




























【別紙様式 7】
課題番号 総 09-004

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 27日

日本大学総長殿

氏 名 漣 吾 通勤
所属・資格 生産工学部・教授

下記のとおり報告いたします.

1 種目 |奨励研究/一般研究(個ル一般慨供同必蚕棚:::>注:該当する種目をOで囲んでください

2 研究課題

ナノ粒子添加による環境低負荷型グリーンコンポジット創製法の開発と評価に関する研究

3 研究の目的

現存のガラス繊維強化プラスチックの代替としてグリーンコンポジット (GC) を用いる場合に，強度と

剛性不足が否めないし，特に高温状態での特性の低下が懸念される. そこで，今世紀に発見された最も重

要な新材料一つであるナノ粒子(チューブ，フレーク，クレイ)をGCに添加・分散させることでGCの力

学特性だけでなく，他の物理特性の向上を図り，環境負荷低減型の新しい構造材料を創製し，循環型社会に

貢献することを目的とする.

4 研究の概要

平成21年度に代表者と分担者が実施した研究の概要を以下に示す.

①ナノファイパーの生成方法の検討および強化繊維にケナフ織物を使用し、その表面にナノファイパーを

塗布したグリーンコンポジットの開発を行った。さらに、そのナノファイパーを塗布したGCの引張特性を

実験で評価した.ナノファイパーの材料にはポリ乳酸(PLA)とポリアミド 6(PA6) ，ポリエーテルサノレフォン

(PES)を用いた.

②溶融混練法によりポリプチレンサクシネート (PBS)とナノクレイを混練してナノクレイコンポジットを

作製し，混練条件およびナノクレイの種類がナノコンポジットの機械的特性に与える影響を検討した.

③昨年度はグリーンコンポジットの強化材としてケナフ繊維束を用いたが、今年度は幅広いGCを成形す

るために，ケナフ織物を用いた新たな引抜き成形機構を考案し，熱可塑性のグリーンコンポジットの成

形法を開発し，その問題点を明らかにし，その解決策を示した.

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

遺 吾ー(生産工学部・教授)研究の総括，ナノ粒子添加・分散法の開発

・研究分担者(役割分担)

青木義男(理工学部・教授) 引き抜き成形法の確立

上国 政人(理工学部・専任講師)加熱・加圧成形法の確立

高橋進(生産工学部・教授)射出成形法の確立

依田 満夫(工学部・教授)高温時の力学特性の解明

今村仙治(工学部・教授)常温時の力学特性の解明

青木隆平(東京大学・教授)物理特性の解明

※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.否の備は目白書を添付して下さい
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|氏名:遁 吾ー

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

6.1 ナノファイパ}の創製とナノファイパ}のグリ}ンコンポジットへの応用

(1)ナノファイパー創製法開発 エレクトロスピニン

グ法を用いてポリ乳酸とポリアミド 6，ポリエーテル

サルフォンのナノファイパー化に成功したが、この

方法は基本的に溶液紡糸法である.原理はポリマー

溶液にプラスの高電圧を印加させ，アースやマイナ

スに帯電したターゲット上に塗布する過程で繊維化

を起こさせる.そのとき，ノズル先端から引き出さ

れたポリマー溶液は溶媒が揮発し，電気的な延伸を

経てナノファイパー化される.Fig.lに一例として、

PLAナノファイパーを示すが、ファイパーの直径は

およそ 380nm........gOOnmである.

(2)コンポジットの作成 FRPの構成材料は，強化

繊維に撚り糸状ケナフ繊維束を平織りにしたケナフ

織物，母材に不飽和ポリエステルを用いた.寸法

300 x 300 x 2mmの金型内でナノファイパーを塗布し

た2枚のケナフ繊維織物に母材となる不飽和ポリ

エステルを含浸させた.また硬化剤にはメチルエチ

ルケトンパーオキサイドを用い，不飽和ポリエステ

ルに対して 1見混ぜた.そして，金型全体をフィルム

で包んだ.フィルムを密閉し，真空ポンプでフィル

ム内を真空状態にしながら，常温で1.5MPaの圧力を

かけた.成形品は fナノファイパー塗布なしJ，rpLA 
ナノファイパー塗布J，rpA6ナノファイパー塗布j，

rpESナノファイパー塗布Jの4種類作製し，成形品

の繊維体積含有率は 4種とも約 20誌であった.また，

成形品の重量に対して塗布したナノファイパーの重

量比は 0.78から O.邸である.

(3)引張り試験結果静的引張試験結果を Tablelに

示し， PA6ナノファイパーを塗布した試験片断面内に

ナノファイパーの層を観察した結果を Fig.2に示す.

また， Fig.2の丸で囲んだ部分がナノファイパーで

ある.Table 1よりナノファイパーを塗布していない

試験片に比べナノファイパーを塗布した試験片は強度

が高いことが示されている. rpLAナノファイパーを塗

布した試験片Jは「ナノファイパーを塗布していない

試験片j に比べ強度 25.2%向上， rpA6ナノファイパー

を塗布した試験片Jは「ナノファイパーを塗布してい

ない試験片j に比べ強度42.3%向上， rpESナノファイ

ノ〈ーを塗布した試験片Jは「ナノファイパーを塗布して

いない試験片Jに比べ強度44.8覧向上した.ヤング率は

「ナノファイパーを塗布していない試験片J• rpLAナノ

ファイパーを塗布した試験片j・rpA6ナノファイパーを

Fig.l PLA nano:宣.bers

Table 1 Reasult of Tensile test 

Average 
Standard 

deviation 

Tensile Strength(l¥伍Pa)

No nanofiber 32.6 1.63 

PLA 
40.8 1.46 

nanofiber 

P A6 nanofiber 46.4 1.32 

PES nanofiber 47.2 0.91 

Young's modulus(GPa) 

No nanofiber 4.22 0.270 

PLA 
4.44 0.097 

nanofiber 

P A6 nanofiber 4.20 0.298 

PES nanofiber 4.02 0.078 

Breaking strain(%) 

No nanofiber 1.13 0.080 

PLA 
1.36 0.190 

nanofiber 

P A6 nanofiber 1.71 0.140 

PES nanofiber 2.00 0.129 

Fig.2 Layer of nanofibers in test piece 
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塗布した試験片J・rpESナノファイパーを塗布した試験片Jの 4種共に非常に近い値を示した.破断ひずみ

については「ナノファイパーを塗布していない試験片j・rpLAナノファイパーを塗布した試験片j・rpA6ナノ

ファイパーを塗布した試験片j・rpESナノファイパーを塗布した試験片jの順に値が大きくなっており，特

に rpESナノファイバーを塗布した試験片Jは「ナノファイパーを塗布していない試験片Jに比べ， 77.0% 

向上した.

(4)まとめ ①PLAナノファイパーを生成するためのポリマー溶液の最適濃度は 10wt犯であり，生成されたPLA

ナノファイパーのファイパー径はおよそ 380nm.......900nmであった.② PA6ナノファイパーを生成するための

ポリマー溶液の最適濃度は 20w切であり，生成された PA6ナノファイパーのファイパー径はおよそ 170nm....... 

700nmであった.③PESナノファイパーを生成するためのポリマー溶液の最適濃度は 22w協で、あり，生成され

た PESナノファイパーのファイパー径はおよそ 100nm.......700nmであった.④ 「ナノファイパーを塗布してい

ない試験片Jと比較して， rpLAナノファイパーを塗布した試験片Jは強度 25拡向上，破断ひずみ 21%向上， rpA6 

ナノファイパーを塗布した試験片Jは強度 42覧向上，破断ひずみ 51%向上， rpESナノファイパーを塗布した

試験片Jは強度 45覧向上，破断ひずみ 77%向上した.

(Southern Clay Products， Cloisite 10A， Cloisite 15A， Cloi 

si te 30B)を用いた.

(2)試験方法 オートグラフ(島津製作所， AG-1)を用いて引張試

験を行い， PBS/ナノクレイコンポジットの引張強さ及び弾性率を

測定した.試験条件は JIS K7161に準拠して室温のもと行った.

試験速度 2mm/minとし，ひずみの測定には伸び計を用いた.試験

片はダンベル型試験片を用い，引張強さ及び弾性率の測定用にそ

れぞれ5本ずつ用意した.ヒートデストーションテスター(安田精

機製作所， HDPC-3)を用いて PBS/ナノクレイコンポジットの荷重

たわみ温度を測定した.試験条件は JIS7191-1に準拠して，曲げ

応力 0.45MPa，昇温速度 2'C/minとした.試験片はダンベル型試

験片を精密切断機で長さ 80肌，幅 10mm，厚さ 4mmに切り出して

用いた.また，測定は，開始温度 400Cで 5minの予備加熱後に開

企合した

(3)試験結果試験結果を Fig.3とFig.4に示す.弾性率はナノ

クレイ含有率の増加につれて向上した.これはナノクレイが鉱物

を原料とする事によるものと考えられる.一方，引張強さはナノ

クレイの添加量 3%までは増加し，その後低下したが， PBS/ナノ

クレイの界面相互作用が弱いためと考えられる.Fig.5の荷重た

わみ温度はナノクレイの種類によって異なり PBS/30Bがやや低く，

耐熱性の向上は見られなかった。他の場合の耐熱性は向上した.

