憲法j とは何か知ってい

ますか、「憲法j について学校で勉強した記櫨はありますか、憲法は大切な法律だと患いますか、憲法

改正についてどう思いますか、外国の憲法について知っていますか、憲法で決められていることのなか

で、一番関心を持っていることは何ですか、等である。調査内容は、日本大学医学部倫理委員会におい

て審議され許可を得た。

Kohlberg (1971)らの道範観の研究は、個人の権利を中心に据えた欧米型の個人志向的道徳判断を高次

のものとしている。しかし臼本など東洋では、その場の関係を良好なものとするために、社会的役割に

基づく建前と銅人の本音を1K53せするなど、関係志向的道徳判断を行うとされる(北山， 1998; Iwao， 1997) 

そこで伊坂は、 Iwao(1997)より対人葛藤場面の記述を作成し、これらの場面で選択できる各行動につい

て、日本大学国際関係学部学生 153名(男性 82名、女性 71名)、日本大学法学部学生 92名(男性 62名、

女性 30名)を対象にして判断を求めた。 内容は、 a)自分が行うであろうと思う患度、 b)典型的な自本

人(または、アメリカ人)が行うと思う程産、 c)よりよい関係を目指すために適切だと思う程疫、 d) 関

係の悪化を避けるために適切だと思う程産、 e)社会的に義務や責任を果たしていると思う程変、 f)個

人の自由やプライパシーを守ると思う程度、である。その結果、 Iwao(1997)と同議、建前と本音のある

行動を典型的な日本人の行動とみなして、自分も典型的な B本人の行動を行うと考えていることが示さ

れた。しかし Iwao(1997)とは異なり、自分の考えを表明する行動を適切と考えていた。これらの結果

から、日本人が相互協調的な行動をとるのは、個人が棺互協調的な信念を共通にもっているというより、

r r他者が棺互協調的な信念をもっている」と考える、他者に関する信念が大きな要閣であるj と主

張する橋本(2011)の、文化への鞘度的アプローチの観点が支持される。さらに、間際関係学部と法学部

の学生間で異なる結果を示す回答もあり、調査対象者の個人的要閣の影響についても考察を進める。調

査内容は、国際関係学部倹理委員会において審議され許可を得た。



[実績報告書総合 7-5] 

l部科校名:法学部 |氏名:和町

研究結果(つづき)

和田 (2014)は、「大学の教養教育としての心理学教育の農開 (2014年 10月 4日発行、桜文論叢第 87

巻 pp.1-21) で、日本学宇野会議「大学教育の分野別質保障の審議状況(平成 23年 8月 22日)J、大学教

育の分野別質保障のための教育課程編成上の参照基準(心理学分野報告書案)Jをもとに、法学部にお

ける教養教育としての心理学教育の可能性を論じた。その捺に、「大学教育の分野.5:lIJ質保障のための教

育課程編成上の参照基準(法学分野)平成 24年 (2012年)11月初日日本学術会議報告j を参考にして、

「法と心理学j という観点から考察すると同時に、「実験j という心理学の方法論の有効性を提雷した。

また和田 (2015) は、「非教員養成系大学の教職課程における心理学教育の可能性J(2015年 3丹 15日

発行、桜文論叢.第 88巻 pp.1-17.)において、教育実践においても、現代心理学の成立過麗における f実

験という方法j の取り入れの意義を示すことの有効性を示し、新たな方法論、例えば脳神経科学や生理

学的アプローチなどからの知見を取り入れることを提言した。

さらに伊坂と和聞は、大学教育における f心理学j の教育内容とその受容過程について検討した。ま

ず欧州の高等教育、教育制度の創生に対して、翻訳を通じて知識や制度を伝達したことで決定的な役割

を果たした中東諸障の実例について、心理学の受容過程と現代心理学の位置づけを検討するために、

2014年 8丹 21S -26日に、すでに調査に入られている三笛文夫先生のご推薦状と通訳で、イスタンブ

ール大学出lilAcikgcoz先生から分析の視点、晴報等ご示唆を得た。さらに伊藤は、 2000年以降現在

までの日本の大学で使用されている心理学の教科書を収集して内容分析を行い、トノレコの大学で現在使

用されている心理学の教科書の内容分析結果と比較検討する予定である。

また 2014年 7月 23日一31日、 2015年 2月 26日-3月 4日、伊坂と和田がケンブリッジ大学べンブ

ロックコレッジを訪問して、 2013年度(平成 25年度)法学部招蒋教授クチンキー先生(招鴨担当、法

学部元教授安藤忠、先生・法学部元教授J11城秀一先生・和田)と、ケンブリッジ大学に独立して「心理学j

講義が行われる以高官の 1897年から 1904年までの講義担当者、講義内容、試験問題等を収集した。同じ

くベンブロックコレッジにおける調査では、本緋究結果を「人間科学における法j という観点から考察

するために、 2015年年度(平成 27年度)法学部招務教授ゲノレソープ先生(招鴨担当、法学部教授神尾

真知子先生・法学部教授江島泰子先生・和田)と討議した。またゲノレソープ先生から、ケンブリッジ大

学における法学を含む社会科学系大学院生の教育内容の現状を開示していただき、本研究結果から提言

する新科目の教育内容の検討を行った。

全員で、上記成果を基にした「人間科学における法j についての大学の教育内容の討議を行った。

主主:必要に応じて，このページをご使照ください。
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平成 26年度 学術研究助成金〔総合研究〕実績報告書

平成 27年 5月 7日

日本 大 学学長殿

氏 名 斎藤稔 i勺山一印
、之泣ダ

所属・資格文理学部物理生命システム科学科・教授

下記のとおり報告いたします。

1 研究課題

数理物理科学に基づいた生命システム動態の解明とその工学的再構築

2 研究組織

氏名

O研究代表者名

斎 藤 稔

0研究分担者

佐 伯勝敏

内 木 場 文 男

替藤健

小松崎良将

小 山 内 裕 美

所属部科校・資格 i 役割分担

文理学部・物理生命システム科学 !神経科学実験、脳の数理モデルの構築・シミュレ

科・教授 |ーション、研究の統括

理工学部・電子工学科・教授 |脳のハード、ウェアモデルの構築、脳機能の工学的

応用

理工学部・精密機械工学科・教授|脳のハードウェアモデノレの構築、脳機能の工学的

応用

理工学部・精密機械工学科・助教|脳のハードウェアモデ、ルの構築、脳機能の工学的

応用

理工学部・物理学科・助教 神経科学実験、脳の数理モデ、/レの構築・シミュレ

ーション

文理学部・物理生命システム科学!神経科学実験、脳の数理モデノレの構築・シミュレ

科・助手 iーション

(平成 27年3月 31日退職)

3 本研究をもとに申請した外部研究資金及びその獲得状況

JST . A-STEP (シーズ顕在化タイプ) i有機感応膜を用いた安価・高信頼性句い検出装壁の実用化研究J(代

表者:斎藤稔， 8，000千円)，平成 26年申請，不採択

基盤研究 (C) i脳疾病のテーラーメード亙療に向けた基盤技術の確立J(代表者:斎藤稔， 5，000千円)， 

平成 26年申請，不採択

内藤泰春科学技術振興財団「有機感応膜ガスセンサを用いた簡易 NOx測定装置の開発J(代表者:斎藤稔，

2，000千円)，平成 26申請，不採択

若手研究 (A)i生体内での医療補助を目的とした MEMSマイクロロボットの開発J(代表者:脊藤健， 11，153 
千円)，平成 26年申請，不採択

若手研究 (B)司自の匂い識別情報処理に対する数理解析J(代表者:小松崎良将， 4，299千円)，平成 26年

申請，不採択

※ f6 研究繰j について，ホームページ等での公開@否) いずれかをO咽んでください。

否の場合!式理由主撃を添付して下さい。
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|部科校名:文理学部 |氏名:斎藤稔

4 研究目的

生命体では分子 細胞一個体一生態系といったように、スケールの異なる階層間の相補的な循環を持ち、

そのダイナミクスの中からミクローマクロ間の整合的な関係、が生まれ、その機能が発現している。このよう

な観点から重要になるのは、非線形力学・複雑系科学・自己組織化理論といった数理物理科学を基盤として、

捜雑な動的システムとしての生命体の作動原理を明らかにする研究であり、研究代表者・斎藤の研究室では

そのような観点から脳機能の解明を目指した研究を行ってきた。

このような研究の重要性は文部科学省でも認識されており、生命動態システム科学戦略作業部会の報告に

は「細胞の構成要素の解明がゲノム解読等を通して進んだ現在、多様な分子の複合体、細胞や多細胞が構成

する生命現象の複雑制御システムの本質を理解し、それらを操作するため、数理科学と生命科学との融合と

いう新たな手法による「生命動態システム科学」の研究基盤の構築と推進が強く望まれる。(中略)そのため

には実験生物学、数理理論、 insilicoシミュレーション、工学的手法までの融合的な教育が求められる。(中

略)学部や大学院の時期に、数理・生命科学のどちらにも深く接する機会を用意するとともに両者を連携さ

せて問題解決を図る経験をさせる必要があり、実験系と理論系等の複数の教員が学生を指導するだけでなく、

実験科学・計算科学の 2つの柱を理解して、両者を横糸で連携する発想、の下で初めて解決できる問題を自身

で提起し、自身で解決できる「π型人材j の育成が求められるj と記載されている。本研究代表者・斎藤が

所属している文理学部・物理生命システム科学科は、以上のような生命科学の教育・研究の潮流をいち早く

予見した学科であり、これまで旬型人材」として卒業生を社会に送り出し、当研究室でも 6名の学位取得

者(他大学大学院を含む)を輩出している。研究分担者・小山内はその l人である。また、研究分担者・小

松崎、替藤(健)は当学科において助手として勤務し、当学科の教育・研究理念を取り入れ在職中に学位を取

得した。本研究では、以上のような当学科設立後 10年間の当研究室の教育・研究実績をもとに、数理物理科

学を基盤として複雑な動的システムとしての生命体の作動原理を明らかにすることを目的とする。

5 研究概要

生命体の中で最も典型的な複雑な動的システムは脳である。脳機能を解明することは、生命システム動態

の理解につながる。脳では多数の神経細胞が網目状に結びついて複雑な神経由路(ニューラルネットワーク)

が構築されている。そのようなニューラルネットワークがどのように演算し、情報を処理しているかはよく

分かつていない。また、そのシステムは巧妙かつ精密に制御され、環境や老化・ストレス応答などによるそ

こからの逸脱は疾病の要因となる。

本研究では、研究代表者・斎藤、研究分担者・小松崎、小山内がこれまで開発してきた高速・高分解能イ

メージング技術といった実験神経科学的手法を用いて脳の時空間活動状態を測定する。そして、得られた実

験的知見をもとにニューラノレネットワークの数理モデルを構築・計算機シミュレーションし、それを検証し

て実験にフィードバックする。このような研究は、脳をはじめとする生命システムの動態を時間軸・空間軸

から統合的に理解する技術の確立につながり、その技術は疾病の原因解明や医療・創薬分野へ貢献すること

が期待される。

本研究の特色・独創的な点の 1つは、非線形力学・複雑系科学・自己組織化理論といった数理物理科学を

基盤として数理モデルの構築を行うことである。実験神経科学者の多くは生命系学科の出身者であるが、斎

藤、小松崎、小山内はいずれも物理学科の出身であり、実験神経科学と数理物理科学を融合した新しい視点

から脳機能に迫ることができる。もう 1つの独創的な点は、研究分担者・佐伯、内木場、普藤(健)がこれまで

開発してきたニューラルネットワークのハードウェアモデノレを用いて数理モデルの妥当性を検証することで

ある。上記の通り、脳は栂めて複雑な非線形システムである。そのモデル構築には極めて大規模なモデルが

必要であり、モデルの妥当性の検証には高速な非線形演算が必要となる。本研究では、構築した数理モデル

の妥当性を計算機シミュレーションで検証するのみならず、そのハードウェアモデノレを構築し、それを用い

た検証も行う。ハードウェアモデルの方がより高速な非線形演算が可能であるからである。このような研究

の成果は、生命体を模倣したロボットの開発といった工学的な応用展開にもつながる。また、人工物と生命

体を比較することにより、生命システムの作動原理の解明につながることが期待される。
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6 研究結果 (4，000字以上記入してください。)

脳においては、カルシウム動態が神経可塑性に関与しており、その異常は脳疾病の要国の 1つである。そ

こでまず、脳におけるカルシウム動態を調べるため、カルシウムイメージング法や機能的多ニューロン画像

法 (functionalmultineuron calcium imaging;弘t1CI法)を確立した。特に、品t1CI法はレーザー共焦点顕微

鏡を用いて単一細胞レベルの解像度を保ちながら多数のニューロンにおけるカルシウム動態を同時に観察で

きる手法である。さらに、多電極基板を用いて、多数のニューロンの電気的神経活動を概定する実験系を確

立し、カルシウム動態と同時測定を行うことを試みた。その際に必要になるのは、電極材ー料を通しても良好

なカノレシウム信号を得ることができるようにすることである。そこで、従来用いられてきたカルシウム感受

性蛍光色素 (Oregひngreen)に比べて、より蛍光強度変化が大きく、高い SN比を有する蛍光色素を探索し、

新規な蛍光色素 Cal・520を見出した(第4四日本生物物理学会関東支部会)。この蛍光色素を用いてマウス

の海馬の時空関活動状態を測定したところ、電栂材料を通しでも良好なカルシウム信号を得ることができ、

個々のニューロンのカルシウム信号がパースト的な神経活動に伴うものであることが分かつた。そして、こ

のように確立した技術を用いて、海馬の時空間活動状態に対するステロイドホルモンの影響を競べた。ステ

ロイドホノレモン(男性・女性ホノレモン、ストレスホルモンなど)は新しいタイプの神経モジュレータであり、

グルタミン酸受容体に作用し記憶学習機能に影響することが示唆されており、性ホルモン補充療法は認知症

やアノレツハイマー病の有効な治療法の 1っとして知られているが、それらのメカニズムはよく分かつていな

い。結果として、ストレスホノレモンは電気的神経活動とカルシウム動態の両方に抑制的に作用し、女性ホル

モンはそれらに対して増強的に作用することが分かつた。また、海馬に見られるてんかん様状態の発生機構

を調べた。その結果、 GABA受容体を臨害することによって、多数のニューロンの電気的神経活動が極めて

同期したてんかん様状態が引き起こされることを見出し、またこのときカルシウム動態にも同期性が見られ

た。脳機能はシナプスからの神経伝達物質の放出と、そこから誘導されるカルシウム信号・電気信号が複雑

に相互作用して発現するものであり、このような多数のニューロンの電気的神経活動とカルシウム動態を問

時に測定した結果は、より詳細な脳の数理モデノレの構築につながるものである。なお、電気的神経活動の測

定については、今年度は 32chシステムを用いて狩ったが、次年度は 16chの増設を予定している。

脳は罷めて複雑な非線形システムであるので、その数理モデルを構築するには大規模実験データの数理解

析が必要となる。そこで、上記の海馬における時空間活動状態に対してゆらぎ解析 (DetrendedFluctuation 

Analysis; DFA) を行った。まず、多数のニューロンの活動(スパイク)タイミングの特徴抽出する手法を

考案し、大規模ラスタープロット(スパイク列)を作成した。そして、それらの活動関陥に対して DFA解

析を行ったところ、正常な権馬ではスケーすング指数が 1 (1/ fゆらぎ)であり、多数のニューロンの活動

に時間相関があったのに対し、てんかん様状態の海馬ではスケーリング指数が 1から大きく異なることが分

かった(第 52由日本生物物理学会年会)。また、ナメクジ嘆覚中枢系の神経活動に対して同様に DFA解析

を行ったところ、匂い刺激を行った際にスケーリング指数が 1 (1/ fゆらぎ)となり、このような現象はナ

メクジの匂い認識にも関わることが分かつた (9thFENS Forum of Neuroscience)。以上のように、 υfゆ

らぎが脳機能に深く関わることを見出した。また、 DFA解析の他に Tone-Entropy解析という新たな数理解

析法を考案し、ナメクジ嘆覚中枢系の神経活動に適用する試みを始めた (2014International Biophysics 

Congress)。

以上のような脳機能に関わる実験神経科学的データおよびそれらに対する数理解析から得られた知見に基

づき、それぞれの機能に対する数理モデノレを構築することを試みた。そのような数理モデルとして、理工学

部・保谷准教授が考案した新しいタイプpのニューラノレネットワークモデル(カーネルメモリー)に着目した。

このモデルは古くから用いられてきた階層型パーセプトロン・ニューラノレネットワークモデルのいくつかの

限界を克服したものであり、本研究における脳機能の数理モデルの構築にも有効であることを見出した。こ

のことから、次年度は向准教授を本研究のメンバーとして加えることとした。脳機能の数理モデルを構築す

ることは、従来は膨大な実験が必要であった脳機能の解明や、脳疾病の原因解明・新薬設計を短時間に行う

ことを可能とする「ニューロインフオマティックスj の確立につながることが期待される。
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研究結果(つづき)

また、数理モデルの計算機シミュレーションより高速な非線形演算が可能であるため、さらには工学的に

応用展開することも視野に入れ、脳機能のハードウェアモデルを構築することを試みた。これまでに開発し

てきたパルス形ハードウェアニューロンモデ、ルの実装闘路モデ、ルおよび集積回路モデルを用い、ニューラノレ

ネットワークのハードウェアモデルを構築した。その 1っとして、ナメクジ嘆覚中枢系を模倣して 4つの締

胞体モデ、ルを抑制性シナフ。スモデノレで、全結合したニューラノレネットワークモデ、ルを構築し、ナメクジ嘆覚中

枢系と同様な動作をすることを見出した。そして、そのようなハードウェアモデ、ノレを実装した 10cm程度の

4足歩行型ロボットおよび 5mm程度の 6足歩行型ロボットのプロトタイプロボットを作製した。 4足歩行

型ロボットについては、一般的にそのようなロボットには関節毎にアクチュエータが必要であるが、リンク

機構を用いることで、アクチュエータ 4個での 4足歩行を実現した。また、後述のハードウェアニューラル

ネットワークを搭載することで、コンビュータプログラム無しでの 4足歩行を実現した(英文著書 1件、国

際会議 1件、研究会 1件)06足歩行型ロボットについては、通常の機械加工では部品の作製が困難であるた

め、シリコンウエハに微細加工技術を用いて、ロボットの部品を作製した。 5m mを切るサイズでの 6足歩

行ロボットの実現は世界初である(英文著書 1件、英文論文誌 2件、国際会議 4件、国内学会 2件、学術講

演会 8件)。上記のプロトタイプロボットを駆動するハードウェアニューラノレネットワークについては、 4足

歩行型ロボット用のハードウェアニューラルネットワークについては、 10cm程度の FR4基板上に表面実装

し、 4足歩行型ロボットに搭載可能なサイズで開発した。生物の神経回路と同様に、神経細胞の相互作用に

より歩行パターンを生成するため、コンピュータプログラム無しでの 4足歩行が可能になった。また、外部

入力による歩行パターンの切り替えに成功した(英文著書 1件、国際会議 1件、研究会 1件)0 6足歩行型ロ

ボット用のハードウェアニューラルネットワークについては、 2mm程度の ICベアチップで実現し、大幅な

回路面積の削減に成功した(英文著書 1件、英文論文誌 2件、冨際会議 4件、国内学会 2件、学術講演会 3

件)。

このようなロボット開発の至近の目標としては、匂いセンシングロボットがある。本研究では、そのため

の匂いセンサの開発も行っており、これまで櫛形電極上や SAWデバイス上に有機感応膜を成膜したセンサ

が様々な匂い物質を検出できることを見出してきた。いずれのセンサも 1cm角程度であり、上記の小型ロ

ボットに搭載可能である。今年度は特に揮発性有機化合物に着目し、その代表的な気体としてホノレムアルデ

ヒドの低濃度測定を試みた。室内温度が上昇する夏場ではシックハウス症候群の原因となるホルムアルデヒ

ドが発生する。主に建築物に多用される接着剤、防蟻剤、防腐剤などの合成物質に使用されており、呼吸器

系、目、喉などに炎症を及ぼす。厚生労働省のガイドラインでは 0.08ppmの濃度をホルムアノレデ、ヒドの室

内濃度指針値としている。低濃度でも人体に悪影響があるため、常時測定を行い適切な換気が必要となって

くる。そこで、 SAWセンサを用いてホノレムアノレデヒド、の濃度測定を行った。測定濃度としては 0.06ppm""' 

1.0 ppmの範囲とした。感応膜としては、鋼、鉄、 E鉛、無金属の4種類のフタロシアニンをそれぞれ膜厚

100 nmで真空蒸着法を用いて成膜し、最も適切な感応膜を選定した。その結果、亜鉛>銅>鉄>無金属の

順番で変化量が高く，亜鉛フタロシアニン感応膜を用いたセンサが最も適していることを明らかにした。次

に、特定の気体から二酸化窒素かホルムアノレデヒドの判別を可能とするセンサの開発を行った。これまでの

センサは予め発生している気体が決まっている状況での濃度測定が可能なセンサであったが、実際には様々

な気体が発生しており、その中で測定対象の気体だけを測定できるセンサが要求される。そこで、銅、鉄、

直鉛の 3種類のフタロシアニンを感応膜として用い、それぞ、れの感応膜の応答特性から気体の判別を行った。

その結果、二酸化窒素および、ホルムアノレデ、ヒドを半Ij別できることを明らかにした。

匂いセンシングロボットのような生命体を模倣したロボットの開発は、工学的な応用展開につながるのみ

ならず、人工物と生命体を比較することにより、生命システムの作動原理の解明につながることが期待され

る。

j主: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 26年度 学術研究助成金〔総合研究〕実績報告書

平成 27年 4月 27日

日本大学学長殿

氏 名盟主--主

所属・資格 商学部教授

下記のとおり報告いたします。

1 研究課題

ライフイノベーションを実現する経営革新モデルに関する学際的研究

名
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究
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所属部科校・資格 役割分誼

