
【要約】
　SARS-CoV-2は、2019年12月に中国武漢市で
確認されて以来、様々な変異を繰り返し、未だパ
ンデミックの終焉には至らない。本研究では、わ
が国で感染拡大を引き起こしたアルファ株、デル
タ株、オミクロン株の変異株のゲノムデータを
NCBIデータベースから入手し、スパイクタンパ
クについて、BLASTを用いて、祖先である武漢
株と比較した。それぞれの株は、特有の共通変異
をもち、更に、わが国で新たな変異が追加された。
　アルファ株（B.1 .1 . 7）の共通変異は9か所（欠
失2、非同義置換7、武漢株との変異数の差16塩
基）、共通変異に新たな変異が加わった株（以下、
新たな変異株）は14種類（同義置換8、非同義置
換6、武漢株との変異数の差17 , 18塩基）。
　インドのデルタ株（B.1 .617 . 2）の共通変異は
9か所（欠失1、非同義置換8、武漢株との変異数
の差14塩基）、新たな変異株は5種類（非同義置
換5、武漢株との変異数の差14、15、17塩基）。
　日本のデルタ株（AY.29 , AY.29 .1）の共通変
異は9か所（欠失1、非同義置換8、武漢株との変
異数の差13塩基）、新たな変異株は22種類（欠
失1、同義置換6、非同義置換14 , 1355TGなし1、
武漢株との変異数の差13 , 15 , 16 , 17塩基）。
　オミクロン株（BA.1 .1）の共通変異は32か所

（欠失2、同義置換1、非同義置換28、挿入+点
変異1、武漢株との変異数の差55塩基）、新たな
変異株は19種類（欠失1、同義置換4、非同義置
換13、1336GAなし1、武漢株との変異数の差48 , 

54 , 56 , 57 , 58塩基）。
　オミクロン株（BA.2）の共通変異は23か所（欠
失1、同義置換1、非同義置換21、武漢株との変
異数の差31塩基）、新たな変異株は2種類（非同
義置換2、武漢株との変異数の差32、38塩基）。
　アルファ株、デルタ株、オミクロン株のわが国
での変異を追うため、MEGAXで分子系統樹を
作成した。興味深いことに、ステルスオミクロ
ンと言われるオミクロン株（BA.2）は、2022年
4月の時点では、オミクロン株（BA.1 .1）に置き
換わり、わが国の市中感染の主流となりつつあ
るが、2021年12月には、わが国で既に確認され、
BA.1 .1よりも先に武漢株から変異した株である
ことが計算上判明した。
　アルファ株、デルタ株、オミクロン株の非同
義置換のアミノ酸変異には、共通性がみられた。
1841AG（614DG）は 全 ての 株に共 通。1501AT

（501NY）は、アルファ株とオミクロン株（BA.1.1, 
BA.2）、2042CA（681PH）は、アルファ株とオミク
ロン株（BA.1.1, BA.2）、2042CG（681PR）は、デ
ルタ株（B.1.617 .2 , AY.29 , AY.29 .1）が有していた。
　新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）のスパ
イクタンパクは、従前流行したSARS-CoVと
70%の相同性があり、特に宿主のACE2受容体
との結合に影響するfurinプロテアーゼ開裂配列

（681-PRRAR-685）が挿入されていることに特
徴がある。このfurin配列は、他の2Bコロナウイ
ルスにはなく、SARS-CoV-2に特有である。ア
ルファ株、デルタ株、オミクロン株は、681番目
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のプロリンに共通変異をもつため、この獲得が終
わらぬパンデミックを引き起こしているのかもし
れない。

【はじめに】
　2019年12月、中国武漢市の海鮮市場に端を発
すると言われているSARS-CoV-2は、瞬く間に
パンデミックを引き起こし、未だ終息の目途がた
たない。ウイルスは姑息にも変異を繰り返し、何
波にも渡り、人類を襲い続けている。わが国も、
現在、第6波であるオミクロン株が猛威を振るっ
ている。
　2021年夏のデルタ株は、医療逼迫や多くの死
者を出し、わが国にとって未曾有の災禍であっ
た。しかし、デルタ株のピークアウトは以外にも
早く、10月から12月までの間は、感染者数が激
減し、コロナウイルスから多少解放された時期で
もあった。これまでの第1波から第5波をみると、
その感染の波形は急峻なマウンテンシェイプであ
り、ピークから下降する期間が短いことに特徴が
ある。この原因は、ワクチンの普及、人々の行動
変容、政府の施策の効果が考えられるが、ウイル
ス側の変異も原因の一つではないかと考える。

【目的】
　本研究では、わが国で確認されたコロナウイル
スの変異が、終息に向かわせるような弱毒化を引
き起こすものであるかについて、NCBIのデータ
ベースを用いて、アルファ株、デルタ株、オミク
ロン株のスパイクタンパク（Sタンパク）の変異
を解析する。

【方法】
　NCBI（National Center for Biotechnology 
Information） のSARS-CoV-2の デ ー タ ベ ー ス
から、わが国から報告されているSARS-CoV-2
のゲノムデータを入手した（https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/sars-cov-2）。
　アルファ株、デルタ株、オミクロン株のスパイ
クタンパク（Sタンパク）の塩基と、武漢で報告 
された最初の株（NC_045512 .2）のSタンパクの 
塩基とを、BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Blast.cgi）を用いて比較・解析した。ゲノムは、
各月の月末の週に登録されたデータを用いた。ウ
イルスの分子系統樹は、MEGAXを用い、最尤法

で作成した。
【結果】
1. アルファ株（B.1 .1 . 7）について

（1）アルファ株の流行
　アルファ株は、B.1 .1 . 7系統の株であり、イギ
リスから世界中に大流行を引き起こした。わが国
では、2020年12月に、関東地方で報告されている。
2021年3月からアルファ株のCollection Data数が
増加し始め、8月にピークとなり、9月に2件報告
されて以来、わが国でのアルファ株の報告はない

（図1-A）。
（2）アルファ株の変異
　2019年に最初に報告された武漢株とアルファ
株のDNA配列をBLASTで比較した。得られた
アルファ株の配列には、9つの共通変異があった

（図1-B）。6塩基欠失が1か所、3塩基欠失が1か
所、1塩基変異が7か所あり、武漢株との差は16
塩基であった。
　203-208欠失では、ヒスチジンとバリンが欠
失し、429-431欠失では、チロシンが欠失した。
いずれの欠失もフレームシフトは起こらず、69
番目はイソロイシン、143番目はバリンのまま
であった。1501AT, 1709CA, 1841AG, 2042CA, 
2147CT, 2944TG, 3352GCの点変異は、いずれも、
アミノ酸の非同義置換であった。本研究で調べ
たアルファ株32例のうち、共通変異をもつ13例

（40%）は2021年4月から8月までに、東京、静岡、
神奈川で報告された（図1-B）。
　一方、共通変異（変異数16）に、更に新たな変
異が加わった株19例（60%）には、14種類の変
異があり、8個は同義置換（58%）、6個は非同義
置換（42%）、変異数は17または18の点変異であ
った（図1-C）。2021年3月と4月の新たな変異は
いずれも同義置換で、共通変異株のSタンパクと
立体構造上の差はない。注目すべきは、2097TC
変異で、これは同義置換（699LL）であるが、5
月と8月に東京と広島で報告されており、この
株は全国的に伝搬した可能性がある。2097TC
に、更に変異が加わった株5例はもっぱら2021年
8月に報告されており、そのうち3個は同義置換

（2619CT, 2976AG, 3060TGC）、2個は非同義置換
（58AG, 464CT）であった。
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図 1
A　NCBIデータベースに登録された、わが国におけるアルファ株（B.1.1 .7）のCollection data数
B　アルファ株（B.1.1 .7）の共通変異の塩基とアミノ酸およびCollection data数の内訳
C　 アルファ株（B.1.1 .7）の共通変異+新たな変異の塩基とアミノ酸およびCollection data数の内訳。ハイ

ライトは、同義変異を表す。



（3）アルファ株の分子系統樹
　わが国で変異したアルファ株の分子系統樹を示
す（図1-D）。武漢株を祖先配列とし、最初に共
通変異株が現れ、その後、二つのクラスターに別
れた。一つは、共通変異株に更に1塩基点変異が
加わったグループ、もう一つは2097TCを元に、
更に1塩基点変異が加わったグループである。後
者は、専ら2021年8月に報告されており、変異時
期が遅いものと思われる。
2. デルタ株（B.1 .617 . 2）について

（1）デルタ株（B.1 .617 . 2）の流行
　デルタ株は、B.1 .617 . 2系統の株であり、イン
ドで大流行を引き起こした。わが国では、NCBI
のデータベースに14例が報告されている。2021
年4月に東京で最初に報告され、東京では6月
がピーク、静岡では9月がピークであった（図
2-A）。

（2）デルタ株（B.1 .617 . 2）の変異
　武漢株とデルタ株（B.1 .617 .2）のDNA配列を
BLASTで比較した。デルタ株（B.1 .617 . 2）の共
通変異は、次の8つである。6塩基欠失が1か所、

1塩基変異が7か所あり、武漢株との差は13塩基
であった。
　467-472欠失では、フェニルアラニンとアルギ
ニンが欠失し、グルタミン酸がグリシンに置換さ
れた。56CG, 425GA, 1355TG, 1433CA, 1841AG, 
2042CG, 2848GAの点変異は、いずれも、アミノ
酸の非同義置換であった。
　デルタ株（B.1 .617 . 2）は、共通変異（変異数
13）に、更に新たな変異が加わった株が13例報
告された（図2-B）。これらには5種類の変異が
あり、武漢株との変異数の差は14 , 15 , 17の点変
異である。これらの変異は、284CTを共通に持ち、
わが国におけるデルタ株（B.1 .617 . 2）の変異は、
284CTから派生した可能性がある。東京では6月
に、284CT+654GT+2604AG+3310GTの変異株
が最も多く、静岡では9月に60CT+284CTの変
異株が最も多かった。

（3）デルタ株（B.1 .617 . 2）の分子系統樹
　わが国で変異したデルタ株（B.1 .617 . 2）の分
子系統樹を示す（図2-C）。武漢株を祖先配列とし、
最初に共通変異株が現れ、その後、284CT株が
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図 1
D　 アルファ株（B.1.1 .7）の分子系統樹。MEGAXの最尤法を用いた。数字はブートストラップ 値（信頼性）。

ハイライトは、同義変異を表す。
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現れた。これを元に、更に1または3塩基の点変
異が加わった株が、2021年9月、10月に遅れて現
れた。

3. デルタ株（AY.29 , AY.29 . 1）について
（1）デルタ株の流行
　AY.29 , AY.29 .1はデルタ株の亜型で、わが国
で流行した株である。NCBIに登録されたcollec-
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図 2
A　NCBIデータベースに登録された、わが国におけるデルタ株（B.1.617.2）のCollection data数
B　 デルタ株（B.1.617.2）の共通変異および新たな変異の塩基とアミノ酸とCollection data数の内訳。ハイ

ライトは、同義変異を表す。
C　デルタ株（B.1.617.2）の分子系統樹。MEGAXの最尤法を用いた。数字はブートストラップ 値（信頼性）。
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図 3
A　NCBIデータベースに登録された、わが国におけるデルタ株（AY.29, AY.29.1）のCollection data数
B　デルタ株（AY.29, AY.29.1）の共通変異の塩基とアミノ酸およびCollection data数の内訳
C　 デルタ株（AY.29, AY.29.1）の共通変異+新たな変異の塩基とアミノ酸およびCollection data数の内訳。

ハイライトは、同義変異を表す。



tion dataは、2021年5月にから2022年1月まで、
長期にわたり報告されており、2021年7月、8月
がピークである（図3-A）。

（2）デルタ株（AY.29 , AY.29 . 1）の変異
　武漢株とデルタ株（AY.29 , AY.29 . 1）のDNA
配列をBLASTで比較した。AY.29 , AY.29 . 1は9
つの共通変異をもつ（図3-B）。6塩基欠失が1か
所、1塩基変異が8か所あり、武漢株との差は14
塩基である。インド株であるデルタ株（B.1.617.2）
に284CTの点変異（95TI）が加わったものである。
共通変異株69例中29例（42%）は、7月、8月が
ピーク、11月以降の報告はない。
　一方、共通変異に新たな変異が加わった株は
40例（58%）あり、22種類の変異があった（図
3-C）。7月、8月に変異のバリデーションが多
く、2022年1月まで新たな変異が確認された。
519GT株は7月に東京で確認され、新たな変異
株の22 .5%（9/40）を占めた。更に変異した
519GT+114CT株は、8月に静岡で確認された。
　1481CT株は東京で10月に報告され、新たな変
異株の10%（4/40）を占めた。

　58AG+3741TC株 は、8月 と10月 に 静 岡 で、
59CT+3729TC株は、東京で9月と2022年1月に
報告され、長期間に渡り市中に存在していた。
　デルタ株（AY.29 , AY.29 .1）の新たな変異の特
徴は、非同義置換が14（63%）、同義置換が6（27%）、
欠失が1（4.5%）、共通変異のうち1355TGのみ
が欠損している変異が1（4.5%）であった。武漢
株との変異数の差は、13, 15 , 16 , 17であった。

（3）デルタ株（AY.29 , AY.29 . 1）の分子系統樹
　わが国で変異したデルタ株（AY.29 , AY.29 .1）
の 分 子 系 統 樹 を 示 す（ 図3-D）。 武 漢 株 を 祖
先 配 列 と し、 最 初 に1355TG欠 損 株（ 共 通 変
異配列のうち、1355の変異が無いもの）が現
れ、その後、共通変異株が現れた。更に、2つ
のクラスターに別れた。4つの分子系統樹の枝
が長いもの（58AG+3741TC, 1913TC+2501TC, 
59CT+3729TC, 114CT+519GT）は、変異時期
が遅いと思われる。
4. オミクロン株（BA.1 .1）について

（1）オミクロン株（BA.1 .1）の流行
　オミクロン株は、BA.1 .1系統の株であり、南
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図 3
D　 デルタ株（AY.29, AY.29.1）の分子系統樹。MEGAXの最尤法を用いた。数字はブートストラップ値 

（信頼性）。ハイライトは、同義変異を表す。
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アフリカで最初に報告された。わが国では2021
年12月28日にNCBIのデータベースに報告され
ている。2022年1月より、感染が急増したが、
2022年4月にはオミクロン株（BA.2）に置き換

わりつつある。
（2）オミクロン株（BA.1 .1）の変異
　武漢株とオミクロン株（BA.1 .1）のDNA配列
をBLASTで比較した。BA.1 .1は、32個の共通
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図 4
A　オミクロン株（BA.1 .1）の共通変異の塩基とアミノ酸。ハイライトは、同義変異を表す。
B　オミクロン株（BA.1 .1）の共通変異+新たな変異の塩基とアミノ酸。ハイライトは、同義変異を表す。



変異を持つ（図4-A）。6塩基欠失が1か所、9塩
基欠失が1か所、6塩基挿入+点変異が1か所、点
変異が29か所である。点変異のうち1個が同義置
換であった。
　共通変異に新たな変異が加わった株は19種類

の変異があった。3塩基欠失が1、共通変異の
1336GAの点変異なしが1、点変異が17である。
そのうち、1塩基点変異が14、2塩基点変異が1、
3塩基点変異が2であり、そのうち4個が同義置
換であった（23 .5%）（図4-B）。
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図 5
A　オミクロン株（BA.2）の共通変異の塩基とアミノ酸。ハイライトは、同義変異を表す。
B　オミクロン株（BA.2）の共通変異+新たな変異の塩基とアミノ酸。
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5 . オミクロン株（BA.2）について
（1）オミクロン株（BA.2）の流行
　オミクロン株は、BA.2系統の株であり、南ア
フリカで最初に報告された。わが国では2022年1
月5日にNCBIのデータベースに報告されている。

（2）オミクロン株（BA.2）の変異
　武漢株とオミクロン株（BA.2）のDNA配列を
BLASTで比較した。BA.2は、23の共通変異を
持つ（図5-A）。9塩基欠失が1か所、点変異が22
か所である。点変異のうち1個が同義置換であっ
た。
　共通変異に新たな変異が加わった株は2種類
あった。1塩基点変異が1, 7塩基点変異が1であ
り、全て非同義置換である。2022年3月中旬では、
NCBIのBA.2のデータ登録数が3件のため、今後、
変異が増加するものと思われる（図5-B）。

（3） オミクロン株（BA.1.1）とオミクロン株（BA.2）
の分子系統樹

　わが国で変異したオミクロン株（BA.1 .1、

BA.2）の分子系統樹を示す（図5-C）。武漢株
を祖先配列とし、最初にBA.2の共通変異株が現
れた。点線は、BA.2の変異株の系統を示す。一
方、BA.1 .1では、1336GAなしの株、632-634欠
失株の後にBA.1 .1の共通変異株が現れた。その
後、個々に点変異をする系統と、枝が長く変異時
期が遅い系統（697AG, 264TA+968CT, 3604GC, 
2677GT+3729GT, 1144GT）に分かれた。
6. 変異株に共通する非同義アミノ酸変異について
　アルファ株、デルタ株、オミクロン株の共通配
列の非同義置換のアミノ酸変異は、共通性がみら
れた（図6）。1841AG（614DG）は全ての株が有
していた。1501AT（501NY）はアルファ株とオミ
クロン株（BA.1.1 , BA.2）が、2042CA（681PH）
はアルファ株とオミクロン株（BA.1.1 , BA.2）が、
2042CG（681PR）はデルタ株（B.1.617 .2 , AY.29 , 
AY.29 .1）が有していた。425-433欠失は、アルフ
ァ株とオミクロン株（BA.1 .1）が、1963CT（655HY）
と2037YG（679NK）はオミクロン株（BA.1 .1 , 
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図 5
C　 オミクロン株（BA.1 .1）とオミクロン株（BA.2）の分子系統樹。MEGAXの最尤法を用いた。

数字はブートストラップ 値（信頼性）。ハイライトは、同義変異を表す。
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BA.2）のみの変異であった。
【考察】
　SARS-CoV-2は、世界中で様々な変異を引き
起こし、その変異の多様性は想像を遥かに超える。
今回、NCBIのデータベースから、わが国で報告
されたSARS-CoV-2を解析した結果、全てのウ
イルスで、共通したアミノ酸変異があることがわ
かった。1841AG（614DG）と2042CG（681PR）、
2042CA（681PH）である（図6）。
　681番目のプロリンの置換は重要と思われる。
なぜなら、新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）
のスパイクタンパクは、従前流行したSARS-
CoVと70%の相同性があり、特に宿主のACE2
受容体との結合に影響するfurinプロテアーゼ開
裂配列（681-PRRAR-685）が挿入されているこ
とに特徴がある。このfurin配列は、他の2Bコロ
ナウイルスにはなく、SARS-CoV-2に特有であ
る1）。
　SARS-CoV-2はスパイクタンパクが宿主の細
胞膜の受容体（ACE2受容体）に結合したあと、
ヒトの細胞へ侵入を開始するが、スパイクタンパ
クはFurin（タンパク質分解酵素）によりS1と
S2のフラグメントに切断される。S1の開裂部位
は、680SPRRAR/SのRS間であり2）、その後S1
フラグメントはACE2受容体に結合する。一方
S2フラグメントはヒト細胞表面のセリンプロテ
アーゼであるTMPRSS2で切断され、膜融合が起
り、ヒト細胞への感染が成立する。従って、681
番目のプロリンの変異は、感染性に影響を及ぼす

ことが予想され、従前のコロナウイルスや、武漢
株よりも強い感染性を獲得した可能性がある。
　実際、本研究で得られた多くの変異が、ACE2
受容体とどの程度の親和性を持つのかは、ゲノム
のデータからでは判断ができず、見出された全て
の変異について、タンパク質計算をして結論を出
したいと考える。

【今後の展望】
　今回のデータベースの調査で得られた非同義置
換の変異スパイクタンパクについて、ACE2受容
体との結合親和性をmyPrestoを用いて分子動力
学計算をし、各々の変異が、感染性を増強・減弱
させるものかを検討する。更に、感染の各波のピ
ークアウト時に出現する変異株は、ACE受容体
との結合親和性が低下したために感染力が減弱し
たのかを確認する。

【文献】
1. Malaiyan J, Arumugam S, et al.: An update 

on the origin of SARS-CoV-2 : Despite clos-
est identity, bat（RaTG13）and pangolin 
derived coronaviruses varied in the critical 
binding site and O-linked glycan residues. J 
Med Virol 93 : 1-7 , 2020

2 . Coutard B, Valle C, el al.: The spike glyco-
protein of the new coronavirus 2019-nCoV 
contains a furin-like cleavage site absent in 
CoV of the same clade. Antiviral Res 176 : 
104742 , 2020
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図6　アルファ株、デルタ株、オミクロン株に共通して保存されている変異



【要約】
　脳内産生型インスリンは、脳内に広く存在する
受容体を介して、記憶学習機能に関与することが
知られている1）。このインスリンを介した情報伝
達経路が障害されることにより、認知機能が低下
することを基に、グルコーストランスポーターを
介してインスリン分泌を障害するストレプトゾト
シン（STZ）を脳室内に投与して作製した“脳の
糖尿病”モデルラット2）では認知機能が低下し
ていること、これらのモデルラットの脳組織にお
いて、特に海馬歯状回堤部にアミロイドベータタ
ンパクが著明に蓄積していること、また、これら
の様相を示した海馬体内部回路の状態は、 “脳の
糖尿病ラット”の認知機能の低下には、大脳から
海馬歯状回顆粒細胞への情報入力障害がまず先に
あり、それからインスリン受容体情報伝達経路の
機能低下に繋がる可能性があることなどを、これ
までに明らかにしてきた。これらを背景に、脳海

馬内のインスリンの存在量と認知機能低下には、
相互に関与している可能性があると考え、「末梢
型」2型糖尿病ラット脳海馬内のインスリン存在
量を測定した。

【目的】
　生後2-3日齢の新生ラットの腹腔内にSTZを
投与して作製した2型糖尿病ラット（DM2T）を
用い、脳海馬に存在するインスリンの量の状態を
検討することを目的とした。

【方法】
　Portaらの方法３）に従い、Wistar系雄性ラッ
ト2-3日 齢 の 腹 腔 内 に、STZ 80mg/10ulを 直
接単回投与した。投与後4週後にMorrisの水迷
路（MWM）を用い、行動科学的検索を連続10
日間行い、認知機能の低下を確認した。コントロ
ールにはSTZの溶解液であるPBSを等量投与し
たラットを用いた。行動実験後、これらラット
の脳から海馬を単離し、Steinerの方法４）によっ
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糖尿病と認知機能-11
−糖尿病ラットの認知機能障害のメカニズムについて−
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図 2b　海馬1mg当たりのインスリン量



て、インスリンを抽出した。測定にはレビス®イ
ンスリンーラット（U-Eタイプ）を使用し、全
検体はtriplicateでの検出とした。尚、海馬内蔵
インスリン量は超微量、且つ、一臓器＝一検体で
は検出感度以下となるため、5臓器（5海馬）を
1検体として使用した。解析に用いた試料数は、
コントロール群 N=5 , n=25、2型糖尿病ラット 
N=5, n=25である。なお、用いた動物の血糖値は、
DM2T群では250mg/dL以上を、コントロール
群では低いもので145、高いもので190を示した。

【結果】
　ゴール到達時間については、コントロールは日
を追うごとに時間短縮がみられたが、糖尿病ラッ
トについては有意に短縮しているとは認められな
かった（図1a）。また、無駄のない行動を行うほ
ど値1に近づく行動達成効率については、コント
ロールでは日を追うごとに上昇する一方、糖尿病
ラットでは、ゴール達成時間と同様に、有意な上
昇は認められなかった（図1b）。尚、コントロー
ル、および糖尿病ラットの遊泳速度に差はほとん
どなく、また、日を追っての速度変化も認められ
なかった。
　海馬内に存在するインスリンを確認するために
免疫染色を行ったが、検出感度以下であったため、
ELISAによる方法で測定した。海馬ひとつあた
りに内蔵されるインスリン量の増加は、コントロ
ールに比して有意差が認められた。一臓器当たり
では約1.5倍、1mgあたりでは約2倍であった（図
2a ,ｂ）。尚、それぞれの海馬の重量には差は認
められなかった。