また添加量が増えると緩やかに荷重たわみ温度が低下する傾向 Fig. 4 Relation of tensile strength 

6.2 ナノクレイ添加による生分解性樹脂 PBSの熱特性改善

(1)構成材料母材には PBSベレット(昭和高分子，ピオノーレ

枠1020，融点 115'C，密度1.26g/cm3，粒径約 3mm)を用いた.ナノ

クレイには有機処理の異なる 3種類の有機変性モンモリロナイト

にあることが分かつた
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(4)まとめ ①層間挿入型ナノコンポジット得られた.②高せん断力で混線するほど引張強さ・耐熱性が向

上した.③ナノクレイの疎水性によって層間距離拡大に差が表れた.④ナノクレイを lwt%添加することで

機械的特性ならびに耐熱性が向上した.
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Fig.6 Schematic diagram of pultrusion 

machine 

6.3 グリ}ンコンポジットの中間材の成形方法の確立

(1)成形法の開発 昨年度のグリーンコンポジットの幅 15

m であり，幅方向に積層して溶融した場合，引抜き材間で

樹脂リッチを生じやすい.また種々の積層構成を有する積

層板を圧縮成形することは難しく、この引抜き材には限界

があった.そこで，幅方向に拡張した幅 150mmの引抜き

材の成形法を本年度は開発した.この成形法で作成した

グリ}ンコンポジットは大きな形状，積層構成の異なる

る成形品の作製が可能となり，作業性の向上が期待できる.

Fig.6に今年度に開発した引抜き成形機の概略図を示す.

(2)成形上の課題幅の広いケナフ織物に PBSを含浸させて

作製する引抜き材の成形の問題点は.引取り機により引き

取られる繊維と直角方向の横糸が撚れる(Fig.7).この現象

は金型壁面近くの横糸が撚れ始め，次第に大きな撚れとな

る.樹脂を流さずに成形を行った場合にはこの現象は確認

されない.金型壁面近くで生じる抵抗によって金型内で、速度

布が生じ，撚れたものと考えられる.

(4)樹脂粘度の検討一般に熱可塑性樹脂の溶融粘度は高い

ため，天然繊維への樹脂の被覆が困難となるなど，成形不良

の原因として樹脂粘度が問題祝される.樹脂粘度の低下に着

目して前述の問題の解決を図った.PBSの粘度を下げる手法

のーっとしては，加水分解を逆に利用して分子量を低下させ，

粘度を下げることが考えられる.そのためにはPBSを

高温・高湿の環境下に長期間浸演させる方法や，アル

カリ環境下に長期間浸演させる必要があるが，両者と

もに時間を要すること，また取り扱いにも注意が必要

であり実用的ではない.ここではより簡易に短期間で

粘度下げる手法を試みた.具体的にはあらかじめ水分

を吸水させた PBSを用いて二軸押出し成形により高負

荷でベレットを作製した.通常の押出し成形に加え，

水分をあらかじめ吸水させた樹脂を用いることで加水

分解を促進させ，より短時間で樹脂粘度を下げること

を目標とした.今後，この粘土を下げたベレットを用いて，

幅の広いグリーンコポジットの作製を試みる.

Fig.5 Relation of heat distortion 

temperature to different nanolcay 

Kenaffabric 

Metal mold 

Fig. 7 Technical issues at pultrusion molding 

このページをご使用ください.注:必要に応じて，



【別紙様式 7】
課題番号 総 09-009
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平成21年度学術研究助成金実績報告書

平成 22年 4月 9日

日本大学総長殿

氏 名 野自知加子 害予
所属・資格 生産工学部・准教授

下記のとおり報告いたします。

l 種目 l一般研究(個人研掲 /一般研究(共同研殉 /必吾訴訟 |注:該当する種目をOで囲んでください。

2 研究課題

高次生命機能を指標とした新規有用化合物スクリーニング系の開発

3 研究目的

本研究は、新規有用化合物の発見と薬剤開発をめざし、細胞分化・細胞接着・形態形成・再生・発生・神経

作用など、高次生命機能を指標とした低分子化合物スクリーニング系の開発を具体的な目的とする。

4 研究概要

本研究は研究期間の 2年間で、下記の 3種類の化合物スクリーニング系を開発・実用化する。

1) ヒト幹細胞およびがん細胞を用いた分化誘導・細胞接着抑制・転移性浸潤効果スクリーニング

2) マウス ES細胞および iPS細胞等の万能性細胞を用いた分化誘導・増殖抑制効果スクリーニング

3) ヤマトヒメミミズ再生・生殖系を用いた個体再生・形態形成・有性生殖誘導効果スクリーニング系

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

野呂 知加子 生産工学部・准教授(全体総括、細胞と個体を用いた高次生命機能スクリーニング系の開発)

・研究分担者(役割分担)

神野英毅 生産工学部・教授(新規有用化合物の探索と精製、遺伝子発現解析)

柏田歩 生産工学部・准教授(ペプチド合成と精製タンパク発現解析)

小森谷 友絵 生産工学部・助手(多能性幹細胞を用いたスクリーニング系開発)

松本 太郎 医学部・教授(ヒト問葉系幹細胞を用いたスクリーニング系開発)

加野 浩一郎 生物資源科学部・准教授(脱分化脂肪細胞を用いた分化スクリーニング系開発)

杉山弘 京都大学大学院理学研究科・教授 (PIポリアミドの合成と精製)

渡辺信元 理化学研究所・先任研究員(理研ケミカルライブラリーの提供)

※ホームページ等での公聞の@・否) いずれ悦Oで囲んでくだ机否の場合日開添付し市い・
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lM野目知加子

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。)

本研究の全体的なスケジュールと課題は以下のとおりであるo

平成 21年度

・ロボットによる自動化に適用可能なように、 96we11p1ateを用いた細胞培養系、個体再生系を整備する 0

.既存の化合物および理研でリストされた機能のすでにわかった化合物についてまずテストを行うo

y 細胞内へ薬剤を浸透させるためのベクター試薬等の補助剤を検討する(なるべく使わない方向)。

・効果判定の客観的方法 バロメーターの決定、メカニズムを検討し、分子アッセイ方法の開発を行う。

平成 22年度

上記の結果を踏まえて細胞・個体など系毎のスクリーニング系を確立し、特許申請・実用化を行う。

これらの系を用いて、理研の化合物ライブラリについて大規模スクリーニングを行う o

効果のあった化合物について、より詳細なメカニズム研究を展開する。

試験する化合物の種類は、ピロールイミダゾールポリアミド (P1ポリアミド)、低分子有機化合物、ペプ

チドおよび理化学研究所化合物ライブラリ等の中から目的に応じて選択する。(神野・柏田・杉山・渡辺)

化合物の効果判定は、細胞分化・細胞接着・細胞移動・形態形成・再生・発生・神経作用など、生物の複

合的高次機能を指標とし、形態変化、細胞遊走性試験、細胞接着試験、免疫組織染色、遺伝子発現解析、タ

ンパク発現 解析、 ELISA (固相酵素抗体反応)等、客観的な評価ができるように数値化を目指す。

スクリーニング系毎の研究内容は、

1)ヒト幹細胞およびがん細胞を用いた分化誘導・細胞接着抑制・転移性浸潤効果スクリーニング系

A.ヒトがん細胞を用いた細胞接着・細胞移動(転移性浸潤)指標スクリーニング系(野自)

細胞接着分子カドへリンプロモーターに対して設計したP1ポリアミドは、ヒトがん細胞に添加すると

カドへリン遺伝子の発現を抑制し、上皮ー間充織転換(転移)を誘導する効果があることが判明し、この

ポリアミド配列について昨年特許申請を行った。この現象の逆反応を誘発する薬剤のスクリーニング系を

検討し、がん転移防止薬の開発に繋げる。また、がん転移の分子メカニズム解明にも役立てる。

B.ヒト間葉系幹細胞および脱分化脂肪細胞を用いた細胞分化指標スクリーニング系(松本・加野)

ヒト間葉系幹細胞および脱分化脂肪細胞は体性幹細胞として近年注目されている。特に後者DFAT

は日大発のアイディアであり、今後の展開が期待されている。現状はこれらの細胞を移植医療へ応用す

る臨床応用研究が行われているが、この系を用いて細胞分化を指標としたスクリーニング系を作ること

で、特定方向のみへの分化誘導、完全分化による残存幹細胞の除去効果のある分子の発見が期待される。

これまでの研究から、軟骨・血管・平滑筋・骨・神経等多様な組織へ分化誘導できることがわかって

おり、これらの組織の分化マーカー遺伝子等も確認済みであるので、反応の指標として活用できる。

2) マウス ES細胞および iPS細胞等の万能性細胞を用いた分化誘導・増殖抑制効果スクリーニング系

(野呂・小森谷・松本)

多能性幹細胞は再生医療のホープとして期待され、特に昨年来話題の iPS細胞は自己皮膚細胞に 3種

類 の遺伝子を導入するだけで万能化することから注目されている。しかしこれらの細胞の問題点は、

移植したときに幹細胞が残存しており、それががん化することで生命をおびやかす点である。また現状

では、特定の方向のみへの分化誘導が完成されておらず、効率よく安全な移植医療のためには、これら

の問題解決が必須であるo マウス万能性細胞を用い、完全で特異的な細胞分化を誘導する(未分化幹細

胞を残さない)薬剤のスクリーニング系を作り、ヒト移植医療への応用に発展させる。

3)ヤマトヒメミミズ再生・生殖系を用いた個体再生・形態形成・有性生殖誘導効果スクリーニング系(野呂)

ヤマトヒメミミズ(Enchylraeusjaponensi s)は東北農業試験場で見つかった純国産の生物で、砕片分

離と再生による無性生殖を行う環形動物である。体長は 1cmほどで透明な体をもっ。実験室のシャーレ

中の寒天上で、通常は摂氏 18-25度で、オートミールを餌として飼育する。自身で体を引きちぎり数片

の断片となり(砕片分離)、 3日ほどで頭(脳)と紅門が前後に再生し、 2週間で元の大きさまで成長し

て数倍の個体数に増殖することを繰り返す。このミミズの無性生殖子孫は皆同じゲノムを持ったクロー

ンである。
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|氏名:野呂知加子

研究結果(つづき)