商学部教授
研究全般の総括、データ収集、分析、論文・書籍

執筆

高橋淑郎 商学部教授 介護、高齢者対策のための経営革新モデ、/レ調査研

究、論文・著書作成

根東義明 医 学 部 教 授

青木武典 商学部准教授

(平成 27年 3月 31日退職)

高度亘療のための経営革新モデ、ノレ調査研究、論

文・著書作成

高度陸療のための経営革新モデ、/レ調査研究、論

文・著書作成

介護、高齢者対策のための経営革新モデ、ノレ調査研

究、論文・著書作成

自神 誠 薬学部教授

劉 慕和 商 学 部 准 教 授 介護、高齢者対策のための経営革新モデ、ノレ調査研

究、論文・著書作成

合計 6名

3 本研究をもとに申請した外部研究資金及びその獲得状況

r e-healthcareのサービ、スイノベーションモデ、ノレに関する学際的研究(研究代表者:児玉充)Jの研究テーマにて、

基盤研究(8)(一般)(H27~日30) に申請したが、結果は不採択で、あった。 H28 年度に向けて再度申請書を再ー構築し

基盤Aに申請する予定である。

※ f6 研究結果j について，ホームページ等での公開 c@・否) いずれかをOで臨んでください。

否の場合!ま，王室出書を添付して下さい。
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l部科校名:商学部 |氏名:児玉充

4 研究目的

近年、高齢化社会の進展や非常時リスク管理の必要性に伴い、医療の高度化、介護支援、薬物治

療、健康への意識高揚、緊急時・災害時医療、遠隔医療、遠璃介護、電子カルテの導入、医療費の高騰、

などとしりた多くの医療問題は世界的共通の社会的課題でもある。さらに、「人を守る」ための「優れた医

療・福祉・保健のための社会システム」の実現に向けて、病院を中心とした医療機関の「優れた経営Jを維

持・発展させていくことが急務となる。さらに近年では、「人を守る」ことを基軸においたけイフイノベーショ

ンjの実現には、医療・福祉・保健という当該分野である中心的産業の役割のみならず、 ICT・エネルギー・

電機・機械・流通など多様な分野を横断した有機的な連携を通じた1collaborative innovationJによる

1 management innovation modeUの構築が重要となる。

本研究の目的はIC∞011自laめbo町ra抗ativ刊einn汀mova抗tio∞n叫lJ による「けライフサポ~血白一→白-血-

ネスモデルに関する理論的フレ一ムワ一クの導出と新たなr児es臼e訂 C出hand managerial implicationsを提示する

と開時に、産業界に新たな実践的インブpリケーションを提供するものである。本研究の目的の第L長目は、

「人を守る引」ことを基軸においた「けライフイノベ~司司一一一一句-悶閑向句司悶叩-司司句-句

トト.エコシステム」と凸しい1う新たなコンセブプρトを提示し、理論的・実証的研究を目指す。第2点目は「ライフサポー

ト・エコシステムJ構築に不可欠な1co11aborative innovationJに関する新たな1management innovation 

modeUを提示し、グローパノレに産業聞を横断した1co11aborative innovationJが、医療・福祉・保健分野を中

心とした「ライフイノベーションJを促進するブ。ロセスとメカニズムの理論化と実証分析を行う。

5 研究概要

「コンパージェンスJという環境変化に適応(あるいは自らが創造)するための戦略は、組織内外及び

企業内外を横断した1co11aborative innovationJによる多様な知識の統合にある。例えば Googleや Appleな

どの新たなeピジネスやコンテンツ産業の創出は、多様なプレイヤーによる1co11aborative innovationJによる

結実でもある。また ICT分野と匿療・介護・保健分野における各種「コンパージェンスJの事例は、新たな遠

隔医療システム、医療情報システム、地域医療コミュニティなどを創造し、従来にはない新たな「ライフサポ

ートエコシステムjという「ライフイノベーションJを生み出している。本研究は「コンパージェンスJに対応した

1 co11aborative innovationJの成功の背景に存在する組織や企業における経営のダイナミックプpロセスに関

して、 (1)企業境界(組織境界)、 (2)企業開提携(組織間連携)、 (3)戦略形成、 (4)組織構造、 (5)組織能力、

(6)組織文化、 (7)リーダーシップ、 (8)BSC(バランススコアーカード)という 18つの経営要素Jから理論的かっ

実証的研究を行うものである。

本研究では「コンパージェンスJの発生メカニズムの解明と、これに対応した企業の1co11aborative 

innovationJがいかなるプロセスから生み出されるかを、これら8つの経営的視点から理論的かっ実証的に

明らかにする。研究ではこれまでの Business& Management， Innovation & Technology Management， 

Information Systems & Management、医療情報学などにおける先行研究を踏まえ、特にIDynamic

Capability TheorγJ(e.g.， Teece， 2009)やIKnowledgeCreation TheoryJ (e.g.， Nonaka， et.al， 2008)の視点

から、企業(組織)が持続的な競争力を維持してしてには、企業(組織)内外に分散したコアとなる資源(知

識)を感知、把握、再配置(統合)することが重要であることを実証していく。本研究の学術的な特色・独創

的な点は、「コンパージェンス」に対応した1co11aborative innovationJを実現するための resourceintegration 

(knowledge integration)に関わる成功要件やイノベーションブpロセスの理論的かつ実証的内容にある。
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6 研究結果 (4，000字以上記入してください。)

本研究の結果は次のような内容となる。本研究では全研究者(代表研究者、研究分担者ならびに研究

協力者)による研究結果を取りまとめ、人文・社会科学系における欧米の一流出版社である英国

Routledge社より学術書を出版する運びとなった(2015年 7月出版予定)(写真と webサイトを参照)。

異なる学部(商学部、医学部、薬学部)を横断した世界に向けた研究成果の発信が可能となった。以下

に取りまとめた研究結果の概要を提示する。

r CoIIaborative Innovation聞 DevelopingHealth Support EcosystemsJ Edited by Mitsuru Kodama 

http:llwww.routledgementalhealth.comlbooks/details/978 1138 789999/ 

(contentsの項目に全研究者の研究論文が記載)

1悶ealthSupport Ecosystems and Innovation Management 
Mitsuru Kodamα 
This chapter descr泊eshow convergence has accelerated collaborative innovation between peopleラ

organizationsラ companiesand industriesラ andhas brought about new business ecosystems. The 
chapter identifies the 'creativity view' and the 'dialectical view'同 importantfactors accelerating 
collaborative innovation町 as'boundaries conceptions' held by stakeholders. Then the chapter 
describes the new concept of a "health support ecosystem円 througha number of empirical case 
studies done to dateラ illustratingthe formation of innovation communities that engage in 
collaborative innovation in the remote health care and health care information businesses. 

2 Management Innovation Model Theory 
Mitsur・uKodαmα
This chapte1' theo1'etically cla1'ifies the 1'e吐uisitesfo1' c1'eating dive1'se business 

ecosystems， including the health suppo1't ecosystems. Fi1'stly， the autho1' discusses the 
p1'ocess of fo1'ming a business ecosystem. Then， the autho1' p1'esent possibilities fo1' 

c1'eation， g1'owth and development of ecosystems by d1'iving dynamic chains of 
explo1'ation and exploitation， by fo1'ming dynamic innovation communities cente1'ed on 
leading co1'po1'ations. F1'om empi1'ical data， the autho1' ext1'acts the concepts of the 
management innovation model， combining the elements of co1'po1'ate st1'ategic 
activities of explo1'ation and exploitation， which enable the c1'eation， g1'owth and 
development of sustainable ecosystems. 
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研究結果(つづき)

3 Building Health Support Ecosystems in and between Hospitals 
Toshi.γo Tt.α~kαhαshi， Mu-Ho Liu， ~αkenoγiAoki， Dαisuke Koide 
This chapter looks at cases of medical institutions in Canada that execute environment adaptation strategies as 
exploitation to adapt to changing environments， and that execute environment creation strategies as exploration to 
create new environments. This chapter also analyses and considers the propositions that“Dynamic consistency of 
boundaries between environments and corporate systems， and boundaries between the individual business 
elements within corporate systems builds ecosystems and achieves sustainable co中oratedevelopment and 
growth." 

4 A Product Innovation -a Timeline System in a Health Support 
Ecosystem 
Yoshiaki Kondo 
In this chapterラtheauthors discuss management processes for forming innovation communities 
through strategic partnering between corporations and university hospitals as their customers， the 
wayco中orationsinclude the knowledge of customers with high陶 levelexperientialleaming (called 
innovative customers in this chapter) in innovation communitiesラandhow the achievements of 
innovation communities are spread to many other related customers as the communities produce 
new products. 

5 Building a Health Support Ecosystem through Links across 
Industry， Academia， and Government 
MitsuruKodαmα 
This chapter presents a strategic framework for configuring health support ecosystems through 
corporate strategies for collaborative innovation across di首erentindustries in Asia and the Westラ

and also discusses how collaborative innovation in medical practice centered on 
telecommunications carriers as ICT businesses， carried out between stakeholders including 
healthcare institutions， medical equipment manufacturers and communications equipment 
manufacturers drives the configuring ofhealth support ecosystems. 

6 Building health support ecosystems with healthcare economics -
healthcare economics analysis of vaccinations 
Mαkoto Shi，γαgα:mi 
This chapter looks at existing research into healthcare economicsラanddiscusses vaccinations used 
in Japan as infectious disease countermeasures. Then， regarding the issue ofroutine vaccinations， 
this chapter identifies the importance ofhealthcare economics analysis resultsラ andtheir diversity 
and appropriatenessラbycarefully considering a range of assumptionsラmeasurementsand analysis 
based on uncertain data arising企omthe unique premises of the analysis methods. 

7 Health Support Innovation in Smart Cities 
Nobuyuki Tokoγo 
In this chapterラtheauthors analyze and discuss specific initiatives that individual countries have 
taken to build smart cities. Collaborative innovation involving alliances across different industries 
including regional governments and independent bodies is a special feature of the innovation 
processラ andis needed to create the new knowledge required to build smart cities. Regarding the 
creation of innovation communities， 1 analyze and discuss management and leadership models bom 
from collaborative innovation efforts to achieve health support ecosystems both locally and 
nationwide， and 1 identi命commonfactors of success. 
注 必要に応じて，このページをご使用ください。
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研究結果(つづき)

8: A誼ealthSupport Innovation Model for Generating a Business 
Ecosystem 
MitsuruKodαmα 
In this chapterラ regardingthe interaction of the medica1， we1fare and healthcare fie1ds with 
tec加ology(in particu1ar ICT)ラtheauthor ana1yzes and discuss an innovation mode1 to estab1ish 
business ecosystems in the medica1ラwe1fareand healthcare fie1ds， from the historica1 perspective of 
societies， economies and markets. 
In this chapter， the author discusses how the proactive use of video目 basedinforτnation networks 

(VIN too1s hereinafter・)across different industries including customers is an enab1er that drives the 
creation of new hea1th support innovation mode1s that transcend space and time. 

9 Characteristics of Innovation Communities and New Implications 
MItsuru Kodama 
In this chapter， through the previous research of the authors and the case studies， the 
authors present the key logical framework and characteristics of the innovation 

communities that promote collaborative innovation. The authors also observe and 

analyze the theoretical frameworks ofthe dynamic community systems that bring 

about sustainable strategic innovation capability through a management innovation 

model to optimize corporate systems. 

10 Conclusion and Future Research Issues 
Mitsur・uKodαmα
This chapter provides a conclusion to the book and describes a number of future research issues. 
First1yラ mreg紅白 tothe know1edge integration mode1 (know1edge integration firrns)ラthischapter 
organizes the main manageria1 factors (5 items) that promote the configurations ofnew ecosystems 
through collaborative innovation and the insights extracted from a number of case studies and 
existing research.τhis chapter then presents these 5 manageria1 factors wholly assemb1ed as “the 
know1edge integration mode1 (know1edge integration firrn)." Finallyラthechapter discusses 
implications and白tm・eresearch issues. 

以上

注:必要に応じて，このページをご使用ください。
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王手議 委事農 5建議報告審

平成 27年 4Jj 24 I=l 

詞本大学学長

氏 名 井上菜子

所属・資格 准教授

下記のとおり報告いたします。

1 研究課題

議光ビジネスに関する国際比較研究

2 研究組織

氏 名

O研究代表者名

井上菜子

所属部科校・資諮 役割分担

商学部・准教授
萌究全誌の統括

観光マーケティング，北米，中国

サービス貿易に関する観光ビジネスの実態・法的

分析

クロース・カントジー

。瞭究分担者

銀 野 文 商学部・准教授

曽 根 康雄 経済学部・教授 権外からみる日本の観光ビジネス

中間，アメリカ

議本明 崩学部・准教授 観光ビジネス事業の継続性分析および事業再生

のための会計

松原製 酪学部・准教授 経済学による分析・親光政策の国籍比較

異本，クロース・カントジー

顎j 慕和 高学部・準教授 観光どジネスの経務効果を検証するモデル

ヨ}明ロツノ屯

3 本研究をもとに申請した外部萌究資金及びその獲得状洗

28年度において，文部科学省科学研究費捕助金(基盤A) に申請する予定。

※句 研 究 繰jについて，ホームページ等での公駁謹泊) いずれかをOで濁んでください。

Eぎの機会i立，理主語審宏添付して下さい。



4 研究目的

本研究の詞的は，我が国の観光ビジネスが経詩的・社会的・環境的に持続発展できるような長期戦略を策定

するための政策，経営および財務会計からなる 3元フレームワークを構築することである。

約 40年前，アメリカの未来研究者ハーマン・カーンは「観光が 21世紀の基幹産業の 1つになるJと予測

した。我が閣では民族学者の梅梓忠夫が，かつて高度成長期において，いち早く f文化立国j の必要性を提

唱した，民俗学の視点から観光について国際的な分析を行ったo そして半世記の時が流れ，ようやく我が国

では「鉄は国家なり Jから f観光立国jへと， rおもてなしJをもって光輝き，日本を世界に観せるグローパ

ノレ観光ビジネスが柱となる新時代が築かれようとしている。

一方，昨今の観光誘致競争に見られるように，明確な長期的なビジョンと戦略および地元コミュニティへ

の配患を欠けば，観光地に暮らす住民が突如として押し寄せてきた鏡光客の対応に困惑し，観光客誘致に摺

極的な態度を示すようになってしまう。また政策の冨でも総合保養地整備法(リゾート法)が抱行されたが，

ほとんどの爵民が恩恵を受けることなく，リゾート開発にマイナスのイメージを抱かせてしまったケースも

ある。このような負のインパクトは観光ビジネスを妨げる大きな足かせとなり，国家戦略としての「観光立

国Jを虚しい掛け声だけに終わらせてしまう結果をもたらすこととなろう。

したがって観光ビジネスは，国内・国際的環境，文化，政治，経清の変化に対応できるよう多元的な影響

力を考慮した持続可能な長期戦略のもとで発展させていくことが必要となる。バランスの取れた観光ピジネ

ス戦略があってこそ，国内の人的移動を促し，多岐にわたる新規の需要が創出される。また海外消費者の需

要を理解し，観光インフラを適切に構築することで，我が国の観光ビジネスの国際競争力が増進される。そ

れによって我が国に訪れる外国人観光客数が増え，国内の他の産業への経詩的波及効果も期待されるのであ

る。

5 研究概要

26年度の研究概要として，観光ビジネスの国際比較検証を通じて，政策面，経営面，会計面でデータ構報

に定量分析を行った。よって，戦略立案にあたっての決定要因を定性的に析出することに焦点を置いた。そ

の検証結果に基づき，長期的かっ持続可能な観光ビジネス戦略の構築フレームワークを確立させることを最

終目的とするものである。 26年度の国際比較研究を通じて，①サービス貿易の 1っとしての「簿外旅行J経

済理論モデル，②観光政策の経清効果，③インバウンド・マーケティング，④観光ビジネスにおけるビジネ

ス再生の経済効果，⑤政策と観光ビジネスの関連性，@観光ビジネスにおける新規事業のビジネスモデノレと

いう 6つの点から持続可能性の持つ観光ビジネスの戦略との関連性を明らかiこするための要留を析出する作

業を行ったn

さらに観光ビジネスの国際比較を通じて， 2つの立場から可能性を見出すよう注力した。 1つは内からの可

能性である。ホスト国としての我が菌における観光資源の可能性を生かした誘致戦略などの全体的な観光ピ

ジネスの内生的戦略を構築する。もう 1つは外からの可能性である。すなわちゲスト側に他国を凌いで我が

国を旅行先として選択してもらうための強いインセンティブを与えるために，詳細な留際調査を行い，外国

的戦略要因を分析する。こうして内・外という 2つの分析視点と 3つ(政策，経営，会計)の分析軸を使っ

て，牽引力の強く，持続可能な観光ビジネスの長期戦略を策定するフレームワークを構築してきた。

今後引き続き我が聞においてはこれまで観光学，観光地理学，観光人類学などの分野で研究が行なわれて

いく。一方，ビジネスの研究の分野では，親光ビジネスが多種多様な産業と関わりを持つという性質上，あ

いまいさに戸惑いつつ研究がなされてきた。本研究では親光ビジネスをより総合的に位置付ける必要がある

と考え，従来の fツーリズムJを超えて，あえて多元的な視点から統合した rKanko BusinessJ を提唱し

たい。本研究はこの両者のギャップを埋めることに大きな意義がある。また，国内・海外 2つの立場を統合

し， 3つの分野から観光ビジネスに関しての理論研究を始めることで，当該分野の理論研究の草分けとなる

ことに大きな意味がある。



〔主義議報告審総合7-3] 

1部徽名:酪学部 l氏名:井上葉子

研究結果 (4，000字以上記入してください。)

本研究は平成 26年4月913にキックオフして以降，月に一度，研究メンバー全員記よる構報のシェアリン

グ及び中途報告を行ってきている。 5月 29日には各自の晴究課題を発表し，本研究のフレームワークを全員

で確認した。 7月 10日には松原による f国際会議招致の経法効果分折一一様浜のケースj の研究報告に対し，

メンバーから今後の研究に対するアイディアと意見が活発に議論された。また報告の後，メンバーの夏季爵

査活動の内容及び自擦について，全員でシェアした。夏季休蝦には各メンバーは計額通り研究地域に赴き，

現地調査を実施した。夏季現地調査の報告は9月 2913に開催された。秋学期も，月に一度の割合で研究会を

際き，メンバー全員で研究の進捗状況をシェアしながら，今後の研究に有意義な議論を進めてきた。

年度末 2月 27日に，イタジアパーリ大学(イタリア)の誹究者3名を嶺学部に招き，“Japan-1 tal y workshop 

on tourism and other issues in Regional Economies"を際提，多くの交流ができた。

これまでの研究過程において，各メンバーは想定よりはるかに轄広く研究対象を捉えるようになってきた。

そのため，新たに多くの問題点が表面化してきたが，それらは計極に沿いながらブイノレターにかけ， 1つ 1

つ丁寧に議論し，より本震的な要素を残すことで研究焦点を絞りなおした。

貿易政策理論部では，①多居間貿易体制(前0) において，親光サーピスがどのような位置付けにあるのか，

また主要患がどの韓度当該サーピスの市場額放を行っているのかについて検討を重ねた。その結果，当該サ

ーピスの自由化の軽度はそれほど抵くないものの，各躍の約束表と実捺の観光サーピスの自由化の程度iこは

事離が見られる場合があることが明らかとなった。そのため， 27年度からはこの点を中心に研究を諜化して

いく。窃親光貿易をより深耕的に分訴するため，特に大型出襟学会・国捺会議の誘致政策に蕉点を定め，市

場要因・政策要閣・都市内生要因という 3つの視点から，貿易政策が観光ビジネスに及ぼす影響を定量的に

分析した。

会計学の面では，(D譲光イベントを関揺する場合，そのイベントがもたらす経済効果は売上高で表わされる

場合が多いが，その売上が必ずしも確実に和益をもたらすとは限らない。議光ビジネスにおける経捺効果を

算出するモデルを提示し，より籍確に経済効果を検証することで，理論的サポートをしてきた。②観光ビジ

ネスの特徴の Iつとして設備投資額が大きくなる額向があるにもかかわらず，この点を鑑みない財政的基盤

の脆弱さに起関する失敗事例が少なくない。会計学の視点からハウステンポスの事例を取り上げ，シンガポ

ールの成功例をベンチに比較訴究を行っている。③歴史と景親という観光資源、が豊富な南欧のうち，イタジ

アとギリシアに関して国際親光客 1人当たりの消費額の変化による経済効果について分析を行った。平成 27

年度はスペインの分析結果を加え，成果としてまとめていく。

経営理論の留では，①日本の観光ビジネスの現状を，外関人旅行者の利便性を中心に整理し，ミクロ分訴を

行った。外国人が日本に旅行する欝のプランの策定・交通機関の手配，日本に諜在中の生活(業務，箆内旅

行も含む)の利便性を香港及び北米(西梅岸)と比較検討した。その結果，外由人が臼本を旅持する擦に利

便性を損なう要問として，通信機器の対応の不備が浮かび上がった。②観光資漉の f商品j としての錨植を

高めるためにはヱコシステムが不可欠であるということが，カリフオ/レニア耕ナパバレーにおけるワインビ

ジネスを中心としたアグリツーリズムの研究で明らかとなった。アグリツーリズムの研究で知られる

UCDavis校でアグリツーリズム研究所のグループリーダーをされている ShermainHardesty氏に直接アメリ

カにおけるアグリツージズムの歴史・現状を説明していただいた上で，現地の地域セミナーに参加し，日本

の現状と比較することでアグリツーリズムのエコシステム・プレームワーク者構築した。このビジネスモデ

ルは， 日本の地域観光資源開発に多くの示唆を与えている。

さらに具体的に会計の留で誌，裂が会計学の視点によるホテルの収益モデルについて考察した。ウェブか

らホテルを予約する多くの錨人旅行者(.観光目的またはビジネス岳的に持らず)にとって，大型のチェーン

ホテルよりも独立した中小規撲のホテルのiまうが，回捧旅行者が少なく，より魅力的に感じる場合が多いと

思われる。



研究結果(つづき)