【考察】
　“脳の糖尿病”ラットでは、行動学的評価にお
いて認知機能が著明に低下しており5）、インスリ
ン受容体シグナル伝達経路の一因子であるAkt、
インスリン分解酵素（IDE）がともに低下してお
り、アルツハイマー病発症の一因子とされるアミ
ロイドベータタンパク（Ab）の免疫活性が著明
に増加していた４）ことを、すでに明らかにした。
これらの現象は、“脳の糖尿病”ラット脳室内に
インスリンを投与することによって改善を示し 
た6）ことから、脳室内STZ投与由来における脳
の糖尿病状態には、脳内インスリンの量、または

インスリン受容体情報伝達経路が関係すると考え
られた。また、大脳嗅内野と海馬体を貫通する貫
通線維を介した情報伝達系に異常があるために、
大脳から海馬歯状回顆粒細胞への情報入力に障害
が生じ、それがインスリン受容体情報伝達経路の
機能低下を引き起こし、認知機能障害として現れ
ている可能性を示唆した7）。
　2型糖尿病における認知機能障害にも、脳内イ
ンスリンの存在、またはその量がこれらの現象を
引き起こす可能性を検討するため、実験を行った。
本実験結果では、2型糖尿病状態のラット脳内イ
ンスリンは、むしろ増加しており、インスリン量
の低下は見られなかった。しかしながら、2型糖
尿病モデルラットの認知機能は、「脳の糖尿病」
ラット同様に低下していた。これらのことから、
2型糖尿病の脳内では、末梢と同様に、脳内でも
インスリン抵抗性が存在する可能性があり、この
ことが認知機能の低下に繋がっている可能性があ
り、と結論した。

【文献】
1. Schechter R, Abboud M: Neuronal synthe-

sized insulin roles on neural differentiation 
within fetal rat neuron cell cultures. Brain 
Res 127 : 41–49 , 2001

2 . De la Monte SM, Wands JR: Alzheimer’s  
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viewed. J of Diabetes Sci and Technol 2 : 
1101–1113 , 2008

3 . Portha B, Levacher C, Picon L, Rosselin G: 
Diabetogenic effect of streptozotocin in the 
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4 . Steiner DF, Cho S, Oyer PE, Terris S, Pe-
terson JD, Rubenstein AH: Isolation and 
characterization of proinsulin C-peptide 
from bovine pancreas. J of Biol Chem 246 : 
1365-1374 , 1971

5 . Shingo AS, Kanabayashi T, Murase T, 
Kito S: Cognitive decline in STZ-3V rats 
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【要約】
　臍帯血移植（UCBT）後の至適なGVHD予防
方法は確立していない。我々は、当院でのUCBT
患者の治療成績に対するGVHD予防方法の影響
を前向きに検討した。2021年10月から12月の間
にUCBTを実施され、研究参加の文書同意をえ
た患者21名中、day 2に敗血症で死亡した1名を
除く20名を対象とした。AML 12例、MDS 4例、
ALL/MPAL 2例、ATLL 1例、AA  1例であった。
年齢中央値60歳（32-71歳）、HCT-CI≥2点6例
を含んだ。全例でTac+MMFによるGVHD予防
が成された。MMF ≤20mg/kg群10例、>20mg/
kg群10例の2群間で、移植後100日の累積急性
GVHD発症率が前者で100％、後者で63 .3％と前
者で有意に高かった。移植後100日の累積PIR・
重症PIR発症率、累積非再発死亡率、累積再発
率、無増悪生存率、全生存率はそれぞれ80％ vs 
80％、20％ vs 20％、10％ vs 12 . 9％、0％ vs 10％、
88 .9％ vs 79 . 5％、88 .9％ vs 88 . 9％で、両群間
に有意差は認めなかった。以上より、UCBTにお
いて、急性GVHDはGVHD予防時のMMFの量
に依存することが示唆された。疾患リスクに応じ
たMMF用量の調節は、急性GVHD発症頻度を増
加させるが、短期予後の悪化にはつながっていな
かった。

【目的】
　難治性造血器疾患に治癒をもたらす臍帯血移植

（umbilical cord blood transplantation, UCBT）
の成否は、移植後の同種免疫反応の制御にかかっ
ているといっても過言ではない。同種免疫反応（生

着前免疫反応、PIR；移植片対宿主病、GVHD）
は、抗腫瘍効果の主要な役割を担う一方1）、正常
組織への過剰な同種免疫反応は治療関連死亡の要
因となる2）。UCBT後のGVHD予防として、シ
クロスポリン、タクロリムス等のカルシニューリ
ン阻害剤（CI）とミコフェノール酸モフェチル

（MMF）、メソトレキセート（MTX）などが組み
合わせて使用されるが、至適方法は確立していな
い。当院ではタクロリムスとMMFの組み合わせ
を繁用しており３）、タクロリムスは連日血中濃度
を測定し、10-15ng/mlを目標濃度として点滴静
注量を調整しているが、カプセル剤であるMMF
は患者に応じて500-3000mg/日の範囲で投与し
ている。本研究では、当院でのGVHD予防方法
のMMF投与量に注目し、そのUCBT後アウトカ
ムへの影響について、前向きに登録した患者コホ
ートを用いて解析した。

【方法】
　2021年10月 ～ 12月 に 初 回 同 種 移 植 と し て
UCBTを実施し、本研究参加に文書同意した患
者を前向きに観察し、実体重当たりのMMF量に
応じて2群間で移植成績を比較検討した。PIRの
診断には、既報告で用いた基準を元に表1のよ
うに定めた３）。統計解析は2群間の比較は名義変
数ではFisherの正確検定、連続変数ではMann-
Whitney U検定を用いた。全生存率、無増悪生
存率はKaplan-Meier法を、非再発死亡、再発、
PIR、急性GVHDの累積発症率はGray法を使用
し、群間の比較はそれぞれLogrank検定、Gray
検定を、多変量解析はそれぞれCox比例ハザード
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回帰、Fine-Gray比例ハザード回帰を用いた。統
計解析ソフトはEZRを使用した４）。

【結果】
1. 患者背景
　登録した21例中、移植後2日に敗血症死亡し
た1名を除く20名を解析対象とした。年齢中央値
60（32- 70）歳、AML 12例、MDS 4例、ALL/
MPAL 2例、ATLL 1例、AA 1例であった。骨
髄破壊的移植前治療が16例、GVHD予防は全例
でtacrolimus + MMFが使用された（表2）。
2. 全コホートの移植成績
　生存者の観察期間中央値112 .5（範囲, 73-163）
日での100日全生存率は89 .1％、無増悪生存率は
84％、非再発死亡率は11％、再発率は5％（AA
は二次性生着不全を再発と定義した）、好中球生
着達成率は90％であった。免疫関連合併症の累
積発症率は、全PIR 80％、重症PIR 31％、全急
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表 1　PIRの定義

38℃以上の発熱に以下の症状が2つ以上伴い、生
着日より6日以上前に発症した場合をPIRと定義
する。

・皮疹
・下痢（≥500ml/日か≥7回/日）
・黄疸（T.bil >2mg/dl）
・体重増加（ベースラインの>5%）
・末梢性浮腫

以下の臓器障害のうち1つ以上該当する場合
severe typeとする。

・肺（SpO2 <92%か胸水・心嚢水貯留）
・腎臓（Cr ≥ベースライン×3）
・肝臓（T.bil >3mg/dl）
・骨髄（血球貪食症候群）
・中枢神経（痙攣）

表 2　 患者背景（AML, acute myeloid leukemia; MDS, myelodysplastic syndrome; ALL, acute lymphoblastic 
leukemia; MPAL, mixed phenotype acute leukemia; ATLL, adult T-cell leukemia/lymphoma; AA, aplastic 
anemia; RIC, reduced-intensity conditioning; MAC, myeloablative conditioning; TAC, tacrolimus; MMF, 
mycophenolate mofetile; GvH, graft-versus-host; TNC, total nucleated cell count）

Total MMF-lo （≤20mg/kg） MMF-hi （>20mg/kg） P
Total （male / female） 60 （14/6） 10 （8/2） 10 （6/4） 0.63
Age, median （range） 60 years （32 - 71） 59 （32-71） 58.5 （41-70） 0.55
Disease, n.（%） 0.17
　　　AML 12 （60%） 8 4
　　　MDS 4 （20%） 2 2
　　　ALL/MPAL 2 （10%） 0 2
　　　ATLL 1 （5%） 0 1
　　　AA 1 （5%） 0 1
Disease status, n.（%） 0.65
　　　non-remission status 13 （65%） 7 （70%） 5 （50%）
Conditioning regimen, n.（%） 0.58
　　　RIC / MAC 4 （20%）/16 （80%） 1 （10%）/9 （90%） 3 （30%）/7 （79%）
GVHD prophylaxis, n.（%）
　　　TAC + MMF 20 （100%） 10 （100%） 10 （100%）
HLA disparity （GvH direction）
　　　Antigen 1/2/3 2/5/13 1/3/6 1/2/7 1.0
　　　Allele 2/3/4 2/12/6 1/7/2 1/5/4 0.8
Number of TNC infused 
　　　Median （range）×107/kg 2.07 （1.68-2.73） 2.00 （1.68-2.43） 2.21 （1.88-2.73） 0.043
Number of CD34+ cells infused 
　　　Median （range）×105/kg 0.85 （0.51-1.97） 0.79 （0.51-1.54） 0.89 （0.55-1.97） 0.32



差を認めなかった。
　多変量解析では、実体重当たりのMMF量が
>20mg/kgであることが急性GVHD発症を低
下させる有意な因子として抽出された（Hazard 
ratio, 0 . 28 , P  = 0 . 025）。Grade Ⅱ-Ⅳ、Ⅲ-Ⅳの
急性GVHD発症には有意な因子は抽出されなか
った。全PIR、重症PIR、発症、NRM、再発率、
全生存率、無増悪生存率に統計学的に有意に影響
する因子は抽出されなかった（データ供覧省略）。

【考察】
　MMFはプリンのde novo合性経路のイノシ
ン酸脱水素酵素を可逆的、非競合的に阻害し、
DNA合成を阻害することで、同経路に依存する
T細胞、B細胞の活性化を阻害する免疫抑制剤
である。臓器移植領域で主に使用されていたが、
シアトルのグループが造血細胞移植でも有用で
あると報告し、以降全世界で使用されている5）。
UCBT後は好中球回復までの期間が骨髄・末梢
血幹細胞移植よりも長いため、MTXと比べて骨
髄抑制作用が軽いMMFは使用し易く、高齢患者
などを中心に当院では繁用されている。一方で
250mgのカプセル剤であり、至適投与量は十分
確立していなかった。

性GVHD 81 .7％、急性GVHD grade Ⅱ-Ⅳ 55％、
grade Ⅲ-Ⅳ 41％であった。4例が死亡の転帰を
とり、3例がNRM（間質性肺炎 1例、類洞閉塞
症候群 1例、多臓器不全 1例）、1例が原病再発で
あった。
3. GVHD予防方法（MMF量）別の移植成績
　実体重当たりMMF量 ≤20mg/kg（MMF-lo群,  
n = 10）と>20mg/kg（MMF-hi群n = 10）の2
群に分けて解析した。2群の患者背景を表2に示
す。MMF-lo群で体重当たりの総有核細胞数が有
意に低かった（P = 0 .043）が、それ以外の因子
は統計学的な有意差は認めなかった。移植後100
日の全急性GVHDの累積発症率がMMF-lo群で
100％、MMF-hi群で63 .3％とMMF-lo群で有意
に高かった（P = 0 .0124）（図1）。Grade Ⅱ-Ⅳ

（MMF-lo群 60％、MMF-hi群 50％）、Ⅲ-Ⅳ（同 
41 .7％、40％）のGVHDの累積発症率は有意差
を認めなかった。全PIR（同 80％、80％）、重症
PIR（同 20％、20％）の累積発症率は、両群間で
有意差を認めなかった。100日全生存率（同 88 .9
％、88 .9％）、無増悪生存率（同 88 .9％、79 .5％）、
非再発死亡率（同 10％、12 .9％）、再発率（同 0％、
10％）、生着率（同 90％、90％）も両群間で有意
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図 1　MMF使用量別の急性GVHD累積発症率
　　　MMF-lo群でMMF-hi群と比べて有意に急性GVHD累積発症率が増加した（P = 0 .0124）



　この度の検討で、MMFの体重当たりの投与
量での2群間比較で、MMF-lo群で急性GVHD
の累積発症頻度が有意に高く、UCBT後の急性
GVHDがMMF投与量依存性であることが示され
た。一方で、grade Ⅱ-Ⅳ、Ⅲ-Ⅳの重症GVHD
の発症頻度は他ドナーからの移植と遜色なく、急
性GVHDが直接死因となった例もなかったこと
から、MMF-lo群での投与量でも、UCBT後の
急性GVHDの重症化抑制には十分である可能性
が示唆された。本コホートでの急性GVHDの100
日時点での累積発症率は81 .7％と、既報告より
も高率であった。MMFは通常30-45mg/kg投与
されることが多いが、当院のUCBT症例での投
与量はこれらと比べて少量であり、高い全急性
GVHD発症頻度に影響した可能性があり、この
ことも急性GVHD発症がMMFの投与量依存性
であることを指示する。
　以前我々はCI単独群とCI+MMF群のmatched 
pair analysisで、重症PIRを軽減し、早期のNRM
を減少させ、生着達成率が改善することを報告し
た３）。今回の解析では、MMF-lo群とMMF-hi群
とで全PIR・重症PIRの累積発症率に有意差が認
められず、MMF-lo群での投与量でも、PIRのコ
ントロールには十分であることを示している。両
群共に好中球回復は90％と良好であったことも、
これを支持する。PIRと急性GVHDの病態の異
同については論議のあるところではあるが、この
度のコホートでMMF投与量の影響がPIRと急性
GVHDとでは異なっていた点は、両者が異なった
メカニズムを有することを示唆する。一方で、今
回解析に加えていない他の薬剤（コルチコステロ
イド等）がPIRの発症やその後のコントロールに
影響した可能性も否定できない。
　本研究コホートの各症例のMMF使用量は、
担当医が個別に決定している。MMF-lo群と
MMF-hi群とで移植後100日時点で非再発死亡率
に有意差はなく、MMF使用量が少なくても短期
的な予後の悪化は防げている。急性GVHD発症
率は上昇することから、co-morbidityを有する
治療関連死亡のリスクが高い例では、十分量の
MMFを使用することが望ましいといえる。原疾
患の再発リスクが高い場合、MMF使用量を減じ

ることが再発率抑止に有効か否かは、いまのとこ
ろ両群間の再発率に有意差はないことから明らか
ではない。
　本研究の限界として、前向きコホート研究とし
ては患者数が少なく、統計学的有意差が出にくか
った可能性がある。また、今回検討対象とした
MMF以外の使用薬剤の移植後アウトカムへの影
響があった可能性が否定できない。さらに疾患リ
スクに応じて各担当医が設定したタクロリムスの
目標値の違い（目標治療域内での高め・低めなど）
や、介入タイミングの違いが移植成績に影響する
可能性もある。観察期間も中央値が100日超と短
く、長期予後への影響は検討できていないことも
挙げられる。
　本研究では、これまで主に後方視的解析結果ば
かりであったUCBTのGVHD予防法を前向きに
観察し、体重当たりのMMF使用量が急性GVHD
累積発症率に影響することを示した。生存率や非
再発死亡率への影響は認められず、MMF使用量
が少ないことが、短期予後の悪化にはつながって
いなかった。今後のさらなる症例集積と長期間の
フォローアップで、適切なGVHD予防法の確立
を目指すことが望まれる。
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【要約】
　同種造血幹細胞移植後患者411例（男性247、
女性164）における骨減少症・骨粗鬆症の発症率、
リスク因子及び予後に関する解析を行った。年
齢の中央値は52才で、285例で臍帯血移植を行っ
た。移植後1 ～ 1.5年、2 ～ 2.5年及び3 ～ 4年の
%YAMとTスコアは、91 .4±17 .2及び-0 .73±
1 .39及び、89 .2±16 .0及び-0 .90±1 .30、87 .1±
15 .3及び-1 .06±1.25と経時的に低下傾向を示し 
た。219例（53%）で骨減少症を認め、女性（HR 
1 .89）がリスク因子として同定された。このうち
55例（13 .4%）で骨粗鬆症を認め、リスク因子と
して、高齢（HR 1 .04）と女性（HR 4 .17）が同
定された。136例でビスフォスフォネート療法、
117例でビタミンD補充療法を行い、回復不十分
と判断した14例でDenosumabを導入した。また
若年女子38例でホルモン補充療法を行った。移
植後骨減少症を認めかつ骨密度の経時的な評価が
可能だった181例において、治療介入群の骨密度
は、非介入群と比較して、移植後1 ～ 1.5年の時
点では低いものの時間と共に改善し、非介入群に
近づくことが明らかとなった。ビスフォスフォネ
ート又はビタミンDの単剤投与よりも両者の併
用投与において、より高い改善効果を認めた。以
上より、同種移植患者で、特に高齢者や女性にお
いては、骨密度の定期的なモニタリングが必要で、
単剤治療で骨密度の改善が不十分な場合は併用治
療を積極的に行うことで、骨減少症・骨粗鬆症の
発症率や予後を改善できる可能性があることが示
唆された。

【目的】
　骨粗鬆症は、同種造血幹細胞移植後の重要な
晩期合併症の1つであり、発症率は、骨粗鬆症で
25%、骨減少症では50%に達する1）。リスク要

因は、移植前処置の大量抗がん剤/全身放射線照
射、移植片対宿主病（GVHD）とその予防/治療
に用いられるカルシニューリン阻害剤の投与、長
期にわたるステロイドの使用、性腺機能不全、消
化管粘膜障害に起因するCaの吸収不良、腎不全
など多岐に渡り、複数の因子が重なり合って骨形
成と骨再吸収の不均衡を引き起こすと考えられ
る2,３）。骨粗鬆症は進行すると、脊椎の圧迫骨折
や大腿骨頸部骨折などにより移植後の生活の質

（QOL）を著しく損なうため早期に発見し対処す
ることが大切だが、移植後骨減少症・骨粗鬆症に
関する本邦のデータや指針は乏しいのが現状であ
る４−6）。本研究では、本邦の同種移植後成人患者
における骨減少症・骨粗鬆症の発症率、リスク因
子、予防・治療介入による効果や予後を後方視的
に解析し、移植後骨粗鬆症対策として有用な予防・
治療戦略を確立することを目的とした。

【方法】
　2010年4月～ 2018年12月に当院で同種造血幹細
胞移植を施行後1年以上生存し、移植前に骨粗鬆症
の既往がなく、かつ少なくとも移植後1回の骨密度
評価を実施した患者を解析対象とした。骨密度は腰
椎または大腿骨で測定した。骨減少症及び骨粗鬆
症の診断は、骨密度のピークを示す同性の若年成人
の骨密度の平均値（young adult mean, YAM）に
対する比（%YAM）、及びYAMと標準偏差（SD）
より算出されるTスコアを用いて行い、％ YAMが
70%以 上80%未 満 或 いはTスコア -1.0 ～ -2.5

（YAM-1.0SD ～ 2.5SD）を骨減少 症、％ YAM
が70%未 満或いはTスコア -2.5以下（≦YAM 
-2.5SD）を骨粗鬆症と診断した。骨減少症及び骨
粗鬆症の累積発症率を、非発症死亡を競合因子と
して、Gray’s法を用いて評価した。リスク因子は、
Fine-Gray比例ハザード回帰分析によるステップワ
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イズ法を用いて同定した。予防・治療介入効果につ
いては、反復測定分散分析法により解析した。

【結果】
　解析対象は411例で、男性247例及び女性164例、
年齢の中央値は52（20-73）才で、384例（93 .4%）
が初回移植、臍帯血移植が69.4%（285例）を占め、
91%（374例）で骨髄破壊的移植が行われた（表1）。
フォローアップ期間の中央値は2146（365-4270）
日だった。移植後1 ～ 1.5年の骨密度は、%YAM
が91.4±17 .2、T-スコアが-0.73±1.39、移 植
後2 ～ 2.5年 で は、%YAMが89.2±16 .0、T-ス
コアが-0.90±1.30、移植後3 ～ 4年では%YAM
は87.1±15 .3、T-ス コ ア が-1.06±1.25と、 い
ずれも時間と共に低下傾向を示した。219例（53%）
で骨塩の低下（骨減少症または骨粗鬆症）を認
め、全累積発症率は53.6%、リスク因子として女
性（HR 1 .89（1.46-2 .45）, P<0 .001） が 同 定 さ
れた。このうち55例（13 .4%）で骨粗鬆症の診断
となり、全累積発症率は13.9%で、リスク因子と
して高齢（HR 1 .04（1.01-1 .06）, P=0 .002）と女
性（HR 4 .17（2.30-7 .54）, P<0 .001）が同定され

た。136例（33 .1%）でビスフォスフォネート療法
を、117例（28 .5%）でビタミンD補充療法を行い、
両方の治療を要したのは72例（17 .5%）だった。
これらの治療で十分な改善が得られなかった14例

（3.4%）でDenosumabを導入した。若年女子38
例でホルモン補充療法を行った。移植後1 ～ 1.5
年から経時的な骨密度評価が可能かつ移植後に骨
減少症を認めた181例において、予防・治療介入
群の骨密度は、移植後1 ～ 1.5年では低いものの
時間と共に改善し、非介入群の値に近づくことが
分かった（図1）。また、ビスフォスフォネートま
たはビタミンDの単剤投与と併用投与を比較した
ところ、併用投与群では、単剤投与群と比較して、
移植後1 ～ 1.5年の骨密度は低いものの、時間と
共により良好な改善が認められた（図2）。

【考察】
　本研究における同種移植後骨減少症及び骨粗鬆
症の発症率は既報告とほぼ同等だった。リスク因
子については既に様々な要因が報告されている
が、本研究では、骨減少症及び骨粗鬆症共に女性
でのリスクが高いという結果が得られた。これは、
移植前処置で使用される強力な抗がん剤や全身放
射線照射などによる性腺機能不全により、閉経後
骨粗鬆症と類似の病態が作り出されることが一因
として挙げられる。従って、生殖年齢の同種移植
後女性患者は骨密度の維持も考慮したホルモン補
充療法の適応だと考えられる。一方、同種移植患
者は、慢性GVHDやその治療としての高用量か
つ長期のステロイドの投与など骨減少症や骨粗鬆
症を進行させる要因が一般人口と比較して多い。
しかしながらそのような条件下でも、ビスフォス
フォネートやビタミンDを用いた早期の予防・治
療介入により、骨塩量の低下を阻止し、改善につ
なげる可能性が十分にあることが明らかとなっ
た。特にビタミンDについては、近年、同種移植
後の骨疾患対策以外にも免疫回復や感染症対策と
しての効果も期待されている7）。以上より、同種
移植後患者における定期的な骨密度のモニタリン
グの重要性と共に、特にリスクが高い高齢や女性
患者では、骨減少症・骨粗鬆症の予防・早期発見
を念頭においた対策が重要であることが示唆され
た。また本研究より、複数のリスク要因を有する
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可能性が高い同種移植患者においても、適切なモ
ニタリングと予防・治療介入により骨密度の改善
が見込めることも示された。今後は、骨代謝性疾

患とQOLとの関係についても解析を進めていき
たい。
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図 1　移植後骨減少症患者における何らかの予防・治療介入の有無による骨密度の推移

併用投与
単剤投与

図 2　 移植後骨減少症患者におけるビスフォスフォネート又はビタミンDの単剤投与と併用投与
との比較
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【要約】
　高齢者や併存症を有する造血器疾患患者にと
って臍帯血は重要な移植幹細胞源である。しか
し、至適な移植前処置は確立されていない。我々
はそのような患者集団に対して新規の移植前処置
FBMTレジメンを用いているが、従来の移植前
処置と比較して遜色ない結果が得られた。

【背景】
　同種造血細胞移植（以下、同種移植）は難治性
造血器疾患に対する根治療法である。日本国内で
は年間約4,000件の同種移植が行われているが、
臍帯血移植はそのうちの約3分の1を占める。ドナ
ーに負担をかけることなく迅速に提供できるため、
日本国内で臍帯血は幅広く適用されており、高齢
者や併存症を有する患者もその対象に含まれる。
しかし現在でも高齢者や併存症を有する患者に対
して臍帯血移植を行う際の移植前処置は未確立で
ある。当科では長年、フルダラビン（Flu）150-1 
80mg/m2、メルファラン（Mel）80mg/m2、全身
放射線照射（TBI）4 Gyを用いた骨髄非破壊的前
処置（FMT4）を採用してきた。その後、2016年に
非寛解期の骨髄系腫瘍に対するFlu 180 mg/m2、
ブスルファン（Bu）12 .8mg/kg、Mel 80mg/m2