これまで約 10年間の北大との共同研究により、この再生のメカニズムおよび幹細胞について分子レベル

で詳細に解析し、平成 20年度論文2報が掲載された。一方、条件によってはこのミミズに有性生殖を誘

導できる(成熟から産卵・発生まで 16日程度)ので、その発生機構についても研究が進んでいる。

砕片分離は電気刺激で誘導でき、 1-2mmほどの断片に同調的な再生を誘導できる。水中でも再生は起こ

るので 96we11 p 1 a t eの中で反応させることができ、化合物の再生への影響は 3日以内という短期間に判

定可能である。また、再生における神経の関与についてすでに論文発表しており、化合物の神経作用を

試験する系としても優れている。一方有性生殖により得られる卵の発生についても、同様に化合物の影

響を試験できる。これらについてのスクリーニング系を開発し、個体という複雑反応に影響を与える化

合物を探索する。すでに線虫で知られているように、下等動物であっても分子メカニズムに共通な部分

が多いことから、この結果を高等動物へ応用発展させることは十分可能と考えられる。

H21年度生産工学部の学科再編により、野呂と相田は応用分子化学科、神野と小森谷は環境安全工学科所

属となった。学部内の学科横断的なプロジェクトとして、協力して研究を進めて来た。また、医学部松本お

よび生物資源加野とは、新たに設立された日本大学幹細胞研究会のメンバーとして、メールや講演会で情報

交換を行い、共にこの研究課題の推進に努めてきた。

本研究の実施には、細胞および個体に対する薬物反応の客観的効果判定法および定量的解析法の開発が必

須である。そこで平成 21年度は、結果の数値化および定量化に重点をおき、モデル系の開発につとめた。

まず、カドヘリン発現を抑制する PIポリアミドを、細胞に与えた際の濃度依存的細胞形態変化を指標とし

て、がん転移誘発(上皮一間充織転換)を定量化した。生産工学部生命工学リサーチセンターにある Cellomics
Array Scan (Forma)は、 96we11 p 1 a te上に播種した細胞を、細胞の生死・増殖・形態を検出する抗体等の蛍

光試薬で染色することにより、各well中の個々の細胞についての蛍光強度を計測し、統計処理する装置であ

る。本研究にこのシステムを活用するために、細胞培養法や検出法などの技術の最適化について検討を行い、

細胞死誘発および上皮一間充織転換における細胞形態変化について、定量化するシステムを開発した(図1)。

次に、上皮一間充織転換を遺伝子発現から評価するために、関連遺伝子群 (E一cadherin，slug， snail. twist 
等)について、 RT-PCR法にて解析した(図 2)。本助成金で購入したリアルタイムPCR装置および分光光度

計は、細胞の遺伝子発現解析の定量化に非常に有効であった。

一方ヤマトヒメミミズの再生・生殖系については、再生始動のマーカーとなる新規遺伝子grimpを発見し、

論文発表した(図 3)。この遺伝子は再生開始後 3・6時間に発現し、 12時間後には発現が消失する。構造解

析から細胞接着に関わることが予測されるので、さらなる分子メカニズム解析および薬剤スクリーニングマ

ーカーとしての利用など、今後の研究開発に期待が持てる。
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図 1 細胞骨格染色による上皮ー閑充織転換細胞形態変化の定量化
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図 3 再生始動マーカー遺伝子grimpの発現解析

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 4日

日本大学総長殿

氏 名武内惇

所属・資格 工学部情報工学科・教授

下記のとおり報告いたします.� 

1 種目 |一般研究(個人問 /一般研究 (共同研知ぬ合研究、 |注該当する種目をOで囲んでください� 

2 研究課題

総合大学としてスケールメリットを活かす安心安全ユビキタスプラットフォームの研究� 

3 研究目的

キャンパスライフをサポートするための基盤となる個人認証やユビキタスプラットフォームとしてのあり

方及び，安心安全をサポートするための既存サービスや新たなサービスの提供方法について明らかにする.

特に，学部ごとに異なる複数の� ITシステムによる既存サービスを統合・連携し，安心安全に結びつく新た

なサービスを効率的に提供するためのユビキタスプラットフォームを確立して各種サービスの統合・連携を

実現する方法を確立する.� 

4 研究概要

前年度の研究に基づいて，各学部で既に提供中のサービスについては� SOA~こ基づく 「サービスパス」に

よる手法でサービスの継続的な提供法を研究するとともに，新たな安心安全サービスの提供については� s 
OAに基づいて，総合学術情報センター(以下，総情センター)をハブとするネットワークを介して，全学

共通のサービスを効率的で柔軟かっ拡張性のあるサービス提供する仕組みの構成法について研究する.課題

を以下に示す.� 

1.既存サービスの統合・連携法
 

ll. 新たな安心安全サービスの提供法
 

E. データベースの整備・管理法� 

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


武内惇 


・研究分担者(役割分担)


関根好文(仕様設計・評価) 


泉隆(仕様設計・評価) 


荒関 仁志(システム設計・開発・評価)


金子 正人(システム設計・開発・評価)


薗田 孝造(システム設計・開発・評価)


※ホ4 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



氏名:武内� 

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.既存サーピスの統合・

運用・保守要件の確認と具体化，信頼性要件の確認と対策，セキュジティ要件の確認、と� 

SOA 

ているか，正しし

に起こる出題を解決する

となる.本研究では，� EBS 

管理者が把握できるよう

「見える化j に吊いる

のやり取りがなさ

コンポーネント

本研究では，� SOA 

介してサービス

化する� OSCAR

仕組みの組込を容易� 

Stream 

Coordinate 

し実現性を確認した.

える化の方式

複数のシステム間でどのようなデータのやり取りがなされ

しているかを明らかにし，また，業務変更が行われたとき

ピスにおける問題を運用管理者が把握できるようにする

「見える化jの仕組みを組込みサーピス

めには，サービス連携を行うおB

運用管理者に分かりやすい形式に変換し

る1tJ~こ用いる z屠報を異なる

また，会社全体の業務の「見えるイヒj

タ転送を行うだ，tでなく克える北j 

F とが必要となる.

くシステムはオフィスにおいて業務担当者の作業の一部をお話という

ると考え，オフィスワークにおける作業を機能に詮詰

チム問のデータ送受

の情報の送受� 

Action タベ…スに格納されているデータの加工� 

Report サーrスから作業者への清報の提示� 

タ

け

(2) 

ットフォーム〉

る化jの仕組みである聾害

りよげ、その実装法の研究

ピス(詳結は

ピスシステムからの要求により，

ンスを実行し，登録し

し，出席シ

出燦システムiこデ…タi議加習を喜要求する

図� 1.OSCAR いたサ~l:::"ス連携の仕組み
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研究結果(つづき)

る.シーケンスで実行する機能コンポーネントの順番は，� Order，Action，Coordinate，Actionの順となる.

そして，それらの機能コンポー不ントの実行後に，� Streamを実行することにより，直前の機能コンポーネン

トの実行結果をログに蓄積して，どの機能コンポーネントでどんな異常が発生したのか明確にする.すなわ

ち，シーケンスで実行する機能コンポーネントの順番は，①Stream，②Order，③Stream，④Action，⑤Stream，� 

⑥Coordinate，⑦Stream，③Action，⑨Streamである� Streamで蓄積したログにより，管理者は，� Report 

を実行し，どの機能コンポーネントにどんな異常があるのか検出する.� 

ESBの機能コンポー不ントが，サービス連携での異常の検出が可能であるか検討する.事例として，表� 2

の⑤Coordinateでの「異常の見える化Jについて検討する.予想される各異常を検討するために， (1)サー

ビスのアドレスの変更と� (2)サービスの入力値の追加という業務変化が発生した場合について(図� 2)，I異常

の見える化Jとそれを用いた解決法について述べる.� 

OSCARモデルの� Streamで蓄積する

ログにより，� (1) I⑤CoordinateJ に

おいて「対象サービスが存在しないJ

としづ異常が見えるようにする.これ

により，サービスの選定で設定したア

ドレスが適切ではないと判断でき，対

象のサービスの� URL を取得し，� 

Coordinate で登録する�  URL を� 

http://~/webapps/attendservices/~ 

に修正することで異常を解決する.� 

(2) Streamで蓄積したログには，� I対象

のサービスに適さない入力値Jという

後続先:h抗p:llxxx.ac.jp/soalwebapps/serviωs仏抗endI田ert

入力値:学生基本番号、学生番号、氏名

異常も見えるようにする. 図2 対象のサービスの変化

そして，対象のサービスの入力値の

情報を取得することにより，送信する入力値に� ICカード番号が必要であると判断できる.入力値の修正は，� 

Actionで修正する.この場合� IXMLDBからのデータの取得j の機能に，学生基本番号，学生番号，氏名以外

に� ICカード番号を取得することを追加すれば，適切な入力値とすることができる.� 

2.信頼性要件の確認と対策の策定

データの不正アクセス，サービス間でのデータの利用を容易にするため，サービス問で参照するデータは� 

ESB上に実装した「台帳J と呼ぶ� XMLデータベースで一括管理する.� 

3. セキュリティ要件の確認と対策の策定

見える化のーっとして，利用者の認証，台帳参照の認証の機能を実現する.