そうであれば，中小規模のホテノレにとって，いかに多く傭人旅行者から予約を獲得し，より高い収益を生

み出すかについて， Verret (2008) は以下の 5点を指摘している。①前年度の客室稼働率の実績から今年度

の価格戦略を立案する。②一定のネット割引を設定する。③事前予約をせず，当日ホテルのフロントで宿泊

を申し込む顧客にも合理的な料金で宿泊してもらえるため，フロントのスタップが常にウェプ予約の料金設

定に詳しいようにさせなければならない。④大手のホテ/レ予約サイトに常に上位に表示されるようにすべき

である。⑤自社のウェブ、予約サイトの使い勝手を常に確認する必要があるとの研究結果が分かった。

また，観光地の再生研究を進めてきた演本は，観光ビジネスの失敗と再生事例としてハウステンポス株式

会社(長崎県佐世保市)の再生についての再生手法についての研究を行った。研究手法としては，同社の財

務内容を遡及的に分析することにより成功と失敗の要賠を明らかにすることである。具体的には，同社の財

務分析や現社長である津田秀雄氏や元社長である神近義邦氏による著書を中心とした文献研究により，同社

において何が財務内容を圧迫し，これを解消するために何が行われたかについて明らかになった。

同社のようなテーマパークは，必要となる設備投資が巨額になり，そのための資金調達コストも財務内容

を在追する要国となる。また，広大な敷地にかかる閤定資産税など，巨大設備を維持するためのコストも大

きく財務内容を圧迫する。そこで，これらのコストを吸収するための売上を確保するために来客数を増加さ

せるための方法ばかりに自が向きがちである。しかも，来客数を確保するために，さらなる設備投資を行う

ことによるコスト増や，入場料の割引等を行いかえって売上減となる悪循環に陥るおそれもある。

上記のような悪衛環を避けるためには，売上確保よりもコスト低減を優先することが重要である。また，

権限を集中することにより意思決定のスピードが平くなり，コストカットの効果や売上の機会を逃さない効

果も期待することが出来るとした。

また，松原の研究では観光ビジネスの中でも抵ICE(マイス :Mee討ng，Incentive宮、avels，Convention， 

E油ibitionlEvent)，特に Convention((国際)会議)に集点を絞り，本研究の 2回の研究会 (2014年 7月

10日・ 9月29日)にて研究報告を行った。 7月の報告では日本政府観光局 i2012年間際会議統計Jに依拠

して閣内外の国際会議の動向を，横浜コンペンション・ピュ}ローのウェブサイトに依拠して横浜市の腿CE

に関する取り組みを紹介した(後者については横浜市開港資料館で、資料収集を行った)09月の報告では日本

の主要都市別居際会議開鑑件数の決定要閣を分析するためのデータ (2012年関際会議統計)の詳緯と，東京

23区以外で開催都市としての存在感を高めている数都市について，その傾向を関表により示した。以上の 2

報告を元に論文“Determinantsof International-Conference鴨 nues:from Data of Japanese Cities"をまと

め， 2015年2月27日の商学部での国際ワークショップおよび向 3月613の中京大学での名古屋国際経清研

究会側四8G)にて報告した。

そして曽根の研究では携帯電話およびインターネットへのアクセスの利便性について，野本と米国西

海岸との比較調査を行った。

米関西海岸では，アジアからの旅行者の多くは811¥在フジーの端末を有しているので，現地でプリベイドの

8IMカードを購入することによって，使い慣れた携帯電話や端末をそのまま使用することができる。例えば，

香港で使用している携帯電話では， 8IMカードを装着することで米国内での通話と国内・国際の 8M8が使

用できる。プリベイドのプランは数種あるが，空遊でiま8日間訪米ドノレのものが販売されている。その他

にも，異なる条件でさらに安いものもある。

日本での外国人向け携帯電話レンタノレは，インターネット予約で安く調達できるものもあるが，購入手続

きが面倒(本人確認など)，保険料を含めるとかなり割高，といった難点があり，利便性を考慮すれば米国の

方が擾れていると思われる。いずれにせよ，重要なポイントは， 8IMロック{日本)か 8IMフリー(米国

および日本以外のアジア)か，の違いによる互換性の有無であろう。

また， WiFiについては，多くのコ}ヒーショップ，レストラン，ショッピングセンターで，登録なしで簡

単に利用できるので全く不自由はない。この点でも，持本は環境整備が遅れている。普及の障害になってい

る法規は，早急に改正・緩和すべきであるとしている。

注:必要に応じて，このページをご使用ください。

































































































【別紙様式総合 7] 

課題番号

総 13-007

継続

総 14-007

平成 26年度 学街研究助成金〔総合研究〕実績報告書

日 本大学学長

下記のとおり報告いたします。

1 研究課題

氏 名増田光一

所属・資格理工学部・教授

在大地震・津波災害時のための医療支援浮体システムに関する研究

2 研究組織

平成 27年 4丹 1713

氏 名 所属部科校・資格 役割分組

。研究代表者名 塁療支援浮体システム全体シミュレーションの

増田光一 理工学部/教授 統括

0研究分担者

小林昭男 理工学部/教授 浮体係留計画統括

間半柳昭雄 理工学部/教授 浮体意匠設計統括

登川!幸生 理工学部/教授 水上搬送システム統括

居駒知樹 理工学部/教授 浮体波浪中性能，エネノレギー

坪井塑太郎 人と防災未来センター/研究員 地域紡災・リスク評価

恵藤浩朗 理工学部/准教授 浮体構造設計統括

木下浩作 底学部/教授 災害時広域搬送拠点計画

山口)1関子 監学部/助教 権上における霊境技術

驚藤俊克 工学部/助教 コンクリート材料設計

高田昌子 短期大学部/准教授 海上における水生成

谷米温子 生物資源科学部/助教 海上における水生成

3 本研究に関連して外部資金への申請状況，獲得状況

なし

※ r6 研究結果Jについて日ページ較的関可否) いずれM時ωを初Oで摺翻ん吋さ軒い

否の犠会iはま;1;.理由番を添付して下さい。



[実績報告書総合フー 2]

|部科校名:理工学部 I~~: 増田 光一 | 

4 研究目的

首都直下大地震や東港・東南海・南海地震と津波災害は中央防災会議では最大の懸念事項である。医療現場

からはこれらの災害が発生した直後，医療体制はほとんど機能できず， DMATに期待するところ大であるが，

その拠点がどうなるかも現時点では明らかでないと危慎している。また，広域搬送拠点となる空港への搬送

，手段が発災時には撮めて困難な状況になり得ることと，空港でのこ次救命処置がどの程度できるかは現状で

は極めて挺問であるともいえる。これらの問題を解決するための医療支援拠点が 1つでも存在していること

は医疲現場のみならず人々へ安心をもたらす。また，救命医療現場は経験者が不足しており，その司11練セン

ターを向時に設置可能である提案である。工学技術としては合理的海上利用の具体案が示され，さらに船舶

とは異なる浮体式構造物設計法を開発・提案することができる。本研究が遂行されることにより，外部への

アピーノレと外部資金による研究開発支援の必要性そのも

のを訴えることができる。これらの成果は結果的に，特に

首都防災・減災に直接役立つことになる。

以下に，本研究で明らかにすることを列挙する.

1)地震・津波災害時毘療支援浮体の利用方法の提案

2)支援浮体システムの耐津波性能評価と安全性検証

3)平常時の利活用方法の具体的提案

4)支援浮体の基本計画と構造計画

5)支援浮体の構造的・波浪中性能的成立性の検証

6)災害時患者搬送シミュレーション法の開発

7)災害時医療物資輪送評価

8)支援浮体上での飲料水と生理食塩水生成技術の検討

9)支援浮体が与える地域社会への影響

5 研究概要

具体的な施設の仕様を検討するために，東京湾に医療支援浮体を設置することを想定する。その際，中央防

災会議で検討されている首都宣下型大地震での推定死亡者数の 5"-'10犯にあたる 600"-'1200人を発災後 3日間

での最優先治療群の重症者と想定し，これに対応できる支援体制と支援浮体を具体的に提案するための研究

を進める。そのため，東京消防庁等が実施している方法を用いて，被害想定を独自にし直したうえで，首都

圏の地域ごとの傷病者数データベースを構築し，それに応じた患者搬送法と医療支援浮体機能仕様を検討・

決定する。また DMAT等の医療支援チーム受入と医療物資搬送の現実的問題点を明らかにして，どのような対

策が必要なのかを提示する。さらに匿療支援浮体と支援体制が構築されることの地域社会への影響について

国内外の事例から総合的に調査研究を実施する。本研究は以下の研究内容ごとに実施される。

A)総合戦略の確立(増田，丹正，畔柳，小林，木下，居駒，坪井，佐藤，渡部，増田(光)) 

被害想定シミュレーションを，既存プログラムを用いて実施しデータベースを作成する。その際GISを活用

して効率的なデータ抽出を可能とするシステムを構築する。並行して，発災産後に 1200名程度の重症患者

と広域搬送が必要な患者に対する処置を支援可能な浮体仕様を改めて決定する。

B)浮体上医療対策法の確立(丹正，木下，長田，高田，谷米)

浮体式施設上での一次救命と二次救命の可能性を具体的に明らかにする。その際，医療物資のストック方法

と医療物資補給方法についても医薬品メーカーや赤十字へのヒアリングを実施して問題点を明らかにし，医

療物資搬送に関して必要な具体的検討項目を提示する。

C)浮体施設計画と利用可能性(増田，畔柳，木下，小林，居駒，恵藤，驚藤，佐藤)

患者が利馬し，~療行為が行われる浮体の波浪中性能と耐津波性能を理論計算，数値計算および水槽実験か
ら明らかにするためのプログラムを開発し性能評価を実施する。また，波力発電や風力発電設備が搭載され

た際の波浪中性能評価を行えるようにし，水槽実験により検証する。そして医療支援浮体としての施設計画

を具体的に実施・提案する。提案される支援浮体は広域搬送拠点となり得ることを前提とするために，関係

省庁へのヒアリングと医療機関へのヒアリングを行いながらその成立性を調査・検証する。

D)海上利用の地域防災を含む社会的影響の評価(畔柳，小林，坪井)

海洋の利用が地域社会に与える影響は極めて大きいと考えられる。本提案では地域社会防災の一環として医

療支援浮体が検討されるが，地域の社会基盤としてあるいは設備設置場所として海上を含む水上が利用され

た場合の影響を客観的に評価する必要がある。そこで水上利用施設を防災の観点から調査を実施する。
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6 研究結果 (4，000字以上記入してください。)

本研究では地震・津波災害時毘療支援浮体の利用方法の提案を目的として，平常時の利活用の具体的な提案

や浮体構造物に関する基本計画と構造計画，構造安全性を考慮した浮体構造部の構造設計および飲料水や生

理食塩水生成技術の検討や塁療支援浮体が設量されることによる地域社会への貢献について，具体的には 2

つの医療支援浮体について検討を行った.以下に検討した竪療浮体ごとに，その成果を記載する.

0コンテナを活用した浮体式災害時医療支援システム(メディフロート)に関する計画構想、

本構想、では、船舶利用に伴う課題や問題を克服すると共に、被災地における院療活動上の課題や問題を克服

することを自的として、浮体式構造物(ポンツーン型)を活用した新たな医療支援浮体とそれを用いた亙療

支援システムの構築を関る。船舶に求められた輸送、捜査・救助機能、監療機能、消火機能、被災者等支援

機能、航路・港湾障害排除機能、指揮機能の 7機能については、船舶及び浮体式構造物それぞれの利点を生

かすことで機能分担を鴎り、ここでは特に陸療機能、被災者等支援機能及び寵療支援活動機能に対する機能

的役割を果たすことを念頭に置くものである。また、表-1に病院船とメディフロートの比較を示す。本提

案のメディフロートは、被災地における医療活動の対応能力 (8urgeCapacity)強化に要求される 58(8tu宜、

8taff、8pace、8tructure、8ystem) を供与することになる。そのため、メディフロートは、

平常時は自然災害に対する海からの医療支援活動のシンボノレ的役割(精神的な安心感)を果たす。

移動性を活用し被災地への緊急出動を可能とする。

被災地における訪災拠点病院の補完的機能を果たす。

被災地における医療支援活動拠点としてロジスティック

や靖報・通信の基地機能を果たす。

自然災害時以外の緊急医療処置要請にも利用できる。(伝

染病用隔離描設利用)

医療機器の滅菌や医療用水生産及び陸療廃棄物処理など

のプラントを備える。

自己完結型のクローズドエコシステムの設備を備える。

メディフロートの概念閣を図-Hこ示す。本施設は、通常は都

市港湾部の耐震岸躍などの外郭施設により静穏度の保たれ

表-1 病院船とメディフロートの比較
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全性を維持する。また、平時は災害拠点病院の日吊的医療活 車内閣府で援軍された輯税制腕を参考とした

動を補完する一施設として位置づけると共に，髄性疾患(透 側関 鱗 閥喧急 性 鵬閥③ 慢 性期病 院 関

軒患者、酸素療法)の治療や健康診断等及び伝染病等の防疫施設として活用したり、勤務する寵師・看護婦

や DMATの訓練等に活用する。

図-1 メディフロート概念図 図-2 コンテナ型医療モジュールの展開
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研究結果(つづき)

O河川を活用した浮体式災害時底療支援システムの構造計画に関する基礎的検討

年々増加している慢性透析患者に加え，阪神淡路大震災の経験を踏まえ地震発生後，多数発生するクラッシ

ュ症候群患者の治療に透析治療が有効であることから，クラッシュ症候群への治療に不可欠な透析治療器を

備え，免震性に優れた災害時医療支援浮体(以下，医療支援浮体)の提案を行う.そこで本研究では透析セ

ンターとして運用する鹿療支援浮体の適地選定に着目し，建物倒壊危険度や災害拠点病院，透析施設の立地

を考慮し， GISを活用した設置場所に関する検討を行い，首都直下地震時に発生するクラッシュ症候群の患

者数などの試算も行った.

医療支援浮体は災害時クラッシュ症候群の患者の治療を 鯵:医

主として行うため建物倒壊危験度 3)を考慮する必要があ ?:???点病院
るため荒川下流域の建物倒壊危険度(災害時活動国難度 ー 一一一

考慮)，災害拠点病院の分布状況，首都直下地震の被害想

定から設置水域の選定を行う.関 3にGISを活用した災

害拠点病院や透析施設問支援体の設置場所，荒川勝濁 桝嚇④
下流域の建物倒壊危険度を示す.図 3 より墨田区付近で附総議~.次 I ~(\J 

は建物倒壊危険度が高く，災害拠点病院や透析施設が少 図 3 荒J11下流域の建物倒壊危険度

ない.特に墨田区付近には透析施設は存在せず，災害時

多数発生するクラッシュ症候群の患者に対して有効な透析治療を行える医療施設が少ないため，満足な医療

支援を受けられる患者が少ないと危慎される.そこで本研究では医療支援浮体を墨田区付近に設置した.

次に災害時に医療支援浮体が対応可能な人数を把握するため，町丁目ごとに発生する建物被害による負傷者

数を算出する必要がある.また，医療支援浮体は主としてクラッシュ症候群の患者を対応するため，首都直

下地震時の建物被害による各町丁目の推定負傷者数からクラッシュ症候群の患者を算出する.まず，各町丁

目の建物被害による負傷者数を以下の式より算出する.算出した建物被害による推定負傷者数を， GISを活

用し図 4に示す.匿療支援浮体の設置場所候補地②から

半径 2km圏内(患者受入範囲とする)の推定負傷者数は

約 5，300人と算出され，ここから阪神淡路大震災の死者

数，負傷者数約 5万人のうちクラッシュ症候群の患者数

が 372人(そのうち 50人が死亡)であったことや死者

数約 6，000人のうち約 7害IJが圧死であったという事例 4)

を参考に全体の 2%をクラッシュ症候群の患者数とする 図4 建物被害による推定負傷者

と，約 106人と推定された.

また医療支援浮体の運用方法を平常時と災害時それぞれ提案し，災害時の運用方法は発災後 1週間，発災後

1週間以降の 2種類を提案する.また発災後の運用シナリオを壁療支援浮体および他機関に分けて提案した.

医療支援浮体は，災害時のみ医療機器を使用することはできないという監師の意見もあるため，常時医療支

援施設として運用する必要がある.日本透析学会によると慢性透析患者数は 31万人を超えており特に東京都

の慢性透析患者数は全国で最も多い 3万人となっている.慢性透析患者数は年々増加しており死亡患者数も

増加傾向にある.その 3より墨田区内には半径 2キロ圏内に透析治療が可能な医療施設が存在しないため透

析治療に対するニーズは高く，透析施設としての運用は十分可能であると考えられる.

本研究では透析センターとして運用する医療支援浮体の運用方法を提案し，平常時は糧性透析愚者を主に対

応する.発災後 1週間はクラッシュ症候群の患者およびトリアージで軽症群に分類される患者を主に対応し，

発災後 1週間以降は平常時の運用方法として捜性透析患者を主に対応し，災害程療支援病院と同等の機能を

有する医療擁設として運用する.また医療用ロジスティックスセンターとしても運用する.医療支援浮体の

平面計画を提案し 55床の透析用ベッドを有し約 120人収容可能である.医療支援浮体では災害時に 213開

で最大 440人のクラッシュ症候群の患者を処置することが可能なため，設置候補地から半径 2キロ圏内で発

生が想定される 106人に対して十分に対応することが可能であることを確認した.