を用いた骨髄破壊的前処置（FB4M）の有効性に
ついて報告した1,2）。しかし、高齢者や併存症を
有する患者に骨髄破壊的前処置を用いる場合、非
再発死亡率が高くなることが懸念だった。FMT4

での高率で速い好中球生着、FB4Mの高い抗腫瘍
効果、両者の特徴を生かした新規骨髄非破壊的前
処置として、2018年7月からFlu 180mg/m2、Bu 
6 .4mg/kg、Mel 80mg/m2、TBI 4-8Gyを 用 い
た新規骨髄非破壊的前処置（FB2MT4-8）を開始
した。Buの投与量を半分に減量し、その減量分
の前処置強度を補完するためにTBI 4Gyで代替し
た。本研究では高齢者及び併存症を有する患者に

対する新規骨髄非破壊的前処置FB2MT4を用いた
臍帯血移植の有効性と安全性について明らかにす
ることを目的とする。

【方法】
　2018年7月から2021年3月の間に虎の門病院血
液内科で行われた臍帯血移植のうちFB2MT4レ
ジメンで移植前処置を行った症例を抽出した。後
方視的観察研究のため除外基準は設けず、現在通
院していない症例や死亡症例についても研究対
象に含んだ。好中球生着の累積発症率について
FB2MT4を用いた患者群とその他の前処置を用
いた患者群でGray法を用いて比較した。Kaplan 
Meier法を用いて算出した全生存率について
FB2MT4を用いた患者群とその他の前処置を用い
た患者群でLog-rankテストを用いて比較した。
統計解析にはEZRを使用した。

【結果】
　2018年7月から2019年12月の間にFB2MT4を
用いた臍帯血移植の27症例について解析した。
年齢中央値は64歳（範囲: 33-72）、男性が16例

（59%）、骨髄系腫瘍が23例（85%）、移植前病
期が非寛解である症例が23例（75%）を占めて
いた。年齢は59歳以下が8例、60-64歳が6例、
65-69歳が8例、70歳以上が5例だった。実体重
の中央値は53 .2kg（範囲: 40 .3-102）、HCT-CI

（造血細胞移植comorbidity index）スコアの中央
値は2点（9-6）だった。全身放射線照射として
7例がtomotherapyを採用していた。GVHD予防
は1例を除いて全例でタクロリムス（Tac）とミ
コフェノール酸モフェチル（MMF）を用いてい
た。臍帯血に含まれる有核細胞数の中央値は凍結
時が2.55×107/kg（範囲: 1 . 73-4 .96）、解凍時
が2.56×107/kg（範囲: 1 . 73-5 .22）だった。臍
帯血に含まれるCD34＋細胞数の中央値は凍結時
が0.75 ×105/kg（範囲: 0 . 53-2 .01）、解凍時が
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高齢者に対する臍帯血移植における従来と新規の
移植前処置の比較

髙木　伸介、谷口　修一



値は58歳（範囲: 18-77）だった。移植後60日で
の好中球生着率は全体で94.3%（95%信頼区間: 
90 .5-96 .6）だった。FBM群では92.6%（95%信
頼区間: 87 .9-95 .5）だったのに対して、FBMT群
では100%で良好な結果だった（P < 0 .001）。移
植後2年での全生存率は全体で45.0%（95%信頼
区間: 37 .7-52 .0）だった。移植後1年での全生
存率はFB4M群では56.2%（95%信頼区間: 41 .7-
63 .9）、FB2-3M群では47.6%（95%信頼区間: 31 .4-
62.1）だったのに対して、FB2MT4-8群では63.7%（95%
信頼区間: 47 .7-72 .7）で良好な結果だった（単変
量解析, P < 0 .05）。

【考察】
　新規の移植前処置レジメンであるFBMTにつ
いて解析した結果、従前からの移植前処置と比較
して、生着や全生存率などについて遜色のない結
果だった。結果の後半部分の前処置レジメンの比
較については今後、多変量解析を加えてさらに詳
細な検討を行う予定である。また、FBMTレジ
メンにおける非再発死亡の原因となりうる移植後
合併症について2022年度の研究で解析を行う予
定である。

0.70×105/kg（範囲: 0 . 41-1 .95）だった。レシ
ピエント・ドナー間のHLA一致度（GVH方向）は、
4/8が2例、5/8が4例、6/8が7例、7/8が10例、
8/8が4例だった。移植後30日での好中球生着率
は100%で、移植から好中球生着までの日数の中
央値は17日（範囲: 13-30）だった。移植後7-11
日目のドナーキメリズムは98 .9%（範囲: 85 .3-
100）だった。移植後120日での血小板生着率 

（> 2万および> 5万/μL）は77 .8%および74 .1%
で、移植から血小板生着までの日数の中央値は52
日（範囲: 45-83）および53日（範囲: 45-92）だ
った。移植後1年での全生存率は67 .7%（95%信
頼区間: 42 .7-83 .6）、無再発生存率は59 .6%（95%
信頼区間: 42 .7-83 .6）だった（図1）。移植後1年
での再発の累積発生率は27 .8%（95%信頼区間:  
9.9-49.1）、非再発死亡の累積発生率は11.7%（95%
信頼区間: 2 .8-27 .5）だった。
　これらの結果を受けて2018年7月から2021年3
月の間にBuを用いた初回同種移植として臍帯血移
植を行った262症例について予備解析を追加した。
移植前処置開始前のPSが4の症例は除外した。移
植前処置レジメンはFB4M群 161症例、FB2-3M
群 42例、FB2MT4-8群 59症例だった。年齢中央
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【要約】
　正常リンパ節および悪性リンパ腫においては、
血管・リンパ管・間質細胞などのストローマ細胞
が微小環境ネットワークを形成し、正常あるいは
がん化したリンパ球の移動および活性化に関わる
と想定されていたが、詳細は明らかではなかった。
本研究では、正常リンパ節および悪性リンパ腫の
リンパ節病変について、これらのストローマ細胞
の単一細胞解析を行い、アトラスを作製した。正
常リンパ節、悪性リンパ腫の双方において、血管・
リンパ管・間質細胞は10種類、8種類、12種類、
合計30種類のサブタイプに分類され、一部はこ
れまでに同定されていない新規のサブタイプであ
った。また、悪性リンパ腫に特徴的に発現する遺
伝子群、さらには悪性リンパ腫とこれらのストロ
ーマ細胞の相互作用に関する分子群を同定した。
ストローマ細胞で特徴的に発現する遺伝子群の中
には、悪性リンパ腫患者の予後の層別化に有用で
あった。本研究は悪性リンパ腫の病態解明および
治療層別化に役立つと期待される。

【目的】
　悪性リンパ腫は、リンパ節を含むさまざまなリ
ンパ組織に主として発生する血液がんである。悪
性リンパ腫は約80種類の疾患に分類され、多く
の疾患は根治が困難であることから、新規の治療
研究が進められている。なかでも、がん細胞を取
り巻く微小環境細胞はがん細胞の生存や増殖を支
持すると考えられてきたが、詳細は明らかではな
かった。特に、リンパ節の内部はコンパートメン
ト（各領域）に分離されており、血管・リンパ管・
間質細胞などのストローマ細胞は、リンパ球ある
いは悪性リンパ腫においてはがん化したリンパ球
が各コンパートメント間を行き来し、特定のコン
パートメントで活性化されるのに有用であると考

えられてきたが、詳細は明らかではなかった。
　さらに、近年では、単一細胞レベルで遺伝子発
現を解析するシングルセルRNAシーケンス技術
が開発され、多様性や新規の細胞種が同定されて
いる。しかしながら、正常あるいは悪性リンパ腫
のリンパ節病変におけるストローマ細胞について
は、単一細胞レベルの解析は十分行われてこなか
った。そこで、ヒトのリンパ節と悪性リンパ腫の
節性病変のストローマ細胞の多様性を包括的に明
らかにするために研究を行った。

【方法】
　本研究は、筑波大学附属病院および協力病院
の各倫理委員会において承認を受けた上で行っ
た。ヒト「正常」リンパ節を得ることは倫理的に
困難であることから、代替として、固形腫瘍ある
いはこれが強く疑われ、診療のためにリンパ節郭
清術注を受けた患者検体の各リンパ節のごく一部
について、腫瘍の転移がないことを確認したリン
パ節を利用した。悪性リンパ腫については、濾胞
性リンパ腫を主な解析対象とした（図1）。各リ
ンパ節検体は細かく砕いた後、酵素処理を行っ
た後、ストローマ細胞を含む非血液細胞分画を
セルソーターで分取した。その後、Chromiumシ
ステムを用いてライブラリ作製を行い、HiseqX
によりシーケンスを行った。Seurat, Monocle3 , 
CellphoneDBなどの各種パイプラインを用いてデ
ータ解析を行った。

【結果】
　ヒトリンパ節と濾胞性リンパ腫のストローマ細
胞について、シングルセルRNAシーケンス解析
による遺伝子発現データ情報を統合した。クラス
タリング解析では、血管内皮細胞、リンパ管内皮
細胞、非内皮性間質細胞分画に分かれた。それぞ
れの細胞分画をin silicoに抽出後、再度クラスタ
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異常間質細胞による濾胞性リンパ腫の支持機構の解明

坂田（柳元）麻実子
筑波大学医学医療系血液内科
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図 1　研究概要

図 2　間質細胞により作製したシングルセルアトラス



リングを行ったところ、10種類、8種類、12種類、
計30種類の異なったサブクラスターに細かく分
類された（図2）。それぞれのサブクラスターに
ついては、それぞれを特徴付ける遺伝子発現群を
抽出し、機能の推定を行った。また、各サブクラ
スターのリンパ節の各コンパートメントにおける
局在部位を免疫染色法により明らかにした。これ
によって、ヒトリンパ節について、単一細胞レベ
ルのアトラス（シングルセルアトラス）を作製し
た。次に、濾胞性リンパ腫と「正常」リンパ節の
間質細胞分画について、包括的な比較解析を行っ
た。サブクラスター毎の比較では、遺伝子発現変
化のパターンは大きく異なっていた。濾胞性リン
パ腫の間質細胞における発現変化が知られていな
い発現変化も同定された。なかには、固形がんの
間質細胞で高発現し、がんの進展を促す変化も含
まれていた。さらには、濾胞性リンパ腫の腫瘍細
胞と間質細胞の相互作用をin silicoに推定したと
ころ、サブタイプ毎に特徴的な相互作用分子が同
定された（図3）。さらに、間質細胞の各サブク
ラスタにおける遺伝子発現データと、過去に公開

されている濾胞性リンパ腫の網羅的遺伝子発現解
析データと臨床予後データを組み合わせて比較す
ることで、予後不良に関わる間質細胞の遺伝子発
現変化を同定した（図4）。

【考察】
　本研究では、ヒトのリンパ節と悪性リンパ腫の
リンパ節病変の間質細胞について、包括的にシン
グルセルRNAシーケンス解析と免疫染色を組み
合わせることで、シングルセルアトラスを作製し
た。悪性リンパ腫の間質細胞について見いだされ
た特徴的な所見により、これらの間質細胞および
間質細胞と腫瘍細胞間の相互作用分子を標的とす
る治療開発、また予後予測システムの開発に繋が
ることが期待される。さらには、今回作製したシ
ングルセルアトラスを応用することで、ヒトリン
パ節の間質細胞の分類に関する理解が進み、今後
はがん免疫などの多様な研究へと応用されること
が期待される。
　※ 図はいずれも　Nature Cell Biology, in press 

から改変、引用した。
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図 3　腫瘍細胞と間質細胞の各サブクラスタ間の相互作用
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図 4　 非血液細胞由来の遺伝子（a: 遺伝子の発現値による全生存率の層別化。b: 多変量解析による予後因子の
抽出）



【要約】
　悪性リンパ腫に対する救援療法のひとつであ
るCHASE（±R）療法またはDeVIC（±R）療法施
行時のフィルグラスチムのバイオ先行品と後続品
の有効性と安全性を後方視的に検討した。対象
患者はCHASE±R療法 29例（先行品群 17例）、
DeVIC±R療法 49例（先行品群 19例）、フィル
グラスチムの投与回数はCHASE±R療法で先
行品群 8 .0回、後続品群 11 .0回、DeVIC±R療
法で先行品群 10 .0回、後続品群 10 .0回であっ
た。好中球が1000/μL以上に回復するまでの日
数はCHASE±R療法で先行品群 8 .0日、後続品
群 10 .0日、DeVIC±R療法で先行品群 10 .0日、
後続品群 9 .0日であった。発熱性好中球減少症
はCHASE±R療法で先行品群52 .9％、後続品群
41 .7％、DeVIC±R療法で先行品群47 .4％、後
続品群 36 .7％であった。腰痛はCHASE±R療法
で先行品群5.9％、後続品群8.3％、DeVIC±R
療法で先行品群10 .5％、後続品群3.3％であった。
CHASE±R療法およびDeVIC±R療法時のフィ
ルグラスチムバイオ先行品と後続品において、有
効性・安全性は統計学的有意差なく、臨床的に同
程度であることが確認できた。本研究において、
後続品の導入による医療費削減効果はCHASE±
R療法1コースで19 ,126円であった。本研究によ
り後続品使用を推進でき、医療費削減に寄与でき
ると考える。

【目的】
　バイオ後続品は、アミノ酸配列は先行品と同一
であるが、糖鎖等の構造は完全に同一ではないた
め、バイオ先行品と後続品の有効成分の同一性を
実証することは困難である1）。フィルグラスチム
BS注「F」の治験は乳癌患者を対象としており2）、
造血器腫瘍を対象とした治験データはない。悪性

リンパ腫における報告はこれまで少数例に限ら
れ、かつ救援療法時の有効性、安全性に関する報
告はない。そのため、バイオ後続品を推奨する観
点で悪性リンパ腫患者を対象としたフィルグラス
チムBS注の臨床データの集積が必要となる。
　本研究は、悪性リンパ腫のサルベージ療法のひ
とつであるCHASE±R療法、またはDeVIC±R
療法施行時のフィルグラスチムの先行品と後続品
の有効性と安全性を後方視的に検討する。

【方法】
　2016年3月から2020年2月の期間に虎の門病院
で悪性リンパ腫に対してサルベージ療法として
CHASE±R療法もしくはDeVIC±R療法を施行
した患者のうち、フィルグラスチムを投与した症
例を対象とした。CHASE±R療法、DeVIC±R
療法を減量した症例、血液検査が週2回以下であ
る症例は除外した。フィルグラスチムの先行品は
グラン®、後続品はフィルグラスチムBS注「F」
を投与した。全例において、1回75µgのフィル
グラスチムを皮下投与した。
　有効性の指標は、フィルグラスチムの投与回
数、好中球が1000/μL以上に回復するまでの日
数（duration of neutropenia: 以下DN）とした。
以下にDNの定義を示す。
　DN（日）＝ （フィルグラスチム投与後に好中球

数が1,000/μL以上に回復した日）−
（フィルグラスチム投与開始日）＋1

　安全性の指標は、FNと腰痛発症の有無と
し、有害事象共通用語基準CTCAE ver.4 . 0より
Grade分類した。
　患者背景は、年齢、身長、体重、BMI、BSA、
フィルグラスチム投与開始までの日数、抗生剤使用
の有無、骨髄浸潤の有無、原疾患、施行レジメン数、
CHASE±RまたはDeVIC±Rのサイクル数、フィ
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ルグラスチムの投与量、敗血症の有無とした。
　フィルグラスチムの投与回数、DNの比較は
Mann-Whitney-U検定、FNと腰痛の有無の比
較はχ2検定、患者背景の比較はStudent-t 検定、
Mann-Whitney-U検定、χ2検定を使用した。い

ずれもp＜0.05の場合に有意差ありとした。統計
解析ソフトは「SPSS ver. 25 . 0」を使用した。
　本研究は、人を対象とする医学系研究に関する
倫理指針に従い、当院研究倫理審査委員会の承認
を得て実施した。
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表 1　患者背景（CHASE）

グランシリンジ（先行品）
n=17

フィルグラスチムBS注（後続品）
n=12 p値

年齢（歳） 54.0（39-69） 62.5（46-78） 0.510*

身長（cm） 163.9±7.9 164.4±9.6 0.948**

体重（kg） 54.9±7.5 57.1±10.4 0.471**

BMI（kg/㎡） 20.4±2.4 21.0±2.6 0.647**

BSA（㎡） 1.59±0.13 1.62±0.18 0.444**

フィルグラスチム投与開始までの日数 7.0（4.0-15.0） 5.5（4.0-8.0） 0.254*

抗生剤の使用の有無 13（76.5%） 6（50.0%） 0.245***

骨髄浸潤
　あり 3（17.7%） 1（8.3%） 0.321***

　なし 10（58.8%） 5（41.7%）
　不明 4（23.5%） 6（50.0%）
原疾患
　DLBCL 8（47.1%） 10（83.3%）
　FL 4（23.5%） 0
　PTCL 3（17.6%） 1（8.3%）
　CTCL 1（5.9%） 0
　MCL 1（5.9%） 0
　BL 0 1（8.3%）
施行レジメン数
1 10（58.8%） 4（33.3%） 0.227***

2 3（17.6%） 3（25.0%）
3 2（11.8%） 1（8.3%）
4 0 2（16.7%）
5 1（5.9%） 2（16.7%）
6 1（5.9%） 0
CHASE±リツキシマブのサイクル数
1 15（88.2%） 12（100.0%） 0.616***

2 0 0
3 1（5.9%） 0
4 1（5.9%） 0

CHASE: Cyclophosphamide+Cytarabine+Dexamethasone+Etoposide
BMI: body mass index　　BSA: body surface area　　DLBCL: diffuse large B cell lymphoma
FL: follicular lymphoma　　PTCL: peripheral T cell lymphoma　　CTCL: cutaneous T cell lymphoma
MCL: mantle cell lymphoma　　BL: burkitt lymphoma
平均値±標準偏差
年齢、フィルグラスチム投与開始日は中央値（範囲）
骨髄浸潤、疾患、施行レジメン数、CHASE±Rのサイクル数は実数（割合）
*Mann-Whitney U検定　** t検定　***χ2検定
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表 2　患者背景（DeVIC）

グランシリンジ（先行品）
n=19

フィルグラスチムBS注（後続品）
n=30 p値

年齢（歳） 62.6（44-76） 68.1（34-82） 0.500*

身長（cm） 161.7±11.1 162.6±8.3 0.813**

体重（kg） 54.2±11.1 54.6±8.6 0.667**

BMI（kg/㎡） 20.6±2.6 20.7±3.0 0.743**

BSA（㎡） 1.56±0.19 1.57±0.14 0.758**

フィルグラスチム投与開始までの日数 6.0（4.0-13.0） 6.0（3.0-15.0） 0.936*

抗生剤の使用の有無 10（52.6%） 15（50.0%） 0.859***

骨髄浸潤
　あり 3（15.8%） 3（10.0%） 0.665***

　なし 10（52.6%） 14（46.7%）
　不明 6（31.6%） 13（43.3%）
原疾患
　DLBCL 11（57.9%） 15（50.0%）
　AITL 3（15.8%） 3（10.0%）
　ENKL 2（10.5%） 1（3.3%）
　PTCL 2（10.5%） 3（10.0%）
　FL 1（5.3%） 2（6.7%）
　HL 0 1（3.3%）
　ALCL 0 1（3.3%）
　BPDCN 0 1（3.3%）
　HSTL 0 1（3.3%）
　ATL 0 1（3.3%）
　BL 0 1（3.3%）
施行レジメン数
1 10（52.7%） 16（53.3%） 0.649***

2 7（36.8%） 7（23.3%）
3 2（10.5%） 5（16.7%）
4 0 2（6.7%）
DeVIC±リツキシマブのサイクル数
1 17（89.5%） 22（73.3%） 0.252***

2 2（10.5%） 6（20.0%）
3 0 0
4 0 1（3.3%）
11 0 1（3.3%）

DeVIC: Dexamethazone+Etoposide+Ifosfamide+Carboplatin
BMI: body mass index　　BSA: body surface area　　DLBCL: diffuse large B cell lymphoma
AITL: angioimmunoblastic T cell lymphoma　　ENKL: extranoda NK/T cell lymphoma
PTCL: peripheral T cell lymphoma　　FL: follicular lymphoma　　HL: hodgkin lymphoma 
ALCL: anaplastic large cell lymphoma　　BPDCN: blast plasmacytoid dendritic cell neoplasm
HSTL: hepatosplenic T cell lymphoma　　ATL: adult T cell leukemia lymphoma
BL: Burkitt lymphoma
平均値±標準偏差
年齢、フィルグラスチム投与開始日は中央値（範囲）
骨髄浸潤、疾患、施行レジメン数、DeVIC±Rのサイクル数は実数（割合）
*Mann-Whitney U検定　** t検定　***χ2検定



【結果】
　対象患者はCHASE±R療法 29例（先行品群 
17例）、DeVIC±R療法 49例（先行品群 19例）
であった。患者背景は両群間において統計学的有
意差は認めなかった。（表1，2）。骨髄浸潤の有無
は両群間において統計学的有意差は認めなかった。
1. 有効性
　CHASE±R療法
　フィルグラスチム投与回数（中央値）は先行
品群 8 .0回、後続品群 11 .0回であり統計学的有
意差は認めなかった（p＝0.800）。DN（中央値）

は先行品群 8 .0日、後続品群 10 .0日であり統計
学的有意差は認めなかった（p＝0.590）（図1a, b）。
　DeVIC±R療法
　フィルグラスチム投与回数（中央値）は先行品
群、後続品群両群ともに10 .0回であり統計学的
有意差は認めなかった（p＝0.450）。DN（中央値）
は先行品群 10 .0日、後続品群 9 .0日であり統計
学的有意差は認めなかった（p＝0.828）（図1c, d）。
2. 安全性
　CHASE±R療法
　FNの発症率は先行品群 9例（52 .9%）、後続品
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フィルグラスチムの投与回数（CHASE）

フィルグラスチムの投与回数（DeVIC）

好中球が1000/μL以上に回復するまでの日数（CHASE）

好中球が1000/μL以上に回復するまでの日数（DeVIC）

図 1　フィルグラスチムの投与回数とDN
　　　中央値の比較にはMann-Whitney-U検定を用いた
　　　CHASE: Cyclophosphamide+Cytarabine+Dexamethasone+Etoposide
　　　DeVIC: Dexamethazone+Etoposide+Ifosfamide+Carboplatin

a

c

b

d



群 5例（41 .7%）であり統計学的有意差は認めな
かった（p＝0.616）。腰痛（Grade1）は先行品
群 1例（5.9％）、後続品群 1例（8.3％）であり
統計学的有意差は認めなかった（p＝0.913）（表
3）。血液培養の結果が陽性となった症例は先行品
群 1例（5.9％）、後続品群 1例（8.3％）であり
統計学的有意差は認めなかった（p＝0.913）。敗
血症をきたした症例は両群ともに認めなかった。
　DeVIC±R療法
　FNの発症率は先行品群 9例（47 .4%）、後続品
群 11例（36 .7%）であり統計学的有意差は認めな
かった。腰痛（Grade1）は先行品群2例（10.5%）、
後続品群1例（3.3%）であり統計学的有意差は認
めなかった（p＝0.311）（表4）。血液培養の結果が
陽性となった症例は先行品群0例（0.0％）、後続
品群 1例（3.3％）であった（p＝0.255）。敗血症
をきたした症例は両群ともに認めなかった。