以上の方式の実現性を確認するため，以下に述べる学生サービスシステムを構築した.� 

4. 学生サービシステムの実装

学生サービスとは，親元から離れている学生が授業に出ているか，健康状態は良いかを，学生の父母が知

るために使用することを目的としたサービスである.学生サービスは学生の出席情報閲覧のために既存の出

席システム，履修システム，学生の安否情報の確認を行う安否システムをそれぞれサービスとして利用し，� 

ESBを用いて連携させた構成である(図� 3). 

注:必要に応じて，このページをご使用ください.

http://~/webapps/attendservices
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校名 工学部 l氏名:武内惇

研究結果(つづき)

学生サービスの機能である出席

表示では，出席システムと履修シ

ステムを連携させたデータを使用

している.この出席システムと履

修システムの連携の機能を例に  

OSCARモデルによる ESBの機能コ

ンポーネント分割の方法を考案す

ることが本研究の目的である. 

a. 出席システム概要

出席システムは学生の授業にお


ける出席情報を蓄積するシステム


である.学生は ICカードリーダを


用い， FeliCaカードをかざして出


席登録を行う.学生は履修システ


ムから取得される時間割表に表示


される出欠情報を見て，授業への 図 3 学生サービスシステム


出欠が正しく記録されているか確


認する。また，教師は出席情報の削除，変更を行う.
 

b.履修システム概要

履修システムは学生の時間割情報を蓄積するシステムである.学生は履修登録，履修削除を行うことがで

き，また，登録内容を確認することができる. 

C. 安否システム概要

安否システムは学生の現在の状況(風邪引いた，経済状況が悪いなど)を蓄積するシステムである.災害

時に管理者が学生に状況を登録するように知らせるメーノレを送信する.学生は受信したメーノレから安否シス

テムにアクセスし現在の自分の状況を入力する.学生の家族は入力された情報を閲覧でき，学生の状況を知

ることができる.また，送信権限を持ったユーザで、あれば情報登録のメーノレを送信で、きるので，家族が学生

の状況を知りたいときにメールを送信し学生の状況を得ることができる. 

5. まとめ

以上の学生サービスシステムの実現により， OSCARモデルに基づいて構成する ESBコンポーネントを用い

て見える化の仕組みを組込み既存サービスの統合・連携」を行うことができることを確認した[1，2]. 

II. 新たな安心安全サービスの提供法の研究

総情センターをハブとして，各学部にネットワークを介して安心安全サービスを提供するための SOAに

基づくサービスの提供法について研究し，全学共通のサービスをタイムリーに提供する手法を確立する.

このため， (1)新たな全学共通の安心安全サービスとして，安否情報の提供サービスや全学に関わる重要事

項などの一斉同報サービスなどの提供法， (2)総情センターをハブとした SOAに基づくシステム構成法と

して，本年度は学部から学生の出席情報をリアルタイムに総情センターに設置したデータベースに登録し，

また，いつでも登録された情報を参照可能にするオンライン出席管理システムを開発した. 

1. 一斉同報サービスの実現

多くの学生や父母に対して一斉に情報送信を行うに当って，運用費用の低減を図るため， Google Appsを

活用する方法を検討した.本研究では， GoogleApps，ならびに， GoogleAppEngineを使用し，安否システム

の構築を進めている.

注:必要に応じて，このページをご使用ください.
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<安否システムの構成法>

安否システムは既設の安否システムと同様の機能を有し，� Javaのサーブレットを用いて作成したアプリケ

ーションを� GoogleApp Engineに置き� GoogleAppsのサービスと連携させたことによりクラウド環境で稼働

するシステムである(図� 4). 

①Google App Engine上に置く作成したアプリケーションの機能構成は安否情報を� GoogleSpreadsheetsか

ら取得し，� Google Calendarに反映する.� 

②Google Spreadsheetsのアンケート機能を使うことによって，安否情報の登録要請，登録を行う.また，� 

Spreadsheetsは安否情報の処理に関するデータベースとしても使用する.� 

③Google Calendarは携帯電話からも閲覧可能であり，共有が可能なため，安否情報の閲覧に使用する.� 

④Gmailは安否情報が反映したことを通達するために使用する.� 

-安否情報取手� 
.安否情報反映�  

• AppEng1:noCronサーピス�  

.ユーザ偲

・メールサーピヌ�  

Google 
spr.eadshee主滋J

・安否情報笠揖フォーマット作成�  
.安否情報堂錨要諦�  

-安否情報 笠

・データペース

。皿出1 

-安否情報反町制趣m

図4 安否システムの構成

また，� Googleサーバと� SOAとの連結は，相互に安全な運用を可能とするため，� SDC (Secure Data Connecter) 

を SOA側(オンプレミス)に組込み使用する.主要な動作を以下に示す(図� 5). 

①安否データを要求されると，	 Google Appsから安否データ転送をするために� Google上にある� SDCサーバー

をアクティブ化する.� 

②SDCサーバーは指定された安否データの転送を行うための検証を行い，暗号化するトンネルにより，� SDC(オ

ンプレミス)に接続する.� SDC はオンプレミスのネットワークの中で稼働する.

③トンネルサーバーに接続することにより，安否データを暗号化しインター不ット上を通過する.� 

④SDCは取得したデータが要求した安否データと一致するかを検証し，解読する.

⑤取得したデータを� ESBに送り，� ESBは学生サービスと連携する.

現在、� Google側のシステ

ムの開発まで終了してい

る。今後、総情センターか

ら� SDC使用の許可を得てシ

ステムの完成を図る。

図� 5	 Googleとのサービス

の連携

注:必要に応じて，このページをご使用ください.
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2. オンライン出席管理システム� [3J

ットワーク上に接続されるクライアントサーバシステムであり，ネットワーク接続により他の出席管理シス

テムに連動することも可能としている.また，� ICカードリーダ，バーコードリーダのほか，� PCや携帯端末な

どいずれの出席端末にも対応可能としている.中でも，将来の� ICカード学生証の利用を想定して，� Felica 

る.

' '. 

本システムは，学生の出席情報をリアルタイムに総情センターに設置したデータベースに登録したり，登

録された出席情報をどこからでも参照できるようにするシステムである.図 に示すように，出席端末がネ6

チップを搭載した� ICカードや携帯端末は，ほとんどの学生が所有しているので，これを利用することを考え

ただし，この場合，利用するのは� Felica固有の� IDのみである.出席端末には非接触型� ICカードリーダ(Sony

の� RC-S320) を用い，出席端末のアプリケーション開発には� SDKfor Felicaを使用した.また，読み込んだ

情報は，� IPネットワークを介して，総情センターに設置されているデータベースに格納される.出席管理シ

ステムは，データベースサーバを� MySQL HTTPサーバを� Apacheで構成した.，� 

. .. 
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;学部システム
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図6 出席管理システム� 

3. まとめ

本研究により，� 

(1 )一斉同報システムについては Googleを使用することに実現する方法を明らかにした.� 

(2 )学部のシステムで収集したデータを，学内ネットワークを介して総情センターに設置したデータベー

スにリアルタイムに登録したり，学部システムから参照する方法を明らかにした.

llI.データベースの整備・管理法

総情センターを核とする，セキュリティや事故などに対応できるデータ管理法を明らかにした.すなわち，

各学部の学生情報データベースのスレーブコピーを保持することで，各学部での障害に対して，迅速な復旧

が可能と考える.この場合のデータの整合性の確保，並びに，各学部の学生情報データベースを，外部から

疑似的に� lつのデータベースに見せるためのパーテショニング技術の研究を進めた.また これによって災

害時に発生する特定のデータベースへのアクセス集中を軽減することも期待できる.

本年度は実現法の研究を終了してシステムの実装を進めた.現在，工学部の学生サービスシステム，なら

びに，理工学部の出席管理システムとの連結の準備作業を進めている.

注:必要に応じて このページをご使用ください.
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1. 分散データベースの実証実験

災害時におけるデータベースの保護，およびデータベースの早期復旧に関する実証的研究を進めてきた.

日本大学では，広域に分散するキャンパスを有するため，この立地条件を利用した災害対策用データベース

の構築を提案した.具体的には，� MySQLデータベースのマスタ・スレーブ管理方法を，広域キャンパスネッ

トワークに利用することを提案した.このようなキャンパス内の広域ネットワークをデータベース管理に利

用した試みは他にはない.