注:必要に応じて，このページをご使用ください。
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所属・資格 電子工学科・准教授

下記のとおり報告いたします。

1 研究課題

酸化物人工超格子界面での革新的多機能発現と超低消費社会への還元

2 研究組織

氏 名 所属部科校・資格 役割分担

0研究代表者名 人工起格子作製、結晶評価、ナノ領域物性評価、
清田 展号室 理工学部・准教授 総括

0研究分担者

山本 寛 理工学部・教授 直内・面直電気抵抗測定

高野良紀 理工学部・教授 ホーノレ効果測定、磁気抵抗測定

高瀬浩一 理工学部・教授 磁化測定、電界印加磁化測定

橋 本 結晶 文理学部・教授 人工超格子作製のためのベチーニ法による原料
ターゲ、ットの作製

石 田 浩 文理学部・教授
エムベッディッド Green関数法を用いた人工超
格子の第一原理計算

?育水耕作 生産工学部・教授 電流電圧特性、温度特性、竜子光一光電子吸収

合計7名

3 本研究をもとに申請した外部研究資金及びその獲得状況

1.(公財)カシオ科学援興財団研究協賛事業平成 26年度総 額 100万円、研究代表者:岩田展幸、
共同研究者:橋本拓也、「酸化物人工超格子構造における強誘電性強磁性マノレチフェロイック特性および位大
電気磁気効果の室温発現J<採択>
2.科学研究費助成事業(学術研究助成基金助成金(基盤研究 (C)))平成25年度~平成 27年度研究課題

25420295 (総額 380万円)研究代表者:岩缶展幸、研究分担者:山本箆、播本拓砲、高額浩一、 「ヘテ
ロ接合界聞によって可能となる磁化反転および強誘電性強磁性特性の室温電界制御J <継続採択>
3.(株)サムスン日本研究所研究奨励寄付金平成27年度総額 100万丹、研究代表者:岩田展幸、「新
メモリー材料、構造検討および調査J<採択>
4.科学研究費助成事業(学術研究助成基金助成金(基盤研究 (C)))平成25年度~平成 27年度研究課題

25400382 (総額 120万円)研究代表者:向野良紀 fリチウム棚炭化物における物性探索と応用J<継続
採択>
5. JST研究成果展開事業研究成果最適展開支援プログラムんSTEP 平成 26年度 総額 170万円、研究代
表者:高瀬浩一、「層状ハロゲンプニクタイドにおける低発電コスト熱電半導体の探索J<不採択>
6.科学研究費助成事業(学術研究助成基金助成金(基盤研究 (C)))平成 27年度~平成 29年度 総額 380
万円、研究代表者:両瀬浩一「空間制調型抵抗変化メモリの意IJ成とスイァチンゲメカニスゃムの解明J<採択>

7. 科学研究費助成事業(新学術領域研究(研究領域提案型) i分子アーキテクトニクスJ平成 25"'"'29年
度、領域代表:大阪大学 多国博一)A02証言十題研究「吸着ナノ分子系の界面i原子講造と電子・スピン物性J
研究課題 25110006 (平成25年度:直接経費 940万丹 平成 26年度:直接経費 1140万円)研究代表者:石
田 浩、研究分担者:佐甲徳英(日大環工) <継続採択>
8.科学研究費助成事業(学術研究助成基金助成金(基盤研究 (C))) (一般)平成27年度~平成 29年度 (申
藷額:500万円)研究代表者:橋本拓也、研究分担者:丹羽栄費、連携研究者:佐々木一哉、「プロトン・ホ
ーノレ混合導竜体の開発と低祖作動燃料電池への応用J<不採択>

※ f6 研究結集j について，ホームページ等での公開(湾)
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4 研究目的

1.【ベチーニ法による超高密度ターゲットの作製]
従来の固棺反応法と比較し粒子サイズが約 1110となるべチーニ法によりターゲツド作製用粉末を作

製する。この粉末を用いて超高密度(95%以上)ターゲットを作製する。
2. [パノレスレーザー堆積σ'LD)法による酸化物単層膜および酸化物人工超格子の作製]
PLD法を用いて原子レベルで成長制御された酸化物単層膜および清浄な界面を持つ酸化物人工超格

子を作製する。今年度は特に SrTi03(STO)(110)面上においてバッファ一層および各材料の堆積速度比を
算出するために、 STOをホモエピタキシヤノレ成長させた。
3.【単層膜および人工超格子の電気的および磁気的特性]
作製した人工超格子が室温で巨大電気磁気効果および強誘電性強磁性マルチフエロイック特性を示

すことを実験的に明らかにするために、第一段階として、単層膜の面直方向に関する電気測定、単層膜
および人工超格子に関する磁化曲線、磁化の温度特性および残留磁化の温度特性を測定した。
4. (第一原理計算による磁気特性予測】
第-原理計算ソフト Advan印/PHA.S~ を坦いて、人工超格子モデルを作製した。軌道およびスピン状

態に関する状態密度を計算し、人工超格子構造によって誘起される磁化を計算した。
5. 【角度分解型ースピン備極分解型光電子分光の導入}
人工超格子界面の磁気的配列起源をスピン偏極光電子分光装置を用いて実験的に明らかにする。ただ

し、今年度は測定可能な状態を実現するための準備を行った。特に、超高真空(く10-やa)到達である。

5 研究概要

1.【ベチーニ法[1)による超高密度ターゲットの作製I
材料 iAJ として、 CaFeοx(CFO)、C品ゐl03(CMO)、L油危l03(LMO)、材料 iBJ として LaFe03(LFO)、

BiFe03(BFO)、BiF匂 9陥 lO.103(BFMO)をベチーニ法によって得た粉末を用いてターゲットを作製した。そ
れぞれ、 96.4%、 81.5%、81.7%、95.5%、95.2%、96.6%の超高密度を達成した。 CMO、LMOのMn系酸
化物ターゲットは期待したほど高密度とはならなかった。ただし、アプレーション前後のターゲット表
面に違いは見られなかったo さらに、 Bi1.2Fe03ターゲットの密度は約 90%であった。
2. 【パルスレーザー堆積(PLD)法[2)による酸化物単層膜および酸化物人工超格子[3)の作製]
SrTi03(STO)(l10)基板上でバッファー層および各材料の堆積速度比を算出するために、 STOをホモエ

ピタキシヤノレ成長させた。 (001)、(110)面上において、 lユニット成長させるための必要パルス数は、(110)
上に対し(001)上では1.44倍となり、面積比の古とほぼ一致した。面内、面直方向の電気特性を明らか
にするために、ドープされていない S下0基板、Nbドープされた STO(Nb剛STO)基板上にそれぞれ、 CFO、
CMOおよび BFO、BFMOの組み合わせで 4種類、合計 8種類の人工超格子を成膜した。 BFO、BFMO
単層膜は共に[00土1]方向に傾いた monoclinic構造を持つことがわかった。 [00土1]方向に 2μm以上、 [1・10]
方向に約 100nmの強い異方性を持つ短冊状グレインが成長した。この構造を反映し、上記4種類の人工
超格子も同様に強い異方性をもっ短冊状グレインが成長した。
3. 【単層膜および人工超格子の電気的および磁気的特性}
STO(110)基板上 BFO、BFMOは伝導キャリアがグレイン間でトラップされる Poole-Frenkel伝導を示す

忍とがわかった。 STO(OOl)基板上に成膜bた[GFOIbFO]，;[GFO眉FMO]，[GMOIBFMO]超格子は4約 520匹、
450K、390Kと室温以上の強磁性キュリー温度(Tc)を示した。また、 STO(llO)基板上では、 [CFOIBFO]
超格子が 620KのTcを示した。いずれも室温以上で強磁性が発現することを立証した。また、室温付近
での飽和磁化は 1つの磁性イオンあたり 0.044--0.074仰であって、弱強磁性であることがわかった。
4. [第一原理計算による磁気特性予測】
密度汎関数法を用いて[CFOιFO]超格子について第一原理計算を行った。 CFO、LFO各層とも lユニ

ット毎の周期とした。交換相関項として一般化勾配近似(GGA+U)を用いた。スピン傭極は 4.8%となり、
誘起磁化は l磁性イオンあたり 0.22陶となった。
5. 【角度分解型.スピン偏極分解型光電子分光の導入}
uv光源、 uv光源胴差動排気系へのイオンゲージ、 X線光源、 Q・MASS(質量分析器)、ヌードイオンゲ

ージ、 NEGポンプの導入により、測定の準備を整えた。また、リーク封止前およびNEGポンプ使用前
のベーク後真空度は 2.0xlO・7Paであったので、到達背任はく1xlO句aと予想している。
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6 研究結果 (4，000字以上記入してください。)

1.[ベチーニ法による超高密度ターゲットの作製}
出発東料として、 Ca(N03h• 9H20、Mll203、La203、Bh03、Fe(N03)3・9H20を用いた。希硝酸や過酸

化水素水等を用いて溶解し水港液とし後に混合した。クエン酸を導入しキレート錯体を形成した後、エ
チレングリコーノレで、ポリマ一体とした。この時、各原子が原子レベルで均一なネットワークを作製する。
続けて 4500C程度まで昇混し、有機物および水分を蒸発させた。 f反焼き後、本焼成を行った。 CMO以
外はホットプレス法で焼成・成型した。材料 fAJ として、 CFO(96.4%)、 CMO(81.5%)、LMO(81.7%)、
材料 fBJ として LFO(95.5%)、 BFO(95.2%)、BFMO(96.6%)をベチーニ法によって得た粉末を用いてタ
ーゲットを作製した。()内はターゲット密度である。 CMO、LMOのMn系酸化物ターゲ、ツト以外は 95%

以上の超高密度を達成した。ただし、エキシマレーザー(KrF)を 2.5J/cm2でターゲットに照射したが、
CMO、LMO共にアプレーション前後のターゲット表面に違いは見られなかった。また、アプレーショ
ン後の BFOターゲット表面は溶け出した山型の突起物が生成され、その頂点は Bi欠損、 Fe過剰状態に
なっていることが分かつた。ベチーニ法を用いて超高密度ターゲットを作製したが、蒸気圧の高い元素
(Bi， Ruなど)を含む場合には、ターゲ、ツト作製手法と共lこ成膜条件を見直す必要があることがわかった。
Bi欠損を補うために Bi過剰 Bi1.2Fe03ターゲ、ットをベチーニ法で作製し、密度約 90%を達成した。
2. [パルスレーザー堆積(PLD)法による酸化物単麗膜および酸化物人工超格子の作製}
2. 1 [単層膜1
ST0(110)基板上では、 BFO、BFMO単層膜は共に[00土1]方向に傾いた monoclinic構造を持つことがわ

かった。 [00土1]方向にみm 以上、 [1-10]方向に約 100nmと縦模比 20以上の強し、異方性を持つ短冊状グ
レインが成長した。各グレイン表面表面ではユニットステップ、パンチングステップの両者を確認した。
逆格子マップ(RSM)でのピーク強度比から、 [001]もしくは[00-1]方向に傾いたグレインが支配的である
ことがわかった。また、 SrRu03(SRO)を基板表面混慶 7500C、アプレーション潤波数 2Hz，lOPa酸素雰
癌気下においてステップフロー成長することを確認した。 SROを下部電極とし BFOを成膜した場合、
財ffiED強度振動層を 7開期確認することができた。 BFOをSTOに直接成膜する場合には約 2賭期しか
振動を確認できないことがわかっている。 Ti02終端していた STO基抜表面が Ruの蒸気圧が高いため、
srO終端に変化したためである。 srO上では拡散距離が非常に長くステップフロー成長したことがわか
っTこ。
人工趨格子作製時には、電子密度や表面状態が大きく変化するために、悶ffiED反射強度振動を明瞭

に観測して l膳ごとに異なった材料を堆積させることは非常に困難である。よって、 ST07ユニットを
ホモエピタキシャル成長させた後、 l喧格子の各材料を成膜した 2層膜を作製した。膜厚を X線反射測定
で求めることで成長速度比を算出した。 STOに対し CFO、CMO、BFO、BFMOはそれぞれ 2.61、2.26、
2.44， 3;23倍の照射パルスが必要であった。
2. 2 [人工超格子作製}
人工超格子作製前に STO(110)基板をバッファードフッ酸(BHF)によりエッチング後 11000C、2hアニ

ーノレ処理を施した。表面は、ユニットステップおよびパンチングステップが混在した表面となった。
(001)、(110)面上において、 lユニット成長させるための必要パルス数は、 (110)上に対し(001)上では1.44
倍となり、面積比の-Y2とほぼ一致した。面内、面直方向の篭気軒性を明らかにするために、ドーブされ
ていない STO基板、Nbドープされた STOο均一STO)基板上に 7ユニットの STOをホモエピタキシヤノレ
成長させた。 7ユニットの STO成長後照射したパルス数から超格子各材料が 7ユニット成長するパノレス
数を成長速鹿比から計算した。計算したパルス数を材料 fAJfBJ 1こそれぞれ適用して交互積麗させた。
ST0(110)基抜上には[CFOIBFO]、[CFO/BFMO]、[CMO厄FO]、[CMOIBFMO]の4撞類の人工超格子を作
製した。しかしながら、 STO(110)面上では、明瞭な RHEED強度振動は確認できず、堆積ユニット数を
詳細に制僻しながら人工超格子を作製するのが閤難で、あった。理由は下記の 2っと考えている。 i)アニ
ーノレ条件の最適化が不十分のため、パンチング、ステップが形成され Layer-by-Layer成長が促進されなか
った。 ii)STO(llO)に垂産方向には-(Sr2+Ti4+02-)心24.の周期構造となり、再表面は常に静電ポテンシヤノレ
エネルギーの高い状態で、ある。そのため、表面再配列により最表面の構造が長周期構造となったためで、
あると考えている。 i)については、 BHFエッチング時期およびアニーノレ温震、時間をパラメータとし
て最適化可能である。めについては、人工超格子作製直前に、 in-situでアニーノレ処理を施し再配列形成
を抑制することで解決できると考えている。 STO(l10)基板上 BFO、BFMO単層膜1;:おける一軸異方性の
高いグレイン構造を反映し、 STO(11O)上に作製した上記4種類の人工超格子も同様に強い異方性をもっ
短罷状グレインが成長した。グレインの縦横比は約 10で、あって、グレインの高さは数nmで、あった。2かθ、
RSM 測定で、は人工超格子に起因するピークは確認できたが、超格子反射のピーク強震は非常に小さく、
超格子構造の形成が不十分であることを示唆する結果となった。高さ数 mnの一軸異方性の高いグレイ
ンが原子レベノレで平坦な界面形成を龍害していることが原器と考える。一方、低角反射では膜全体と趨
格子形成を示唆する振動を観測した。

上記 ST0(110)基板上では[CFQ@FQ]、[CPQ@FIviQ]、[CMO/BFO]、[C_IviOIBFMO]の4種の人工超格子
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および、 STO(OOl)基板上では[CFO/LFO]、[CFO厄FO]、[CFO厄FMO]、[CMO/LFO]、[CMO/BFO]、

[CMO/BFMO]、[LMOιFO]、[LMO/BFO]、[LMO厄FMO]の9種の人工超格子を作製した。

3， [単層膜および九工超格子の電気的および磁気的特性]

STO(OOl)基板上に成膜した BFO、BFMO単層膜の面直方向に関するリーク電流を Keithley6430サブフ

ェムトアンペアリモートソースメータを用いて、電圧印加鋼電流測定によって測定した。測定温度は室温

である。通常リーク電流は下記の 5種類に分類される。 i)オーミック伝導、 ii)空間電荷制眼伝導、 iii)

Flowler-Nordheim伝導、 iv)ショットキー伝導、 v)Poole-Frenkel伝導である。印加電圧およびリーク電流

を i)~v)において特徴的な線形形状が得られるようにグラフ化した。両試料において、 iv) ショットキー
伝導、 v)Poole-Frenkelイ云導が観測された。ただし、試料ー電極間において iv)が該当すると考えれば、 v)

が試料の伝導機構となる。 v)Poole幽 Frenkel伝導はホッピング伝導であり、膜中における欠陥やグレイン

境界にキャリアがトラップされながら伝導する機構である。 BFO、BFMO薄膜は Biが欠損しやすく、

グレイン境界が多数あるため、 v)の伝導機構が該当すると考えても矛属は無い。 BFOのリーク電流に

関して一般的に報告されている伝導機構は v)であり、同質の BFO薄膜が成長していると考えている。

作製した人工超格子 13種類の中で、 STO(OOl)基板上では、 [CFO/LFO]、[CFO/BFMO]、[CMO厄FMO]、

STO(llO)基板上では、 [CFO/BFO]人工超格子について磁化特性を測定した。磁気モーメントは数百~

20kOeで飽和し、高磁場下で直線となった。 BFMOを除き、 CFO、CMO、LFO、BFOパノレクは反強磁性

体であるので、飽和磁気モーメントは超格子界面における磁性元素間 3cF・3cf電子状態に起因する強磁

性的相互作用が原因と考えられる。よって、高磁場印加の磁化曲線を 1次関数でフィッティングし測定

データから差し引く事によって、界面の磁性元素が持つ磁化を算出するできる。この時、 1次関数の{噴

きは基板および人工超格子による常磁性、反磁性、反強磁性成分である。磁性元素 l個あたり [CFOιFO]

においては 0.094陶@50K、0.063陶@350K、[CFO/BFMO]においては 0.11陶@lOK、0.074拘 @300K、

[CMO/BFMO]においては 0.60尚 @5K、0.044拘@350Kで、あった。 [CFO厄FO]においては 0.12陶@5K、

0.066陶@350Kで、あった。いずれも室温において自発磁化を保持していることがわかった。ただし、飽

稲磁化め大きぎから弱強磁性(ギャント磁性)体であると推測できる。特lご{己主Ö!LFÖj~;::闘しでは、バル
クの磁気的特性を考慮すると、強磁性的磁気モーメントは発現しない。また、パノレク BFMOの室温にお

ける飽和磁化は約 0.01陶であるので、成長させた人工超格子は 4'"'-'7倍の飽和磁化を持つ事がわかった。

磁化曲線から得られた飽和磁気モーメントを測定温度に対してプロットした。このグラフに対して、全

角運動量Jを5/2とし、強磁性キュリー温度(Tc)およびOKで、の飽和磁化をパラメータにとって、さらに

Brilloii面関数を利用して規格化した飽和磁化の温度特性をデーニタにフイヅテイングした。 Tcはそれぞれ

STO(OOI)基板上に成膜した[CFO/LFO]、[CFO/BFMO]、[CMO/BFMO]においては、約 520K、450K、390K、

ST0(110)基板上に成膜した[CFO/BFO]では 620Kであった。いずれも室温以上であることを確かめた。

ι {第一原理計算による磁気特性予測】

AdvancelPHASEソフト(AdvanceSo:ftcorp.)を用いて密度汎関数法(DFT)による第一原理計算を行った。

CFO、LFOの面内格子定数を STO基板と問ーとし、最もエネルギーが低〈なる面直格子定数を求めた。

次にその面直格子定数を使用して、 CFO、LFO各層とも lユニット毎の周期とした[CFO/LFO]人工趨格

子モデルを構築した。交換相関項として一般化勾配近似(GGA+めを用いた。 Uは 10.0eVとした。カッ

トオフエネルギーが 25(Ry.)の平面波を用いた。また k点サンプリングを 6x6x6メッシュとした。スピン

は[110]方向に反強磁性となる軌道ースピン相互作用を摂動として取り入れた。 3d軌道に起因するスピン

偏極は 4:8%となり壬誘起磁化は 1磁性イオンあたり 0.22陶となった。低温における人工超格子の飽和

磁化の約 2倍となり良い一致を示した。

5. 【角度分解型"スピン偏極分解型光電子分光の導入]

10やaオーダーにおいて、光源をuv、X線としたときの角度分解型(AR-)およびスピン偏極分解型(SR-)

光電子分光測定(PES)を行うために、下記の作業・装置導入を行った。 uv光源および X線光源m差動排

気系へのイオンゲージの導入により分析室の測定環境を監視しながら測定できるよう準備した。超高真

空(10・9Paオーダー)を達成・維持するために Q-MASS(質量分析器)を導入し、リーク箇所を素早く発見で

きるようにした。ヌードイオンゲージを設置することで、分析室の超高真空を精度よく測定できるよう

準備した。さらに、ターボ分子ポンプでは排気困難な品分子を吸着・排気できる NEGポンプを導入し
た。以上より到達背圧はくlxlO・8Paと予想している。
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平成 26年度 学術研究助成金〔総合研究〕実績報告書

平成 27 年 5 月 21 13 

日本大学学長殿

氏 名江主雪虞理;王

所属・資格…医学部・准教授

下記のとおり報告いたします。

1 研究課題

「ミクロゲノミクス」から、がん heterogeneityの分子基盤を解明する

2 研究組織

氏 名

0研究代表者名

江角 虞理子

0研究分担者(学内)

杉谷雅 彦

増田 しのぶ

久山佳 代

山忠孝iJ

徳矯泰 明

計 6名

所属部科校・資格

|医学部/准教授

医学部/教授

医学部/教授

松戸歯学部/教授

医学部/教授

医学部/教授

役割分担

病理標本用次世代シーケンシング開発/

研究総括

肝臓の組織病理学

乳癌の分子進化

口腔癌の分子進化

肝臓癌症例の収集と予後調査

骨臆蕩・骨転移麗揚の分子進化

3 本研究をもとに申請した外部研究資金及びその獲得状況

今年度は、新学術領域研究「がんゲノムJが最終年度であったため公募なし。科研費基盤研究は、

現行科研費基盤研究が継続年度のため、新規申請はできなかった。当該研究の論文発表を今年度中

に行い、来年度の申請に備える。継続が認められれば、完成度の高い研究に仕上げ、外部研究資金

の獲得も有利に進めることができるはずであったが、中途で断念せざるを得ない状況で残念であ

る。

※ f6 研究結果Jについて，ホームページ等での公開(@)・否) いずれかをOで囲んでください。

否の場合は. ~史出蓄を添付して下さい。
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4 研究白的

次世代シーケンサーの急速な進歩により、がんゲノム全体像が明らかとなってきた。一つの腫蕩

をと Jっても 30~200 個の遺伝子突然変異が見つかる。一塊の腫蕩から数カ所とってみると、変異が

異なることもわかってきた。もはや臨床癌は切除された時点では単一クローンではない、多様な変

異パターンをもつがん細砲のヘテロな集団と理解される。転移に至っては、原発腫療とはさらに異

なる変異パターンを示し、がんのゲノム進化が個々の症例で理解されるようになってきた。このよ

うに予想以上のがん heterogeneityが明確になったものの、何ががん発生の drivermutationで，

何が転移の drivermutationか、また転移腫療の臓器親和性は何で決まるのかは、まだわかってい

ない。本研究では、この新たな問題を解明すべく、新たな手法でがんのゲノム進化を明らかにする。

それは、病理組織像から、多彩ながん組織像や前癌病変をとらえ、これらを個別に対象としゲノム

進化を解析することである。具体的にはホルマリン固定パラフィン包埋組織(FFPE)を対象とし、レ

ーザ一マイクロダイセクションにより標的細胞集団を採取し、網羅的変異解析をする。ここでは、

これを「ミクロゲノミクス」と呼ぶ。 FFPEDNAは新鮮凍結組織 DNAとは異なり、ホノレマリン固定に

よる DNAの損傷が新たな問題となっている。そこで本研究では，ミクロゲノミクスが可能な次世代

シーケンシングブ。ロトコーノレを確立する。その上で、肝癌の前癌病変と肝癌の比較、乳癌の多彩な

組織学的分類の比較、口腔癌と前癌病変との比較、多臓器転移腫蕩と原発腫療との比較を、研究課

題として実施する。

5 研究概要

研究内容は、基礎と応用にわけられる。基礎では、次世代シーケンシングが可能な標本条件およ

び DNA抽出方法、次世代シーケンシングプロトコールの検討を行う。応用では、具体的な病理組織

標本について材料を準備し、レーザーマイクロダイセクションを実施する。基礎で確立したプロト

コールに則り、各サンブツレからライブラリーを作製し、次世代シーケンシングを行う。以下に、そ

の概要を示す。

1 固定包埋の条件および DNA抽出方法の検討と DNA損傷の基礎検討

(1) ホルマリン濃度と国定時間

(2) DNA抽出条件

(3) ホルマリン回定パラフイン包埋による人工変異

2 肝臓癌と前癌病変

(1) ラット肝臓癌自然発症モデルにおける前癌病変と肝細胞癌と阻管癌の全ゲノム比較

(2) ヒト肝細胞癌早期再発症例の非癌部前癌病変様組織と癌組織における 409がん関連遺

伝子の変異比較

3 多様な乳癌および増殖性病変

乳管癌と小葉癌が同時発生した乳癌症例の浸潤癌および非浸潤癌、平坦増殖性病変におけ

る、 409がん関連遺伝子の変異比較

4 口腔内属平上皮癌と異形成病変

浸潤度分類が異なる癌組織像が混在する舌属平上皮癌症例の、多様な癌組織と異形成病変部

における、 409がん関連遺伝子の変異比較

5 生検原発腫療と剖検時の多臓器転移腫蕩

多臓器に転移を示した肺小細胞癌症例の多臓器腫蕩および原発生検腫療における、 50がん関

連遺伝子の変異比較
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|音附名:問 l氏名:江角員理子

6 研究結果 (4，000字以上記入してくださし、。)