【考察】
　バイオシミラーの積極的な使用は国策として推
奨されている。しかし、当院のフィルグラスチム

使用の大部分を占める血液疾患に対するデータは
極めて少ない。フィルグラスチムBSの適応は、
がん化学療法による好中球減少であり血液疾患に
使用することは適切であるが実地臨床でのデータ
を検証、評価していく必要を有すると考え本研究
を計画した。今回の研究により、悪性リンパ腫患
者における救援療法（CHASE±R /DeVIC±R）
においても先行品群と後続品群で同等の有効性と
安全性が初めて示唆された。
　フィルグラスチムの投与回数はCHASE±R
療法の先行品群で8.0回、後続品群で11 .0回、
DeVIC±R療法の先行品群で10 .0回、後続品群
で10 .0回であり、臨床的に同程度であることが
確認できた。DNはCHASE±R療法の先行品群
で8.0日、後続品群で10 .0日、DeVIC±R療法の
先行品群で10 .0日、後続品群で9.0日であり、臨
床的に同等であることが確認できた。FNの発現
率はCHASE±R療法の先行品群 52 .9%、後続品
群41 .7％、DeVIC±R療法の先行品群 47 .4％、
後続品群36 .7％であり、臨床的に同等であるこ
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表 3　有害事象（CHASE）

グランシリンジ（先行品）
n=17

フィルグラスチムBS注（後続品）
n=12 P値

FN Grade1 9 52.90% 5 41.7% 0.616
Grade2以上 0 0.00% 0 0.0%

腰痛 Grade1 1 5.90% 1 8.3% 0.913
Grade2以上 0 0.00% 0 0.0%

χ2検定
CHASE: Cyclophosphamide+Cytarabine+Dexamethasone+Etoposide
FN: febrile neutropenia

表 4　有害事象（DeVIC）

グランシリンジ（先行品）
n=19

フィルグラスチムBS注（後続品）
n=30 P値

FN Grade1 9 47.4% 11 36.7% 0.462
Grade2以上 0 0.0% 0 0.0%

腰痛 Grade1 2 10.5% 1 3.3% 0.311
Grade2以上 0 0.0% 0 0.0%

χ2検定
DeVIC: Dexamethazone+Etoposide+Ifosfamide+ Carboplatin 
FN: febrile neutropenia



とが確認できた。
　腰痛（Grade1）はCHASE±R療法の先行品群 
1例、後続品群 1例、DeVIC±R療法の先行品群 
2例、後続品群 1例であり臨床的に同等であるこ
とが確認できた。
　本研究におけるCHASE±R療法1コース施行
時のフィルグラスチム投与回数の中央値は先行
品群8回、後続品群11回であった。2021年12月
時点でのグラン®シリンジ75の薬価は6,370円/
本、フィルグラスチムBS注75µg「F」の薬価は
2,894円/本である。本研究の対象患者は、後続
品の導入により1コースで19 ,126円の経済効果を
有することが明らかとなった。

　本研究の対象患者は悪性リンパ腫でありレジメ
ンはCHASE±R療法とDeVIC±R療法と限定し
ており、症例数も限られていることが課題である。
今後さらなる検討が必要であると考える。

【文献】
1. 厚生労働省医薬食品局: バイオ後続品の品

質・安全性・有効性確保のための指針. 薬食
審査発第0304007号,2009年3月4日 

2 . Y Sagara, et al.: The efficacy and safety of 
FSK0808 , Filgrastim Biosimilar: a multi-
center, non-randmized study in Japanese 
patients with breast cancer. Jpn J Clin On-
col 43 : 865-873 , 2013

─ 37 ─



【要約】
　家族性高コレステロール血症ヘテロ接合体患者
のLDL受容体遺伝子（LDLR）の解析を行い、今
年度も多様なLDLR 変異を見出した。6人の患者
から5種類の変異を同定したが、スプライシング
変異IVS12+2T>Cの頻度が高かった。

【目的】
　血清脂質値は、食事・運動などの環境因子と
遺伝素因に影響を受ける。血清LDLコレステロ
ール値に影響を与える遺伝子座では、LDL受容
体遺伝子（LDLR）が重要である。家族性高コレ
ステロール血症（familial hypercholesterolemia: 
FH）はLDLR の遺伝的欠損症で、虚血性心疾患
の原因になることが多い。しかもFHは一般人口
の約200人に一人と高頻度である。

　今年度も、臨床的にFHヘテロ接合体と診断し
た患者のLDLR の遺伝子解析を行った。

【方法】
　日本動脈硬化学会の診断基準に拠って1）、 FH
と臨床診断した患者の末梢血からDNAを調製し
た。Hobbsらの方法に従い2）、LDLR の18個の
エクソンとそれぞれのエクソン−イントロン接
合部の塩基配列を決定して、LDLR 変異を検索
し た。LDLR 変 異 はCardiff大 学 のHuman gene 
mutation database（HGMD）・NIHのClinVar・
British Heart FoundationのLDLR-LOVDデータ
ベースを参照した。

【結果】 
　6人 の 日 本 人FH患 者 か ら、5種 類 の 異 な る
LDLR 変異を同定した（表1）。同定した変異は、

─ 38 ─

脂質異常症の原因についての研究−2

大久保　実

（2）内分泌・代謝疾患

表 1　本研究で同定したLDLR 変異



すべて日本人で既報の変異であった。
1.  患者1では、LDLR 遺伝子のエクソン5に一塩

基置換があった。LDLR cDNA上797番目の塩
基が、正常ではAであるがGへと点変異して
いた（c.797A>G）。このため、266番目のアミ
ノ酸はアスパラギン酸からグリシンに置換さ
れる（p.D266G）。患者1はこのミスセンス変
異のヘテロ接合体であった。

2.  患者2では、エクソン7に一塩基置換があった。
LDLR cDNA上1012番目がTからAに点変異
していた（c.1012T>A）。このため、338番目
のシステインがセリンに置換される（p.C338S）。

3.  患者3には、エクソン9に一塩基置換があった。
LDLR cDNA上1297番目がGからCに点変異
していた（c.1297G>C）。このため、433番目
のアスパラギン酸がヒスチジンに置換される

（p.D433H）。
4.  患 者4は、 イ ン ト ロ ン12のsplice donor site

の+2位の塩基に点変異（T→C）があった
（IVS12+2T>C）。スプライシングに重要な領
域に変異が起こっているため、正常なスプラ
イシングが障害され、LDL受容体蛋白の合成
が低下する。患者5は、患者4とは血縁関係は
ないが、同じスプライシング変異であった。

5.  患者6は、エクソン17に一塩基置換があった。
LDLR cDNA上2431番目がAからTに点変異
していた（c.2431A>T）。このため、811番目
のコドンが終止コドンになり、蛋白の合成が
終了する（p.K811 *）。N端から810番目までの
アミノ酸だけからなる短いLDL受容体蛋白が
予想された。

【考察】
　FHはヒトの遺伝病として頻度の高いものの一
つで、これまでに世界中から2,000種類以上の
LDLR 遺伝子変異がデータベースに登録されてい
る。日本でも多施設から変異が報告されている
が、その変異の頻度には地域差が見られる３,４）。
今年度の私どもの研究では、ミスセンス変異3種

（D266G, C338S, D433H）が各1家系ずつ、ナン
センス変異K811*が1家系、スプライシング変異
IVS12+2T>Cが2家系に見つかった。これらは
いずれもLDLR 変異のデータベースに登録があ

り、日本人FH患者で既報の変異であった。
　患者1の変異p.D266Gは金沢大の報告5）が最
初のものであり、2家系が報告されていた。266
番目のアスパラギン酸が別のアミノ酸に置換さ
れた変異は、HGMDのデータベースによれば、
p.D266E 2）やp.D266V 6）など他にも報告がある
ので、この部位でアスパラギン酸が保持されるこ
とが重要であると考えられる。
　患者2の変異p.C338Sは、Maruyamaらの報告7）

が最初のものであり、患者の出身地によってFH 
Wakayamaと記載された。338番目のシステイン
が別のアミノ酸に置換された変異もやはり報告が
ある（p.D338G 8）など）ことからも、この部位
でシステインが保持されることが重要であること
が示唆された。
　患者3の変異p.D433Hは、Miyakeらにより最初
の患者の出身地によってFH Osakaと呼ばれた9）。 
Miyakeらによれば、433番目のグルタミン酸が
ヒスチジンへ置換されると、LDL受容体蛋白が
速やかに分解されるため、高コレステロール血症
になるという。
　その後、患者2および3の変異は、日本の他地
域やスペイン人FH10）でも報告されている。
　患者4と5の変異IVS12+2T>CはHobbsらによ
り同定され、日本人FHでは最初の患者の出身地
によってFH Niigataと呼ばれた7）。私どもも昨年
の報告書で2家系を見出しており、本年度の結果
と合わせると頻度が高いと考えられる。なお、関
西地区のFH患者の調査では、このIVS12+2T>C
変異が最も多いことが報告されている４）。また、
インド人FH11）からも報告されている。CinVarデ
ータベースには、フランスのピティエ=サルペトリ
エール病院やサンパウロ大学からもIVS12+2T>C
の登録がある。
　患者6の変異K811*は、最初の患者の出身地に
よってFH Tokyoとして報告された7）。その後、
金沢大のグループから、北陸地区のFH患者では
K811*の頻度が最も高く、FH患者の1/3以上を
占めることが報告された5）。また、CinVarデー
タベースには、サンパウロ大学からもK811*が
登録されている。
　本研究では、FH患者から多様なLDLR 変異を見
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出した。なかでもスプライシング変異IVS12+2T>C
の頻度が高いことが推測されたので、今後さらに
症例を増やして検討を続けます。
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【要約】
背景: ACTH産生下垂体腫瘍が原因であるクッシ

ング病は、ACTHの過剰分泌が副腎からの高
コルチゾール血症を来たし、肥満・糖尿病・高
血圧・骨粗鬆症・易感染性・心脳血管障害等を
高率に合併する予後不良な疾患である。健常人
では、コルチゾールが過剰になると下垂体から
のACTHの分泌が抑制されるネガティブフィ
ードバック（NF）機構が働くが、クッシング
病ではNFが破綻しており高コルチゾール血症
に関わらずACTHの持続的分泌が認められる。
しかしながらクッシング病におけるNF破綻の
メカニズムは不明である。

方法と結果: ACTH産生下垂体腫瘍から抽出し
たRNAのうち、ACTHの前駆体であるPOMC
遺伝子の発現が高い腫瘍3例と、低い腫瘍3
例を選び、DNAマイクロアレイを用いて両
群での遺伝子発現プロファイルを比較したと
ころ、POMC遺伝子の発現が高い腫瘍でコル
チゾール代謝酵素に関わるCYP3A4遺伝子
発現が有意に高いことが判明した。このため
50例の腫瘍RNAを用いて定量リアルタイム
PCRを行い検証したところPOMC mRNAと
CYP3A4 mRNA発現量に正の相関が認められ
た。CYP3A4モノクローナル抗体を用いた免
疫染色を68例のACTH産生下垂体腫瘍で検討
したところ、約60%が発現陰性、弱陽性が約
20%、陽性が約20%でありCYP3A4 mRNA
とCYP3A4免疫染色スコアに正の相関が認め
られた。またUSP8変異陽性のクッシング病下

垂体腺腫でCYP3A4発現が有意に高値であっ
た。腫瘍の初代培養を用いた解析で生理濃度
のコルチゾール（≧30 nM）や低濃度のデキサ
メタゾン（≧3 nM）で用量依存性にCYP3A4 
mRNAと蛋白発現、CYP3A4の酵素活性の上
昇が認められたことからグルココルチコイド受
容体GRを介した正の発現調節が考えられた。

考察: ACTH産生下垂体腫瘍の約40%にCYP3A4 
の発現が認められた。高コルチゾール血症によ
りGRを介してCYP3A4発現が誘導されるこ
とでCYP3A4による腫瘍細胞内コルチゾール
の代謝が促進されることがクッシング病におけ
るNF機構の破綻の成因のひとつに関与する可
能性が示唆された。

【目的】
　クッシング病は下垂体腺腫からのACTH過剰
分泌による高コルチゾール血症が原因である。男
女比が約1:4と女性に多く、30 ～ 40歳代を中心
に比較的広い年齢層に発症する。ACTH産生腺
腫の約8割はミクロ腺腫とよばれる1cm以下の小
さな腫瘍が多いのが特徴である。一方、周囲組織
に浸潤する大きな腫瘍は、低頻度ながら手術によ
る摘出が困難で難治性である。
　健常人では、コルチゾールが過剰になると下垂
体からのACTHの分泌が抑制されるネガティブ
フィードバック機構が働くが、クッシング病では
ネガティブフィードバック機構が破綻しており高
コルチゾール血症に関わらずACTHの持続的分
泌が認められる。しかしながらクッシング病にお
けるネガティブフィードバック機構破綻のメカニ
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ズムは不明である。
　2015年、エクソーム・シークエンスによる解
析によりクッシング病下垂体腺腫の1/3 ～ 2/3
の症例で、脱ユビキチン化酵素USP8（Ubiquitin-
specific peptidase 8）の体細胞性変異が相次いで
報告された1,2）。変異USP8がどのような機序で
疾患を引き起こすのか、その分子機構はいまだ不
明であるが、我々はUSP8変異を持つ腫瘍（MUT）
は女性で2cm以下の小さな腫瘍に多くACTHの
前駆体であるPOMC遺伝子の発現が高い一方、
野生型の腫瘍（WT）は周囲組織への浸潤性の強
い大きな腫瘍に多く、POMC遺伝子発現は一般
に低いことを報告した３）。
　これまでの研究で、POMC遺伝子発現が高く
USP8変異陽性の腫瘍3例と、POMC遺伝子の発
現が相対的に低くUSP8変異陰性の腫瘍3例を選
び、DNAマイクロアレイを用いて両群での遺伝
子発現プロファイルの異なる遺伝子を抽出後、50
例の腫瘍RNAを用いて定量リアルタイムPCR

（qPCR）を行って検証した。POMC発現を目的
変数として、重回帰分析を行ったところ、2つの
遺伝子が説明変数として選ばれた。そのうちのひ
とつCYP3A4に着目し、クッシング病下垂体腫
瘍検体を用いたリアルタイムPCRと免疫染色に
よって、その発現を検討した。

【方法】
　インフォームドコンセントを得、当院で2004
年3月から2013年8月に手術したクッシング病患
者の腫瘍組織からRNA抽出が可能であった60例
を対象とした。内訳は女性47例と男性13例、ま
た腫瘍の大きさが1cm未満のミクロ腺腫は28例、
1cm以上のマクロ腺腫は32例であった３）。上記
60例のRNAを用いてSYBR-Green法による定
量リアルタイムPCR（qPCR）によりPIT1遺伝
子発現を検討し、PIT1遺伝子発現が無視できる
程度で正常下垂体の混在がないと判断した50例

（MUT16例、WT34例）を用いて検討した。
　マイクロアレイ解析はクッシング病下垂体腫瘍
組織のうち6例（POMC遺伝子発現が高くUSP8
変 異 陽 性MUTの ミ ク ロ 腺 腫3例: MUT群 と
POMC遺伝子の発現が相対的に低くUSP8変異陰
性で周囲組織への浸潤性の強いマクロ腺腫の3例: 

WT群）からtotal RNAを抽出し、Affymetrix社
のGeneChip® WT PLUS Kitで処理後Affymetrix 
GeneChip® Human Gene 2 . 0 ST Arrayを用いて
2群間で遺伝子発現プロファイルを比較した。
　WTとMUTで発現が有意に異なる遺伝子に関
しては正常下垂体の混在を否定した50例（MUT16
例、WT34例）の腫瘍RNAを用いてqPCRにより
mRNA発現を評価した。qPCRはGAPDHを内部
標準とし、mRNAの発現量を補正した。
　 免 疫 染 色 はCYP3A4抗 体 と し てBio-Rad社
のマウスモノクローナル抗体（PrecisionAb™ 
Monoclonal, VMA00117） を、SXR抗 体 と し て
Santa Cruz Biotechnology 社のマウスモノクロ
ーナル抗体（SC-4840）、発色はベクター社の
ImmPRESS Reagentを用いて行った。CYP3A4
とSXRの発現量はエストロゲンレセプターに使
われるAllred score（0 ～ 8点）を用い3点以上
を陽性とし判定した４）。
　下垂体腫瘍の初代培養は96穴プレートで10％
FCS添加DMEMを用いて行った。コルチゾールま
たはデキサメタゾンを添加し48 ～ 72時間培養した。
CYP3A4 mRNA発現は、トータルRNAを抽出し
リアルタイムPCRを行い評価した。CYP3A4蛋白
発現に関しては蛋白を抽出しWestern blotにて、ま
たCYP3A4の 酵 素 活 性はP450-Glo™ CYP3A4 
Assay and Screening System Luciferin-IPA

（Prpmega社）を用いて測定した 
【結果】
　使用したマイクロアレイは53 ,981個のプロー
ブを有し、24 ,670個の既知遺伝子の発現解析を行
った。その結果、MUTでの発現量がWTに比べ
有意に平均2倍以上（p<0 .05）を呈した既知遺伝
子は1,128個（POMC遺伝子も含む）、逆に1/2
以下（p<0 .05）の発現を呈した遺伝子数は288
個であった。有意に変動する遺伝子数が多いため、
倍率の高い遺伝子を40種、低い遺伝子を2種選び
50例の腫瘍RNAを用いて計42の遺伝子について
定量リアルタイムPCRを行ったところ28遺伝子
でPOMC発現とR>0 .3の相関を認めた。POMC
遺伝子発現を目的変数として前進法によるステッ
プワイズ重回帰分析を施行したところ、28遺伝
子のうち2つの遺伝子（CYP3A4とMAP3K4）
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図 1　CYP3A4とPOMC遺伝子発現の関連性
　　　A　重回帰分析によるPOMC遺伝子発現の予測値と実際値の関係
　　　　　 前進法によるステップワイズ重回帰分析により2つの遺伝子（CYP3A4遺伝子とMAP3K4遺伝子）

の発現量がPOMC発現を予測する説明変数として選択された。mRNAはGAPDHの発現量で補正し
た（n=51）。

　　　B　腫瘍のCYP3A4 mRNAとPOMC mRNA発現量の相関
　　　　　Spearmanの順位相関係数を用いて検定した。mRNAはGAPDHの発現量で補正した（n=51）。

 A B
図 2　CYP3A4蛋白の発現とCYP3A4遺伝子およびの関連性 
　　　A　免疫染色によるCYP3A4蛋白発現の評価
　　　　　 免疫染色によるCYP3A4蛋白の発現を乳癌でERの評価に用いられるAllred score（0, 2 〜 13点）

を用いてスコア化した。3点と4点を弱陽性とし5点以上を陽性とした（n=68）。
　　　B　免疫染色によるCYP3A4蛋白とリアルタイムPCRによるCYP3A4 mRNA発現量の相関
　　　　　Spearmanの順位相関係数を用いて検定した。mRNAはGAPDHの発現量で補正した（n=38）。



の発現量が説明変数として選ばれた（R=0 .795 , 
p<0 .0001）（図1A）。CYP3A4 mRNAとPOMC 
mRNA発現量に正の相関が認められた（R=0 .428 , 

p=0 .002）（図1B）。
　CYP3A4は肝臓や十二指腸・小腸に多く発現
し、正常下垂体には発現は認められないことから、
CYP3A4のモノクローナル抗体を用いて68例の
クッシング病下垂体腺腫の免疫染色を行ったと
ころ59%が陰性、22%が弱陽性、19%が陽性で
あり約40%に発現が認められた（図2A）。腫瘍
のCYP3A4の免疫染色（IHC）スコアとmRNA
発現量には正の相関が認められた（R=0 .403 , 
p=0 .012）（図2B）。CYP3A4発現はUSP8変異
陽性例が陰性例よりもmRNAとIHCスコアの両
者で有意に高値であった（データの詳細は割愛す
る）。
　肝臓や腸管ではCYP3A4の発現は核内受容
体であるステロイドゼノバイオティック受容体
SXRを介して調節されておりSXRの発現につ
いて66例の免疫染色を行ったところ発現陰性は
41%、弱陽性21%、陽性36%であった（図3）。
CYP3A4とSXR発現に有意な相関は認められな
かった。
　USP8変異陽性の腫瘍の初代培養を用いた解析
で、生理濃度のコルチゾール（≧30 nM）や低
濃度のデキサメタゾン（≧3 nM）でCYP3A4
のmRNA（ 図4A） と 蛋 白（ 図4B） 発 現 量 や
CYP3A4の酵素活性（図5）が用量依存性に上
昇する腫瘍が認められた。一方、SXRの強力な
リガンドであるリファンピシン（10μM）では

─ 44 ─

 A B
図 4　クッシング病下垂体腺腫 初代培養を用いたグルココルチコイドによるCYP3A4発現調節
　　　mRNAは48時間、蛋白は72時間培養後細胞を回収し測定した。
　　　A　リアルタイムPCRによるCYP3A4 mRNA発現 
　　　　　GAPDHの発現量で補正した。
　　　B　Western blotによるCYP3A4 蛋白発現
　　　　　上段　CYP3A4、下段　GAPDH

図 3　免疫染色によるSXR蛋白の発現の評価
　　　 免疫染色によるSXR蛋白の発現を乳癌でER

の評価に用いられるAllred score（0, 2 〜 13
点）を用いてスコア化した。3点と4点を弱
陽性とし5点以上を陽性とした（n=66）。



CYP3A4 mRNA発現に変化を認めなかった。以
上のことからSXRではなくグルココルチコイド
受容体GRを介したCYP3A4の発現調節機構が
考えられた。現在症例を増やして初代培養を用い
た検討を行っている。

【考察】
　本研究によりクッシング病の下垂体腺腫の約
40%にCYP3A4の異所性発現が認められること
が明らかとなった。重回帰分析によりCYP3A4
発現とPOMC発現には強い関連性があり正の相
関が認められた。
　CYP3A4は主に肝臓や十二指腸・小腸に発現
しているが、文献によると、免疫染色による検討
で正常乳腺組織や乳癌組織にも発現が認められ正
常乳腺組織よりも乳癌組織で発現が多い傾向が認
められるとの報告があるが、その意義については
不明である5）。
　CYP3A4は肝臓や十二指腸・小腸においてグ

ルココルチコイドなどのステロイドホルモン代謝
に関わる主要な酵素である。従ってクッシング病
では腫瘍内のCYP3A4遺伝子の異所性発現によ
り、腫瘍細胞内でのグルココルチコイドの代謝が
亢進し、グルココルチコイド受容体を介したネガ
ティブフィードバック機構が破綻することで、高
コルチゾール血症に関わらずACTHの持続的過
剰分泌が生じる可能性が考えられた。
　CYP3A4の発現を調節する因子として生理的
濃度のコルチゾールが用量依存性にCYP3A4発
現を正に調節する症例が存在することから、クッ
シング病では過剰なコルチゾールがGRを介して
CYP3A4発現を誘導することで細胞内コルチゾ
ールの低下をきたしネガティブフィードバック機
構が破綻している可能性が考えられた。
　今後は初代培養の症例を増やし、GRを介した
CYP3A4の発現調節機構をUSP8変異の有無と
の関連性を含め検討する予定である。
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図 5　 クッシング病下垂体腺腫 初代培養を用いた
CYP3A4の酵素活性

　　　 72時間培養後Promega社のLuciferin-IPAを
用いて酵素活性を測定した。



【要約】
　レム睡眠中の睡眠時無呼吸が糖尿病網膜症

（DR）に与える影響と治療効果を明らかにする
ため、当院に通院中の糖尿病症例でポリソムノ
グラフィ（PSG）を施行した症例を対象とした
Historical cohort研究を行った。ベースライン
の患者背景（mean±standard deviationまたは
median（interquartile range））は年齢58.8±11 .8
歳、男性86.8%,BMI26（24-29）,HbA1c7 .4%

（6.8-8.7）,無呼吸低呼吸指数（AHI）31.7（20.0-48.7）
/h,レム睡眠中のAHI（REM-AHI）38.9（21.1-55.9）
/h,ノンレム睡眠中のAHI（NREM-AHI）30 .8

（17 .9-47 .6）,DR合併18.2%であった。追跡期間
中のDR発症・進展なし85例、発症・進展あり3例、
フォローなし146例であり、DR追跡率が低いため
REM-AHI重症度がDRに与える影響を評価する
ことは困難であった。今後DRの再評価などを行
ったうえで再度解析を行う予定である。

【目的】
　2型糖尿病（T2DM）症例の4-8割は睡眠時無
呼吸症候群（Sleep Apnea Syndrome,SAS）を
合併することが知られている1）。SASはインスリ
ン抵抗性増大による高血糖の悪化や治療抵抗性の
高血圧、低酸素ストレスや慢性炎症などによっ
て糖尿病血管合併症を悪化させる可能性があり、
我々の報告でもSASは既知のリスク因子とは独
立して糖尿病血管合併症と関連する可能性が示唆
された2,３）。
　一方、以前からREM睡眠中はnon-REM睡眠
中と比較して交感神経活性が亢進することが知ら
れており４）、それに伴ってREM睡眠中はAHIが
より頻回となることが知られていたが近年REM-
AHIが高血圧の新規発症やHbA1cと強く関連す
る一方でNREM-AHIはこれらと関連しないこと