この実験では，主にネットワークのレスポンスと情報量の関係を調査し，学生の安否情報程度の情報量(数

百バイト程度)を扱う上では，特別にネットワークが遅延しない限り問題がないことがわかった.ただし，

キャンパスをつなぐ広域ネットワークでデータベースを管理するためには，ネットワーク管理専用のセキュ

リティを強化した専用ネットワークが必要であることが分かつた. したがって，広域分散型データベース管

理には，全学的なネットワークの管理や運用が不可欠であることが分かつた.� 

1-甲山田通常の運用時田町四自由由回目白血由回目--由由-.，

工学部 理工学部� i 

L 自由甲山田甲山田甲山自由由自白山由由回世山町四時間甲山申時J
災害謹!日時

!一時四回災害時皿自由ー四四ーー即時四回目白甲山田一一甲山田: 

i 工学部 理工学部� i 
11 〆ーヘ "...ーヘ 

j ll:::=::Jヒゴータ 
2. まとめ� 

(1) MySQLデータベースを基本とする広域分散型データベース管理が有効であることを確かめた.� 

(2)広域分散型データベースを実際に運用・管理するためには，セキュリティの高い，データベース専用

ネットワーク� (VLANなど)の利用が不可欠であることがわかった.今後は，総合学術情報センターを中心とし

た「広域分散データベース管理」のための取り組みが必要と思われる.� 

N.学会発表

山泉奈津子，金子正人，武内	 惇，泉 隆，薗田孝造，� OSCARモテ、ルに基づ、く� ESBの機能構成法に関す

る一考察~サービス連携をコンポーネントに分割する方式情報処理学会第� 72回全国大会，� 3P-6， 

pp.1-485'"'"'1・486(2010) 

[2]泉貴志，金子正人，武内惇，泉 隆，薗田孝造，� OSCARモデルに基づく� ESBの機能構成法に関す

る一考察~学生サービスシステムへの適用~，情報処理学会第� 72回全国大会，� 3 P-5，pp.1-483'"'"' 

1・484(2010) 

[3]田中晃平，泉 隆，武内 惇，荒関仁志，オンライン出席管理システムの開発に関する検討，情報処理学

会第� 72回全国大会，� 6 ZK-3，pp .4・ 707~4-708(2010)
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平成 22年 3月 31日

日本大学総長殿

氏 名 松本紘一 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(個人研約/一般研究(共同捌/崎弥

2 研究課題

1注:該当する種目をOで囲んでください。

進行性腎障害に対する PIポリアミドによる遺伝子治療の開発

3 研究目的

進行性腎障害に対して現在有効な治療薬が無く、我々は工学部、薬学部との共同で進行性腎障害へ DNA認

識新規遺伝子制御薬として TGF-s 1に対する PIポリアミドの GLP創薬開発と、ループス腎炎を含めた自己

免疫性腎炎に対し免疫グロプリン FcRy鎖PIポリアミドの効果を SLEマウスを用いて検討する。

4 研究概要

TGF-tnに対する PIポリアミドの創薬開発の為、薬用量を Dahl食塩感受性ラットに 1ヶ月長期投与した

が、摂餌量や体重は変化せず副作用は認められなかった。また TGF-f31蛋自発現を著明に抑制し、腎糸球体、

腎髄質の間質線維化を抑制した。さらにマイクロアレイにて TGF-f31の特異的抑制を確認した。マウスを用

いた毒性試験で、 TGF-tnに対する PIポリアミドの致死量は 40mglkgであった。現在、 GMPでの創薬開

発の為、 PIポリアミドの Fmoc自働合成法での高効率大量合成法を開発している。

FcRy鎖に対する PIポリアミドの分子設計は、マウス FcRy鎖プロモーターの構造解析から、基本転写を抑

制する用設計、合成した。マクロファージ細胞株J774A-lでの PIポリアミドの FcRy鎖 mRNA発現、蛋白

発現の抑制を確認した。 FcRy鎖に対する PIポリアミドは FACS解析にて CD16/32陽性細胞数を有意に抑制

した。 Invivoではループス腎炎モデルマウス CD16陽性の単球の浸潤を検証している。

5 研究組織(共同研究・総合研究のみ該当します)

-研究代表者

松本紘一

・研究分担者(役割分担)

羅智靖:(IgG受容体に対する PIポリアミドの研究)

粛藤 烈:(ポリアミドの化学修飾、分子設計)

松本宣明:(遺伝子治療薬の物性、薬物動態)

福田 昇:(PIポリアミドの開発実験)

上野高浩:(PIポリアミドの開発実験)

杉山 弘:(PIポリアミドの合成)

※ホームページ等での公開の⑦否) いずれかをOで囲んでください。否の場合肱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。)

1. TGF-f31に対する PIポリアミドの創薬開発

1. TGF-f31に対する PIポリアミドの前臨床試験

[実績報告書7-2] 

氏名:松本紘一

TGF-f31に対する PIポリアミド (GB1203)の新規遺伝子制御薬としての創薬開発研究として、薬容量での副

作用を検討する目的で、 GB1203を8週齢 Dahl食塩感受性ラットに 1mg/kg体重で尾静脈から 2日または 3

日に 1回で、 28日間長期投与した。 GB1203は尿中 TGF-f31蛋白の排世量を経時的に著明に抑制したが、ミス

マッチポリアミドは影響しなかった(図1)。

図 1
Changes in urinary excretion of TGF-f31 
in Dahl-S rats treated with PI polyamide 
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GB1203はDahl食塩感受性ラット尿蛋白、尿アルブミンを有意に抑制した。 28日目では腎臓糸球体、尿細管

での TGF-f31免疫染色を有意に抑制し、組織学的には糸球体硬化、腎間質線維化を著明に改善した(図 2，3}。

さらに GB1203は腎髄質の TGF-f31、fibronectin、collagen、CTGFmRNA発現を有意に抑制した。 Dahl食塩感

受性ラットでの長期投与でも体重や摂餌量には影響せず、薬容量での副作用は認めなかった(図的。

図2

図3
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研究結果(つづき)

図4
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2. TGF-f31に対する PIポリアミドのターゲット遺伝子への特異性

TGF-f31プロモーターのAP-lサイトの8塩基認識をするGB1203の特異性を検証するため、 Dahl食塩感受性ラ

ットにGB1203を28日間投与後摘出した腎皮質からmRNAを抽出し、 Affimetrix社のマイクロアレイ(R剖
genome 2302.0 array， GeneChip)を用いて、網羅的に30，000のmRNA発現を半定量的に評価した。 mRNAのサプ、
クラスでは増殖因子681の内9のmRNA発現を抑制、サイトカイン685の内11のmRNA発現を抑制、細胞外マト

リックス397の内8のmRNA発現を抑制し、抑制されたmRNAの殆どがTGF-f31関連であり、 PIポリアミドの特

異性が確認された。

更に GB1203が特異的に TGF-f31を抑制する事より、 Dahl食塩感受性ラットへの高食塩負荷で増加し、

GBI203で抑制された mRNAが TGF-f31に関連した腎障害因子である。結果として enolase-2y、補体 C3、免

疫グロプリン Fc受容体y鎖、 Synaptotagmin13、plectin-Iが抑制され、これら分子はTGF・131による腎障害に

関わっていると考えられた。

3.PIポリアミドの染色体への結合の検討

FITCラベル PIポリアミド(GB1203)とDMSOに溶解し、培養 HeLa細胞と 24時間インキュベートし、

DAPIによる FISH染色と、染色体結合パターンを検討したところ、 PIポリアミドの染色体結合パターンは

DAPIとは異なっており、 PIポリアミドが染色体上の遺伝子 DNAに対し、塩基配列特異的に結合している事

が確認された。

4.PIポリアミドの薬物動態の検討

PIポリアミドは核酸医薬と異なり生体内で安定で、ベクター無く組織や細胞に取り込まれ、殆どの細胞の

核に結合する。そこで、薬学部松本宣明研究グ、ループにて、 UV-HPLCシステムを用いて TGF-f31に対する

PIポリアミド(GBI203，MW1700)のADEMを検討した。 GB1203は腎排池型で、胆汁排1世は殆ど認められ

なかった。

医学部腎臓高血圧内分泌内科でFITCラベルPIポリアミドを DMSOに溶解して、Wistarラットの尾静脈

から ivし、 1，7， 1 4日目にラットを貫流し、各臓器を取り出し、核染色をした後、蛍光顕微鏡を用いて FITC
ラベル PIポリアミドの取り込みを評価した。 1，7日目において腎臓皮質、髄質全体へのデリパリーが認めら

れ、特に尿細管細胞上皮細胞や腎糸球体メサンジウム細胞への取り込みが認められた。 PIポリアミドは 14 
日後までは核内に留まっていた(図的。
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研究結果(つづき)

図5
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5. PIポリアミドの合成法の検討

京都大学理学部杉山研と日本大学では、合成機を用いたポリアミド合成の自動化を試み、 Fmoc自動固相合

成法を開発し、知財化した。更に PIポリアミドの GMPレベノレでの創薬開発に向け、 PMMS・8での Fmoc自

動固相合成法での縮合剤として、 HATU、HBTU、HCTUの合成効率を検討したところ、 HCTUが最も効率

が良い事が分かつた。この結果を基に縮合剤として HCTUを用い、 PMMS・8での Fmoc自動固相合成法をス

ケールアップして、 PIポリアミドの大量合成法を開発している。

11. FcRy鎖に対する PIポリアミドの開発

1.マウス FcRy鎖プロモーターに対する PIポリアミドの分子設計と合成

平成 20年度に京都大学杉山、工学部粛藤と医学部羅研究グ、ループで FcRy鎖プロモーターに対する PIポ

リアミドの分子設計を行い、マウス FcRy鎖遺伝子発現に重要な役割を担う転写因子の結合ターゲット配列に

対して、まずマウス FcRy鎖遺伝子発現のノックダウンを目的に、 PIポリアミドによりマウス FcRy鎖プロモ

ーター活性を完全に抑制するため、 FcRy鎖プロモーターの基本転写領域に近く、基本転写ユニットに含まれ

る転写因子の結合に関わる領域に対して PIポリアミドを設計した。さらに、マウス FcRy鎖遺伝子発現の病

的状態(血管内皮障害時やループス腎炎発症時)での抑制は NRF-2領域、 AP-l領域など、その転写調節と

疾病との関連がすでに示唆されている転写因子のプロモーター上の結合配列に競合して結合する PIポリア

ミドを設計した。 PIポリアミドの構造はループ型とし、 3塩基と 2塩基の聞に8リンカーを入れた 3・8・2

の構造を基本とし、 DNAの8塩基対を認識するよう設計した。これら複数の PIポリアミドを我々が開発し

たFmoc自動合成法で合成した。
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A 
研究結果(つづき)