1 園定告埋の条件および DNA抽出方法の検討と DNA損傷の基礎検討

DNAの質的評価を、特定遺伝子領域の定量 PCR(q PCR)により実施した。その際、新鮮凍結組織

から抽出した DNAをコントロールとし、相対値で評価した。

(1) ホルマリン濃度と閤定時間

ラット肝臓組織を 10%および 20%ホノレマリン中性緩衝液で 1日固定した結果、抽出 DNA

の相対 qPCR値は平均 0.17および 0.06と、 DNAの質は低下することがわかった。 20%回定

では、質的低下が著しいこともわかった。また 10%ホルマリン中性緩衝液で 1日、 2日、

3日、 4日の固定を比較すると、平均 0.22，0.20， 0.17， 0.15と徐々に低下し、パラフィン位

埋ではそれぞれ、 0.10，0.06，0.05，0.03と更に質は悪化した。

ヒト生検組織の FFPE組織についても、医学部付属板橋病院と松戸歯学部付属病院の 2012

年以降とそれ以前について比較した。 2012年以降 10%ホルマリン中性緩衝液固定では平

均 0.18に対し、それ以前の 20%ホノレマリン闘定では平均 0.004と、著しく質は低下してい

た。

(2) DNA抽出条件

ホルマリンパラフィン包埋薄切組織をプロテアーゼ S50Cで一晩溶解した後、 9S0C処理

の検討を行った。この熱処理を行った後 DNAを抽出した場合は、行わずに抽出した場合に

比べ、 DNAの質が上昇した。ラット組織で平均 2.8倍、ヒト組織でも平均 2.2倍の上昇を

認めた。回収される DNA量には、熱処理の有無で、変化はなかった。

(3) FFPEによる人工変異

ラット肝臓組織を 10%ホルマリン中性緩衝液で 4 日間固定した FFPE組織と新鮮凍結組

織とから DNAを抽出し、比較した。ヒト大腸癌の肝転移切除例の非癌部を同様に間定した

FFP正組織とその新鮮凍結組織とから DNAを抽出し、比較したo KRASコドン 12および 13

の 3館所の G>A変異を qPCRで定量した。 1%以上の頻度では、 FFP正による人工変異は起こ

っていないことがわかった。

開じヒト肝組織については、 409がん関連遺伝子のアンプリコンについても、次世代シ

ーケンサーを用いて変異解析を行った。 4組の FFP正と新鮮凍結組織の組み合わせで比較解

析をしたところ、 FFPE側に優位に検出される変異は 3個見つかった。検出頻度は 3%から

4%で、 C>A，G>T，T>Aと置換の種類も遺伝子鹿位もさまざまであった。 4例の FFPEに共通の

変異はなく、 FFPEによる人工変異があるとしてもランダムに起こると考えられた。

2 肝臓癌と前癌病変

(1) ラット肝臓措自然発症モデ、ノレにおける前癌病変と肝細胞癌と胆管癌の全ゲノム比較

Long Evans Cinnamon (LEC)ラットは、銅輸送ポンプ Atp7bの一部欠失による、ヒトウィノレ

ソン病のモデ、ル動物で、ある。と問時に、肝癌自然発症モデノレ動物で、もある。肝への銅異常

蓄積が、慢性肝障害とその再生の繰り返しを促し、高率に肝癌発症をもたらすと考えられ

ている。しかし、 LEC ラットにおける癌の発生・進展に関わる遺伝子変異はまだ明らかに

なっていない。本研究では、 LECラットの様々な病態の新鮮凍結肝組織から DNAを抽出し、

全ゲノムシーケンス解析により遺伝子変異候補を明らかにする。さらにこれら候補遺伝子

のミクロゲノミクス解析から、前癌病変の有無、その局在と組織像を明らかにする。まず

コントローノレの正常肺、肝炎のない肝組織、肝炎のある非癌部肝組織、さらに肝細抱癌、

肝内胆管癌から DNAを抽出、比較ゲノミクスを行った。 5サンフ。ノレで、共通に見いだ、された

変異、すなわちし王Cラットそのものが生来もつ一塩基バリアント(SNV)として、少なくとも

8個が見いだされた。いずれもがん発生進展に関連する遺伝子で、 LECラットは Atp7bの欠

失だけでなく、複数の遺伝子の変化をもち、易発がん性の背景をもっ可能性が示された。

また肝細胞癌特異的な SNVが 1つ見つかった。が、肝内胆管癌特異的な SNVは見つからな

かった。このように、 L王Cラットの発癌メカニズ、ムは特定の遺伝子の SNVだけでは説明で
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研究結果(つづき)

きず、遺伝子の転座や欠失、重複など、よりダイナミックな変異が関与する可能性がある。

(2) ヒト肝細胞癌早期再発症例の非癌部前癌病変様組織と癌組織における 409がん関連遺伝子

の変異比較

c型肝炎ウイノレス陽性の初期肝細胞癌で、 2年以内早期再発例 3例を対象に、初発癌切

除時の癌部および非癌部を検索した。癌部周囲および非癌部には、早期再発症例に特徴的

な CK19陽性細胞の増生がみられ、前癌病変様領域と思われる部位が観察された。これら

の領域および癌部領域を、 FFPE薄切切片からレーザーマイクロダイセクションにて採取し

た。それらから DNAを抽出し、次世代シーケンサーによる変異解析を行う。対象症例 FFPE

DNAが、次世代シーケンサー解析の対象となりうるかを検討した。癌部 FFP王切片から DNA

を抽出し、 409がん関連遺伝子のアンプリコンシーケンスをしたところ、 10%以上の頻度

で見つかる変異は、各 9個、 9個、 5個で、そのうち 3個は共通変異で、あった。対象 3症

例の FFPEDNAは今後解析可能であること、候補となる遺伝子変異が複数あること、また

頻度は低いが共通変異が存在する可能性も示唆された。今後、対照となる各症例の非癌部

と比較し、変異候補を明確にする必要がある。またミクロゲノミクスを実施すれば、非癌

部の詳細な解析により、前癌病変における変異の有無も明確にできる。

3 多様な乳癌および増殖性病変

乳管癌と小葉癌が同時発生した乳癌症例の浸潤癌および非浸潤癌、増殖性病変における、 409

がん関連遺伝子の変異比較

浸潤性小葉癌(A)、非浸潤性小葉癌(B:浸潤癌と近接する)、浸i閏性乳管癌(C:ABと近接す

る)、非浸潤性乳管癌 (D:ABCと接する)、非浸潤性乳管癌(E:ABCDのいずれとも近接しなしつ、

乳管内上皮増殖性変化(F:非癌性であり乳房全体に広がる)、が併存する症例に対して、各

領域、および乳房正常皮膚(G)の FFPE薄切切片からレーザーマイクロダイセクションにて

組織を採取し、 DNAを得た。また、術中迅速検体として得られた正常版寵リンパ節の FFPE

検体制)からも、 DNAを得た。

上記のうち、 ACEHに対して 409がん関連遺伝子のアンプリコンシーケンスを行った。

癌部(AC王)の変異のうち、正常組織(H)にはない、信頼度が高い変異を解析した結果、 Aに2

個、 Cに 1個、 Eに 3個見出した。 Cの 1個は Aと共通で、あった。またコピー数変化に

ついては、 ACEに共通する増幅が 1か所、 AE共通の欠失が 1か所、 A単独の欠失が 2か所

見出された。今後、 BDFGに対しても上記で得られた変異の有無を検討すれば、これら癌

の発生および進化を明確にすることができる。

4 口腔内属平上皮癌と異形成病変

浸潤度分類が異なる癌組織像が混在する舌属平上皮癌症例の、多様な癌組織と異形成病変部

における、 409がん関連遺伝子の変異比較

舌属平上皮癌の一症例で、形態学的に異なる 6領域(健常結合組織、健常上皮、異形成

上皮、 YK-2癌部、 YK-3癌部、 YK-4C癌部)について レーザーマイクロダイセクションに

より材料を採取し、 DNAを抽出した。このうち健常結合組織、健常上皮、異形成上皮、 YK-2

癌部、 YK-3癌部の 5領域について、 409がん関連遺伝子のアンプリコンシーケンスを行っ

た。健常結合組織をコントロールとして他の 4領域について比較解析した。異形成上皮に

1 個、 YK-2 癌部に 5~圏、 YK-3 癌部にも 5 個の変異を見つけた。癌部 2 領域に共通な変異は

2個見つかった。コピー数変化も YK幽 2癌部に 9領域、 YK幽 3癌部に 8領域見つかり、そのう

ち2領域は共通で、あった。今後、これらの変異について検証すると同時に、 YK-4C癌部で

注:必要に応じて，このページをご使用ください。
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研究結果(つづき)

も検討すれば、同一症例内のがんおよび前癌病変について、分子進化を明らかにすること

ができる。

5 生検原発腫擦と部検時の多臓器転移腫療

多臓器に転移を示した肺小細胞癌症例の多臓器腫療および原発生検腫療における、 50がん関

連遺伝子の変異比較

多臓器転移を伴う肺小細胞癌剖検症例を対象に、原発癌組織(生検組織及び音IJ検組織)、

転移癌組織(肺門リンパ節、縦階、肝臓、胸骨、藤椎)そして健常組織(腎)について、

FFP正薄切切片からレーザーマイクロダイセクションにて材料を採取した。健常組織は、

FFPE薄切切片を直接材料とし、各材料から DNAを抽出の後、 50個のがん体細胞変異のホ

ットスポットについてアンプリコンシーケンスを行った。得られた結果についての検証

は、 direct5equence、SNPgenotyping a55ay、mutationdetection a55ay (MDA)を用いて行った。

全ての癌組織で、 TP53の点突然変異と、 TP53、KIT、PDGFRA、KDR，FLT3の 5遺伝子に

monoallelic 1055を認めた。また、これら 5遺伝子 6領域に biallelic1055を認め、その組み合

わせは癌組織により異なっていた。以下にそのパターンを示す。

縦隅と月刊歳:なし

肺生検時:PDGFRA(c) 

肺門リンパ節:PDGFRA(c)+PDGFRA(g) 

胸骨:TP53ば IT

月市部検時:PDGFRA(c)+PDGFRA(g)+KIT +KDR+FL T3 

腰椎:TP53十KIT+PDGFRA(c)+PDGFRA(g)+ FLT3 

この結果からがんの進化について、以下のように考察できる。肺で発生した原発腫療は、

5遺伝子 6領域の monoallelic1055をもち、縦隔、肝臓、胸骨に転移した。肺生検特では

PDGFRA(c)の biallelic1055が加わっていた。その後、胸骨に転移した癌細胞は TP53、削Tの

biallelic 1055をもつようになり、腰椎はさらに 3領域の biallelic1055が加わった。腰椎では

胸骨から転移してきた癌細胞と、肺原発巣から転移してきた癌細胞が混在している可能性

がある。肺の原発巣では剖検に至るまでに、 PDGFRAの 2領域、 KI丁、 KDR、FLT3の 5領域

に biallelic1055をもっ変異が蓄積したと考えられる。

以上のように、原発癌と転移癌の、多領域での biallelic1055パターンを比較することによ

り、本症例でのがんの進化過程が示唆された。

j柔:必婆に応じて，このページをご使用ください。
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日本 大 学学長殿

名

所属・資格 官学部・専f壬講師

下記のとおり報告いたします。

1 研究課題

神経損傷後の正常な朝l索再生のための分子基盤

2 研究組織

氏名 所属部科校・ 役割分担

0研究代表者名

歯学部/専任講師 研究の計画と総揺および

トランスジェニック動物の作製

0研究分担者

i平井英行 歯学部/専任講師 電気生理学的解析

昌子 前学部/准教授 分子生物学的解析
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前学部/准教授

清水康平 教

3 した外部研究資金及びその

申請なし

※句 研究結泉Jについて、ホームページ等での公開巳}否) いずれかをOで霞んでください。

否の場合は、理由撃を添付して下さい。
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|音問 問 |叫近藤真啓

4 研究目的

神経損傷動物モデルを用いた謹々の先行研究により、損傷を受けた末梢神経の軸索は機能的に再生するこ

とが電気生理学的および行動学的に明らかにされているが、どの程度正確に神経軸索の再生が起こるのか、

また、軸索再生を誘導する責任分子はなにかなど、いまだ不明な点も多い。

一方、外傷に伴う末梢神経の圧迫や断裂(神経軸索の損傷)により神経障害性疹痛が発症することが知ら

れている。例えば、智歯の抜歯時に三叉神経が損傷を受けることにより発症する神経障害性疹痛は難抜歯症

例の 10%におよぶと言われ、口腔外科治療における深刻な問題のひとつとされている。最近、三叉神経領域

の神経障害性疹痛の発症時に、三叉神経節においてサテライトグリアの活性化および extracellular-signal 

regulated kinase (ERK) のリン酸化が生じると報告されているが、神経の再生過程に起こる痛覚闘値低下

の分子メカニズムは明らかにされていない。

そこで本研究では、感覚ニューロンが損傷を受けたのちに生じる軸索の再生過程について形態学的・電気

生理学的および行動学的に明らかにするとともに、軸索再生に関わる候補分子を探索することで神経損傷に

より生じる軸索再生の分子基盤を明らかする。そして、軸索再生関連分子の発現変動および活性変化と軸索

再生過程における侵害性疹痛の発症との相関について併せて解析することにより、神経損傷後の機能回復や

異常疹痛軽減のための基礎情報を得ることを目的とする。

5 研究概要

上述の研究目標を達成するため、以下の実験計画を立案、実施した。

1 )ショウジョウバエの機械感覚受容ニューロンをモデルシステムとして、軸索形態形成に関わる分子群

を検索する。

2) ラットおよびマウスの三叉神経(オトガイ神経、下歯槽神経、舌神経)損傷モデルを作製して、以下

の解析をおこなう。

( 1 )形態学的解析:軸索損傷(切断、挫減または結主主)部またはオトガイ部皮下に、月旨溶性カルボシアニ

ン蛍光色素 (DiI)または fluoro勝 gold(FG) を注入して軸索を標識したのち、経時的に損傷部周辺、三叉神

経節、延髄およびオトガイ部(損傷神経の支配領域)を摘出し、軸索の再生状態を観察するとともに、中枢

側では軸索分枝の数、分枝形態およびシナプス形成の状態を、末梢側では軸索終末の数および受容野の広が

りを解析するc

( 2 )免疫組繊化学的および生化学的解析:神経損傷モデル動物の三文神経節および延髄を経時的に摘出し、

軸索形態形成に関与する分子群、各謹侵害受容体および痛覚関連分子群の発現変動を解析する。

( 3 )行動学および電気生理学的機能解析:神経損傷モデル動物のオトガイ部および口髭部に熱、冷、機械

を与えた際に生じる逃避闇値の変化を解析すると向時に、延髄三叉神経脊髄路核に存在するニューロン

の活動性を電気生理学的に記銭し、形態学的な再生過程および逃避行動との関連性について検討を加える。
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6 研究結果 (4、000字以上記入してくださし、，)

1 .単一機械感覚受容ニューロンをモデルとした軸索形態形成に関連する分子群の検索

ショウジョウパエの腕郭には左右側 11対の太い附毛が規則的に配列しており、各向IJ毛は単一の機械感覚

受容ニューロンによって支配されている。この特徴により、剛毛の位置情報を指標に各個体において持ーの

感覚ニューロンを選択することが可能である。そこで今回、岡IJ毛の一つである posteriorscutellar 

macrochaeteを支配する単一ニューロン (pScニューロン)に焦点をあて、軸索形態形成に関連する分子群

の検索をおこなった。 Ga14/UASシステム(酵母由来遺伝子発現制御システム)および RNA二子渉法を

し、 pScニューロンにおいて各種候補遺伝子 (Dscam1， Dscam2、N-cadherin[CadNJ， CadN2， E-cadherin 

[EcadJ) の発現を特異的に抑制したc

細抱接着分子 Dscamlの発現抑税により、pScニューロンの軸索突起の伸展および分技形成が阻害されたc

この表現型は我々が先に報告した Dscam機能欠失動物で、認められた表現型とほぼ一致したことから、ポジ

ティブコントロールとなった。この実験条件下において、 Dscam2の発現抑制は pScニューロンの軸索形態

形成に何ら影響を与えなかったc 一一方、 CadN発現の抑制により、 pScニューロンの軸索突起の過剰伸展(遮

切なシナプス形成部位を超えた軸索突起の伸長)および軸索分枝数の減少が誘導された。これに対して、

CadN2の抑制では基本骨格を構成する軸索突起の伸展に異常が認められなかったが、異所性軸索分校の

な増加(分校数増加)と過度の伸展(迷走)が観察された。さらに、 Ecadの発現抑制では表現型に個体差が

みられたが、異所性軸索分枝の形成および過剰伸展が観察された。これらの表現型は Dscamlの発現抑制で

じる表現型とは異なることから、単一ニューロンの軸索形態形成のために複数の細胞接着分子が関与して

いることが明らかになった。現在、上記以外の分子についても解析をおこなっている。

2. 軸索投射制御分子の脳内発現議式と神経切断モデ、ルマウスを月弘、た軸索再生過程の基礎解析

1 .において軸索形態形成に関連することが明らかになった分子に関して、マウスの神経系(三叉神経節

および延髄)における発現禄式を免疫組織化学的に解析し、 E-cadherinおよび N-cadherinが感覚ニューロ

ンの締胞体周囲の細胞膜上および軸索に強く発現していることを明らかにした。また、比較的大型の感覚ニ

ューロンを取り囲むグリア様細胞においても、免疫活性が確認された。一方、三叉神経脊髄路核(感覚ニュ

ーロンの軸索が終止する部位)における両分子の発現は層によって異なり、 N-cadherinはII!III題全般(侵

害性機械および熱刺激に対する情報が到逮する部位)に強く、 E-cadherinは II留の isolectinB4 (IB4)陽

性領域(侵害性機械刺激に対する情報が到達する部位)により強く発現していることを見出したc これらの

結果は、感覚のモダリティ特異的な神経閉路の形成過植に異なる細胞接着分子が関与している可能性を示唆

デ、ルの作製を開始した。左側のオトガイ神経および

し、機械刺激に対する逃避反射閥値の変化を経時的に解析したc j~flJ索切 i折 1 j盟関後

る受容野の機械刺激(上限 80gのピンチ刺激)で逃避射は起こらなかったが、

4週間前後では少なくとも

いものの実験群 (40-50g)においても逃避毘射

ると、一部の実!抜群で sham群よりも逃避反射

断後 2週間前後で神経取IJ索の機能的再生が生じる

が経過したマウスより延髄を摘出し、

をlE'i常マウスで確認したところ、

において、

失していた。これに対して、

な差は認められなかった r そこで、軸索切断をおこ

に DiIを微量注入して、延髄内におけるオトガイ神経の

において E-cadherinおよびI召4の発現が消失している部
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|町名目 |叫時啓

研究結果(つづき)