が示され5,6）、REM-AHIが各種イベントリスク
増加の主要因ではないかと指摘されている。しか
し、REM-AHIと糖尿病血管合併症との関連は現
在明らかではない。
　 我 々 は 先 行 横 断 研 究 でREM-AHIがDRや
DKDと独立した関連を有することを明らかにし
た7,8）。
　本研究では特にREM-AHIとDRとの関連に焦
点を絞り、REM-AHI評価後のDR発症・進展を
エンドポイントとして縦断的な解析を行うことと
した。

【方法】
　研究デザイン: Historical cohort研究。対象患
者の選定方針: 糖尿病のため当院通院歴のある症
例のうち2004年5月1日～ 2019年12月31日の間
にPSGを施行された症例。除外基準は（1）20歳
未満の症例、（2）SAS以外の呼吸器疾患合併例、

（3）心不全合併例、（4）透析中の症例、（5）PSG施
行3 ヶ月以内に脳卒中を発症した症例、（6）SAS
既治療例、（7）2型以外の糖尿病症例、（8）PSG施
行時および施行後のDR評価がなされていない症
例とした。試験方法: ベースラインのDR重症度、
DRリスク因子およびPSG結果とその後のDR発
症・進展を調査する。DR重症度はDavis分類に
より評価する。REM/NREM-AHIは既報と同様
4分位で4群に分類する。従属変数をDR発症、進
展としたCOX比例ハザード解析を施行し、各種
PSG指標がDR発症、進展に関連するか解析する。
全ての統計解析にはIBM SPSS Statisticsメディ
カルモデルver22 .0（日本IBM製）を用いる。

【結果】
　患者背景は年齢58 .8±11 .8歳、男性86 .8%、
BMI26（24 - 29）、平均血圧98 . 0±14 . 0mmHg、
糖尿病罹病期間6（2-14）年、現喫煙24 .8%、心
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血管イベント既往23 .5%、網膜症18 .2%、黄斑浮
腫1.3%、HbA1c7 .4%（6.8-8 .7）, eGFR 78 .9± 
21 . 5 mL/min/ 1 . 73 m2 , non-HDLC 142 . 0 ±
32 . 3 mg/dL, AHI 31 . 7（20 . 0 - 48 . 7）/h, REM-
AHI38 .9（21 .1-55 .9）/h, NREM-AHI30 .8（17 .9-
47 .6）、網膜症発症・進展なし85例、発症・進展あ
り3例、フォローなし146例であり、イベント数
が少ないためREM-AHI重症度がDRに与える影
響を評価することは困難であった。

【考察】
　今回の試験ではDRを継続的に評価していた症
例が少なく、DR発症・増悪とREM-AHIとの関
連を明らかにすることは困難であった。今後はま
だ当院に継続通院している症例への眼底検査依頼
や電話等による現状確認、前向き試験等による評
価などが必要と考えられた。
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【要約】
　本研究では甲状腺ホルモン（TH）の発達期中
枢神経系への作用を解析するため、マウス小脳顆
粒細胞（GC）をモデルに、THと結合しない変
異甲状腺ホルモン受容体（TR）を遺伝子導入し、
甲状腺ホルモン阻害によるGC機能への影響を解
析することとした。導入のために発現ベクターを
作製し、種々の条件でelectroporationを行って顆
粒細胞への導入を試みた。しかし、導入効率が悪
く、動物モデル作製にまで至らなかったため、現
在、Tet-on systemを用いた遺伝子改変動物作製
を行っている。以上から、本研究で目指したモデ
ル動物の作製はまだ途上であるが、電気生理学的
解析による試験系は出来上がったため、遺伝子改
変動物の作製後はスムースに研究が進むことが期
待される。

【目的】
　甲状腺ホルモン（thyroid hormone, TH）は神
経発達・機能維持に不可欠である。周産期のTH
不足はクレチン症（先天性甲状腺機能低下症）に
知られるように、適切な時期に介入がなされなけ

れば、重篤な発達障害を来す。THは核内受容体
であるTH受容体（TH receptor, TR）に結合し、
標的遺伝子の転写を調節する。TRは中枢神経系
では特に小脳で顕著に発現しており1）、発達期の
TH不足により小脳失調を引き起こすことが知ら
れている2）。しかし、小脳機能におけるTHの作
用メカニズムは未だ不明な点が多い。そこで本研
究では小脳の中でも最も数の多い神経細胞であ
り、運動調節・学習において重要な役割を果たす
小脳顆粒細胞（GC）に着目し、同細胞における
THの役割を明らかにすることを目的とする。こ
の研究によりTHの神経細胞における役割を明ら
かにすることによって、未だ治療方法が不明であ
る甲状腺ホルモン不応症やMCT8特異的甲状腺
ホルモン細胞トランスポーター異常症などのTH
と関連した先天性の神経発達異常症への治療法の
解明の一助となることが期待される。

【方法】
　本研究は群馬大学動物実験委員会の承認を受け
て行われた。
1. Electroporationによる変異TRの遺伝子導入
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図 1　作製した発現ベクター



　図１に作製した発現ベクターを示す。ヒト由
来変異TRβ1（hTRβ1-Mf-1、標的遺伝子のTH
応答配列とは結合するが、THと結合しないため、
発現させるとドミナントネガティブ作用により正
常TRの作用をブロックする）ことは予め確認し
てある３）。hTRβ1-Mf-1は非特異的発現プロモ
ータであるCAGと蛍光タンパク質tdTomatoの
3 ’末端に組み込んだ。また、対照群として、正常
ヒトTRβ1（hTRβ1）およびtdTomatoのみを
組み込んだ発現ベクターも作製した。このベク
ターを作製後、種々の条件にて、in vivo 遺伝子
導入装置（NEPA21 , ネッパジーン社）を用いて
electroporationにより新生仔マウスへの遺伝子
導入を試みた（図2）。その後、マウスを屠殺し、

凍結切片を作製し、共焦点顕微鏡下で検鏡し、導
入タンパク質の発現を確認した。
2.  小脳顆粒細胞にhTRβ1-Mf-1を発現する遺伝

子改変動物の作製
　上記実験1において、十分なタンパク質の発現
が得られなかったため、hTRβ1-Mf-1を顆粒細
胞に発現する遺伝子改変マウスをYamamotoら
の方法に則り作製した４）。作製方法については結
果に示す。

【結果】
1. Electroporationによる変異TRの遺伝子導入
　生後5 ～ 7日のマウスを用い、図2に示すよう
な手法を用いて、発現ベクターを小脳表層（外
顆粒層）に投与すると共に、electroporationによ
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図3　CAG-tdTomatoベクターによる小脳顆粒細胞層でのtdTomatoタンパク質の発現
　　　A　tdTomato陽性細胞は大部分が内顆粒層に局在している。
　　　B　図Aの□部分の拡大像（分子層上層）。tdTomato陽性線維（矢印）が一部確認できる。

小脳表面へMf-1発現ベクターを注入し、
Electroporationにより、
顆粒細胞内へベクターを導入

外顆粒層内側

分子層

プルキンエ細胞層

内顆粒層

形態観察実験

生後1～5日

Mf-1導入
顆粒細胞←

正常顆粒細胞

図 2　Electroporationによる遺伝子導入法と解析
　　　導入された細胞にはtdTomatoが発現するため、蛍光顕微鏡で同定が可能である。



り細胞への遺伝子導入を試みた。投与1週間後の
小脳皮質を図3に示す。tdTomato陽性細胞は主
に内顆粒層に局在していた。また、分子層には内
顆粒層の細胞から分子層へと延びたと考えられる
tdTomato陽性線維も一部確認できたが、発現が
弱く、細胞体まで辿ることはできなかった。また、
この線維からさらに伸長してプルキンエ細胞へシ
ナプスを形成する平行線維において、tdTomato
陽性線維の終末を確認することはできなかった。
そのため、どのプルキンエ細胞とシナプスを形成
しているのか、同定できなかった。以上の結果か
ら、プルキンエ細胞を用いてhTRβ1-Mf-1発現
細胞によるシナプス可塑性変化を電気生理学的に
解析することは断念し、以下の実験へと転換する
こととした。
2.  小脳顆粒細胞特異的にhTRβ1-Mf-1を発現す

る遺伝子改変動物の作製
　上述したように、electroporationでは目的とす
るタンパク質の発現を顕微鏡下で十分捉えること
ができなかったため、現在、方針を変更し、遺伝
子改変動物の作製に着手した。図4に遺伝子改変
動物作製の概要を示す。
　小脳顆粒細胞特異的に発現するGABA受容体 
α6サブユニットのプロモーターの下流に逆テ
トラサイクリン制御転写活性化因子（rtTA）を
組み込んだ遺伝子を有する遺伝子改変動物は作
製元から供与を受けた４）。rtTAはドキシサイ
クリン存在下のみでテトラサイクリン応答配列

（TRE3G）に結合し、下流の遺伝子の転写を促
進する転写因子である。さらに、TRE3Gプロモ

ーター下流にhTRβ1-Mf-1を組み込んだ遺伝子
を発現するマウスを作製した（Tet-on system）。
この2種類のマウスを交配し、二つの外来性遺伝
子を有する遺伝子改変動物を作製した。このマ
ウスを用いれば、ドキシサイクリンの経口投与
により、小脳顆粒細胞特異的に発現したrtTAが
TRTE3Gプロモーター結合し、下流に組み込ん
だhTRβ1-Mf-1が発現してTR作用が抑制され
るはずである。現在、ドキシサイクリンを飲水中
に混合して投与を開始しており、母体から乳汁を
介して、ドキシサイクリンがhTRβ1-Mf-1を発
現させるか、解析を開始している。

【考察】
　本研究では、小脳顆粒細胞をモデル系として、
変異TRを導入することでTHの作用を抑制し、
顆粒細胞の機能的発達にTHがどのように関与す
るのか、解析することを目的として開始した。当
初、electroporationを用いて変異TR導入を試み
たが、タンパク質の発現量が少なく、シナプス形
成まで含めて、発現細胞を同定することはできな
かった。そこで、方針を変更して、小脳顆粒細胞
特異的にrtTAを発現し、かつ、TRE3Gプロモ
ーター下流にhTRβ1-Mf-1を組み込んだ遺伝子
を有するマウスを作製することとした。動物の作
製は終了したが、hTRβ1-Mf-1の発現確認まで
には至っていないのが現状で、今後のさらなる解
析が不可欠である。
　遺伝子改変動物はまだ完全に確立してはいない
が、シナプス可塑性の電気生理学的解析手法につ
いては確立することができた5,6）。従って、遺伝
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図 4　Tet-on systemにより特異的タンパク質を発現する遺伝子改変動物作製



子改変動物作製が確立され次第、電気生理学的実
験を開始できる体制は整っている。なるべく早期
に動物モデルを確立し、本格的に研究を開始でき
ると確信している。
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【要約】
　三次元培養であるオルガノイド培養の発展によ
り、解剖的・機能的に生体内に存在する器官に近
い特徴を示す培養細胞を用いて、繰り返し遺伝子
変異検索や薬剤感受性の検討を行うことが可能と
なった。しかし、内視鏡生検検体由来のオルガノ
イド培養の報告はほぼなく、安定した培養条件が
確立されたとは言えない状況である。本検討は消
化管腫瘍の中で、最も成功率が高いと言われてい
る大腸癌の検体から培養条件の検討を行うことと
した。外科的切除後の手術検体から内視鏡用の生
検鉗子を用い、計4 ヵ所の腫瘍採取を行った。氷
冷しつつ、可及的速やかにラボに移動した後に検
体処理を行い、大腸癌細胞培養に使用可能とされ
るconditioned medium（1×LsY）を用いて初代
培養を開始した。現時点で、計3例の大腸癌オル
ガノイド培養を行った。3例中2例では、細胞数
は少ないながらも培養を継続中である。残る1例
はコンタミネーションの影響で培養不成功となっ
た。より確実な培養のため、検体採取から培養開
始までの時間、細胞分離の際に用いる酵素の種類、
酵素処置の時間、また細胞を細かくしすぎない、
などの条件検討が今後の課題である。継続的に症
例を蓄積していく予定である。

【目的】
　三次元培養であるオルガノイド培養は解剖的・
機能的に生体内に存在する器官に近い特徴を示
し、繰り返し観察・操作・再現が可能な唯一無二
のモデルと言える。2011年にヒト小腸・大腸の
オルガノイド培養の成功が初めて報告された1）。

このオルガノイド培養により、従来の二次元培養
細胞株とは異なり、より生理的状態に近い環境を
作り出すことが可能となった。今後はオルガノイ
ド培養がより発展する中で、個別化医療（オーダ
ーメイド医療）を目指した、個々の患者における
遺伝子変異検索や薬剤感受性の検討が盛んに行わ
れることが予想される。しかし、患者由来検体を
用いたオルガノイド培養は近年報告されはじめた
新規の手法であり、既報においても成功率が高い
とは言えず、安定した培養条件が確立されたとは
言えない状況である。特に内視鏡生検検体由来の
オルガノイド培養に関する報告は少ない。臨床検
体をより有効に用いるため、内視鏡的・あるいは
外科的に採取されたヒトの消化管腫瘍および近傍
の正常背景粘膜を、より確実に、安定してオルガ
ノイド培養を行うための条件検討、また手法の確
立を目的とした。

【方法】
　消化管腫瘍の中で、最も成功率が高いと言われ
ている大腸癌の検体から検討を行うこととした。
外科的切除後の手術検体から内視鏡用の生検鉗
子を用い、計4 ヵ所の腫瘍採取と周囲の正常粘膜
採取を行った。氷冷しつつ、可及的速やかにラボ
に移動して洗浄後に細胞解離酵素であるLiberase
とTrypLE Expressを用いて腫瘍細胞の分離を行
った。遠心後に抽出した細胞を培地で懸濁し、マ
トリゲル上に播種した。培地に関しては既報で報
告されている各種成長因子が入った完全培地を用
いる予定であったが、成長因子や溶媒などの入手
に時間を要しており、大腸癌細胞培養に使用可能
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とされるconditioned medium（1×LsY）を用い
て初代培養を開始した。細胞播種翌日には、マト
リゲルを被せてサンドイッチ状にした。その後は
培養細胞の状況を観察し、適応なタイミングで培
地交換を行っている。尚、同時に採取した正常粘
膜は液体窒素にて凍結保存して、後日まとめて培
養を行う予定としている。

【結果】
　現時点では計3例の大腸癌細胞の初代培養を行
っている。症例1: 54歳男性、進行S状結腸癌の
切除検体より採取した腫瘍細胞4検体（手術検体
摘出から培養検体摘出まで55分）を培養し、経
過観察中である。現在約12週経過しているが4検
体中の1検体で増生した線維芽細胞と共生するよ
うに細胞塊がみられており、今後継代の予定であ
る（図1）。症例2: 77歳女性、進行上行結腸癌の
切除検体より採取した4検体（手術検体摘出から
培養検体摘出まで38分）を培養中である。現在6
週経過しているが、4検体中の2検体でそれぞれ
少量の細胞がマトリゲル上で観察されている（図
2）。症例3: 57歳男性、進行下行結腸癌の切除検
体より採取した4検体（手術検体摘出から培養検
体摘出まで5分）を培養したが、培養開始後1日
で恐らくコンタミネーションの影響か、培地に混
濁した浮遊物が認められた（図3）。1週ほど経過
を見たが、浮遊物が増加傾向であり、培養を中止
した。

【考察】
　内視鏡生検由来のオルガノイド培養に関する報
告は少ないが、大腸癌肝転移巣からの生検検体由
来の培養成功率は71%であったと報告されてい
る2）。本検討では大腸癌のオルガノイド初期培養
を現時点で3例行い、2例とも培養継続中である。
残る1例については検体採取前の手術検体の汚物
除去、また細胞処理時の十分な洗浄が不足してい
た。これまでの反省を生かし、検体の洗浄の徹底、
検体摘出から採取までの時間をより短くする、細
胞分離の際に酵素処置の時間を短くし、細胞を細
かくしすぎない、あるいはサンドイッチ法からド
ーム法に変更する、などの条件検討が今後の課題
である。特に本検討は今後の内視鏡生検検体によ
る培養を見据えて、外科検体からの採取の際にも
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図 1　症例1の培養細胞

図 2　症例2の培養細胞

図 3　症例3の培養細胞



内視鏡生検鉗子を使用している。採取できる細胞
量が少ない中でより効率的に培養していく条件検
討が求められる。今後も継続して症例を蓄積する
ことで内視鏡生検検体由来のオルガノイド培養を
確立していきたい。
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【要約】
　膵癌および正常膵組織で発現する環状RNAを
網羅的に解析することにより膵癌で高発現する環
状RNAとしてcircXを同定した。circXを発現す
る膵癌では上皮間葉転換や低酸素応答といった膵
癌の病態との関連が知られる遺伝子群が高発現し
ており、circXは膵癌の病態に関与している可能
性が示唆された。また、circXは膵癌細胞株より
も膵星細胞で顕著に高発現しており、膵癌微小環
境においてnon-cell autonomousに膵癌促進に寄
与している可能性が示唆された。

【目的】
　環状RNAは、通常のRNA分子に存在する5’
末端と3’末端が結合した環状構造を有する1本
鎖RNAであり、膵癌をはじめとする様々な癌で
異常発現していることが近年明らかになってき 

た1,2）。本研究では、膵癌および正常膵組織で発
現する環状RNAを網羅的に解析することにより
膵癌で高発現する環状RNAを同定し、その発現
様式、膵癌の病態への関与、バイオマーカーとし
ての応用可能性について検討することを目的とす
る。

【方法】
　CPTAC3データベース３）にある膵癌140例、
正 常21例 のRNAシ ー ク エ ン ス デ ー タ を 利 用
して、環状RNAの発現を網羅的に解析した。
Limmaパッケージ４）を用いて経験ベイズ法に
よって膵癌と正常の間で有意に発現変動する環
状RNAを探索した。5’末端と3’末端の結合に
より環状化していることを確認するためにRT-
PCRとサンガーシークエンスを行った。膵癌細
胞株AsPC-1、BxPC-3、CFPAC-1、Capan-1、
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図 1　膵癌と正常における環状RNAの発現



HPAF2、KLM1、NORP1、Panc- 1、SW1990
および膵星細胞における環状RNAの発現をRT-
qPCRで測定した。膵癌患者4例、非癌患者4例
の血清中における環状RNAの発現をドロップレ
ットデジタルPCRで測定した。

【結果】
　CPTAC3データベースを用いて膵癌140例と正
常21例における環状RNAの発現を比較し、184
個の有意に発現変動する環状RNAを同定した

（q<0 .05）。膵癌で有意に高発現する環状RNA
のうち、正常との発現量の差が最も大きい環状
RNA（circX）に着目した（図1）。
　この環状RNAはX遺伝子のエクソン25の5’末
端とエクソン38の3’末端が結合して環状化して
いることをサンガーシークエンスによって確認し
た（図2）。

　このX遺伝子由来環状RNAは、膵癌において
は38%（53/140例）で発現していたのに対して、
正常においては21例全てに発現を認めなかった。
膵癌のcellularityとcircXの発現の関係を明らか
にするために、膵癌140例をcellularityの高い群

（n=105）と低い群（n=35）に分類しcircXの発
現を比較した。CircXはcellularityが高い群にお
いては40%（42/105例）で発現していたのに対
して、cellularityが低い群においては31%（11/35
例）で発現しており、cellularityとcircXの発現
の有無には有意な相関を認めなかった（図3）。
　次に、circXを発現する膵癌の特徴を明らかに
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図 2　サンガーシークエンスの結果 図 3　 CellularityとcircX発現量
の関係

図 4　Gene set enrichment analysisの結果



するために、膵癌140例をcircX発現群（n=53）
と非発現群（n=87）に分類し、生存期間や病期
などの臨床病理学的背景を比較したが、有意な差
は認めなかった。続いて、circX発現膵癌の分子
生物学的な特徴を明らかにするために、circX発
現群と非発現群の遺伝子発現を比較した。Gene 
set enrichment analysisでは、上皮間葉転換や低
酸素応答など、膵癌の病態に重要な役割を果たす
ことが知られている遺伝子セットがcircX発現群
で有意に発現上昇していた（図4）。
　次に、circXの発現様式を明らかにするために、
膵癌細胞株および膵星細胞におけるcircXの発現
をRT-qPCRで測定した。その結果、circXは膵
癌細胞株よりも膵星細胞で顕著に高発現していた

（図5）。
　最後に、circXのバイオマーカーとしての応用
可能性を検討するために、膵癌患者と健常者の
血清中のcircXの発現量をデジタルPCRで測定し
た。血清中のcircXの発現量は極めて少なく、膵
癌患者と健常者の間で有意な差は認めなかった

（図6）。

【考察】
　本研究ではCPTAC3データベースのRNAシー
クエンスデータを用いて膵癌および正常膵におけ
る環状RNAの発現を網羅的に解析することによ
り、膵癌で高発現する環状RNAとしてcircXを
同定した。
　circX発現膵癌と非発現膵癌では遺伝子発現プ
ロファイルが大きく異なっており、circX発現膵
癌では上皮間葉転換や低酸素応答といった膵癌
の病態との関連が知られる遺伝子セットが高発
現していた。このことは、circXの発現が膵癌の
進行に寄与している可能性を示唆している。細
胞株を用いたcircXの発現の検討では、circXは
膵癌細胞株よりも膵星細胞で顕著に高発現して
いた。膵星細胞は膵癌微小環境においてnon-
cell autonomousに膵癌促進に重要な役割を果た
すことが知られているため5,6）、circXは膵癌微
小環境において膵癌の進行に寄与している可能
性がある。細胞株での検討ではcircXは膵星細
胞で高発現していた一方で、膵癌組織において
はcellularityとcircXの発現には有意な相関を認
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図 5　細胞株におけるcircXの発現量 図 6　 血清中におけるcircXの発
現量



めなかった。これらの結果は、膵星細胞の中に
circXを発現するサブタイプとそうではないサブ
タイプが存在する可能性や、膵癌の間質において
膵星細胞の分布が不均一である可能性を示唆して
いる。これを明らかにするために、組織における
膵星細胞の分布とcircXの発現の関係について詳
細な検討が必要である。
　本研究ではcircXが膵癌の進行に寄与する
可能性が示唆された一方で、circXの発現と臨
床病理学的背景との関連は認められなかった。
CPTAC3に登録された症例の大多数はstageⅠ-
Ⅲで、比較的予後良好な症例が選択されていたた
めに、臨床病理学的背景に差が認められなかった
可能性が考えられる。膵癌におけるcircX発現の
影響を明らかにするために、より幅広い病期を含
むコホートでcircXと臨床病理学的背景との関連
を調査することが必要である。さらに、circXの
機能解明に向けて今後も研究を継続し、その結果
に基づいて新たな膵癌治療法の開発を目指した
い。
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【要約】
　非アルコール性脂肪肝炎の肝発癌を含む病態予
測や治療介入下における宿主遺伝子要因のインパ
クトとリキッドバイオプシーの臨床的有用性に
ついて検討した。血清microRNA-122高値例は
良好な生存率を示し、SGLT2阻害剤導入早期の
microRNA-122動態から長期的な治療反応性を予
測出来る可能性が示唆された。肝癌診断において
はAFP/PIVKAIIと比較して血清TERT C228T
陽性率が高率であり、経時的にもTERT C228T
がAFP/PIVKAIIに先行して陽転化する症例が確
認された。宿主遺伝子要因を用いたリキッドバイ
オプシーに基づくハイリスク症例の絞り込みが今
後期待される。

【目的】
　非アルコール性脂肪肝炎（NASH）の病態進行
と治療反応性における宿主遺伝子要因のインパク
トは不明な点が多い。血液中のmicroRNA（miR）
量が肝疾患の病態進行に影響することが報告され
ている1）がNASHの病態進行へのインパクトは
十分検討されていない。更に、様々な臓器の悪性
腫瘍を含む病態進行を予測するバイオマーカー
として組織中のみならず血液中のcell-free DNA