ATCGTCCAGC TCCCCAAAAT GGCCCTTCCG GGAGCTGCCT 

GGTCTGTAGIT ACAGG碍AGGG GAAGGGGCCA AAGTGTGGGC 
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2. FcRy鎖に対する PIポリアミドのリード化合物の決定

分子設計した複数の FcRy鎖に対する PIポリアミドを島津製 PMMS・8ペプチド合成機にて、 Fmoc固相自

働合成で合成した。合成した PIポリアミドの効果を評価するため、マウス由来単球/マクロファージ cellline

である J774細胞で FcRy鎖 mRNA発現にて確認した。 J774細胞に FcRy鎖に対する PIポリアミドを 1、0.1、

0.01μMにて添加し、 48時間後にmRNAを抽出、逆転写後にリアルタイム PCRにて FcRy鎖 mRNA発現を

比較した。さらに FcγRIII蛋白発現は、やはり J774細胞に FcRy鎖に対する PIポリアミドを 1、0.1、 O訓

μMにて添加し、 48時間後に抗 CDI6、 32抗体を用いた免疫染色、 FACS解析で FcRy鎖に対する PIポリ

アミドが確実に invitroでFcRy鎖発現を抑制する事を確認し、最も効果の高い PIポリアミドをリード化合物

として決定した。

3. PIポリアミドのターゲット配列への結合の確認

PIポリアミドのターゲッ卜配列への結合を確認するため、ゲルシフトアッセイを行った。 PIポリアミドは

2本鎖 DNAのマイナーグ‘ループにはまりこむように結合することが知られている。このため、ターゲット配

列の sense鎖に FITCラベルしたものを作成し、 antisense鎖とアニーリングさせ、 FITCラベル2本鎖 DNAを

作成してゲルシフトアッセイを行った。 FCERG-2を2本鎖のターゲット配列に加えると、バンドのシフトが

認められ、このシフトしたバンドは過剰量の FITC非標識 2本鎖 DNAの添加により消失することより、

FCERG-2がターゲット配列に結合していることが確認された。 FCERG-3についても同様に添加によりバン

ドのシフトを認め、過剰量の非標識 2本鎖 DNAによりシフトしたバンドが消失することより、ターゲット

DNAに結合すると確認された(図 6)。
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研究結果(つづき)

4. PIポリアミドによる FcerlgmRNA発現抑制効果の確認

合成した PIポリアミドの効果を検討するため、 J774A.l細胞培養液中に FCERG2を 0.01、0.1、1.0μMにて

添加し、さらに 24時間培養を行った後、細胞より totaIRNAを抽出、逆転写反応にて cDNAを作成後、 real 

time PCR法にて FcerlgmRNA発現を検討した。FCERG-2は濃度依存的に Fcerlg遺伝子発現を抑制したが(図

7A)、FCERG-3はコントロールの DMSOと比べ、有意差は認めなかったが、むしろmRNA発現が増加して

いた(図 7B)。

図7
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5. 免疫染色による FcRg鎖に対する PIポリアミドの CD16/32蛋白発現に対する効果の検討

Fcerlg発現を抑制すると、 Fc受容体の細胞表面抗原である CD16の細胞表面での発現が低下すると予測され

る。その確認のため、 J774A.1細胞に FCERG-2を1.0μMにて培養液に添加して 24時間培養し、抗 CD16β2

抗体で染色して検討した。コントロールに比べ、 PIポリアミド添加群で CD16β2蛋白発現の低下を確認した。

6. FcRg鎖に対する PIポリアミドのタンパクレベルでの確認

さらに、細胞表面での CD16蛋白発現への PIポリアミドの効果を定量的に検討するために、培養細胞

J774.Alにおいて、抗 CD16/32抗体を用いたフローサイトメトリーを行った。 PIポリアミドと 48時間インキ

ュベートした細胞ではCD16/32タンパク陽性細胞は21.2:tO.l%と PIポリアミドで処理していない細胞の75.1

:t6.4%と比べ有意な減少を認め、 PIポリアミドが Fcerlg遺伝子発現抑制を介して CD16/32蛋白の細胞表面

での発現を抑制していることが確認された(図的。
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研究結果(つづき)

図 8
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A. DMSO処理J774A.1、B. PIポリアミド処理 J774A.1細胞。 a 抗 CD16/32抗体による染色、 b:抗 CD16/32

抗体による染色+Hoechst33342染色
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下記のとおり報告いたします。

1 種目 |一般研究細川知 /一般研究(共同研知/金合研歩 |注:践当する種目的咽んでください。

2 研究課題
(和文表記)f¥1YCN遺伝子を標的とした神経芽細胞腫の新規治療法の開発

(英文表記)Development of novel neuroblast卯 1at.herapeutic agents t.argeting t.he MYCN gene 

3 研究目的
神経芽細胞腫は、近年治療法の改善により予後が改善しているが、未だ多くの予後不良例(進行神経芽細胞腫)が存在

し、その治療法は確立していない。

MYCN遺伝子は、予後の不良な小児固形腫療、神経芽細胞腫で高頻度に増幅が認められる遺伝子であり、その発現蛋白

はアポトーシスの抑制や細胞増殖の充進など広く癌化に関与し治療標的として注目されてきた遺伝子である。また MYCN

はMYC群 (MYCC、MYCLおよび MYCN)であり、 MYC群の機能は転写調整因子として E-box配列 (cacgtg) を認識し、下流

遺伝子群の発現を調整する。これらは多くの成人の悪性腫揚、血液腫療においても鍵となる遺伝子であり、その下流の遺

伝子群の機能解析と調節ができれば様々ながんの治療法が確立できる可能性がある。

一方、我々はピロール基(Py)とイミダゾール基(Im)を組み合わせにより合成される PIポリアミド化合物が DNAの塩基

配列を認識することを見出し、その化合物の設計、自動合成を学内に確立している。この PIポリアミド化合物は遺伝子

の発現を調整する塩基配列に作成することで遺伝子の発現を調整できる。これに基づき、神経芽細胞腫特異的に増幅する

MYCN遺伝子自体の発現調整領域を認識し、発現を抑制する化合物の合成に成功した。さらに現在までに我々はMYC群が共

通に認識する転写調整領域 (E-box配列)を標的とする PIポリアミド化合物の合成にも成功している。

本研究では、 PIポリアミド化合物を用いて MYCN発現抑制による神経芽細胞腫の抗腫揚効果を検討するとともに MYC群

の下流遺伝子を E-box配列の前後の塩基配列の共通群ごとに機能を解析する。これはMYC遺伝子の新たな機能解析方法と

なり、 Off-targetの少ない治療薬剤の開発に寄与できると考えられる。これらは PIポリアミド化合物を臨床に応用する

ための基礎研究となり、日本大学発の独自の治療薬の開発を目差す基盤研究であると考えられるため本研究を企画した。

4 研究概要

神経芽細胞腫の予後不良因子の一つである MYCNに対して DNAの塩基配列を認識し、発現を調整できる PIポリアミド化

合物を用いてその発現抑制と抗腫療効果を Invivo、 In vitroで検討し、神経芽細月卸重の新規治療法の開発を試みる。

さらに MYCNの属する MYC群は共通の塩基配列を認識し、下流遺伝子の発現を調整する転写調整因子である。その共通

に認識する転写調整領域を標的とする PIポリアミド化合物を用いて下流遺伝子の塩基配列特異的な機能群に分け、機能

解析を行うとともに新たな治療の標的として選択しうるかを検討する。

これらは PIポリアミド化合物の臨床応用への基盤研究となると考えられ、今回研究を企画した。

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
越永.従道

・研究分担者(役割分担)
麦島秀雄 (小児腫療薬物治療法開発)
松本宜明 (薬物動態の解析)
永瀬浩喜 (薬物の開発と機能解析)
斎 藤 勉 (治療薬動態イメージング解析)
杉藤公信 (小児腫蕩薬物治療法開発)
青山 隆彦 (薬物動態の解析)

来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i の場合は包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し'0) 

1. MYCN転写調節因子の結合領域を標的としたポリアミド化合物の合成

予備実験において MYCN転写調節因子のうち E2FおよびSPlの、 MYCN遺伝子プロモーター領域への結合領域を標的とし

たPIポリアミド化合物を 2つ(E2F-l:ATGGAAAT， Spl-l :AGGAGGC)設計し、合成した。この 2つのポリアミド化合物を MYCN

増幅神経芽細胞腫細胞株である CHP134細胞、 IMR32細胞、NB9細胞および、MYCN非増幅神経芽細胞腫細胞株である SK-N-SH

細胞、 NB69細胞など複数の細胞株に投与し、 WST-8assey法による生細胞活性および直接顕微鏡下に形態学的変化の有

無と cellcountでの細胞増殖の抑制を確認した。 E2F-lにおいてし 5、10μMとなるように投与し、 72時間培養したと

ころ、非投与群と比べ5μM投与群において細胞増殖抑制効果を認めなかった。しかし SP1-1で同様に CHP134細胞に対し

し 5、10μMとなるように投与し、 72時間培養したところ、非投与群と比べ 5μM投与群において最も細胞増殖抑制を認

めた。同時に得られた細胞から RNAを抽出し、 MYCNの発現を realtitne RT-PCR法にて検討したところ、 E2F-l5μM投与

群ではMYCNの発現抑制を認めなかったも、 SPl-l投与群では非投与群と比べ MYCNの発現抑制を認めていた。また IMR32

細胞、 NB9細胞および、 MYCN非増幅神経芽細胞臆細胞株である SK-N-SH細胞、 NB69細胞においては、 CHP134細胞に対す

るPIポリアミド化合物の効果以上の細胞増殖抑制効果は認めなかった。

本年度は PIポリアミド化合物の Dp末端と 8リンカ一部分の設計の工夫により CGが多い配列への設計が可能となり、

認識配列に対する設計の自由度が高くなり、またプロック合成の開発により認識配列が 12塩基まで延長できるようにな

った。さらにそのいずれにおいてもピオコア法による分子間相互作用解析により、標的配列を持つ二本鎖DNAに対する特

異的結合能が低下しないことも確認された。これにより E2F、SPlを標的としたポリアミド化合物の再設計を行い、 PIポ

リアミド化合物 (E2F-l:ATGGAAAT，E2F-2:TTGGCGCGA， Spl-l:AGGAGGC， Spl-2，一3:AGGGCGGGC-2およびー3は8リンカ一部