位とほぼ一致することが明らかになった。現段階では実験数が少ないため、今後迫力E実験をおこなう必要が

あるが、軸索切断により、少なくとも一部の細胞接着分子および痛覚関連分子の発現が変調することが明ら

かになったc

3. 神経切断モデルラットを用いた軸索再生過程の解析

ラットの左側オトガイ神経 (mentalnerve)および下歯槽神経 (inferioralveolar nerve)を切断したのち

経時的に生じる headwithdrawal threshold (HWT)、jawopening reflex threshold (JORT)、オトガイ神

経練維の電気生理学的記録、および再生軸索の形態学的・生化学的変化について解析をおこなった。

切断 14日目において、オトガイ部皮膚の侵害刺激(機械刺激および熱刺激)により生じる HWTは、 sham

群と比較して実験群で有意に低い値を示すことを明らかにした。また、神経切断群のオトガイ神経線維から

記録した活動電位の平均伝導速度は、 sham群と比較して有意に遅いことを見出した。これに対して、オト

ガイ神経の電気刺激により誘導される JORTは神経切断群と sham群との間で有意な差は認められなかっ

た。さらに、オトガイ部皮下に FGを注入して軸索再生が起きた感覚ニューロンを標識し、間ニューロンの

形態学的および生化学的特徴について解析をおこなった。カルシトニン遺伝子関連ペプチド (CGRP)、

peripherin (C椋維のマーカー)、 TRPV1(ボリモーダル侵害受容体)を発現する FG陽性感覚ニューロン

の割合が sham群と比較して軸索切断群において有意に多く、逆に IB4(非ペプチド性 C線維のマーカー)、

neurofilament-200 (NF-200 ;有髄神経線維のマーカー)を発現するニューロンの割合が有意に少ないこと

が明らかになった。また、軸索切断部局辺組織を摘出し、電子顕微鏡により再生軸索の突起形態を解析した

結果、切断部位の近位端(中枢側)と比較して遠位端(末梢側)では髄鞘を持たない太い神経軸索の割合が

多く、それらが神経束を形成している様子が高頻度に観察された。なお、太くて髄鞘を持つ線維はほとんど

観察できなかった。以上の結果から、神経損傷に伴う異常疹痛の発症には、太く髄鞘を持たない再生神経に

おいて発現が変動する TRPV1などの疹痛関連分子が関与している可能性が明らかになった。本研究成果は

論文として提出し、受理された。

Tsuboi Y et al.， Morphological and functional changes in regenerated primary afferent fibers following 

mental and inferior alveolar nerve transection. Eur J Pain. 2014， Dec 19 

4. 舌神経損傷により生じる感覚ニューロンの表現型変化

舌神経挫減モデルラットを用いて、舌の神経鯖害性疹痛時の三叉神経節におけるニューロンとグリア細胞

の機能連関について検討した。舌神経損傷により、舌への機械および熱束IJi敢に対する逃避闇値が低下して、

三叉神経節における CGRP揚性細胞数および活性型サテライトグリア数がともに増加することを明らかに

した。 CGRPは通常、小型の三叉神経節ニューロンにおいて特異的に合成されているが、舌神経損傷により

大型のニューロンにおいても産生されるようになることを見出した(表現型の変換)。また、舌神経の挫減に

より、リン酸化 ERK揚性サテライトグリア細胞の数が増加した。そこで、舌神経損傷ラットの三叉神経節

に CGRP受容体の詰抗薬 (CGRP8-37)を投与すると、舌神経損傷による逃避関値の低下、 CGRP陽性細胞、

活性型サテライトグリア締胞、およびリン酸化 ERK陽性サテライトグヲア細胞の増加がし吋ぶれも有意に抑

制された (CGRP受容体は、ニューロンおよびサテライトグリアの両者に存在することが知られている)。

また、 ERKキナーゼの組審薬 (PD98059) を三叉神経節に投与しでも、舌神経損傷による逃避関値の低下

されると同時に、 CGRP陽性細胞数、活性型テライトグリア細胞数、リン酸化 ERK陽性サテライト

グリア細胞数の増加が抑えられた。これらの結果から、舌神経損傷により生じる大裂ニューロンでの CGRP

の異所性過剰発現が、神経一グリア細胞聞の機能連絡を仲介して、 1享痛を増悪させていることが明らかにな

った。本研究成果は現在、論文投稿中である。

Katagiri A et al.， Satellite glial cell activation via extracellular signal-regulated kinase phosphorylation， 

associated with phenotypic change in trigeminal ganglion neurons， is involved in lingual neuropathic 

pam 

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26年度 学術研究助成金〔総合研究〕実績報告書

平成 2 7 年 5 月 1 4 日

氏 名 山形一雄

日本大学学長殿

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。

1 研究課題

健康長寿をめざした食品中の新規高次生理機能分子の探索とその分子機構

2 研究組織

氏 名

O研究代表者名

山形一雄

所属部科校・資格 役割分担

生物資源科学部/教授
研究の統括と食品成分による老化に関連した血

管内皮細胞障害の予防効果の探索と機構解明

0研究分担者

関泰一郎 生物資源科学部/教授
生体内酸化ストレスおよびがんに対する予防効

果を有する機能性食品成分の探索と機構解明

熊谷 日登美 生物資糠科学部/教授
糖代謝異常に対する改善効果を有する機能性食

品成分の探索と機構解明

高Is里子 朗 生物資源科学部/教授
老化による大腸免疫系応答への影響の解析と食

品成分による調節作用の解主rrと機構解明

宇野茂之 医学部/専任講師
DNA付加体形成および修復メカニズムをターゲ

ットにした発がん抑制物賓の探索と機構解明

3 本研究をもとに申請した外部研究資金及びその獲得状況

-山形一雄:科学研究費助成事業(学術研究助成基本劫成金)基盤研究 c(一般)

「遺括的脳卒中モデルラットの血液脳関門は脆弱かーインピトロ再構築技術を用いた検討J

(平成 27"-'29年度) (研究代表者:U1形一雄)平成 26年度申請，採択

※ r6 研究結果j について，ホームページ等での公開⑨否) いずれかをOで密んでください。

否の場合iま，理恵撃を添付して下さい。



[実績報告書総合 7-2] 

部科校名:生物資源科学部 氏名:山形一雄

4 研究円的

健藤長寿を阻害する疾病リスクの低減化を向指し，細胞内の機能調節作用，炎症制御と食品機能分子との

関係について，先端的生体機能解析システムを用いて統括的に解明することを円的とする。特に，抗炎症・

抗がん・抗老化を重要なキーワードとして，食機能の新規な評価システムを構築し，新しい作用を持つ高次

機能性食品の創出を丹指し，その成果を生命の健全な維持に役立てる知見を暁らかにする。そこで平成 25年

度の研究成果をもとに，さらにその分子機構の解明をおこなうために 以下の項丹の研究を推進した。

0抗老化をめざした機能性金品成分の探索とその分子機構の解明

(1)生活習慣病の発症に関わる刺激で誘導される血管内皮細胞(EC)障害および老化誘導に対する食品成分の

予防特性の探索(平成 25年度申請研究項河 1と2を合わせた検討項符)

0抗炎症・抗がんをめざした機能性食品成分の探索とその分子機構の解明

(2)生体内駿化ストレス抑制，がん予防効果を有する機能性食品成分の探索とその分子機構の解明

(3) DNA付加体形成および修復メカニズムをターゲットにした発がん抑制物費の探索とその分子機構の解明

(4)食後血糖値上昇抑制作用を有する機能性食品成分の探索とその分子機構の解明

(5)老化モデル動物を用いた腸内共生蘭による大腸免疫系の免疫制御機構の解明と抗炎症に寄与する機能性

食品成分の探索，および腸管における炎症反応の抑制機構の解明と機能性食品成分の探索と分子機構

5 研究概要

本研究課題を達成するために，以下の項居の研究を推進した。

(1)生活習慣病の発痕に関わる TNF・α，IL-Isおよび7瓦Cで誘導される血管内皮細胞(EC)障害および老化誘

導に対する食品成分の予防特性の探索

TNFa， IL-1s， 7-ケトコレステ口一ル(7KC)による EC陣'害と老化制御に関わる複数の遺伝子発現と D託A，

レスベラト口一ル，ルチン， EGCGなどの作用と機構を前年度に続き示した。

(2)生体舟酸化ストレス抑制，がん予防効果を有する機能性食品成分のその分子機構解明

これまでにガーリック由来香気成分 diallyltrisulfide (DATS)が第二相薬物代謝酵素を誘導し， [11=1塩往炭

素誘導性肝障害を抑制することを報告しているが (Hosono，Fukao et al.， 2009)，本年度は DATSが第二相

薬物代謝酵素を誘導することで肝臓 IR障害を抑制できるか検討した。さらに，肝臓 IR障害の国復に関与す

るmatrixmetalloprotease 9 (MMP-9) にも着円して検討した。

(3) DNA付加体形成および修復メカニズムをターゲットにした発がん抑制物質の探索とその分子機構の解明

前年度は DASTが BaPDNA付加体形成に関与する可能性を見出した。本年度はさらに詳細なメカニズム

を解析する円的で DATSによる BaP代謝酵素の遺伝子発現調節機構，および BaPDNA付加体修復への関与

に焦点を当てて検討した。

(4)食後血糖値上昇抑制作用を有する機能性食品成分の探索とその分子機構の解明

食後血糖値上昇抑制作用を有する食品素材中から機能性成分を単離・同定し，その特性を暁らかにした。

食品素材としてはコメやソパなどの穀類を用い，まず Eトアミラーゼ限害活性の高い極分を琉安沈殿，ゲル櫨

過クロマトグラフィ一等により分離した。得られた各画分の分子量およびコメに関してはアミノ駿シーケン

スの関定も行った。また，食品素材として利用するには，加工・殺菌工程における加熱処理後も活性を保持

している必要があるため，試料溶液を種々の温度で一定時間保持後の α倫アミラーゼ阻害活性の測定も行った。

(5)老化モデル動物を用いた腸内共生菌による大腸免疫系の免疫制錦機構の解明と抗炎症に寄与する機能性

食品成分の探索，および共生菌と宿主紹抱の相互作用に着目した腸管における炎症反芯の抑制機構の解明

と腸管の炎症制御に寄与する機能性食品成分の探索その分子機構の解明

本研究では，腸管炎症を制御する機構を備えていることが大腸免疫系の大きな特徴のひとつではないかと

作業仮説を立て，腸管関連リンパ組織のうち，大腸部位の結腸リンパ節，及び、小腸部位のパイエル板におけ

るリンパ球の機能性を評価するため，各組織のリンパ球の細胞フェノタイプについて解析を行い，その特徴

を比較検討した。
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部科技名:生物資源科学部 氏名:山形一雄

6 研究結果 (4，000字以上記入してください。)

(1)生活習慣病の発症に関わる TNF-a，IL-1sおよび 7KCで誘導される血管内皮細胞(EC)障害および老化誘

導に対する食品成分の予防特性の探索

加齢に伴い老化が進み，糖尿病や動脈硬化などの生活習慣病の躍患率が増加する。この背景として，加齢

に伴う動脈硬化の強い関与が明らかにされ，動脈硬化の誘導刺激と生活習慣病の発症との関係が示された。

しかし，血管老化による動脈硬化誘導の機構の詳細は不明な点が多い。また生活習慣病の予防において，食

品成分の重要性が強く指摘されているにも関わらず，老化で誘導される動眠硬化に対する特異的な予防特性

の詳縮な解明は進んでいない。本研究において，これまで血管内皮細胞 (EC)に対して TNFα， 7KC， IL-Is 

などの因子が老化および動脈硬化に関係する遺弘子発現を調節することを示し，さらにこれらに対して

DHA，レスベラト口一ル， EGCGが異なる作用特性を持つことを探索し，これら作用特性の一部を解明した。

よって今年度では， TNFaの ECに対する作用と食品成分，特に作用が顕著だ、った DHAの作用の特性や機構

に焦点に絞り解析を進めた。結果は， TNFa刺激で細胞老化に関係する p21，p66， GLBlと動慌硬化の誘導

に関係する PAI-l，TXR2R， LOX-lの遺伝子発現(一部タンパク質発現)および老化関連 6ガラクトシダー

ゼ CSA-s-gaDの陽性縮胞の割合が有意に増加した。一方， TNFα は eNOSの発現を有意に減少させた。ま

た， TNFα はp38MAKPの遺伝子発現も増加させた。 TNFα で誘導増加された遺伝子発現の内， p21， p66， 

GLB1， LOX-lの発現は， NADPHオキシダーゼ阻害剤アボシニン添加で顕著に阻止，減少した。これら結

果は， TNFα 刺激で、老化と動脈硬化が問持に誘導され，この誘導に活性酸素が深く関与する可能性を示す。

また， TNFα 刺激により p38MAPKが顕著に増加することから， MAPK系のシグナルイ云達を介してこれら

イベントが誘導される可能性を示す。しかし DHAは， TNFα で誘導される p21， p66， GLBl， PAI-l， TXR2R， 

LOX-l， p38 MAPKなどの複数の遺伝子発現を共に減少させ，逆に eNOSの発現を顕著に増加させた。これ

ら結果は， DHAがこれら遺伝子の発現を調館して ECのTNFα で誘導される老化と動脈硬化の何れも1m.止し

ECの健全性にも貢献する可能性を強く示す。

(2)生体内酸化ストレス抑制，がん予防効果を有する機能性食品成分のその分子機構解明

ガーリック出来香気成分 diallyltrisulfide (DATS)が第二相薬物代謝酵素を誘導することで肝臓 IR(再

濯流)障害を抑制できるか検討した。さらに，肝臓 IR障害の回復に関与する matrixmetalloprotease 9 

(MMP-9)にも着任して検討した。 ICRマウスに DATSを5B関連続で後，肝臓の 70%を60分間最血した。

その後， 3， 6待問符濯流し肝臓における第二相薬物代謝酵素 glutathione-S-transferase(GST) とqumone

oxidreductase 1 (NQOl) の発現と活性を測定した。 DATS投与マウスに 60分虚血後 3時開の再濯流し，

障害を惹起させたモデルマウスにおいて，第二相薬物代謝酵素の活性，発現共に誘導されたが，肝障害マー

カーである ALT活性に変化がなかった。一方，再濯流 6時間のマウスにおける血紫 ALT活性は，大豆油を

投与した IR群と比べDATSを投与したIR群では約 60%減少していたが，酸化ストレスの指標である TBARS

に変イとはなかった。 MMP-9活性は， 3，6時間再瀧流弼者の DATS投与マウス IR群で顕著に上昇した。

(3) DNA付加体形成および修復メカニズムをターゲ、ツトにした発がん抑制物質の探索とその分子機構の解明

発がん物質として知られている BaPが過熱調理食品であるハンバーガーなど西洋食に多く含まれているこ

とが報告され，食事から常時暴露されていることが推察される。疫学研究において BaPの摂取量とがん発症

リスクとの間に相関があることが報告されているが， BaPの発がんメカニズムの詳細は明らかになっていな

い。ニンニク精油成分である DATSに抗がん作用があることが示しており，低濃度では Nrf2を介した heme

oxygenase・1(HO-l) ， NQ01の誘導による生体異物代謝系の促進による ROS誘導性細抱障害の抑制作用，

高濃度では Redoxの破綻による ROS産生の増加が縮胞のアポトーシスを誘導し抗臆境作用を示し相皮する

作用を有している。そこで， DATSの生体異物代謝系の促進作用に注円し， BaPの生体異物代謝に及ぼす影

響について検討を行ったところ， HepG2細胞において高濃度の DATSはBaPの代謝に関与する CYPIAlの

遺伝子発現を相乗的に誘導すること， BaPの代謝活性化のマーカーである BaPのDNA付加i体形成を充進す

ることを前年度見出した。そこで本年度は，更に詳細なメカニズムの検討を行った。

DATSの CYP1Al遺伝子発現誘導のメカニズムを解明するために，タンパク合成阻害剤であるシク口ヘキ

シミドを用いて検討した。 DATSによる BaP誘導性 CYP1A1の相乗的発現上昇は，シクロヘキシミドによ

って変化が観察されなかったことから， DATSによる CYP1Alの発現上昇に新規タンパクの生成は関与して
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おらず，直接的な調節または発現抑制タンパクの存在が示唆された。次に DATSが DNA付加体形成修復に

関与するか吾かを検討する符的で， BaP処理 18時間後に DATSを6時間処理し， BaPの DNA付加体形成

を観察した。 BaP処理後 DATS6時間において， DNA付加体形成量に変化は観察されなかった。また，

CYP1A1遺伝子発現は，同時処理と同棋に相乗的は発現上昇が観察されたが，修復遺伝子には変化が見られ

なかった。これらの結果から， DASTは DAN付加体修復には関与せず， BaPの代謝辞素の発現バランスを

変化させることで代謝活性化を促進し， DNA付加体形成を引き起こすことが示唆された。 DATSはDNA障

害を増加させることでアポトーシスを誘導し，抗がん作用を示している可能性が推察される。

(4)食後血糖値上昇抑制作用を有する機能性食品成分の探索とその分子機構の解明

コメおよびソパから， α"アミラーゼ阻害活性の高い闘分を硫安沈殿，ゲル滅:過クロマトグラフィ一等を用

いて単離した。コメの活性タンパク質は， nano LC-MS/MSの結果から，分子量約 16kDaの α-amylase 

inhibitors and seed storage protein subfamilyに属するアルブミンであった。ソパについては，データベー

スがないため，河定には至らなかったが，活性タンパク質は，分子量約 16kDaのアルブミンであった。

コメアルブミンは，昆虫の α・アミラーゼに対してのみ阻害活性を示し， Jlfff乳類由来の αーアミラーゼに対す

る阻害活性は示さなかった。一方，ソパアルブミンは，昆虫およびブタ梓臓出来の α櫛アミラーゼに対して盟

害活性を示した。コメアルブミンは，消化酵素により 14kDaの高分子ペプチドと 2kDa 以下の低分子ペプ

チドに分解し，高分子ペプチドは高い消住輯性およびグルコース吸着能を有していた。ソパアルブミンは，

消化酵素により全てが低分子ペプチドに分解されたが，ペプチドに分解されても高い αーアミラーゼ阻害活性

を{呆持していた。

コメアルブミンは，デンブン負荷時ばかりでなく，グルコース負荷時にも血糖値上昇抑制作用を示した。

また，ソパアルブミンはデンブン負荷時のみ，血糖値上昇抑制作用を示した。さらに，コメアルブミンをト

リプシンで分解後，ゲル憾過クロマトグラフイーにより， 14 kDaの高分子ペプチド画分と 2kDa以下の低

分子ペプチド画分に分離し，それぞれを用いて経口グルコース負荷試験 (OGTT) を行った結果，いずれの

両分も血糖値上昇持耕作用を示した。また，コメアルブミンの血糖値上昇抑制作用機序を解明するため， 11夏

腔内グルコース負荷試験(IPGTT) を行った結果，血糖値上昇抑制作用は見られず，このことからコメアル

ブミンは，消化管からのグルコースの吸収を阻害していることが明らかとなった。

(5)老化モデル動物を用いた腸内共生醸による大腸免疫系の免疫制御機構の解明と抗炎症に寄与する機能性

食品成分の探索，および共生藤と宿主細胞の相互作用に着目した腸管における炎症反応の抑制機構の解明

と腸管の炎症制御に寄与する機能性食品成分の探索その分子機構の解明

結腸リンパ俸にはバイエル板細抱に比べて CD3陽性T細胞の割合が有意に少ないことや， CD4陽性 T細

胞中の活性北フェノタイプである CD45RBlo細胞および CD69hi縮胞の割合が低いことが明らかになった。こ

れらは腸内産!日臨を有していない無菌マウスにおいてはさらに発現量が低い傾向がみられることから，大腸免

疫系においては，腸内共生障に依存して CD4陽性 T細胞の活性化型級胞の割合は小腸免疫系に比べて低く制

御されており，このことによって T細胞に依存した免疫反応も過剰に起こらないように制御されている可能

性がある。一方，腸内共生騒が産生する短鎖脂肪騒が存在することによって，腸管免疫系の IgA康生Jib答は

強く影響を受けており，特に，酢酸や乳酸とは異なり酪援やフロピオン酸の存在下では結腸l)ンパ節細胞が

IgA産生応答を抑制されやすい特徴も明らかとなり，腸内共生菌の代議に影響を与える食事条件を介して免

疫制御に作用する可能性も推察された。一方，腸管上皮細胞における免疫制御反応に関与する遺伝子解析を

行うために miRNAアレイ解析により miRNAの発現の網羅的解析を行ったところ mi乱 21-5pは腸内高!日菌

により発現が上昇する miRNAの候補として同定された。この miRNAは無菌マウスよりも通常マウスの腸

管上皮細胞において発現量が高いのが特徴である。
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2015年度文部科学省科学研究費助成事業挑戦的萌芽研究「光機能性人工ナノ粒子を用いた細胞内 PGE2受容

体の機能解明とその応用」企宣庭弘(分担者，代表:伊藤芳久)(3年総額 60万円/290万円)

2015年度文部科学省科学研究費助

成事業基盤研究(c)rプロトテカワクチンの開発J加納塁(研究代表者)

皇誼
2015年度文部科学省科学研究費助成事業基盤研究(B)r真菌の薬剤耐性をゲノムワイドに観る」盆山珪盟(研究

代表者)

2015年度文部科学省科学研究費助成事業基盤研究(B)rゲノムワイドな多型解析とメタゲノミクスで探るヒト病原真

菌の生活史と小進化プロセス」蓋藍本(研究代表者)

2015年度文部科学省科学研究費助成事業基盤研究(C)r歯周病原簡制御戦略:酵素の構造解析による特異的

病原因子の機能解析とその制御j昆虫盤王(研究代表者)

2015年度文部科学省科学研究費助成事業基盤研究(B)r脂質メディエーターに着陸した筋萎縮性側索硬化症の

病態解明と創薬研究j企萱慶弘(分担，代表:伊藤芳久)

※ f6 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Oで掴んでください。

否の場合i之理由撃を添付して下さい。 一
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4 研究目的

本研究は，近年解析が進んできた真菌ゲノムの情報などを基にした分子生物学的手段を用いて，次の研究

をすることにより，ヒトおよび動物真菌症の，予防，治療に結びつけることが目的である。

。診断・同定法の開発

2)環境および臨床分離の真菌の局在解析(地理的疫学解析を含む)

3)分離真菌の薬剤耐性菌や性状解析

4)抗真菌薬あるいは真菌症予防薬の開発のヒントを探る

診断法の確立:

真菌症の中でもその感染が内臓や全身に及ぶ深在性真菌症の，可及的診断に寄与するために，分子生物学

的手法を用いて臨床現場で応用できる系の確立を目的とする。

予防圃治撮に向けて:

真菌症の中には内菌性感染もあるが，そのほとんどは環境からの感染である。それにもかかわらず，環境

中に病原真菌がどのようにどの程度分布しているかという調査はされていない。本邦で問題になっている真

菌症の中でも最も侵襲性の高い A申 θ'Tgillus属について， (1)地理的分布の現状把握すること， (2)その分布

と試料採取地点、の環境との相関関係を明らかにすること， (3)分布の将来予測を行う，ことによって真菌症の

予防に役立てる。 (4)分離された菌の薬剤耐性について調査する。

5 研究概要

真菌症は細菌感染に比較すれば少ないものの，ヒト剖検例では全体の 10児でその感染がみられるとし、う本邦

のデーターがある (Kume，2011)。メタボリツクシンドロームや老齢化した日本では，真簡症は日和見感染と

してとトの医学領域ばかりでなく，獣医学，歯学領域で益々問題視されている。総合大学の本校ならではの

横断的解析が行えることは，一つの特色である。本研究は真菌およびその薬剤耐性菌の同定・診断法の開発，

疫学調査を行うことにより，真菌症の抗真菌剤選択の一指針になり，また抗真菌薬耐性の問題への適切な取

り組みにつながると考える。

診断:

本邦では，真菌症の分子生物学的手法を用いた診断法はまだ認可されていない。診断は生検組織における

菌糸の存在や各種培養による真菌の証明がいまだに gold-standardであるが，血液培養での陽性率は低い。

遺伝子診断が確立すれば，特異性，迅速性，客観性，省力化などの点で極めて広い有用性が期待される。し

かもその医学への期待される貢献度を考えると，適応例が多く，価値あるものと考える。さらに霞種レベル

で遺伝子診断を可能にすれば，一部の薬剤耐性菌種に対しての対策や治療方法を変えることにより，医療経

済的コストを下げることができる。

また，In situでの分子生物学的手法による診断は，組織内の真菌要素を，局在している状態で背景の組織と

ともに観察できるので，菌の検出とともに病理学的背景，すなわち組織内局在とともに組織反応の特徴を観

察できるという利点がある。しかも，①抗体を用いた免疫組織学的手法と異なって，属・種レベルでの特異

性が期待できる，②菌要素が確認できるため，疑陽性が容易に否定できる，③核酸の抽出が不要なため，著

しい組織破壊や消失過程にある真菌などの組織内核酸が断片化されていても検出できる可能性がある，など

の長所がある。本法は高い感度と，形態学的な局在性の検出という病理組織学の特徴を兼ね備えたものであ

る。

病原真菌の環境分布の調査:

病原性真菌の野外環境における分布に関する情報は現在殆どないため，本研究で得られる知見は疫学的及

び予防医学的に重要な知見となると考えられる。また，人間活動による薬剤耐性菌の出現は，それが既存の

集団中に拡散することにより従来の遺伝的多様性が脅かされる可能性が高く，微生物の種保全の観点からも

重要な知見となると考えられる。さらに菌類では他の生態群を含めても地理的なスケーノレでの分布研究が少

ないため，種の分布パターンとその制限要因を解明する生態学や環境科学においても重要な知見を提供する

と期待される。
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6 研究結果 (4，000字以上記入してください。)

〔真欝の補助診新法の確立〕

ムーコノレ症の病理診断のための遺伝子補助診断法の開発

ムーコル症とは接合菌症ともいわれ，飽の真菌症と同様特徴的な臨床症状に乏しいが，アスペルギノレス症

と症状，臨床所見や理化学的所見が似ている。しかし治療はアスペルギノレスに有効なボリコナゾーノレが無効

であり，抗真菌剤としては AMPH-Bが唯一用いられているため，一刻も王手い診断が望まれる。(1→3)-s -0-

グルカンが陰性であり，実用化された凪清診断法がないため，確定診断には真菌学的検査が必要であるが，

培養による検出率は低い。そこで生検などの病理組織学的検査による菌要素の証明が必要となる。しかし形

態学的判断のみでは確定診断に苦癒することも少なくない。今西本商種の検出を目的として，新たなブpロー

プを設計し，感染マウスモデルおよび臨床検体でその特異性を確認した。

Muω1・目菌種を検出するために， Vec加rNTI explorer ver. 10.3を用いて，菌種間での多様性が報告され

ている 26SrRNA遺伝子 (rDNA) の多量配列アライメントを行った。 BeaconDesigner Ver. 8.3を用いて

PCR用のプライマーを設計した。増幅産物の長さは 228bpである。 PCRDIG Probe Synthesis Kit (Roche 

Diagnostics K.K.， Japan)あるし、は PCRFluorescein Labeling Mix (Roche)を用いて， digoxigenin (DIG)あ

るいは fluoresceinisothiocyanate (FITC)擦識した。培養語体，マウス真菌実験感染モデノレおよび臨床検体

の おpergillus症例 3検体，始cor症例 5検体を用いて，その特異性を証明した(閣 1)。

A) B) C) D) 

4・

X40 x400 X40 x400 

図1DIG標識プローブを用いたISH法によるR.oryzae感染マウスモデル腎検体(A，B)および臨床検体(C，D)から
のムーコノレ目商の検出

A)Grocott染色， B)IS註法， C)ISH法， D)ISH法
A)のGrocott染色に対応した場所にISH陽性の菌要素が認められる。臨床検体(C，D)においても陽性シグナル
が得られた。

盟内学会

埜出産盟，蓋旦益二é_，左目選~ ~皇.高IJ鼻腔真商症の insi均 hybridization 法による分子疫学解析.第 87 回

日本紹菌学会総会， 3月 26幽 28日， 2014，東京.

大櫛鑑，安塾恭子，篠崎稔，大久保陽一郎，若山 恵、，栃木蔵文，越谷和俊，主鴎~ ~，社山蓋盟.

FIS狂法による臨床病理検体からのムーコノレ自真臨検出系の開発.第 58回日本塁真菌学会総会， 11月

1-2日， 2014，横浜.

〔病原真菌の疫学調査〕

S'JJoTOthl'IX f!lobosaの班atingtvpe解析

ヒトの Sporotrichosisの起因菌として最も一般的な起因蕗である S.globosaのmatingtype解析をしたと

ころ，MATlゴゴ遺信子を持つ欝株が 1に対して MATl-2ゴを持つ菌株が 3であった。また，これらの A必 T

遺伝子は，S. schenckiiおよび命'hiostomamontium.とは異なった遺伝子であった(論文)。

五盆noR， Clement K.引.Tsui， Richard C. Hamelin (他 7名)TheMAT1幽 1羽 AT1欄 2Ratio of命 orothTix

globosa Isolates in Japan. Mycopathologia 179(1叫 :81耐 6，2015.

E担 立R，Okubo M， Siew HH， Kamata H， Hasegawa A. Molecular typing ofゆoTOthnxschenckii 

isolates from cats in Malaysia. Mycoses. 58(4):220吃 2015.
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研究結果(つづき)

皮膚真菌症起因菌 'Ihchovhvtonmen臼必ω'hvtesco血 plexの分類

自癖が真菌による疾患であると発表されて以来，その起因菌属である Trichophytonの分類は混乱をきわ

めている。われわれは pulsed-fieldgel電気泳動法によって核型を決定し， mating pairにおいてもその核型

が異なることを報告している。現在真菌の命名が討議され，種々の提案がされているが，本属の分類も更な

る解析が必要と考える。

盆山室盟，渡部民也(他 7人)0 '1'1'1・'chophytonmentagzりIfJhytes∞mplexの核型および分子系統学的解析.

第 97回日本細菌学会関東支部総会 (2014.10.30)

さらに遺信子型による ArthIりdezw.abenhamiaeの日本での疫学調査を行い，論文にした。また，その分

類史を総説にまとめた。

Hiruma J，五盆主主主， Harada K， Monod M， Hiruma M， Hasegawa A， Tsuboi R. Occurrence of 

Arthroderma benhamiae Genotype in Japan. My∞pathologia. 179(3・4):219-23，2015.

2盛色~，長谷川篤彦• Trichophyton mentagrophytes complexの分類史.Medical Mycology J ournal 

55包)， J73-J77， 2014. 

Asvendllus属菌種の環境分布調査

近年、アゾーノレ系抗真菌薬に耐性を示すA.fumigatusの増加が問題となっている。耐性獲得機序について

は解明されていないことも多く、アゾーノレ系抗真菌薬に類似した構造を含む農薬の使用や、イトラコナゾー

ルの長期投与が耐性化と関与しているとする報告がある。オランダを中心とする海外の報告では、環境分離

株の中にもアゾール系抗真菌薬耐性A.fumigatusが確認されており、遺伝学的にも臨床分離株に近いことが

証明されている。毎年アゾーノレ系農薬を使う農地から A甲 θ培 illusを採取し，農薬使用前後での耐性菌の分

布をみたところ，菌の耐性化は認められず，本邦での農薬使用頻度では比較的問題が少ないことがわかった。

Ka旦oR， Kohata E， Tateishi A， Muravama Sy，旦主盟主D，Sh通話aY，五盟主民主， Inoue宜， KamataH， 

Hasegawa A. Does farm fungicide use induce azole r四 istancein A伊 θ'rgillusfumigatus? Med Mycol. 

53(2):174・7，2015 

また，A弓pergillusは野外環境を主に生活しているが，本菌の体系的な生態学的研究は殆ど行われてこなか

った。野外環境での本菌の生き様を知ることは、地球環境変動による分布変化予測や薬剤耐性菌の拡散リス

クの評価を行う上で重要であると考えられる。そこで本邦の自然環境中での生活様式を明らかにすることを

最終的な目的とし、北海道から沖縄県に渡る約 20地点での分布調査を行ってきた。各地点における出現頻度

の算出に加え、得られた菌株の遺伝子型を決定し集団遺伝学的解析を行うことで分布にどの様な傾向がある

か評価し，本菌の分布パターンを解析した。

塵塑*，永野惇，本庄三恵，八杉公基，工藤洋，投山車盟，担盤塁，企萱塵弘，且史盤王.自然環境中にお

ける A.fumigatusの分布パターン.真菌症フォーラム第 16回学術集会(国内学会)

〔口腔肉ケアのための抗真菌活性物賓の解析〕

口腔常在菌である Candidaalbicansは歯周組織の慢性炎症や口腔カンジダ症などの口腔疾患と関連が報
告されている上，誤聴性肺炎などの様々な全身疾患を誘発することが明らかになっている。

プロタミン加水分解ペプチドHAP-100はC.albicansの増殖能および菌糸形への形態変化能の抑制による抗
真菌作用を有するだけではなく，ヒト気管上皮細胞であるBEAS-2B細胞において炎症抑制作用を有する可能
性が示唆された。従って，プロタミン加水分解ペプチドHAP-100はBEAS-2B細胞における慢性炎症の発症と
進行の予防に有効であると考えられた。

矢口学， 83主昆王(他7名).ヒト気管上皮細胞における Candidaalbicansに対するブρロタミン加水分
解ペプチドの効果.障害者歯科 35(1)1・9，2014. 

M Yaguchi， M Hishinuma， E Inomata1ラ SYMuravamA主主担金，旦丑主盟主，且五竪旦毘，ヱエ控控室， T Nomoto. The 

effect of hydrolyzed protamine on gingival fibroblasts stimula匂dwith C.αlbicans. The 22nd Congress of the 

Intemational Association for Disability and Oral Health. Oct 2-4，2014， Berlin， Germany (国際学会)

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 学学長殿

氏

所属・資格 薬学部・准教授

下記のとおり報告いたします0

1 研究課題

YB-lタンパク質と AhRを分子標的としたインディノレどン誘導体によるがんの悪性化随害

2 研究組織

氏 名

O研究代表者名

小林俊亮

所属部科校・資格 役割分担

薬学部・准教授 研究総括、インディルピン誘導体の YB-l核移行阻

害活性評価

0研究分担者

和 田 平 薬学部・助教
AhRアンタゴニストのスクリーニングと動物を用

いた解析

大橋祥世 薬学部・助教
インディルどン誘導体の作用機作と YB-l核移行

メカニズムの解析

蔚藤弘明 薬学部・助教
蛍光インディノレピンの合成と YB-lとの相互作用

の解析

青山忠 理工学部 .f怯教授
インディルピン誘導体の合成と AhRアンタゴ、ニス

トのスクリーニング

合計 5名

3 本研究をもとに申詰した外部研究資金及びその獲得状況

小 林 俊 亮 平 成 27年度科学研究費補助金基盤研究(C) 
小 林 俊 亮 平 成 27年度長寿佳療研究開発費獲得

※句 研究結集j について，ホームページ等での公開⑪否) いずれかをO咽んでください。

否の場合!会理砲撃を添付して下さい。
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4 研究目的

本プロジェクトは、様々ながんの悪性化に関わる YB-1 タンパク質と肝がんの誘発に関わる AhR (aryl 

hydrocarbon receptor)の活性を阻害し得る化合物としてインディルピン誘導体に注目し、創薬への応用を目

指した有効性の評価と阻害機構の検証を行うことを目的とする。

(1) YB-1タンパク質は、転写、翻訳、複製、スプライシングなどに影響を与える多機能タンパク質で、正常細

胞では主に細胞質に存在して mRNAの細胞内分布や翻訳調節に関わっている。しかし、がん締抱おいては抗が

ん剤などによる genotoxlcな刺激に応答して核内への移行が起こり、多剤耐性、増殖促進、がん抑制遺伝子

の不活化や転移誘発など、がんの悪性化に関わる様々な現象を引き起こし、治療にとって大きな障害の原因

となっている。したがって、このタンパク質が核内で発弾する作用を臨書することは大切である。しかし、

YB-1の核内作用は多岐にわたっており、それぞれに対処して行くことは困難である。ところが、 YB-1の核輸

送を祖害することができれば、核内で起こる悪性化に繋がる現象の多くを同時に抑制することが可能となる。

我々は、インディルビン誘導体が多剤耐性遺伝子発現に抑制的に作用することを見出す過程で、この YB-1の

細胞内局在にも影響することを見出した。そこで本研究では、その効果を詳しく解析する。

(2)近年、肥満、糖尿病、高血圧などのメタボリツクシンドローム患者数の著しい増加に伴い、肝法泉椎化を伴

った NASH(非アルコーノレ性脂肪肝炎)を基盤とした貯がん発症への進展が深刻な社会問題となっている。 NASH

は肝硬変・肝がんへと移行することから、 NASHへの進展、特に肝線維化を阻止することが望まれているが、

肝線維化の抑制を目的とした効果的な治療薬および治療法は未だ確立されていない。この NASHの要盟である

脂肪肝発症、活性酸素誘導および肝線維化の発症にダイオキシンの受容体として知られている AhRの活性化

が関与していることが示唆されている。そのような状況の中、 AhRの生体内リガンドとしてインディノレピンが

同定された。そこで、本研究ではインデイノレピンの誘導体ライブラリーの中から、実用的な AhRアンタゴニ

ストの間定を行い、 AhR活性阻害を介した肝線維化抑制効果を検討するとともに未だ不明な点が多い NASHを

基盤とした肝がん発症メカニズムにおける AhRの役割を明らかにする。

5 研究概要

1. YB-1に関する研究

本研究の特徴は、 YB-1の核移行自体を阻害することにより、がんの悪性化に繋がる様々な核内現象の発現

を根本から抑えることを目指すことにある。それが可能となれば、がんの増悪を防ぐばかりでなく、細胞障

害性を主作用とする抗がん弗jの投与量を減らして、副作用の軽減にも寄与できる。もうひとつの特色は、 YB-1

核移行のメカニズムの解明に繋がることである。これにより、新たな標的分子の設定も可能となる。

YB-1に関しては、以下のことを行った。

(1)瞳虜継胞を抗がん剤で処理することで起こる YB-1の核移行と、それによって誘発されるがんの増悪に関

わる遺伝子の発現増加に対するインディルビン誘導体の効果の検証。

(2)インディルピン誘導体のもつ YB-1核移行阻害機構の解析。

(3)抗がん剤による YB-1核移行メカニズムの解析。

(4)抗がん剤とインディルピン誘導体の併用効果を検討するためのアッセイ系の構築の開始。

2. AhRに関する研究

薬学部で構築された様々な側鎖を導入したインディルビン誘導体ライブラリーから、AhR活性担害作用を有

するインディノレビン誘導体を同定し、肝線維化の抑制効果およびNASHを基盤とした肝がん発症に対する新た

な治療薬の開発を目指す。また、肝臓特異的 AhR欠損マウスを比較対象として用いることで、インディルピ

ン誘導体の肝 AhR作用の特異性および肝線維化発症メカニズムを明らかにすることが期待できる。

AhRに関しては主に以下の 2点について解析した。

(1) AhRの生体内リガンドであるインデ、イルピンの置換基を変えることでアンタゴニストとしての活性をもっ

誘導体を得る。

(2)スクリーニングによって得られたインデイノレビン誘導体が、実際に AhRの活性化を抑制することができる

かを調べる。

3. インディルピン誘導体合成に関する研究

上述の生理作用をもっインディノレビン誘導体に加え、有用な化合物を得るために様々な特徴を持ったイン

デ?イルビン誘導体の合成系を確立する。

本研究には研究協力者としてボスドクの問中融が参加した。
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6 研究結果 (4，000字以上記入してください。)

1. YB-lに関する解析

我々は、多剤耐性遺伝子山引の転写因子 NF-Yに作用して転手を抑制する化合物をスクリーニングして、

インディルビン誘導体を得た。インデイノレピン誘導体は、嫌々なタンパク震と柁互作用することが知られて

いるので; YB-lの核移行に影響を与えるものが得られる可能性を考え、インディルピン誘導体ライブラヲー

をスクジーニングした。培養臆場細胞を抗がん剤(アクチノマイシン D、 ドキソルピシン)で処理すると YB-l

の細胞質から核内への移行が観察された。そこで、神経系臆場細胞 NGI08-15と肝がん由来細抱 HepG2を用い、

インディルピン誘導体の存在下でアクチノマイシン D処理による YB“1の核移行を免疫染色で調べたところ、

50種のインディノレビン誘導体のうち、数種類が抑制的に働くことがわかった。その中で最も活性の強いもの

を lndirubinIIとした。

(1)抗がん剤処理による YB-1の核移行に対する lndirubinIIの阻害効果とがんの悪性化に関わる遺伝子発

現抑制効果の検証

HepG2細胞にアクチノマイシン Dを加えると YB-lの核移行が起こるが、 100酬の IndirubinIIで処理す

ることにより明確な抑制効果が観察された。このとき、綿胞内で多剤耐性遺イ云子山R1の発現最の変牝を特異

的な Primerを用いた RT-PCRで調べた。その結果、四一lが核移行する系(コントロール)では 6'"'-'7倍に増

加する転写活性が、 lndirubin立により YB-lの核移行を阻害することで増加率を 60泊以上抑えられることが

わかった。また、細胞増殖に関わる EG叩遺伝子の発現増加は、コントロールで 6倍増加するものが約1.2

倍にまでに抑えられた。このように、 Indirubin立は抗がん剤刺激による昭一1の核移行を阻害してがんの増

悪に関わる遺伝子の発現を抑制できる化合物と言える。さらに、 MDR1とは異なるメカニズムで薬剤耐性獲得

に関わる遺依子や、がん締胞の増殖と多臓器への転移に関わる遺伝子などの転写活性化に対する阻害効果を

解析中である。

(2) YB-1核移行阻害機構の解析

Indirubin IIの YB…1核移行阻害機構を調べるために、 IndirubinIIに蛍光物資であるアントラセンを付加

したものを合成した。この誘導体が弱し、ながらも核移行阻害活性を保持していることが確かめられたので、

これで処理した締胞の抽出液を抗 YB-l抗体で免疫沈殿し、 DMSOで溶出後、蛍光測定を行ったところ、抗 YB-}

抗体特異的にアントラセンのどークが観察された。このことは、 IndirubinIIがYB-1と相互作用することを

示唆している。

(3)抗がん剤による YB-1核移行メカニズムの解析

核移行のメカニズムの解析は、 lndirubinIIの作用機作を明らかにするばかりでなく、核輸送因子という

新たな分子標的を設定するうえでも重要である。我々は、 YB-l分子上の YB-NLS領域が核移行に必須で、ある

ことを報告している。そこで、この部分と GFPとの融合遺伝子を発現させ、核移行が起こっている綿臨の抽

出液を抗 GFP抗体で免疫沈殿し、 YB-NLSと相互作用している因子を電気泳動と銀染色で特定後、 LC-MS/¥!S

で解析した。 5つのタンパク賓が罰定されたが、興味深いことに全てスプライシング関連因子で、あった。 YB-1

分子から YB-NLS部分のみを欠失したものと GFPの融合タンパク質を発現させ、免疫沈殿を行ってもこれらの

因子は回収されなかった。したがって、これらは YB-NLSと特異的に相互作用する核輸送因子であることを意

味している。今後、 lndirubinIIと抗がん剤で処理した締胞における内在性の YB-1とこれらの因子との相笈

作用に対する影響を調べる。

(4)抗がん剤と Indhirubin立の併用効果の検討

各種のがん細胞に対して様々な抗がん斉Ijと Indirubin立を併用することにより、抗がん剤の使舟最を軽減

できる可能性を調べることが目的である。本年度は、アッセイ系の検討を行った。手しがん由来の MCF-7細胞

を用い、 IndirubinIIで数時間前に処理した後、 ドキソノレピシンの感受性を諦べたところ、 YB-lの核移行阻

害が観察され、コントロールに対して約 40犯の抗がん剤量で効果が現れることがわかった。今後、さらに様々

な抗がん剤と組み合わせて効果を調べ、がん細胞の種類に対する特異性などについても解析していくことが

大切である。
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研究結果(つづき)