（cfDNA）を用いた癌遺伝子TERTプロモーター
変異（ホットスポットであるTERT C228T変異）
のインパクトがNASH肝発癌でも報告されてい
る2）。これら血液検体を用いて診断、治療法選択、
治療効果予測などを行うリキッドバイオプシーは
組織生検に比べて低侵襲的で繰り返し行うことが
できる点が利点である。今回はNASHの肝発癌
を含む病態予測や治療介入下における宿主遺伝子
要因のインパクトとリキッドバイオプシーの臨床
的有用性について検討した。

【方法】
　虎の門病院肝臓内科で肝生検からNASHと確
定診断された477例を対象とした。〔検討1〕初
診時の血清miR-122相対定量値から累積生存率
を検討した（Log-rank test）。更に、糖尿病合
併NASHにSGLT2阻害剤を開始して5年が経過
した1例の肝組織の経時的推移と血清miR-122
相対定量値の推移との関連を検討した。血清
miR-122相対定量値はReal time PCRで解析し、
ddCT法で評価した。〔検討2〕背景肝がNASH
で肝癌と診断された34例において肝癌に特異
的な血清バイオマーカー（TERT C228T, AFP, 
PIVKAII）陽性率の比較を行った。特に、血清
TERT C228T変異においてはNASHで肝癌の無
い21例との比較からSensitivity, Specificity, PPV, 
NPV, AUROCを検討した。更に、経過観察中に
肝癌が指摘され、同時にTERT C228Tが陽転化
した5例において、AFP/PIVKAIIの経時的な推
移を評価した。血清TERT C228T変異は当院で
開発したWild type blocking PCRを用いる高感
度測定法で検出した。本検出系は0.7%の変異型
DNAまで検出可能な測定系である３）。本研究は、
虎の門病院研究倫理審査委員会で承認された研究
である（研究番号1135 , 1843）。

【結果】
　〔検討1〕miR-122相対定量値1.00倍以上（n= 
208）,0.50-1.00倍（n=102）,0.50倍未満（n=113）
の3群で比較すると、miR-122が高値の症例では
良好な生存率を示した（Log-rank test; P=0 .003）。
肝癌出現まで25年間経過フォロー出来た1例では
肝硬変、肝癌に進行する前に既にmiR-122の低
下傾向が確認された（図1）。SGLT2阻害剤投与
症例の検討では、治療開始前/24週間後/3年後
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/5年後の4点で肝生検を施行された。Steatosisは
80%/30%/20%/20%と減少傾向を維持し、Stage
は4/3/3/3と低下傾向を維持していた（図2）。本
症例のmiR-122はSGLT2阻害剤導入後1週間の
時点で急峻な低下を示し、治療導入早期のmiR-

122動態から長期的な治療反応性を予測出来る可
能 性 が 示 唆され た。〔 検 討2〕TERT C228T陽
性率68%、AFP陽性率38%（基準値 ≤10 μg/L）、
PIVKAII陽性率47%（基準値 ≤40 AU/L）であり、
NASH肝癌ではAFP/PIVKAIIと比較してTERT 
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図 1　 虎の門病院肝臓内科のNASH肝癌発生例における血清miR-122相対定量値
の経時的推移（NASH肝癌出現例における25年間に渡る縦断的解析）

図 2　虎の門病院肝臓内科で糖尿病合併NASHにSGLT2阻害剤5年投与して肝組織が改善した1例



C228T陽性率が高率であった。TERT C228Tの
肝癌検出力は、Sensitivity 64%、Specificity 95%、
PPV 96%、NPV 61%、AUROC 0 .812であり、高
いSpecificity、PPV、AUROCを示した（図3）。肝
癌指摘時にTERT C228Tが陽転化した5例中3例
でAFP/PIVKAIIは陰性を持続しており、経時的に

もTERT C228TがAFP/PIVKAIIに先行して陽転
化する症例が確認された（図4）。

【考察】
　NASH診療におけるリキッドバイオプシーの
臨床応用が期待されている。miRはNASHの病
態進行を促進するタイプと抑制するタイプに分け
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TERT C228T; positive
(n=12)

AFP; abnormal
(n=3)

PIVKAII; abnormal
(n=3) (n=3)

(n=1)(n=4)

(n=6)

TERT C228T; negative, AFP and PIVKAII; normal
(n=2)

AFP normal range; ≤10 μg/L
PIVKAII normal range; ≤40 AU/L

NAFLD肝癌の34例を検討
1)TERT C228Tpositive;68% 
2) PIVKAII abnormal;47%
3) AFP abnormal;38%

NASH肝癌ではAFP/PIVKAIIと比較して血清TERT C228T陽性が高率であった

AUROC 0.812
Sensitivity  64%
Specificity 95%
PPV 96%
NPV 61%

図 3　 虎の門病院肝臓内科における背景肝がNASHで肝癌を指摘された症例における各種腫瘍
マーカー陽性率の比較

症例1, 男性
年齢 / 診断 48 years / No-HCC 64 years / No-HCC 71 years / No-HCC 72 years / HCC

TERT C228T Negative Negative Negative Positive
AFP Normal Normal Normal Normal
PIVKAII Not done Normal Normal Normal

症例 2, 男性
年齢 / 診断 56 years / No-HCC 57 years / No-HCC 58 years / No-HCC 59 years / HCC

TERT C228T Negative Negative Negative Positive
AFP Normal Normal Normal Normal
PIVKAII Normal Normal Normal Normal

症例 3, 女性
年齢 / 診断 73 years / No-HCC 74 years / No-HCC 75 years / HCC

TERT C228T Negative Negative Positive
AFP Normal Normal Normal
PIVKAII Normal Normal Normal

症例 4, 男性
年齢 / 診断 58 years / No-HCC 67 years / No-HCC 77 years / No-HCC 80 years / HCC

TERT C228T Negative Negative Negative Positive
AFP Normal Normal Normal Normal
PIVKAII Not done Not done Normal Abnormal

症例 5, 女性
年齢 / 診断 64 years / No-HCC 67 years / HCC

TERT C228T Negative Positive
AFP Normal Abnormal
PIVKAII Normal Abnormal

血清TERT C228Tは経時的にもAFP/PIVKAIIに先行して陽転化する症例が確認された

AFP normal range; ≤10 μg/L
PIVKAII normal range; ≤40 AU/L

図 4　虎の門病院肝臓内科で血清TERT陽性のNASH肝癌5例におけるAFP/PIVKAIIとの比較



に拾い上げることが喫緊の課題である４,5）。今回
報告した血清中のmiRとcfDNAの様な宿主遺伝
子要因を用いたリキッドバイオプシーに基づくハ
イリスク症例の絞り込みが今後期待される。
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られる。特に、肝臓内に多く含まれるmiR-122
はNASHの肝癌を含む病態進行に保護的に作用
することが報告されている1）。今回の成績から、
初診時のmiR-122高値の症例の予後が良好であ
り、経時的にも肝癌に進行する前からmiR-122
が低下していることが確認された。今回の検討で
は、miR-122が肝病態進行に抑制的に作用して
いることを実臨床で確認することが出来た。更
に、SGLT2阻害剤の治療においても早期のmiR-
122動態が治療反応性を反映している可能性が示
唆された。この様に、血清miR-122相対定量値
はNASHの肝病態と治療反応性を予測する血清
バイオマーカーとして有用であることが確認され
た。
　 肝 癌 の 多 段 階 発 癌 で は 肝 組 織 中 のTERT 
promoter, TP53 , CTNNB1 等の体細胞癌遺伝子
変異が関与する2）。今回の成績から、NASH肝癌
ではAFP/PIVKAIIと比較してTERT C228T陽
性率が高率であり、経時的にもTERT C228Tが
AFP/PIVKAIIに先行して陽転化する症例が確認
された。この様に、血清TERT C228TはNASH
肝癌を診断する血清バイオマーカーとして有用で
あることが確認された。今後は、更にSensitivity
とNPVの高いTERT C228T変異の検出系を開
発していく必要が有る。
　NASHの患者は本邦に約400万人は存在し、肝
硬変や肝癌といった肝病態進行例が増加傾向にあ
る。この様なハイリスク症例を効率良く非侵襲的
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【要約】
　B型慢性肝疾患に対する治療として核酸アナ
ログ製剤（NA）が2000年より広く使用されてい
る。現在は、エンテカビル、テノホビル製剤を中
心に使用され、多くの症例でウイルスの陰性化が
得られている。NA投与によりB型肝炎の臨床的
治癒を意味するHBs抗原の陰性化が得られる症例
は非常に少ないが、HBs抗原の陰性化が得られた
症例では、NA治療中止可能であると言われてい
る。本研究は、NA治療にてHBs抗原が陰性化し
た後にNAを中止した症例での長期的な予後を明
らかにすることが目的である。NA治療中にHBs
抗原が陰性化し、その後NA治療を中止し長期的
なfollow upが行われた73例を対象とした。男性:  
女性63 :10、年齢57才（23-83）、慢性肝炎: 肝硬
変 60 :13。NA中止後の①HBV DNA再出現例、
②HBs抗原再出現例、③再治療例について検討し
た。
　①HBV DNA再出現例18例（25%）であった。
HBV DNA再燃に関係する因子を検討すると、再
燃例でNA終了時HBs抗体陰性例が有意に多く

（P =0 .037）、NA終了時でのHBs抗原陰性期間が
短い傾向にあった。HBV DNA量は17例におい
て自然経過で陰性化を認めた。②HBs抗原再出
現例は6例（8%）であった。HBs抗原再陽性化
例の6例中5例は、自然経過で陰性化した。③再
治療例は2例（2.7%）であった。NA治療後HBs
抗原の陰性化を認めNAを中止した症例では、
HBV DNA量の上昇による肝炎再燃率は、1.3%

（1/73）と低率であった。HBV DNA量の再出現は、
終了時HBs抗体陰性例で多いため、このような
症例では慎重な経過観察が必要である。

【目的】
　B型慢性肝疾患に対する治療として核酸アナロ
グ製剤（NA）が2000年より広く使用されている。

現在は、エンテカビル、テノホビル製剤（テノホ
ビルディポキシルフマレイト; TDF、テノホビル
アラフェナミド; TAF）1−４）を中心に使用され、
多くの症例でウイルスの陰性化が得られている。
しかし、B型肝炎の臨床的治癒を意味するHBs抗
原の陰性化が得られる症例は非常に少ない1）。さ
らにNA投与によりHBs抗原の陰性化が得られ
た症例では、NA治療中止可能であると言われて
いる5）が、日本でのデータは報告されていない。
NA治療にてHBs抗原が陰性化した後にNAを中
止した症例での長期的な予後を明らかにすること
が目的である。

【対象と方法】
　 当 院 に てNA治 療 中 にHBs抗 原 がArchitect 
HBsAg QT（CLIA法）にて陰性化（<0.05 IU/
mL）し、その後NA治療を中止し長期的なfollow 
upが行われた73例を対象とした。男性: 女性63 : 
10、年齢57（23-83）、慢性肝炎: 肝硬変 60 :13。
NA中止後の①HBV DNA再出現例、②HBs抗原
再出現例（≥0 .05 IU/mL; CLIA法）、③肝炎再燃
例の特徴、を解析した。

【結果】
　①HBV DNA再出現例18例（25%）（NA中止時 
HBV DNA量陽性例1例を除く）であった。HBV 
DNA再燃に関係する因子を検討すると、再燃例
でNA終了時HBs抗体陰性例が有意に多く（P = 
0 .037）、NA終了時でのHBs抗原陰性期間が短い傾
向にあった。その後の経過観察でHBV DNA量は
17例において自然経過で陰性化を認めた。
　②HBs抗原再出現例は6例（8%）であった。
HBs抗原再陽性化例の6例中5例は、その後の経
過観察で自然経過で陰性化した。
　 ③ 再 治 療 例 は2例（2.7%） で あ っ た。HBV 
DNA量が上昇後肝炎とHBs抗原の再出現を認め
た1例と、HBV DNA量が2.2まで上昇した1例
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でNAの再投与を行った。肝炎を認めた症例では、
NAの再投与により再度HBV DNA量、HBs抗原
の陰性化を認めた。

【考察】
　NA治療後HBs抗原の陰性化を認めNAを中止
した症例では、HBV DNA量の上昇による肝炎
再燃率は、1.3%（1/73）と低率であった。HBV 
DNA量の再出現は、終了時HBs抗体陰性例で多
いため、このような症例では慎重な経過観察が必
要である。一方NA中止後HBV DNA量の再出現
やHBs抗原の再出現を認めた症例でも、自然経
過で陰性化する症例が多く、早急なNA再治療は
必要ではない。
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【要約】
　心血管疾患は長年にわたる炎症や変性の過程
を経て多様な病態を示すため、プロテオーム、メ
タボロームに着目した多層オミクス解析が期待さ
れる領域である。近年、腸内細菌叢由来の酸化代
謝物トリメチルアミンN-オキシド（TMAO）が
心疾患と関連することが欧米から相次いで報告さ
れ、注目されている。しかし、他の民族、特に日
本人における意義は明らかではなかった。本研究
は民族性がTMAOレベルと心不全（HF）の関連
に影響を与えるかどうかを明らかにすることを目
的とする。英国レスター大学のコホートは主に白
人（n = 842,77％）と南アジア人（n = 129,12％）
の患者で構成されたが、自治医科大学のコホー
ト（n = 116,11％）の患者はすべて日本人だった。
主要評価項目は、入院後1年以内の全死亡および/ 
またはHF再入院の測定とした。TMAOレベル
は、日本人患者（中央値[四分位範囲]: 9 . 9µM 
[5 .2–22 .8]）の方が白人（5.9µM [3 .6–10 .8]）
および南アジア人（4.5µM [3 .1–8 . 4]）患者よ
りも有意に高かった（p <0 .001）。また、TMAO
レベルは、交絡因子調整後の死亡および再入院と
の関連を示した（p = 0 .002）。TMAOレベルに
基づく死亡率および再入院の関連に民族間の違い
が観察された。したがって、TMAOレベルの解
釈には民族性を念頭に置くことが重要である。

【目的】
　本研究では、オミクス解析を駆使し、心血管疾
患の病態関連蛋白質の新規発見ないし病態メカニ
ズムの解明を目標としており、プレシジョン医療
実践のためのバイオマーカーとして臨床応用（診

断・治療）の糸口とする。最終的には、心血管疾
患の病態関連蛋白質の新規発見ないし病態メカニ
ズムの解明ならびに臨床応用を目的とする。
　具体的には酸化された腸の微生物叢由来の代謝
物であるトリメチルアミンN-オキシド（TMAO）
は、心不全患者の転帰と関連しており、血中
TMAOレベルの上昇と転帰不良（死亡率/再入
院）との関連性が示されている1−8）。ただし、こ
れまでの研究では主に白人患者が登録されてお
り、TMAOと転帰との関連に対する民族的影響
は十分に調査されてなかった。本研究は、民族の
違いがTMAOレベルと心不全アウトカムの関連
に影響を与えるかを調査することを目的とする。

【方法】
1. 調査対象母集団
　TMAOレベルは、日英2つの施設（自治医科
大学附属病院およびイギリスのレスター大学病院
とグレンフィールド病院）において急性心不全
患者で測定された。サンプル収集、TMAO測定、
およびデータ管理のプロトコルは同一のものを
使用した。 英国レスターコホートは、白人（n = 
842,87％）と南アジア人（n = 129,13％）の2つ
の主要な民族グループで構成された。自治医科大
学附属病院のコホートの患者はすべて日本人だっ
た。本臨床研究は、各参加施設の倫理委員会によ
って承認され、ヘルシンキ宣言に準拠した。
2. 統計分析
　主要評価項目は、入院後1年以内の心不全によ
る全死亡および/心不全または再入院（死亡率/
心不全）の複合エンドポイントを用いた。臨床デ
ータは、連続変数のマンホイットニー U検定と
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カテゴリー変数のカイ2乗検定を使用して、民族
性と比較した。クラスカル・ウォリス検定を使
用して、民族グループとTMAOレベルとのグル
ープ差を比較した。Cox比例ハザード回帰モデル
を使用して、年齢、性別、心不全の既往歴、虚
血性心疾患、高血圧、糖尿病、NYHA（ニュー
ヨーク心臓協会）クラス、収縮期血圧の調整後
ZlogTMAOレベル、血圧、血中ナトリウムレベル、
推定糸球体濾過率（eGFR）による腎機能、ヘモ
グロビン、およびナトリウム利尿ペプチド（NT-
proBNPまたはBNP）と各民族グループの結果を
関連付けて分析した。カプラン・マイヤー生存曲
線を生成し、Mantel-Coxログランク検定を使用
して、人口中央値および民族中央値で層別化され
た場合のTMAOレベルの生存率との違いを比較
した。

【結果】
1.  TMAOに関連する患者の人口統計と臨床パラ

メーター
　急性心不全患者計1,087人のTMAOレベルを
測定した。このうち842（77％）は白人、129（12
％）は南アジア人、116（11％）は日本人だった（表
1）。TMAOレベルは、白人の患者や南アジア人
の患者と比較して日本人の患者で有意に高かった

（中央値[四分位範囲]: 9 . 9 µM [5 .2-22 .8]、5 .9 
µM [3 .6-10 .8]、および4.5 µM [3 .1-8 . 4]、そ
れぞれ、日本人、白人、南アジア人の患者の場合、
p <0 .001）（図1）。
2.  1年後の死亡率/心不全の予測因子としての

TMAOレベル
　白人患者の1年死亡率は民族グループの中で最
も高く（p <0 .001）、1年死亡率/心不全率の場合、
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民族グループ間に有意差はなかった（p = 0 .096）
（表1）。
　TMAOレベルは、一変量[ハザード比（HR）95
％信 頼区間（CI）: 1 .28（1.17-1.40）、p <0 .001]

の死亡率/心不全と有意に関連した（未調整の 
p <0 .001、調整済p = 0 .002）（表2）。白人と南
アジア人の患者（p = 0 .823）の間に死亡率/心
不全との関連について観察された差異はなかった
が、日本人の患者（p = 0 .042）と、死亡率/心不
全のリスクが低かった（表2）。カプラン・マイヤ
ー生存分析でも、南アジア人と日本人の患者間（p 
= 0 .068）、および白人と南アジア人の患者間（p = 
0 .822）に有意差はなかった。しかし、白人と日本
人の患者の間で有意差が観察された（p = 0.041）（図
2）。
　民族グループとTMAOレベル間の相互作用を
調査したところ、調整後の全人口（民族グルー
プ）とTMAOレベルの間に有意な相互作用は認
められなかった（未調整p = 0 .408、調整済p = 
0 .125）。各民族グループを考慮した場合、死亡
率/心不全を伴うTMAOのハザード比は3つの
民族グループ間で類似していた（HR未調整1.15-
1 .38、調整済み0.88-1 .23）（表2）。
　生存分析では、全人口のTMAOレベルの中央
値を考慮すると、白人の患者はTMAOの上昇（p 
<0 .001）を伴う心不全による全死亡および/また
は再入院の発生率の増加を示したが、日本人およ
び南アジア人患者は、TMAOと生存との関連を
示さなかった（p≥0 .444）。さらに、TMAOが各
民族グループの中央値で層別化された場合、白人
の患者は循環レベルの上昇を伴うイベントの発生
率の増加を示したが（p <0 .001）、日本人および
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図 1　 民族別の急性心不全患者のTMAOレベル。箱
ひげ図は、年齢、性別、および民族グループ
にわたる推定糸球体濾過量を調整したTMAO
レベルの分布を示す。箱は中央値と四分位範
囲を示し、ひげは10パーセンタイルと90パ
ーセンタイルを示す。すべてのP値は、ボン
フェローニ補正との多重比較のために調整さ
れた。TMAO、トリメチルアミン-N-オキシ
ド。

表 2　心不全による全死因および/または入院のCox回帰モデル



南アジア人の患者はTMAOと死亡率/心不全イ
ベントとの関連を示さなかった（p≥0 .410）。死
亡率および心不全による再入院についても、同様
の結果が観察された。

【考察】
　急性心不全患者のTMAOレベルは民族によっ
て異なった。白人および非白人患者は、死亡率/
心不全の生存確率に有意差がなかった。ただし、
TMAOの中央値で二分した場合、白人の患者の
みが、TMAOレベルの上昇に基づいて層別化す
る能力を示したが、日本人および南アジア人の患
者ではそうではなかった。以前の調査結果と併せ
て、TMAOは白人患者に選択的なリスクを調整
した民族選択性の寄与を示し、少なくとも調査対
象のコホートにおけるTMAOの測定値は、白人
の有害事象とのリスク関連に適用可能であるが、
非白人患者には適用できないことを示している。
　TMAOレベルは食事/生活習慣の影響を受
けることが知られており、コリン/カルニチン
が豊富な食品（魚や赤身の肉など）の摂取は、
TMAOレベルが高く、菜食主義者はそのレベル
が低いことと関連している。本調査結果は、食事

の貢献における文化的および民族的な違いを反映
している可能性がある。
　民族の違いは、急性心不全患者のTMAOレベ
ルとその有害な結果を伴うリスク層別化に影響を
与える。本研究はTMAOの生成メカニズムや心
不全の病態解明および、新たな心不全治療薬の開
発につながると期待される。
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図 2　 心不全発症後1年間の民族性とすべての死因および/または再入院の関係を
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　　　P = 0 .822; †P = 0 .041; #P = 0 .068。HF、心不全。
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【要約】
　がんの寛解率や治癒率は格段に向上している
が、それにともなって、がんあるいはがん治療に
よる副作用に関連する心血管合併症の管理が生命
予後やQOLを左右する大きな要因となりつつあ
る。とくに、アントラサイクリン系抗がん剤の
ように心毒性が古くから知られた薬剤に加えて、
様々な分子標的薬による心毒性が問題となってい
る。HER2阻害剤や血管新生阻害剤、チロシンキ
ナーゼ阻害剤、さらにプロテアソーム阻害剤や免
疫チェックポイント阻害剤など既存の薬剤に加え
て、今後も心毒性に対する対応を要する抗がん剤
はさらに増加することが予想される。アントラサ
イクリン系抗がん剤による心毒性が遺伝的要因に
より影響されることは知られていたが、いくつか
の感受性遺伝子領域がゲノムワイド関連解析によ
り同定されている。複数の遺伝子バリアントを使

って遺伝的リスクスコアを作成し、従来の臨床的
危険因子を組み合わせることで発症リスクの層別
化が可能となりつつある。
　そこで私たちは、腫瘍循環器領域のエビデン
スの創出と標準的治療法の確立、さらに基礎研
究の発展を目的として、多施設共同研究グル
ープである日本腫瘍循環器学術ネットワーク

（J-OCEAN: Japan Onco-Cardiology Educational 
and Academic Network）を立ち上げた。がん登
録患者数が全国でもトップレベルにある大阪国際
がんセンター、国立がんセンター中央病院、がん
研有明病院、都立駒込病院、新潟県立がんセンタ
ーと東京大学医学部附属病院が連携して活動を始
めているが、将来的には参加施設を追加してオー
ルジャパンのネットワークへと発展させる構想で
ある。臨床情報と遺伝情報を数多くの症例から精
密に収集し、質の高いデータベースを構築するこ
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薬剤誘発性心不全の予後予測と個別化治療に関する研究
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図 1　がんと循環器病



とで、我が国におけるがん治療関連心機能障害の
臨床像を明らかにするとともに、疾患発症や病型
決定に有用な遺伝子マーカーを同定し、統合的な
リスク層別化と予後予測手法を提案することを目
標としている。公益財団法人冲中記念成人病研究
所より令和3年度研究助成をいただき、抗がん剤
による心不全発症の包括的ゲノム解析を開始し
た。