分が異なった設計であり認識配列は同じ)を予備実験のものを含め 5つ設計合成した。これらを用いて予備実験と同様の

検討を CHP134細胞で行った。その結果、 E2F群ではE2F-2投与群において、非投与群と比べ5μM投与群において最も細

胞増殖抑制効果を認めた。さらに Spl群ではSPI-2ポリアミド化合物投与群では、非投与群と比べ5μM投与群において

最も細胞増殖抑制を認めた。また同時に得られた細胞から RNAを抽出し、 MYCNの発現を realtitne RT-PCR法にて検討し

たところ、 E2F-2ポリアミド化合物 5μM投与群では 65%のMYCNの発現抑制を認めた。しかし SPI-2投与群では MYCNの

発現の抑制は認めなかった。

並行して MYCN遺伝子は E2FとSplの二つの転写調整因子が協力して発現を調整していることが報告されており(JBiol 

Chem， 2003， 2004)、CHP134細胞に対し上記で一番細胞増殖抑制効果を認めた SPl-2とE2F-2を各 2.5μMずつ計5μMと

なるように同時投与した。投与後 72時間培養したところ、各ポリアミド化合物単独投与群よりも強い増殖抑制効果を認

めた。同時に得られた細胞から RNAを抽出し、 MYCNの発現を realtime RT-PCR法で検討したところ PIポリアミド化合

物の非投与群と比較し 40%のMYCNの発現抑制効果を認めた。これらより、一つの遺伝子の転写を調節する二つの異なる

転写調節因子の結合を、 2種類のポリアミドによって同時に抑制することにより、それぞれの転写調節因子の結合を抑制

するポリアミド単独で投与よりも相加的な効果が得られることが確認できた。

さらに既存の RNAi干渉を用いた手法でMYCNの発現抑制ではAPOPTOSISの誘導が確認されている(IntJ Oncol， 2007)。

実際に本研究においても E2F-2およびSPI-2を同時に投与した CHP134細胞において細胞増殖抑制効果とともに死細胞数

の増加を鏡検像から認めた。これは APOPTOSISの誘導による考えられたため、 AnnexinVと 7-AADを用いた FACS

(fluorescence activated cel1 sorting)でAPOPTOSISの解析を行った。 E2F-2および SPI-2を各 2.5μMずつ計 5μM

をCHP134細胞に投与し、 72時間培養後AnnexinVと7-MDで蛍光染色し、 FACSで解析した。ポリアミド
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2. MYCの結合領模である E-box配列を標的としたポリアミド化合物の合成

MYC結合領域である E-box配列(CACGTG)を標的とした PIポリアミド化合物を 5つ(肌rCl:CACGTGC， MYC2:CACGTGG， 

MYC3:CCACGTG， MYC4:GCACGTG， MYC5:¥vCACGTGW)設計合成した。これらを MYCN増幅神経芽細胞腫細胞株である CHP134細

胞、 IMR32細胞、 NB9細胞および、 MYCN非噌幅神経芽細胞臆細胞株である SK-N-SH細胞、 NB69細胞の複数細胞株に投与

し、 WST-8assey法による生細胞活性および直接顕微鏡下に形態学的変化の有無と cellcountでの細胞増殖の抑制を確

認した。また同時に得られた細胞から RNAを抽出し、その下流遺伝子の発現の抑制の有無、分化マーカーの発現を確認

した。その結果、 5噸の最終濃度で MYC2、3および5をCHP134細胞、 SK-N-SH細胞に投与すると非投与群と比べ 72時間

の培養後に細胞増殖抑制を認めた。また MYC2投与群の CHP134細胞から得られた RNAでは、 MYC2の標的配列を promoter

領域に持ち前CNにより発現調整されている MD舵遺伝子(細胞周期に関与，APOPTOSISの誘導に関与)の発現抑制を認めた。

一方、 MYC3投与群の CHP134細胞から抽出した RNAでは、 MYC2と同様に MYC3の標的配列を promoter領域に持ち MYCN

により発現調整されている ODCl遺伝子(細胞周期に関与する)の発現を抑制することを確認した。 MYC5投与群の CHP134

細胞から得られた RNAでは、附C5の標的配列を promoter領域に持ち附CNにより発現調整されている EIF4G遺伝子(翻訳

調整因子)の発現抑制を認めるも CCNDl遺伝子の発現抑制は認めなかった。これらのことは MYC下流ポリアミド化合物を

用いることによって塩基配列ごとに発現調整下流遺伝子群が異なることを示しており、その機能ごとのグループ化がで

きると考えられた。

次年度はポリアミド化合物投与群の網羅的発現解析を行い MYCNの下流遺伝子のグループ化を進行中であり継続して確

認を行っていく予定である。さらにグループの中より新たな抗腫揚薬剤の標的となるグループの検討を行っていく予定

である。

3.In vivoでのポリアミド化合物の抗腫癖効果を確認

In vivoでのポリアミド化合物の抗腫療効果を確認するためにヌードマウスへ神経芽細胞腫細胞株 (CHPI34細胞)の

移植を行い、 Xenograftモデ‘ルの作成を企画した。すでに CHP134細胞のヌードマウスへの移植モデ‘ルは報告されており

(Cancer Res 1976)、これに準じて本年度までに予備実験として 1xl07個に CHP134細胞を調節した 100μlの Hank's 

balanced salt solution (HBSS) を6週齢の雄ヌードマウスの後頚部に移植し、 12週間の飼育により皮下注射部位に一

致して径 5mm程度の腫揚形成を肉眼的に確認できた。さらに得られた腫揚組織から HE切片を作成し検鏡的にも騒擦の形

成を確認した。

次年度は、形成した腫蕩から RNA、蛋白を抽出し realtime RT-PCR、westernblotting法でMYCN遺伝子の発現の確認

を行う。さらに FITCラベルした E2F-2、SPI-2をそれぞれ投与し、無処理および腫蕩形成したヌードマウスに 6mg/kgの

FITCラベルした E2F-2およびSpl-2を尾静脈から全身投与する。投与後 24時間および 7日後に解剖し、肝、牌、肺、腎、

胃、小腸、皮膚、脳組織および腫揚組織を蛍光顕微鏡で確認し、使用する PIポリアミド化合物の腫揚への移行性および

各臓器への分布を確認する予定である。

これで確認された実験動物に対して Invitroの実験において最も効果のあった組み合わせの E2F-2とSpl-2の同時投与

による Invivoでの抗腫揚効果を検討する。

方法は腫擦の大きさが 500凹 aになった移植マウスを以下の 3群に分けて検討する。

①E2F-2とSpl-2の同時投与群

②コントロール PIポリアミド化合物投与群 (DNAの塩基配列に結合しない PIポリアミド化合物)

③PBSのみを投与群

①、②群では尾静脈もしくは局所に PIポリアミド化合物(6mglkg)を、③群では PBSを全身投与し、投与後 1週間まで腫

痕径の確認と腫揚形態の確認を行L、解剖する。さらに腫揚組織を摘出し、 HE切片での腫揚の形態の確認と免疫組織化学

染色による MYCNおよびその下流遺伝子の発現を確認するとともに得られた腫揚組織より郎A、蛋白を抽出し realtime 

RT-PCR、westernblotting法でMYCNの発現およびその下流遺伝子の発現を確認する。これらで得られた結果は各群間で

比較し、抗腫揚効果を検討する予定である。

なおこれまでの研究経過については第 13回神経芽腫研究会で発表した。今後、第 110回日本外科学会、第 25回日本

小児がん学会 SIOP 2010、プレジデンシャルシンポジウムで報告予定である。さらに昨年までに検討を行ってきた陥℃

下流遺伝子を標的とするポリアミド化合物については本年度、特願 2009-061321 fMyc下流遺伝子群を標的とした配列特

異的 DNA結合化合物による疾患治療薬候補探索と疾患治療化合物Jとして特許出願を行っており、国際特許申請を目指

している。さらに本研究で合成される新たな化合物については随時新規性が得られた段階で化合物特許の申請を準備す

る予定である。

注:必要に応じて，このページをご使用ください。
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日本大学総長殿

氏 名 江角偉理子 毛主
所属・資格 医学部・准教授

下記のとおり報告いたします。

1 種目 卜 般研究細川知/一般研究(共同耐え込合研む |注:該当する種目をOで囲んでください。

2 研究課題

マイクロダイセクション・プロテオミクス融合による新規病態分子の解明と診断への応用

3 研究目的

本研究では、より正確な新規病態分子を解明するために、病理標本を対象に顕微鏡下で標的細胞を採取する

レーザーマイクロダイセクションと疾患プロテオミクスとの融合を確立する。ここでは、特に肝細胞癌再発

および発癌機構、および前癌病変白板症と扇平苔癖を例に、疾患メカニズムのより厳密な解明および新しい

診断マーカーの発見に応用する。また組織切片上の特定分子の検出法として、免疫染色にかわる新たな tissue

MS診断法(組織薄切切片マススベトル診断法)になりうるか、開発も試みる。

4 研究概要

病理標本であるホルマリン固定パラフィン包埋切片を用いたマイクロダイセクション・プロテオミクスを確

立する。肝細胞癌の再発マーカーや口腔内扇平上皮癌の腫蕩マーカー探索をテーマとして、その応用を検討

する。 tissueMSによる特定タンパク質の検出法を確立するため、既知の量のウイルスやタンパク質の発現

系を用いて検出限界の検討を行い、病理標本への応用を確立する。

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

江角虞理子

・研究分担者(役割分担)