(5)本研究に関連して行った、がんの増悪の一因として化学療法を困難にする多剤耐性遺伝子(MDR1)の発現

に対して睦害効果を示すインディルどン誘導体のスクリーニングについて記す。まず、発現に必須な転写国

子市-YとMDR1遺伝子プロモーター上の結合配列との相互作用に影響を及ぼすインデイノレピン誘導体をスク

リーニングし、 NF-Yの DNA結合性を変化させる化合物を 3種類見出した。転写実験により、それらが NF-Y

自体の量には変化を与えずに MDR1遺伝子の発現を抑制することを確かめた。

2. AhRに関する解析

肝線維化およびNASH発症の誘発には、インディルビンをリガンドとする AhRの活性化が関連する。そこで、

AhRのアンタゴニストの探索を目的として、インディルビン誘導体のスクリーニングと候補化合物の効果の

検証を肝がん由来 Hepa1clc7細目包を用いて検討した。

(1)スクリーニング

方法としては、 AhR応答配列 XRE(XenobioticResponse Element)を含むリポーター遺伝子を Hepa1clc7細

胞に導入し、インディルピン誘導体の AhR活性に対する抑制効果を指標にして行った。 AhRのアンタゴ、ニス

ト候補化合物のスクリーニングには自本大学薬学部が所有する化合物ライブラリーの中から、 74種のインデ

イノレピン誘導体を用いた。その結果、基本化合物であるインディルピン 100nMを処理した Hepa1c1c7細胞

における AhRの転写活性は DMSO処理群に比較して約 6倍の増加を示した。その一方、 3種のインデイノレピン

誘導体 (7-Methoxyを持つ誘導体 2種と 5-Methoxy誘導体 l種) (100 nM) をインディルビン 100nMと照時

処理した細胞において、リガンドとしてのインディルビン基本牝合物によって誘導される AhR活性の増加は

著しく抑制された。また、その抑制効果は、 DMSO処理群とほぼ間程度にまで減少が認められた。

(2)アンタゴニスト効果の検討

これら 3種類のアンタゴ、ニスト候補化合物をそれぞれ前処理した細胞において効果を調べたところ、イン

ディルピンによって誘導される AhR活性増加が著しく抑制された。 (1)の結果と合わせ、これらはリガンドに

対して十分な競合作用をもっと言える。興味深いことに、 AhRに対する合成アンタゴニストとして使用され

ている CH223191のAhR抑制効果は、前処理した細胞においてのみ認められたものの、インディルピンとの同

時処理においては抑制効果が認められなかった。また、 100μMの CH223191を前処理した細胞において 3種

の誘導体と間程度の抑制作用を示すことがわかった。これらのことから、 3種のインディルビン誘導体の AhR

アンタゴニスト作用は、既存の AhRアンタゴ、ニストである CH223191に比較して、強い AhR結合活性を示した

だけでなく、低濃度で作用する有効なAlボアンタゴ、ニストであることが示唆された。現在、アンタゴ‘ニスト

作用の最適条件を調べているが、これらの化合物が一部の内在性 AhR標的遺信子発現において生体内リガン

ドであるインディルピンと桔抗することを見出しており、さらに、ダイオキシンなどの AhRアゴ、ニストに対

する影響を解析している。今後は、食餌誘発肝線維化マウスでの AhR阻害効果を調べるため、野生型マウス

を用いて、投与法ならびに投与量についての検討を行う。また、これらインディルピン誘導体の AhR依存性

を検討する自的で使用する肝臓特異的 AhRノックアウトマウスは、随時交配しており、実験に供することが

できる。さらに、生体内の AhRリガンドと考えられているインディルピンによる肝線維化に対して、 AhRア

ンタゴ、ニストとして invitI得。で有効性が確認できたインディルビン誘導体が示す影響を、線維化モデルマウ

スである STAMマウスを用いて検討する準備を進めている。

3. Indirubin誘導体合成に関する研究

生物活性の更なる向上を期待して水捺性を高めた Indirubin誘導体を設計および合成した。その中には一

般的な有機溶媒である酢酸エチノレやクロロホルムに高い溶解性をもっ化合物を見出すこともできた。有機化

学研究室内において化合物の物性と生物活性に関する基礎実験を実施中である。

IndirubinはGSK-3s、CDKのような細胞増殖照期を制御することが知られているキナーゼを分子標的とす

る阻害剤であり、抗がん剤としての開発が期待されている。我々は代表的な抗腫療剤であるシスプラチンと

比較して、より強い抗腫場性活性を持つエポキシ誘導体 Indirubin3'一(沙oxiran-2-ylmethyl)oximeをイン

注 必要に応じて，このページをご使用ください。
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研究結果(つづき)

ディルピン化合物ライブラソーの中に所有している。 HepG2細胞を用いる代謝実験などか Vlt1'O系の実験を

実施した。またエポキシド構造が求核試薬に対して高反応性の化合物であることからシステインのようなチ

オール基 (SH) をもっ化合物と反応する可能性が想定されたため、これを実験により証明した。以上のよう

なことから indirubin3' -(OLoxiran-2-ylmethyl)oximeの抗がん剤としての可能性が示された。

また、誘導体の出発原料となるインデイノレどンを大量合成した。インディルピンは 25mgで 17，000円(東京

化成(株))と高価格であり、これを購入しての合成では誘導体の供給量が樺めて限られる。既報に従い、複

数回の合成を繰り返すことでインディノレピンを約 5g合成することに成功した。平成 27度は、これを基にイ

ンデイノレビン関連化合物の合成を実施する予定である。

本研究に関連した成果発表

( 1 )学術論文

1.インディルビン誘導体の新たな生理作用として多剤耐性遺伝子の発現抑制作用を見出した。

主担建主主.， Oh強hiS.， _S豆旦H.，Higuchi T円 TabataK.， Kosuge Y.， Suzuki T吋 MiyairiS.， and Kobavashi S. 

Indirubin derかativesalter DNA binding activity of the transcription factor N下Y and inhibit MDRl gene 

promoter. 

EUI: J Pharmacol. 741: 83必9(2014). 

2.抗臆場活性をもっ新たなインデイルピン誘導体に関する解析を行った。

Ichimaru Y.，主豆旦H.，Uchiyama T.， Metori K.， Tabata K.， Suzuki T.， Miyairi S. 

Indirubin 3' -( O-oxir奄an-2ヴImethyl)oxime:A novel anticancer agent. 

Bioorg. Med. Chem. Lett. (2015) in press. 

( 2 )学会発表

1.主掻笠堂、現史盛、土埜盤亙

YB-1の核移行シグナノレと相互作用するタンパク質の解析

第 87四日本生化学会年会(平成 26年 10丹 17日 京都)

2.旦史盤、さ掻笠堂、土埜盤嘉

転写因子 NF-YのひNA結合性を変化させ MDR1遺伝子プロモーターを岨害するインディノレビン誘導体

第 37四日本分子生物学会年会(平成 26年 11月 27日 横浜)

3.本撞笠盤、毘皇盈、土埜箆査
がん増悪悶子 YB・1の核輸送タンパク質の探索

第 135回日本薬学会(平成 27年 3月 28日 神戸)

4.鈴木孝、宮入伸一、田畑恵市、重慶弘盟

悪性鰻壌に対する高漂択的細胞毒性を有するインディノレピン誘導体

日本大学新技術説明会(平成 26年 9月 16日 白木大学本部)

5.市丸嘉、安西美咲、梅原美乃、藤井矯、童盛弘盟、内山武人、宮入伸一

lndirubin 3'-( O-oxiranふ ylmethyl)oximeの生物学的安定性の検討

第 58回日本薬学会関東支部大会(平成 26年 10月4日 昭和薬科大学)

6.栗田雅弘、田熔恵市、市丸嘉、童塵弘盟、宮入伸一、鈴木孝

神経芽臆に対する新規治療薬のための indirubin誘導体の抗鰻療効果の探索

第 56四日本小児血液・がん学会学術集会(平成 26年 11月 30日 岡山)

7.栗問雅弘、市丸嘉、重盗弘担、田畑恵市、宮入伸一、鈴木孝

神経芽腫に対する indirubin誘導体の細胞間期停止効果

日本薬学会第 135年会(平成 27年 3月 26日 神戸)

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 27年 5月 22日

名 話 司昇 己記j氏

下記のとおり報告いたします。

1 研究課題

所属・資格 総合科学研究所・教授

(大学院総合科学研究科・教授)

新規遺伝子制御薬 PIポリアミドの創薬と iPS細目包誘導法開発

2 研究組織

氏 名

O研究代表者名

福 田昇

所属部科校・資格 役鵠分担

総合科学研究所・教授 研究の総括.P Iポリアミドの前臨床試験

0研究分担者

松本宜明
薬学部・教授 PIポリアミドの薬物動態

山隆彦
薬学部・助教 PIポリアミドの薬物動態・毒性・安全性試験

花j翠
生物資源科学部・教授 蛋白細胞導入法開発

舛 蹟善和 生物資源科学部・准教授 山中因子スタピロン作成

3 本研究をもとに申請した外部研究資金及びその獲得状況

1)平成 26年度文部科学省大学発新産業創出拠点プ口ジェクト、研究代表者:福田昇、研究課題名「新規バ

イオ医薬ピロール・イミダゾール (PIlポリアミドの創薬ム状況:不採択

2)平成 27年度科学研究費 基盤研究 (C)研究代表者:福田昇、研究課題名 f補体 C3による紐織 RA系の

活性化から高血圧病態形成J、状況:採択

3)平成 26，27年度科学研究費 若手研究(B)研究代表者:粛藤孝輔(本研究協力者)、研究課題名「悶Tを市i

御する新規 DNA認識化合物によるヒト iPS細胞誘導の高効率化j 、状況:採択

4)平成 27年度科学研究費 若手研究 (B)研究代表者:青山蜂彦、研究課題名「遺伝子発現抑制薬ピロール

イミダゾールポワアミドエマルションの薬物体内動態解析j 、状況:不採択

※ f6 研究結果Jについて，ホームページ等での公隠(盟・否) いずれかをOで囲んでください。

'8の場合は，理由撃を添付して下さい。
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4 研究目的

昨今、ケミカルライブラリーからの実地医薬の開発は国難で、その確立は 32.500分の 1である。そこで、

新薬としてバイオ医薬が注告されている。ピロール・イミダゾール(PI)ポリアミドは DNA認識抗生剤から

発見されたピロールとイミダゾール基からなる低分子有機化合物であり、 2本鎖 DNAに塩基特異的に結合

し、ターゲット遺弘子プロモーターに結合するよう設計すると、転写因子の結合を阻害し遺伝子発現を抑制

する。 PIポリアミドは、有機化合物であり核酸医薬と異なり生体内で安定で、 DDSを必要とせず全ての細

胞の核に取り込まれ、いかなる遺伝子にも自由に分子設計できる全く新しいバイオ医薬であるが、未だ実地

医療への臨床応用は成されていない。 PIポリアミドは合成に高度な手法が必要で、大量合成が難しく、世

界ではカルフォルニア工科大学、スクリプス研究所、京都大学と日本大学でのみ創薬開発を行っている。日

本大学では福田研究グループがこれまで、 N.研究プロジェクト、文部科学省戦略的研究基盤形成支援事業

にて独自な創薬開発を行い、線維性疾患に対しヒト TGF-slに対する PIポリアミドを知財化し、前臨床試

験として実験動物中央研究所との共同研究として、ヒト TGF-slに対する PIポリアミドをマーモセットで

の疾患モデルにて前臨床試験を行っている。一方、日本の高度医療をもってしても進行性腎障害の根治的治

療法はなく、腎不全での透析患者数が 40万人に達しようとしている。そこで今回の研究費によりヒト

TGF-slに対する PIポリアミドを腎障害の根治治療薬として開発するため、マーモセットに腎障害を作成

し、ヒト TGF-slに対する PIポリアミドの効果を検討する。

一方、ヒト iPS細胞由来網膜細胞の臨床試験が日本で開始されようとしている。しかしウイルスベクタ

ーやプラスミドによる安全性、発癌性の問題がある。そこでウイルスベクターやプラスミドを用いない化合

物による iPS誘導法の研究が盛んである。基本的には TGF-slの持制が iPS誘導効率を挙げる事が分かつ

た。そこでヒト TGF・slに対する PIポリアミドを用いて日本大学方式の iPS誘導法を研究する。

5 研究概要

1.腎不全モデルに対するTGF-s1PIポリアミドの薬物効果の検討

実験動物中央研究所において、マーモセットにシクロスポリン A(ネオーラル)を投与し、腎障害を作成し、

ヒトの TGF-s1遺伝子プロモーターを認識する PIポリアミドのリード化合物 (GB11 01)を投与し、腎障害への

効果を確認した。。

2. PIポリアミドの薬物動態、安全性の検討

薬学部でヒト TGF-s 1に対する PIボリアミドを除法化する目的で、 GB1101エマルジョン北し、安定性と体内

分布から投与経路の最適化を行った。

3.環状型PIポリアミドの薬物効果、創薬開発

新規に環状型 PIポリアミドの薬効、薬物動態を従来のへアピン型 PIポリアミドに比較検討し、その有効性

を確認したら、環状PIボリアミドの創薬開発を行った。

4.スタビ口ンと PIポリアミドによる iPS縮脇誘導法開発

生物資源科学部の花揮・舛慶が開発した高効率蛋白導入因子スタビロンにて iPS誘導山中 4国子する。最近

iPS誘導に TGF-s1抑制が必須であることが分かり、さらに TGF-slに対する PIポリアミドを用いて安全な日

本大学方式の iPS縮胞誘導法を確立を試みた。
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6 研究結果 (4，000字以上記入してください。)

1.腎不全モデルに対するTGF-sIPIポリアミドの薬物効果の検討

実験動物中央研究所と平成26年度に総合科学研究科との共同研究契約に則り、霊長類マーモセットの実験は当

研究費に基づき実験動物中央研究所マーモセット研究部にて行った。

1)マーモセット由来糸球体メサンジウム細胞単離培養

マーモセット腎臓よりシーゼング法でメサンジウム綿胞を単離継代培養を行い、ヒト TGF-s1 PIポリアミ

ドの PMA刺激による TGF-s 1 mRNAの発現抑制を確認した。

2)シクロスポリン腎症マーモセットモデルの確立

・マーモセットにシクロスポリン Aとしてノパルティス社のネオーラルを 25-200mg/kg/dayの異なった投与

量を約 iか月関投与し、経詩的に採原(蛋白尿)、採血 mUN.CRElの測定し、腎症の発症を検討した。ネオーラ

ルは 50mg/kg/day以上では腎障害はおこるが、横紋筋融解症と糖尿病を合併したため、最終的に投与最は

40mg/kg/dayとし、 iヶ月投与し、腎臓を摘出し病理組織標本にて組織樟害の検証にて、糸球体硬化と間質の

綿胞浸潤と線維化を確認した。

2)サイクロスポリン A腎症に対するヒト TGF-s 1 PIポリアミドの薬物効果の検証

-ネオーラル 40mg/kg/dayは2ヶ月投与し、投与 lヶ月間からヒト TGF-s 1 PIポリアミド (GBII01) 1 mg/kg 

聞を経静脈的に週 i臣、 4週間投与した0

・週 l回、採尿侶:06-06)し蛋白尿の排池を測定し、蛋白尿の低下を認めた0

・B問、クレアチニンを測定し、腎機能の改善を認めた。

• 8週間後にベントパルビタール 50mg/kg、腎臓を摘出し、 H&EおよびMasson's Trichrome染色で組織傷害

を評価したところ、ネオーラルによる腎臓傷害があまり強くなく、ヒト TGF-s 1 PIボリアミドの薬剤効果も

明確でなかった。そこで、今後はシクロスポリン Aとしてノパルティス社のサンヂィミュン水溶液を用いる

事とした。

3. PIポリアミドの薬物動態・安全性の検討

1)薬物動態

PIポリアミドの分子構造とこれらの薬物動態パラメータとの相関関係を調べることにより、設計した PIポ

リアミドの分子構造より体内動態を予測することが可能となる。これまでに調べた PIポリアミドのクリアラ

ンス、分布容積および血紫タンパク結合率と、分子構造を数値的に表す分子記述子との相関関係を調べ、構

造一薬物動態相関モデルを構築する。さらに PIポリアミドのエマルジョン化を行い、新規剤形を検討した(薬

学部松本、青山)。

また薬学部においてヒトおよびラット TGF-s 1のPIポリアミドをエマルジョン化機器を用いてマイクロフル

イダイザーにより、リン脂質を用いて誼径 100-300nmのエマルジョンを調製し、最も有効な組成を検討し

た。さらにエマルジョンの安定性と体内分布の特徴を調べ、投与経路の最適化を行った。

2) 毒性安全性試験(薬学部松本、青山)

・大量投与安全性試験としてPIポリアミドをマウスの静脈内に大量単回投与し、致死最を決定、組織学的検

査を行う。

• PIポリアミドのマウスでの致死量の決定:PIポリアミドをB6マウスの罵静脈からに投与し、 40mg/回以上

で死亡、 20mg/kg以下で、は全く安全域であった。

4.環状型 PIポリアミドの薬物効果、観薬開発

これまでの引ポリアミドの構造はヘアピン型で、印鑑は 10一明であったが、 2本鎖 DNAへの結合が不安定に

なることが問題であったが、サークル PIボリアミドは安定な結合で、 100分の lの濃度で結合した。日本大

学では京都大学理学系研究科との共同でサークル PIポリアミドの合成に成功した。ヒト線維芽細胞での PMA

刺激 TGF-s 1 mRNA発現に対する PIポ1)アミドいよる抑制をへアピン型と比較し、サークル PIポリアミド野

方が 100分の iの濃度での抑艇効果を確認した。
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研究結果(つづき)

さらに京大で合成した環状PIポリアミドの高効率大量合は反応性の高いPEG系レジン、反応性の高い縮合剤

や判明Pなどの反応試薬や湾媒の検討などによりPIボリアミド固相自動合成の条件をより最適化し、闘相合成

機反応カラムで20倍程度の反応スケールで、安価な大量合成を開発を検討した。。

5. スタビ口ンと PIポリアミドによる iPS細胞誘導法開発

1)ヒト TGF-s lPIポリアミドを用いたE時T誘導型上皮細胞株における抱T誘導効果の検討

ヒト TGF-s 1特異的PIポリアミドはヒト TGF-s 1プロモーター領域に設計可能なもので現在3種類設計済

みであり、既にヒト血管王子滑筋細胞において TGF-s 1の遺伝子、タンパク質発現を抑制することを確認して

いる。まずE舵誘導型上皮細胞に投与し、 METへの誘導効果があるか評価として、 PMAを 100nMの濃度でEMT
を誘導したヒト上皮細胞株に、作製した PIポリアミドをそれぞれ単独、もしくは複数組み合わせて、 10nM、
100nM、lμM等の濃度で投与し、投与後 24、48、72時間後の旧Tの誘導を細胞の形態変化、リアルタイム

PCR法による問Tマーカー (snai 1)の遺伍子発現解析で評価検討し、ヒト TGF-s1 PIポリアミドの METの誘

導を確認、した。

2)ヒト TGF-s lPIポリアミドによるヒト iPS細胞誘導効率の検討

ヒト TGF-sを標的とした PIポリアミドを用いて、ヒト iPS細胞の誘導を試みる。既存のヒト iPS誘導法

は、 iPS細胞の発見者である京都大学 iPS細胞研究所 CC日A)の山中先生らが開発した方法で誘導法はマウ

スエコトロピックレセプターをあらかじめレンチウイルスを用いてヒト線維芽細胞に導入しておき、そこに

レトロウイルスで初期化因子を導入、またはセンダイウイルス CSeV)ベクターキット CytoTuneめ一iPSCDNAVEC， 

DV-030Dを使用した。 PIポリアミドを投与するタイミングを①初期化因子 CSox2、Klf4、Oct4、c-Mycまた

はSox2、Klf4、Oct4の3因子のみ)導入時、②ヒト iPS誘導培地添加時の 2点に分けて、印刷から lμMの

濃度で投与し、それぞれの PIポリアミドの投与時と濃度におけるヒト iPS細胞誘導効率を iPS細胞様コロニ

ーの割合、遺伝子発現解析、免疫組織化学により評価し、比較検討し、ヒト TGF-s lPIポリアミドによるヒ

トiPS細胞誘導効率はセンダイウイルス CSeV)ベクターキット単独に比し 180%の誘導効率増加を認めた。

3) MT証-Stabilon-初期化因子のタンパク質発現系とヒト TGF-s 1プロモーター特異的PIポリアミドを用いた

ヒト iPS細抱誘導法の確立

花揮、舛慶との共同で、問問-Stabilon-初期化因子 CGlisl， Sox2， Oct4， Klf4)の融合タンパク質発現系

により、精製した融合タンパク質とヒト TGF-s 1プロモーター特異的 PIポリアミドを直接細胞に投与し、ヒ

トiPS細胞を誘導し、得られた iPS細胞様コロニーの蔀合をコ口ニーの作製率、遺伝子発現解析、免疫細胞

化学により評価し、既存のヒト iPS誘導法によるヒト iPS細胞と比較検討する(下医)。誘導法において、投

与するヒト TGF-s 1シグナリング関連分子特異的PIポリアミドの使用濃度や投与のタイミングは②で行った

検討の結果を考慮し応用し、作成できたヒト iPS細胞を何代か継代しつづけ、自己増殖能を評価した。

また他の組織への分化能を評価する。染色体の状態を染色体核型解析、マウスへの移植によるテラトーマ形

成観察を行い、作製した iPS細胞の遺伝的な安全性を評価した。

注:必要に応じて，このページをご使用ください。
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