【はじめに】
　近年、がんの治療成績は目覚ましく向上してい
るが、がんの罹患率は年々増加を続けており、そ
の結果がんサバイバーが急増している。一方で、
循環器疾患も生活習慣の欧米化と高齢化によって
増加している。また、一部のがんと循環器疾患と
の間には、高齢や喫煙、肥満、過食、身体運動量
の減少といった共通するリスク要因が存在してお
り、がんと循環器疾患を合併する患者、あるいは
循環器疾患を発症するがんサバイバーが必然的に
増加傾向にある1）（図1）。
　また、がん治療薬による副作用が生命予後や
QOLを左右する大きな要因となりつつある。と
くに、アントラサイクリン系抗がん剤のように
心毒性が古くから知られた薬剤に加えて、様々
な分子標的薬による心毒性が問題となってい
る（がん治療関連心機能障害CTRCD: cancer 

therapeutics-related cardiac dysfunction）2）。
HER2阻害剤や血管新生阻害剤、チロシンキナー
ゼ阻害剤、さらにプロテアソーム阻害剤や免疫チ
ェックポイント阻害剤など既存の薬剤に加えて、
今後も心毒性に対する対応を要する抗がん剤はさ
らに増加することが予想される３）（図2）。
　アントラサイクリンによる細胞毒性が遺伝的要
因により影響されることは知られていたが４）、心
毒性についてもいくつかの感受性遺伝子領域が
ゲノムワイド関連解析（GWAS: Genome-Wide 
Association Study）により同定されている。例
えば小児がん患者では、SLC28A3 遺伝子のバリ
アントがアントラサイクリンによる心毒性の発症
リスクと相関し、他の遺伝子バリアントとともに
遺伝的リスクスコアを作成し、従来の臨床的危険
因子を組み合わせることで発症リスクの層別化が
可能であったと報告されている5）。ただし、この
バリアント（rs7853758）はアミノ酸変異をとも
なわないsynonymousバリアント（Leu461Leu）
であり、その機能的意義については不明であ
る。また、ヨーロッパ系の小児がん患者280例の
GWASにより、RARG 遺伝子のnonsynonymous
バリアント（rs2229774 , p.Ser427Leu）がアント
ラサイクリンによる心毒性と高度に関連すること
が示され、別のヨーロッパ系患者96例および非
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血管新生阻害剤・チロシンキナーゼ阻害剤

図 2　がん薬物療法による心毒性



ヨーロッパ系患者80例のコホートを対象でも関
連が確認された6）。RARG は核内受容体retinotic 
acid receptor γ（RARG）をコードする遺伝子で
あるが、ラット心臓由来H9c2細胞株を用いた解
析により、RARGはTop2βをコードするTop2b
遺伝子のプロモーター領域に結合してその発現を
抑制するが、RARGバリアントではTop2b 遺伝

子の発現抑制が弱いことが明らかとなった6）。つ
まり、RARGバリアントでは心筋細胞における
Top2βの発現レベルが高いために、アントラサ
イクリンによる心毒性が高まるという機能的な関
連性が示唆された。したがって、遺伝学的背景は
CTRCD発症の底上げ因子として重要であり、複
数の遺伝子バリアントを使って遺伝的リスクスコ
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図 3　遺伝学的背景：疾患発症の底上げ因子としての重要性

図 4　オールジャパン体制の臨床情報と遺伝子情報の収集



アを作成し、従来の臨床的危険因子を組み合わせ
ることで発症リスクの層別化が可能と考えられる

（図3）。
　そこで私たちは、腫瘍循環器領域のエビデン
スの創出と標準的治療法の確立、さらに基礎研
究の発展を目的として、多施設共同研究グル
ープである日本腫瘍循環器学術ネットワーク

（J-OCEAN: Japan Onco-Cardiology Educational 
and Academic Network）を立ち上げた（図4）。
がん登録患者数が全国でもトップレベルにある大
阪国際がんセンター、国立がんセンター中央病院、
がん研有明病院、都立駒込病院、新潟県立がんセ
ンターと東京大学医学部附属病院が連携して活動
を始めているが、将来的には参加施設を追加して
オールジャパンのネットワークへと発展させる構
想である。臨床情報と遺伝情報を数多くの症例か
ら精密に収集し、質の高いデータベースを構築す
ることで、我が国におけるがん治療関連心機能障
害の臨床像を明らかにするとともに、疾患発症や
病型決定に有用な遺伝子マーカーを同定し、統合
的なリスク層別化と予後予測手法を提案すること
を目標としている。

　公益財団法人冲中記念成人病研究所より令和3
年度研究助成をいただき、抗がん剤による心不全
発症の包括的ゲノム解析を始めることができた。
プロジェクトの概要と進捗状況、今後の展開につ
いて報告させていただきたい。

【方法】
1. 抗がん剤による心不全発症の包括的ゲノム解析
　本研究はCTRCDの遺伝的背景を解析し、どの
ような遺伝子変異・多型がその発症や重症化に寄
与するかを検討することにより、疾患メカニズム
解明と患者の層別化、そして治療法の開発を目指
すものである。 遺伝子解析は一塩基多型ジェノ
タイピングアレイによる解析や、次世代シークエ
ンサーを用いた候補遺伝子または全エクソンまた
は全ゲノムにわたる遺伝子解析を実施する。また
遺伝子多型のメカニズムを理解するためにメッセ
ンジャー RNAを採取し解析を行う。その他に診
断に有効なバイオマーカー検索のため末梢血マイ
クロRNAの解析なども行う。このような解析を
通じて、早期診断バイオマーカー、早期診断薬、
新規治療標的を探索する（図5）。
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図 5　抗がん剤による心不全発症の包括的ゲノム解析



1）研究対象者
・ 研究対象者数: 全体の予定人数（本学を含む）

500例、自施設での予定人数100例
・ 選択基準組みいれ基準: 抗がん剤使用にて循環

器内科にコンサルトがあり、心機能低下をきた
した患者。年齢は18歳以上とする。20歳未満
の場合は本人と親の両方の同意を必要とする。

・ 除外基準: 認知症があり、代諾者の同意が必要
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図 6　倫理審査承認後にサンプルの収集を開始

図 7　倫理審査承認後にサンプルの収集を開始



な場合。
2）研究方法
　東京大学循環器内科で得られた患者血液につ
いては患者IDの予備匿名化ののち、DNA、RNA
を同科にて抽出する。検体数が20程度集まった
時点で東京大学生物統計情報学寄付講座に対応
表のある匿名化を依頼する。匿名化ののちDNA、
RNA試料は理化学研究所に送付される。共同研
究施設では採血後、各々の施設で対応表のある匿
名化ののち、血液検体が理化学研究所に送られ
DNAが抽出される。DNAの一部は、一塩基多型
アレイによるタイピング目的のため、理化学研究
所から国立長寿医療研究センターに送付される。
RNAは分解が早いため、抽出体制が整った東京
大学でのみ収集される。
　匿名化された臨床データは東京大学に集められ
クリーニング、解析を行う。遺伝子解析は1）一
塩基多型アレイを用いたゲノムワイドな原因遺伝
子検索、2）TTNなどの候補遺伝子に対するター
ゲットシークエンス、3）候補遺伝子の同定が難
しい場合の次世代シークエンサーを用いた全エク
ソン領域または全ゲノム領域にわたる原因遺伝子
変異の探索、4）末梢血リンパ球よりRNAを採
取し、RNAシークエンスを行いDNA情報と統合
解析、5）血清よりマイクロRNAを採取し同様に
DNA情報と統合解析、を行う。

　一塩基多型アレイによるタイピングは国立長寿
医療研究センターで行われ、ゲノムデータは理化
学研究所に送付される。シークエンスは民間外部
委託（マクロジェン）にて行われる。DNA解析
の対象群は研究分担者　尾崎浩一の協力のもと国
立長寿医療研究センターバイオバンクに登録され
た6,000人のアルツハイマー病患者と4,000人の
健常人の一塩基多型アレイデータを用いる。これ
ら対象群のゲノムデータは、国立長寿医療研究セ
ンターから理化学研究所に送付される。全ての遺
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図 9　東大病院の症例

図 8　施設毎症例登録状況



伝情報は理化学研究所より東京大学に提出され、
詳細な臨床情報に結びつけられた解析が行われ
る。また東京大学より遺伝解析に必要な臨床情報
が（対応表は添付せずに）理化学研究所に提出さ
れ、症例対象研究が行われる。最終的に得られた
遺伝解析結果は学術学会や学術雑誌などで報告す
る。

【結果】
1.  倫理審査承認（2020年6月23日）、サンプルと

臨床情報の収集を開始（図6,図7）
2. 施設毎症例登録状況
　2022年3月の時点での施設毎症例登録状況を図
8に、自施設での登録症例の詳細を図9に示す。
　合計18症例とまだ解析には十分な症例が登録
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図 10　今後の解析方法



されていない。今後は参加施設を追加拡充し、登
録に対するインセンティブを設けることを検討し
ている。
3. 今後の解析方法（図10）
　サンプルと臨床情報を収集した後に、以下の解
析を行う予定にしている。
1） ケース・コントロール研究1（結果変数が二

項値）
　  CTRCD発症の有無の2群で遺伝子変異を検索
2） ケース・コントロール研究2（結果変数が連

続値）
　  左室駆出率（LVEF）の変化量に与える遺伝

子変異の影響を検証
3） ケース・コントロール研究3（ケースとコン

トロールがマッチしない場合）
　   CTRCD発症群と健常対象群/他疾患患者群

で遺伝子変異を検索
【謝意】
　本研究を進めるにあたり、研究助成を賜りまし
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【要約】
　糖尿病は心不全の重要なリスク因子であるが、
近年、糖尿病発症前のインスリン抵抗性と心不全
発症の関連に注目が集まっている。スペックルト
ラッキング心エコー法で求められる左室長軸方向
ストレイン（LVGLS）は、左室駆出率低下前の
潜在性左室収縮障害を鋭敏に検出でき、心不全発
症の予測因子であることが明らかになってきた。
本研究の目的は、心疾患のない一般住民におい
て、インスリン抵抗性と潜在性左室収縮障害の関
係を検証することである。器質的心疾患を有さな
い539例を対象にhomeostatic model assessment 
of insulin resistance（HOMA-IR）とtriglyceride-
glucose index（TyG index）を評価し、心エコー
指標との関係を検証した。HOMA-IRで分類した
インスリン抵抗性群は、正常糖代謝群と比較して
潜在性左室機能障害の割合が多く、糖尿病群と同
程度であった（正常糖代謝群14 .0%、インスリ
ン抵抗性群42 .4%、糖尿病群48 .9%；p<0 .001）。
また、TyG indexはLVGLSと正の相関を示した

（r=0 .35 , p<0 .001）。多変量解析において、イ
ンスリン抵抗性の存在は糖尿病と同様に、既知
の心血管リスク因子や心エコー指標と独立して
LVGLS低下と関係した。今後は、インスリン抵
抗性への早期介入により潜在性左室機能障害が改
善し、心不全発症予防に繋がるかどうかの検証を
要する。

【目的】
　2型糖尿病は世界的に増加傾向であり、疫学的
に極めて重要な疾患である1）。糖尿病は冠動脈疾
患を惹起し、心機能を低下させるだけではなく、
糖尿病それ自体が「糖尿病性心筋症」と呼ばれる
心機能障害をきたし、心不全発症リスクを増加さ

せることが知られている2）。スペックルトラッキ
ング心エコー法で求められる左室長軸方向ストレ
イン（left ventricular global longitudinal strain; 
LVGLS）は、左室駆出率低下前の早期左室収縮
障害の検出に有用な指標であることが報告されて
おり、糖尿病の症例でも低下していることが示さ
れている３）。近年、大規模疫学研究において、イ
ンスリン抵抗性の存在が、他の心血管病リスク
と独立した心不全発症リスクであることが示さ
れ４）、このような症例における早期の心機能障害
検出の重要性が増している。また、triglyceride-
glucose index（TyG index）は簡易に計測できる
インスリン抵抗性の指標として最近注目を浴びて
いる5）。しかし、インスリン抵抗性と潜在性左室
機能障害の関係性は十分にわかっていない。本研
究の目的は、心疾患のない一般住民において、イ
ンスリン抵抗性と潜在性左室収縮障害の関係を検
証することである。

【方法】
　対象は、血液検査、心エコー図検査を含む心
血管ドックを受診した症例572例である。このう
ち、心房細動/粗動例（7名）、冠動脈疾患例（17
例）、左室駆出率低下あるいは有意な弁膜症を有
する例（6例）、およびエコー画像不鮮明例（3
例）を除外し、最終的に539例について解析を行
った。全例で心血管リスク因子の有無を評価し、
Body mass index（BMI）は身長・体重から算出
した（kg/m2）。血液検査は空腹時に施行し、血
糖値、血中インスリン濃度、総コレステロール値、
中性脂肪値、クレアチニン値、CRP値を評価し
た。homeostatic model assessment of insulin 
resistance（HOMA-IR）は、空腹時インスリン
濃度（µU/ml）×空腹時血糖値（mg/dl）/405によ
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スペックルトラッキング心エコー法を用いた糖代謝異常例における
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予防戦略の構築−
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り算出した6）。TyG indexはln（空腹時中性脂肪
値[mg/dl]×空腹時血糖値 [mg/dl]/2）により
算出した5）。推定GFR（eGFR）値はMDRDの式
より算出した7）。
　 経 胸 壁 二 次 元 心 エ コ ー 図 検 査 は、Toshiba 
Aplioを用い、計測はアメリカ心エコー図学会

（ASE）のガイドラインに基づいて行った8）。左
室心筋重量をDevereuxの式9）から、左房容積
を心尖部四腔像・二腔像からシンプソン法8）で
評価し、いずれも体表面積で補正した。また、
ASEのガイドラインに基づき左室拡張能を評価

した10）。左室流入血流速度波形から拡張早期波
（E波）、心房収縮波（A波）を測定した。組織ド
プラ法により評価した中隔・側壁の拡張早期僧
帽弁輪速度の平均値をe’として、E/e’比を算出し
た。スペックルトラッキング解析は、Tomtec社
の2D Cardiac Performance Analysesで行った。
LVGLSは心尖部4腔像、2腔像、長軸像のストレ
イン値の平均から算出した11）。
　研究参加者を糖尿病群、インスリン抵抗性
群（HOMA-IR≧1.5）、正常糖代謝群（HOMA-
IR<1.5）の3群に分けて心エコー指標の比較を行っ
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表 1　糖代謝異常と臨床背景、心エコー指標の関係

正常糖代謝群
（n=428）

インスリン抵抗性群
（n=66）

糖尿病群
（n=45） P値

年齢，歳 56±10 57±10 62±9*† 0.002
男性，n （%） 269 （62.9） 60 （90.9） 41 （91.1） <0.001
高血圧，n （%） 101 （23.6） 29 （43.9） 25 （55.6） <0.001
脂質異常症，n （%） 131 （30.6） 30 （45.5） 33 （73.3） <0.001
Body mass index, kg/m² 23.0±2.8 26.4±2.9* 24.9±3.7*† <0.001
血液検査

血糖，mg/dl 92±8 101±9* 118±20*† <0.001
インスリン，μU/ml 3 .02±1.45 8.73±2.83* 7.84±16.42* <0.001
HOMA-IR 0.70±0.35 2.17±0.69* 2.16±3.55* <0.001
TyG index 8 .3±0.5 8.9±0.7* 8.9±0.6* <0.001
総コレステロール，mg/dl 205±34 207±40 184±37*† <0.001
eGFR, ml/min/1 .73m² 77±14 75±16 75±18 0.255
CRP, mg/dl 0 .04 （0.02-0.08） 0.07 （0.05-0.11）* 0.07 （0.03-0.14）* <0.001

心エコー指標
左室拡張末期径，mm 44.1±4.1 45.8±4.7* 45.7±3.9* 0.001
左室収縮末期径，mm 28.1±3.2 29.3±3.8* 29.3±3.2 0.004
左室駆出率，% 63.0±5.5 60.4±5.3* 60.3±5.3* <0.001
左室心筋重量係数，g/m² 64.5±15.2 66.4±15.1 72.8±17.6* 0.002
E波，cm/sec 66.1±13.6 61.9±9.9* 58.3±11.4* <0.001
A波，cm/sec 57.7±14.7 59.3±14.2 62.1±14.5 0.13
E/A比 1.21±0.39 1.10±0.30* 0.97±0.25* <0.001
e’, cm/sec 8.2±2.0 7.4±1.6* 6.5±1.4*† <0.001
E/e’比 8.4±2.1 8.7±2.0 9.3±2.1* 0.017
左房容積係数，ml/m² 22.0±5.7 23.0±6.1 21.9±5.0 0.359
LVGLS, % -19.7±3.1 -17.6±2.6* -16.8±2.4* <0.001

*p<0.05 vs 正常糖代謝群、†p<0.05 vs インスリン抵抗性群



た。また、TyG indexとLVGLSの関係を評価し
た。さらに潜在性左室機能障害（LVGLS>-16.65%）
を従属因子として、糖代謝異常との関係性につき、
単変量および多変量解析を行った。

【結果】
　平均年齢は57±10歳、370例（68 .6%）が男性
であった。平均左室駆出率は62 .5±5 .6%、平均
LVGLSは-19 .2±3 .1%であった。45名（8.3%）
が糖尿病群、66名（12 .2%）がインスリン抵抗
性群であった。インスリン抵抗性群は、正常糖
代謝群と比較して左室心筋重量係数やE/e’比は
同等であったが、LVGLSの有意な低下を認めた

（-17 .6±2 .6% vs -19 . 7±3 .1%, p<0 .05 :表1）。
潜在性左室機能障害の頻度は、インスリン抵抗性
群（42 .4%）と糖尿病群（48 .9%）でほぼ同等で
あり、正常糖代謝群（14 .0%）に比して高率であ
った（p<0 .001）。次にTyG indexとLVGLSの関
係を検討したところ図1に示すように有意な正の
相関を示した（r=0 .35 , p<0 .001）。多変量解析
において、インスリン抵抗性は糖尿病と同様に、
既知の心血管リスク因子、他の心エコー指標と独
立してLVGLS低下と関係した（インスリン抵抗
性群: 補正オッズ比2.38 , p=0 .007 , 糖尿病群: 補
正オッズ比3.02 , p=0 .003）。

【考察】
　今回の研究で示されたインスリン抵抗性と潜在

性左室収縮障害の関係は、インスリン抵抗性と心
不全発症の関係性を裏付けるものと考えられた。
またTyG indexとLVGLSは有意な相関を示した
ことから、TyG indexの評価はインスリン抵抗性
の評価のみならず、心不全ハイリスク症例の検出
にも有用で簡便なマーカーであることが示唆され
た。慢性炎症12）やレニンアンジオテンシン系の
活性化13）、冠微小循環障害14）などがインスリン
抵抗性と潜在性左室機能低下の関連をつなぐ機序
として考えられるが、今後のさらなる検討が必要
である。本研究にはいくつかの限界が存在する。
第一に、LVGLSは心不全の強力な予測因子であ
るが、横断研究のため実際の心不全発症をみてい
ないことである。第二に本研究では肥満患者が少
なくまた心血管疾患のない症例を対象としてお
り、本研究結果を他の人種や心血管疾患を有する
症例に適応できるか不明である。今後、生活習慣
の介入に伴うインスリン抵抗性の改善がLVGLS
で評価した潜在性左室機能障害の改善につながる
か否か検討が必要であり、これによって得られる
結果は心不全発症予防に有用な情報を提供する可
能性があると考えている。
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【要約】
目的: 巨大多発性嚢胞肝（PLD）症例の生命予後

が不良であることが明らかになっている。一方、
巨大PLDの早期発見およびハイリスク群の同
定・治療介入は重要な臨床課題である。今まで
PLDの原因遺伝子として、PKD1 ,2遺伝子のほ
か、PRKCSH, SEC63遺伝子異常が報告されて
いるが、過半数は原因不明である。今回、孤発
PLD患者の遺伝子異常の解析とその臨床的特
徴の検討を目的とした。

方法: 当院通院中のPLD患者のうち、身長補正総
肝体積（htTLV）が1800m3以上かつ腎嚢胞が
10個未満の患者を対象とした。研究参加の同
意を得た患者の血液からDNAを抽出し、DNA
解析（whole exome sequence）を行った。得
られた結果を元に、PLD関連遺伝子異常別の
臨床的特徴を検討した。総肝体積と総腎体積の
測定はCT画像体積測定システムVINCENTを
用いた。

結果: 観察期間内に52例の遺伝子解析を行った。
全体の患者背景は、平均年齢56.1（35.8-76.3）歳、
女性77%、BMI 21 .8（16 .6-28）、身長補正総
肝体積（htTLV）中央値 4036 .0（650 .6-9147 .6）
cm3、身長補正総腎体積（htTKV）373（57 .0-
2842 .1）cm3であった。

　　DNA解析の結果、PKD1 19名（36.5%）、PKD2 
16名（30.8%）、GANAB 2例（3.8%）、PRKCSH 5
例（9.6%）、SEC63 1例（1.9%）のPLD関連遺伝
子異常が検出された。なお9例（17 .3%）は既知
のPLD関連遺伝子異常は検出されなかった。

　　患者背景を比較すると、各群の年齢中央値は
PKD1 , PKD2 , GANAB, PRKCSH, SEC63で
それぞれ58 .6 , 52 . 1 , 56 . 5 , 55 . 2 , 56 . 5歳と類似
していたが、総肝体積/総腎体積比（LKratio）

は そ れ ぞ れ7.0 , 8 . 6 , 14 . 7 , 15 . 9 , 20 . 4で あ っ
た。PKD1 , PKD2 variantsに 比 べ、GANAB, 
PRKCSH, SEC63遺伝子異常群では、腎嚢胞は
小さく、正常に近い腎形態を保っていた。また、
PKD1群ではPKD2群に比べてhtTKVが有意
に大きかった（691（190-2842）vs 324（194-1194）
mL, p<0 .05）。

結語: わが国の巨大PLD患者における遺伝子異
常 は、PKD1 , PKD2 , PRKCSHの 順 に 多 く、
GANABやSEC63遺伝子異常も稀ながら存在
する。肝臓・腎臓体積とその比を用いることで、
原因遺伝子異常を推察することが出来る可能性
がある。

【目的】
　多発性嚢胞腎は、進行性に腎臓・肝臓の多発性
嚢胞が増大し、多臓器不全・るいそうなどによ
り致死的な経過を辿る1）。我々は院内倫理委員会
の承認のもと、多数の巨大多発性嚢胞肝（PLD）
患者に対して肝動脈塞栓術を施行し、嚢胞の縮
小効果を報告してきた2）。しかし同治療にて患者
QOLは改善を認めているものの、嚢胞増大機序
は未だ明らかでない。
　巨大PLD症例の生命予後が不良であることが
明らかになっている。一方、巨大PLDの早期発
見およびハイリスク群の同定・治療介入は重要な
臨床課題である。今までPLDの原因遺伝子とし
て、PKD1 ,2遺伝子のほか、GANAB, PRKCSH, 
SEC63遺伝子異常が報告されているが、PLDは
原因不明が過半数を占めている３,４）。さらに患者
予後やPLD増大に関する臨床的解析は行われて
いない。今回、PKD2などの新規遺伝子異常を発
見した実績のあるYale大学Somlo研究室と共同
で、PLD患者の遺伝子異常の解析とその臨床的
特徴の検討を目的とした。
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多発性嚢胞肝患者の臨床および遺伝的特徴の検討
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総肝体積（htTLV）中央値 4036 .0（650 .6-9147 .6）
cm3、身長補正総腎体積（htTKV）373（57.0-2842.1）
cm3であった。
　DNA解析の結果、PKD1 19名（36.5%）、PKD2 
16名（30 .8%）、GANAB 2例（3.8%）、PRKCSH 
5例（9.6%）、SEC63 1例（1.9%）のPLD関 連 遺
伝子異常が検出された。なお9例（17.3%）は既知
のPLD関連遺伝子異常は検出されなかった（表1、
図1）。
　患者背景を比較すると、各群の年齢中央値は
PKD1 , PKD2 , GANAB, PRKCSH, SEC63でそれ
ぞれ58 .6 , 52 . 1 , 56 . 5 , 55 . 2 , 56 . 5歳と類似してい
たが、総肝体積/総腎体積比（LKratio）はそれ
ぞれ7.0 , 8 . 6 , 14 . 7 , 15 . 9 , 20 . 4であった。PKD1 , 
PKD 2 variantsに比べ、GANAB, PRKCSH, 
SEC63遺伝子異常群では、腎嚢胞は小さく、正
常に近い腎形態を保っていた。また、PKD1群
ではPKD2群に比べてhtTKVが有意に大きかっ
た（691（190 - 2842）vs 324（194 - 1194）mL, 
p<0 .05）（表1）。

【考察】
　PKDは最も患者数の多い遺伝性疾患であるも
のの、発症機序や治療に関しては未解明の点が多
く、未だにわが国における透析導入原因疾患の
第4位を占める疾患である。PKDには一定の割
合で巨大化PLDを合併し、その割合は女性に多