高山忠利 (肝細胞癌症例の収集と予後調査)

永瀬浩喜 (プロテオミクス用マイクロダイセクションサンプリングの樹立)

小宮山一雄 (白板症と扇平苔癖の組織マイクロダイセクションと解析)

杉谷雅彦 (月干臓組織のマイクロダイセクション)

黒田和道 (微量サンプル対応 nanoLC-MSIMSの樹立)

※ホ4 ページ等での公聞の包》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。)

1. ホルマリン固定パラフィン包埋切片/レーザーマイクロダイセクションサンプルのプロテオーム

症例の発現比較は、ヘテロな細胞集団を材料とするので、その間質や細胞外基質成分の混入具合が結

果を大きく左右する。またいつも凍結組織が採取できるとは限らないため、病理検査で使用される標

本は貴重な材料となる。そこでルーチンに使われる病理標本でプロテオームを行う場合、どのような

特徴と限界があるか調べた。生検材料と制検材料の比較、さらに同一の剖検材料からの凍結組織とホ

ルマリン固定パラフィン包埋/マイクロダイセクションサンプルとの比較を行った白(学会発表 3:病

理組織、特に病理解剖症例のホルマリン固定パラフィン包埋薄切切片のマイクロダイセクション

(FFPE/LMD)から得られるプロテオームには、どのような特徴があるか?:肝臓組織における 3つの検体

ー生検、剖検、 FFPE/LMDーの比較)

剖検症例は生検症例とほぼ遜色ない二次元ゲ、ノレ電気泳動スポット数とパターンを示し、タンパク質の

網羅的発現解析が可能であることがわかった。剖検症例でもタンパク質の分解の危険性は少なかった。

またマイクロダイセクションでもそれほど情報量に制限はなく、またその剖検症例の FFPE/LMDでは、

ほぼ 8割のタンパク質を同定できることがわかった。ホルマリン固定による修飾ペプチドも解析対象

としては意外に少なかった。

2. 口腔内病変の分子診断マーカー

口腔癌境界病変(上皮異形成・上皮内癌)の適切な診断は，早期治療を可能にし、患者の QOLを得る

ために肝要である。口腔癌境界病変の診断は生検標本の顕微鏡的診断により行われているが、時とし

てHE染色では、反応性・再生性上皮異型との鑑別が困難なことがある。そのため、境界病変に特有な

診断マーカーの開発が期待されている。口腔粘膜癌境界病変の分子診断マーカーを探索すべく、薄切

切片/マイクロダイセクションにて、扇平上皮癌および境界病変が共通にもち、非臆傷性病変とは異

なるタンパク質の同定一比較プロテオミクスーを試みた。(学会発表 5:プロテオーム解析を利用した

口腔粘膜癌境界病変の分子診断マーカーの検討)

非腫蕩性上皮、境界病変および扇平上皮癌の FFPE/LMDから、それぞれ約 130種類のタンパク質が同定

された。そのうち Cytokeratin17をはじめとする 35個のタンパク質が境界病変および扇平上皮癌に

共通して特異的に同定された。

3.肝細胞癌再発マーカー

C型肝炎ウイルス (HCV)感染者は 40人に l人である。日本人の肝細胞癌の 8害IJはHCVが原因である。こ

のウイルスは持続感染しやすく、慢性肝炎、肝硬変を経て、 20.......30年かけて肝細胞癌に進展する重篤

な感染症である。たとえ癌を外科切除できてもその再発は 2年で 50覧に及ぶ。未だに有効な治療法や予

防法が模索されている感染症である。我々は、本来ヒトがもっウイルス制御や発癌再発制御因子をと

らえ、診断、治療及び予防に役立てることを目指した。すなわちー癌の再発が早い肝臓と遅い肝臓ーこ

れらの違いを遺伝子発現レベルで明らかにすることで、これら生体内制御因子を探索した。



部学医名校科部

[実績報告書7-3]

|BÇ~ :江角関子

研究結果(つづき)

1) プロテオーム解析による再発難易を決める癌の素質ついて

HCV (+)の初発肝細胞癌で、径が 6cm以下の単発症例を対象とした。切除術後再発までの月数を調査し、

12ヶ月以内に再発した早期群 11例と 48ヶ月以内無再発の遅延群 10例を選び、 2次元電気泳動による

網羅的タンパク質発現解析(200IGE)を行った。 1623個のスポットを対象に解析したところ、 2群聞で

有意差のあるスポットが 51個見いだされた。そのうち 19個は再発早期群で発現が充進するものであ

ったo 再発早期群で悪性腹蕩マーカーが発現増加していた。再発遅延群で抗酸化ストレス、血管新生

抑制タンパクが発現増加していた。さらに 3つのタンパク質で再発難易を予測するセットが示唆され

た。(学会発表 1)

2)プロテオーム解析による再発難易を決める非癌部の素質ついて

術後 24ヶ月以内再発の 15例と術後 48ヶ月以内無再発 12例を選び、非癌部組織から 20OIGEを行っ

た。非癌部の線維化度により 16例の慢性肝炎と 11例の肝硬変に分けて再発難易による発現タンパク

質の違いを解析した。 1513個の検出スポットから慢性肝炎では 60個が、肝硬変では 32個が有意差の

あるタンパク質として見つかった。しかしこれらの中で重複するものはなく、異なる機構で再発の起

こることが示唆された。これら代表的なタンパク質について、ウエスタンプロットで検証を行ったと

ころ、再発難易による差よりも病変による差のほうが顕著であることがわかった。早期再発群で発現

低下を示したガレクチン lや胆汁酸塩硫酸基転移酵素は、正常肝で最も高く、癌部で顕著な発現低下

を示した。これらは肝臓の正常機能に必須のタンパク質であり、癌化に伴う脱分化マーカーになり得

ることが示唆された。一方早期再発群で発現充進を示したサイトケラチン 19は、肝硬変で最も高く、

癌部や正常肝ではほとんど発現が見られなかった。サイトケラチン 19については免疫染色像から、胆

管上皮に特異的発現を示し、胆管増生そのものを定量していることが予想された。胆管増生と繊維化

との関連が強く示唆された。このように肝実質細胞だけでなく、非実質細胞におけるプロテオーム解

析も再発難易や発癌難易を決める微少環境因子として重要であることが示された。(学会発表 2，4)

3)同一症例からのトランスクリプトーム解析とプロテオーム解析

貴重な組織材料から mRNAおよびタンパク質の発現解析が同時に行えることは、発現制御機構を解明す

る上で有用である。 RNA抽出後残った分画からタンパク質を回収し、 200IGEによる網羅的解析を試み

た。この分画は抽出効率が約 1/10と悪く、高分子量タンパク質の抽出が苦手である。が 20パターン

には遜色なく、解析データは半数強が他の抽出方法と同じ結果を示す。同一条件で抽出する限りは網

羅的タンパク質発現解析も可能で、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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研究結果(つづき)

4.椎間板プロテオーム解析の試み

喫煙は腰痛の危険因子の 1つである。腰痛発生機序の 1つに椎間板変性があげられる。本研究では椎

間板変性機序あるいは再生機序を知る目的で、(1)受動喫煙ラット椎間板と (2)ヒト腰椎椎間板変

性症について、椎間板タンパク質の発現を網羅的に解析し、比較プロテオミクスを試みた。特に椎間

板細胞外基質を極力取り除き椎間板細胞由来のタンパク質について、 トリプシン消化ペプチドの

LC-MS/MS解析により比較プロテオミクスを行った。

1) 喫煙椎間板プロテオミクス

8週受動喫煙ラット (S8)と 8週受動喫煙後 4週喫煙停止した禁煙ラット (S8N4)とを用

意し、非喫煙コントローノレラット (N12)と比較した。 3群間で 2倍以上発現量の異な

るタンパク質 103個が見つかった。図のように、喫煙や禁煙により決まったタンパ

ク質の発現変化が椎間板で起こっていることがわかる o 受動喫煙により、細胞外基

質タンパク質の恒常性の保持や、アポトーシス感受性充進が示唆された。 また喫煙

による発現変化は禁煙により必ずしも解消されず、むしろ新たな発現変化を示すタ

ンパク質があった。(学会発表 6，7，8，9)

2) ヒト腰椎椎間板変性症プロテオミクス

代表的な腰椎椎間板変性症で、ある腰椎椎間板ヘルニア 7例と腰椎変性すべり症 6例について、剖検時

得た健常椎間板 5例と比較し，プロテオーム解析を行った。 3群間で 2倍以上発現量の異なるタンパ

ク質 29個が見つかった。これらのタンパク質から変性症に共通して抗酸化ストレスと細胞再生機能

の低下が示唆された。また腰椎変性すべり症では補体の活性化と自然免疫応答が示唆され、腰椎椎間

板ヘルニアでは炎症充進、細胞骨格の再生やコラーゲン発現抑制などが示された。

注:必要に応じて，このページをご使用ください。
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研究結果(つづき)
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