【方法】
　当院通院中のPLD患者のうち、身長補正総肝
体積（htTLV）が1800m3以上かつ腎嚢胞が10個
未満の患者を対象とした。
　エントリー基準は以下の通りである。
・ 虎の門病院および虎の門病院分院に通院する

20歳以上の成人
・ 巨 大 嚢 胞 肝 を 有 す る: 身 長 補 正 総 肝 体 積
（htTLV）が1800cm3以上

・ 腎嚢胞がない、または10個未満
　研究参加の同意を得た患者の全血は、検体検査
室にて-80℃に凍結され、SRLに送付してDNA
抽出を行った。DNA検体は、院外に送付する前
に各検体に新たな識別番号を付与し、Fedexにて
Yale大学Somlo lab（管理責任者: Stefan Somlo）
に送付し、DNA解析（whole exome sequence）
を行った。
　また、患者情報およびCT画像を収集し、総肝
体積と総腎体積の測定はCT画像体積測定システ
ムVINCENTを用いた。
　得られた結果を元に、PLD関連遺伝子異常別
の臨床的特徴を検討した。

【結果】
　観察期間内に52例の遺伝子解析を行った。
　全体の患者背景は、平均年齢56 .1（35 .8-76 .3）
歳、女性77%、BMI 21 .8（16 .6-28）、身長補正
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表 1　遺伝子異常別の患者背景と肝臓・腎臓体積の比較



く、巨大化した場合には生命予後も不良であるこ
とが明らかになっているものの、未だに過半数の
PLD患者の遺伝子異常が明らかにされておらず、
発症機序は不明で有力な治療法も存在していな
い。
　巨大PKDに伴う巨大PLDの場合は、PKD関連
遺伝子異常が寄与する可能性が考えられたことか
ら、今回は腎臓増大を伴わない巨大PLD患者に
限定し、その遺伝子異常の解析を行った。
　その結果、腎臓増大を伴わない場合であって
も、PKD1 , PKD2 , PRKCSH遺伝子異常の順に
PLD関連遺伝子異常が検出され、その臨床的特
徴としてPKD1遺伝子異常群ではその他の遺伝子
異常群に比べて腎体積が有意に大きく、PKD1 , 
PKD2遺伝子異常群では総肝体積/総腎体積比

（LKratio）が10未満であることが明らかとなっ
た。一方のPRKCSH, GANAB, SEC63遺伝子異
常群ではいずれもLKratioが10以上であり、腎形
態は殆ど正常であった。
　日本人を含むアジア人において巨大PLD患者
における遺伝子異常と臨床的特徴は未だ明らか
でない。2021年に女子医大グループが128名の
PKD患者のなかでPKD1 nonsense mutationが
肝嚢胞の直径と相関することを報告しているが、
TLVは明らかでなく、PKD1とPKD2遺伝子異
常に焦点を絞った検討となっている。今回、二
施設かつ症例数が限定されてはいるものの、ア
ジアではじめて巨大PLD患者におけるGANAB, 
PRKCSH, SEC63も含めたPLD関連遺伝子異常
の疾患分布が明らかとなった。更に総肝体積・総

腎体積に関する情報からPLD遺伝子異常がある
程度類推できる可能性が示唆された。今後は、各
遺伝子異常群における総肝体積増大速度や生命予
後などに関する更なる検討を行っていきたい。
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図 1　Flow chart 



【要約】
　糖尿病性腎臓病（DKD）患者の腎予後予測、
特に早期腎症の段階における腎予後予測は困難で
あるとされている。一方、早期腎症の段階から貧
血が起こることが知られている。そこで我々は、
血清ヘモグロビン（Hb）濃度が、初期の尿細管
間質障害を反映し、DKD進行の予後予測マーカ
ーとして使用できるのではないかと仮定した。公
的研究班で収集された腎生検にて糖尿病性腎臓病
と診断されたコホートを用いて、腎生検時の推定
糸球体濾過量（eGFR）が60 mL/min/1 .73 m2以
上の患者246名を同定した: 年齢56（45 ～ 63）歳、
男性62 .6％、Hb 13 .3（12 .0-14 .5）g/dL、eGFR 
76 .2（66 .6-88 .6）mL/min/1 .73 m2、 尿 中 ア ル
ブミン/クレアチニン比 534（100-1480）mg/g 
Crea。血清Hb濃度は、≦12,12 .1 ～ 13 .3,13 .4
～ 14 .5,≧14 .6g/dLの4分位に分類した。血清
Hb濃度と腎病理所見の重症度との関連性を検討
した。多変量Cox回帰モデルを用いて、DKD進
展（末期腎不全の新規発症、eGFRの50％以上の
低下、血清クレアチニン値の倍化）のハザードリ
スクを評価した。既知のDKD進展の危険因子に
血清Hb濃度を加えることによるDKD進行の予
後の付加価値も評価した。血清Hb値は、すべて
の腎臓病理学的特徴、特に間質線維化の重症度と
負の相関を示した（ρ = -0 .52 ; P < 0 .001）。中
央値4.1年の追跡期間中に、95人にDKD進展の
イベントが見られた。DKD進展の既知の危険因
子で調整すると、第1、第2、第3四分位群（第4
四分位群は基準）のハザード比はそれぞれ2.74

［95％信頼区間（CI）1.26-5 .97］、2.33（95％ CI 
1 .07-5 .75）および1.46（95％ CI 0 .71-3 .64）で
あった。DKD進展の既知の危険因子に血清Hb濃
度を加えることで、DKD進行の予後予測能が向

上した（グローバルカイ統計量が55 .1から60 .8
に増加；P < 0 .001）。血清Hb濃度は、初期の
腎線維化を反映し、腎臓病の初期段階における
DKD進展の予測に有用であると考えられる。

【目的】
　糖尿病性腎臓病において蛋白尿（あるいはアル
ブミン尿）は腎予後（透析導入）の独立した危険
因子であることが知られているが1−４）、早期腎
症（推定糸球体濾過量eGFR 60 mL/min/1 .73m2

以上）の段階では蛋白尿を認めることが稀であり
腎予後予測を困難にしている。また、昨今、蛋白
尿を呈さずに腎機能が低下する一群（糖尿病性腎
臓病の40%）の存在が報告され5）、蛋白尿以外の
腎予後予測マーカーの必要性が出てきた。我々は
腎病理解析から、この蛋白尿陰性糖尿病性腎臓病
の腎障害進展因子は尿細管間質障害であることを
報告した6）。間質障害マーカーは多数あるが、日
常臨床で簡単に計測できるものがあれば腎予後予
測に有用と考えられる。腎間質細胞は造血ホルモ
ンであるエリスロポエチンを産生し、血清ヘモグ
ロビン（Hb）濃度の調整をしているが、間質障
害により血清ヘモグロビン濃度が低下することが
知られている。今回、我々は腎生検にて糖尿病性
腎臓病と確認された厚労省研究班ならびに日本医
療研究開発機構研究班の全国腎生検コホートを用
いて、蛋白尿陰性糖尿病性腎臓病の血清Hb濃度、
尿細管間質障害、腎予後との関連を調べることに
より、腎障害進展メカニズムを明らかにすること
を目的とした。

【方法】
デザイン: 後ろ向きコホート研究
対象: 公的研究班で収集された腎生検にて糖尿病

性腎臓病と診断された895例のうち、腎生検時
に早期腎症すなわちeGFR 60mL/min/1 .73m2
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早期糖尿病性腎臓病における血清ヘモグロビン濃度と腎予後との関係: 
全国腎生検コホート解析

山内　真之、星野　純一、澤　直樹、乳原　善文、和田　隆志1

金沢大学腎臓内科学1
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表 1　全体および血清ヘモグロビン濃度の四分位値で層別した患者のベースラインの臨床的および病理学的特徴

All
血清ヘモグロビン濃度

P for 
trend四分位 1

<12.0
四分位 2
12.0-13.3

四分位 3
13.4-14.5

四分位 4
≥14.5

ベースラインの臨床特性
血清ヘモグロビン濃度 （g/dL） 13.3 （12.0, 14.5） 11.1 （9.8, 11.7） 12.8 （12.3, 13.1） 13.8 （13.6, 14.2） 15.4 （15.1, 16.1） <0.001
患者数 246 64 61 61 60
年齢 （歳） 56 （45, 63） 57 （49, 66） 58 （49, 64） 57 （46, 63） 51 （41, 58） <0.001
男性 （%） 62.6 42.2 52.5 63.9 93.3 <0.001
糖尿病罹病期間 （年） 10 （5, 17） 13 （8, 18） 10 （5, 20） 11 （6, 17） 7 （3, 14） 0.027
BMI （kg/m2） 22.9 （20.9, 25.6） 21.8 （20.3, 24.0） 22.8 （20.3, 25.4） 22.8 （20.8, 25.4） 25.0 （22.1, 27.7） <0.001
HbA1c （%） 7.9 （6.6, 9.6） 7.4 （6.2, 8.3） 8.8 （7.2, 10.2） 8.5 （6.9, 10.2） 7.7 （6.5, 8.9） 0.718
eGFR （mL/min/1 .73 m2） 76.2 （66.6, 88.6） 70.3 （65.8, 79.4） 76.3 （65.9, 86.9） 77.4 （67.6, 86.6） 81.9 （68.4, 95.7） 0.002
尿アルブミン/クレアチニン （mg/g creatinine） 534 （100, 1480） 1510 （241, 2700） 693 （153, 1545） 360 （50, 1121） 252 （120, 650） <0.001
収縮期血圧 （mmHg） 136 （124, 150） 133 （125, 153） 138 （126, 156） 140 （127, 152） 130 （117, 140） 0.046
拡張期血圧 （mmHg） 78 （70, 87） 76 （68, 84） 77 （70, 86） 80 （70, 89） 78 （70, 88） 0.391
総コレステロール （mg/dL） 210 （177, 238） 212 （185, 252） 209 （170, 243） 202 （175, 232） 212 （181, 235） 0.236
LDLコレステロール （mg/dL） 131 （106, 158） 121 （105, 172） 129 （92, 161） 129 （109, 150） 136 （109, 158） 0.743
HDLコレステロール （mg/dL） 45 （37, 56） 50 （34, 63） 52 （40, 70） 42 （34, 51） 45 （37, 49） 0.239
中性脂肪 （mg/dL） 141 （97, 200） 134 （85, 189） 107 （90, 158） 155 （103, 192） 168 （112, 253） 0.024
薬剤使用率 （%）
　RAS系阻害薬 50.7 56.4 50 56.7 38.7 0.110
　血糖効果薬 52.2 46.2 61.1 66.7 35.5 0.577
　スタチン製剤 16.8 20.7 17.2 26.1 0 0.166
喫煙 （%） 53.8 33.3 47.4 59.1 66.7 0.033
心血管病既往 （%） 16.1 7.9 17.1 21.4 17.1 0.232
ベースラインの腎病理学的特性
米国病理学会糖尿病性腎症分類
糸球体分類 <0.001
　Class （%）
　Ⅰ 36.7 20 31 46 43.2
　Ⅱa 20.3 4 10.3 24.3 20.3
　Ⅱb 18 16 34.5 13.5 10.8
　Ⅲ 23.4 60 20.7 16.2 8.1
　Ⅳ 1.6 0 3.5 0 2.7
間質病変
　間質線維化・尿細管萎縮（%） <0.001

0 23.2 12.5 14.8 27.9 38.3
1 41.9 32.8 47.5 42.6 26.2
2 24.8 26.7 31.2 27.9 10
3 10.1 25 6.6 1.6 6.7
間質炎症 （%） <0.001
0 31.7 15.6 27.9 36.1 48.3
1 53.7 60.9 59 50.8 43.3
2 14.6 23.5 13.1 13.1 8.4

血管病変
細動脈硝子化 （%） 0.019
0 15.9 9.4 11.7 14.8 28.3
1 56.7 65.6 55 55.7 50
2 27.4 25 33.3 29.5 21.7
細動脈硬化 （%） 0.059
0 27.7 28.1 16.7 31 35
1 47.5 42.2 56.7 40 51.7
2 26.8 26.7 26.6 29 13.3

データは中央値（25％、75％）、または百分率で表した。



以上であった246例
臨床評価項目: 年齢、性別、BMI、糖尿病罹病期間、

喫煙有無、降圧薬内服有無、血圧、HbA1c、中
性脂肪、LDLコレステロール、尿酸値、eGFR（推
定糸球体濾過率）、UACR（尿中アルブミン量）、
RAS系降圧薬、血糖降下薬、スタチン、心血管
病の既往など

アウトカム: 末期腎不全（血液透析、腹膜透析、
腎移植、腎不全関連死）

除外基準: 観察期間内に死亡イベントを起こした
症例あるいは他の腎症の合併症例、移植腎生検
症例

統計解析: 腎生検時の血清ヘモグロビン濃度を4
分 位（≦12,12 .1 ～ 13 .3,13 .4 ～ 14 .5 , ≧14 .6 
g/dL）に分け、Spearman相関係数を用いて、
血清Hb濃度、尿細管間質障害度との関係を評
価した。次に、Kaplan-Meier法、単変量およ
び多変量Cox回帰モデルを用いて、血清ヘモ
グロビン濃度と腎予後との関係を評価した。最
後に、Global Chi-square, Akaike Information 
Criterion（AIC）,Bayesian Information 
Criterion（BIC）を用いて、臨床所見に対する
血清ヘモグロビン濃度の腎予後予測能の付加価
値を評価する。統計解析には統計ソフトStata 

15を使用した。
【結果】
　全コホート895名のうち、腎生検時にeGFR 60 
mL/min/1 .73m2以上であった246名を本解析の
対象とした。表1は、全体および血清Hb濃度の
四分位値で層別した患者のベースライン特性を
示している。全体では、年齢（中央値（四分位
範囲））: 56歳（45-63歳）、男性: 62 .6％、糖尿
病罹病期間: 10年（5-17年）、BMI: 22 . 9（20 .9-
25 .6）、収縮期血圧: 136（124-150）mmHg、拡張
期血圧: 78（70-87）mmHg, HbA1c: 7 . 9%（6.6-
9 .6）、総コレステロール: 210（177-238）mg/dL, 
eGFR: 76 . 2（66 .6-86 .6）mL/min/1 .73m2および 
尿アルブミン/クレアチニン比 534（100-1480）
mg/g Creaであった。腎生検前および腎生検時
に赤血球造血刺激因子製剤や鉄剤の投与を受け
ていた患者はいなかった。男性の割合、BMI、
eGFRは血清Hb濃度の四分位が増加するにつれ
て増加したが、年齢と尿アルブミン/クレアチニ
ン比は血清Hb濃度の四分位が増加するにつれて
減少した。
　表2は、血清Hb濃度の四分位値と臨床的・病
理的特性の行列相関の結果である。血清Hb濃
度の四分位は、eGFR、尿アルブミン/クレア
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表 2　血清ヘモグロビン濃度とベースラインの臨床的および病理学的特徴との相関性

臨床的特性
病理学的特性

糸球体病変 間質病変 血管病変

eGFR
尿アルブミ
ン/ク レ ア
チニン比

収縮期血圧 HbA1c 糸球体分類
間 質 線 維
化・ 尿 細
管萎縮

間質炎症 細動脈
硝子化 細動脈硬化

血清ヘモグロビン
濃度 0.54*** -0 .30*** -0 .24*** 0 .31*** -0 .47*** -0 .52*** -0 .26*** -0 .26*** -0 .21**

eGFR -0.40*** -0 .29*** 0 .31*** -0 .49*** -0 .60*** -0 .27*** -0 .20*** -0 .39**

尿アルブミン/
クレアチニン比 0.39*** -0 .17*** 0 .39*** 0 .43*** 0 .13*** 0 .18*** 0 .20**

収縮期血圧 -0.09* 0 .33*** 0 .30*** 0 .13*** 0 .18** 0 .16*

HbA1c -0.14* -0 .20*** -0 .02* 0 .03 -0.05*

糸球体分類 0.50*** 0 .20*** 0 .35*** 0 .31***

間質線維化・
尿細管萎縮 0.50*** 0 .39*** 0 .39***

間質炎症 0.43*** 0 .11***

細動脈硝子化 0.13***

血清ヘモグロビン濃度と臨床的・病理的特性との相関係数をSpearmanの相関順位検定を用いて求めた。
*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001



チニン比、間質性病変を含むすべての腎病変の
スコア、特に間質性線維化および尿細管萎縮

（IFTA）のスコアと有意に相関した（ρ = 0 .52、
P<0 .001）。
　腎生検後4.1年（中央値）の追跡期間中に95人

（38 .6％）がDKDの進展を認めた。血清Hb濃度
の四分位値によるDKD進展の累積発生率を図1
に示す。DKD進展の累積発生率は、血清Hb濃
度の低下とともに有意に増加した（P for trend 

<0 .01）。
　表3は、血清Hb濃度の四分位とDKDの進展と
の関連についてのハザード比（HR）および95％
信頼区間（95％CI）を示す。第4四分位と比較して、
DKD進展の未調整HR（95％ CI）は、第3四分位
が1.48（0.78-2.80）、第2四分位が2.34（1.29-4.24）、
第1四分位が3.81（2 .14-6 .80）であった。ベー
スライン時のDKD進展の既知の危険因子を調整
しても、DKD進展のHRは変わらなかった［第3
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図 1　血清ヘモグロビン濃度の四分位値によるDKD進行の累積発生率
　　　 DKDの進展は、腎イベント（透析、腎移植、腎臓が原因の死亡）の新規発症、血清

クレアチニンの倍化、eGFRの50％以上の低下の複合と定義された。

表 3　血清ヘモグロビン濃度の四分位数によるDKD進展のリスク

HR （95% CI）
血清ヘモグロビン濃度

P for trend四分位 1
<12.0

四分位 2
12.0-13.3

四分位 3
13.4-14.5

四分位 4
≥14.5

モデル1 3.81 （2.14-6.80） 2.34 （1.29-4.24） 1.48 （0.78-2.80） Ref. <0.001
モデル2 4.37 （2.28-8.37） 2.64 （1.38-5.04） 1.61 （0.81-3.18） Ref. <0.001
モデル3 2.74 （1.26-5.97） 2.33 （1.07-5.75） 1.46 （0.71-3.64） Ref. <0.001

単変量および多変量Cox比例モデルにより、HR（95％ CI）とP値を決定した。
モデル1: 単変量。
モデル2: 年齢と性別を調整。
モデル3: DKD進展の既知の危険因子（年齢、性別、BMI、糖尿病期間、収縮期血圧、Hb A1c、eGFR、尿中
アルブミン/クレアチニン比、RAS系阻害薬使用）で調整。



四分位、第2四分位、第1四分位のHRはそれぞ
れ1 . 46（0 . 71 -3 . 64）、2 . 33（1 . 07 -5 . 75）、2 . 74

（1 .26-5 .97）であった］。
　図2は、DKD進展の標準的な臨床的危険因子
に対する血清Hb濃度の予後予測能の付加価値を
示す統計である。血清Hb濃度を臨床モデルに
加えることにより、グローバルカイ二乗尤度比
は55 .1から60 .8（P<0 .001）に増加し、これは
IFTAスコアを臨床モデルに加えるのと同等の値
を示した（グローバルカイ二乗尤度比55 .1から
62 .4；P<0 .001）。同様に、臨床モデルのみに血
清Hb濃度を加えることで、AICとBICの値が改
善され、これも臨床モデルのみと同等の改善とな
った。

【考察】
　DKD進展を予測するバイオマーカーは、現在、
もっぱらeGFRと蛋白尿（あるいはアルブミン

尿）に依存している7）。しかし、eGFRがまだ低
下しておらず、蛋白尿が増加していない早期腎症
の段階では、これらのマーカーをDKD進展の予
測に使用することは困難である。さらに、これま
での実験的腎病理学的研究や剖検症例腎病理の研
究により、腎機能が保たれている糖尿患者でも、
既に糸球体や尿細管間質の障害が起きていること
が明らかになっており8−10）、早期腎症の段階に
おける病理学的変化と腎予後との両方に関連する
バイオマーカーの必要性が明らかにされている。
本研究では、血清Hb濃度が尿細管間質障害と腎
予後とに関連するマーカー候補であることがわか
った。エリスロポエチン産生を妨げる腎線維化が
貧血の主な原因であることを示唆する証拠が蓄積
されている11,12）。しかし、DKD患者、特に早期
腎症の段階では腎生検が必ずしも適用ではないた
め、ヒトにおける尿細管間質障害と貧血の関連を
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図 2　DKDの予後予測能の付加価値
　　　 血清ヘモグロビン濃度および間質性線維・尿細管萎縮（IFTA）の、DKD進行の確

立された危険因子の標準的な臨床評価に対する増加価値を、グローバルカイ二乗
尤度比、AIC、BICで示した。

　　　 モデル1: DKD進展の既知の危険因子（年齢、性別、BMI、糖尿病罹病期間、収縮
期血圧、ヘモグロビンA1c、eGFR、尿中アルブミン/クレアチニン比、RAS系
阻害薬使用）の標準的な臨床的評価。

　　　モデル2: モデル1＋血清ヘモグロビン濃度。
　　　モデル3: モデル1＋IFTA。



検討する研究は希少である。我々のデータから、
血清Hb濃度は、初期の腎線維化を反映し、腎臓
病の初期段階におけるDKD進展の予測に有用で
あると考えられる。
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【要約】
　動脈硬化の罹患しやすさには個人差があること
が知られているが、その原因は明らかではなかっ
た。申請者は動脈硬化に罹患しにくい患者由来
iPS細胞を樹立し、血管細胞に分化して解析する
ことで動脈硬化に罹患しにくい患者の血管平滑筋
で はArylacetamide Deacetylase（AADAC） と
いう小胞体リパーゼの発現が上昇していることを
発見した。さらに、AADACは細胞内脂質代謝を
変化させることで動脈硬化防御的に働いているこ
とを解明した。一方で、動脈硬化は同じ患者にお
いて、動脈分岐部や狭窄部位などの特定部位に生
じやすいことが知られているが、その原因につい
てはこれまで十分に明らかにされていない。そこ
で本研究では我々の知見をさらに発展させてiPS
細胞由来3D血管を作製することで、血流による
メカニカルストレスの影響も解析できる方法の開
発を行った。

【目的】
　虚血性心疾患や脳血管障害などの動脈硬化に起
因する血管障害は糖尿病患者において依然として
死因の上位にあり、新たな治療法の開発が期待さ
れている。しかし、動脈硬化を引き起こす原因に
ついては未だ十分に解明されていない。また、日々
の臨床の中で同程度の糖尿病や高血圧、脂質異常
症に罹患していても、一部の糖尿病患者は動脈硬
化に罹患しやすく、一部の患者は罹患しにくいこ
とが知られている。これまでこのような個人差が
生じる機序についても遺伝子、環境要因、代謝的
因子などの研究が進められてきたが未だ十分に明
らかにされていなかった。
　 そ こ で 申 請 者 は こ の 疑 問 に 対 し て 患 者 由
来iPS細胞を用いて解析することを着想した。
Massachusetts General Hospital（MGH）の患者

データベースの中で数十年以上の糖尿病罹患歴が
あるにもかかわらず心臓カテーテル検査で心血管
病変が“全く認められない患者”と比較的短期の
糖尿病罹患歴にもかかわらず“心血管治療が必
要になった患者”からそれぞれiPS細胞を樹立し
て、血管細胞（内皮細胞、血管平滑筋細胞）に分
化誘導した。上記で得られた両群のiPS細胞から
誘導した内皮細胞及び血管平滑筋の遺伝子発現を
比較したところ、動脈硬化になりにくい患者由
来の血管平滑筋ではArylacetamide Deacetylase

（AADAC）という小胞体に存在するリパーゼの
発現が上昇して血管防御的に働いていることが明
らかになった1）。
　一方で、動脈硬化は同じ患者において、動脈分
岐部や狭窄部位などの特定部位に生じやすいこと
が知られている。しかし、その原因についてはこ
れまで十分に明らかにされていない。そこで本研
究では我々の知見をさらに発展させて動脈硬化を
特定部位に生じさせるリスク因子を同定すること
を目的とした。

【方法】
　我々の研究から動脈硬化になりにくいといった
特殊なphenotypeを呈する患者由来iPS細胞を用
いて病態をin vitro で再現・解析することで新た
な生体内防御因子を明らかにすることが可能であ
るという知見が得られている。一方で、特定部位
に動脈硬化が生じやすい機序として血流の物理的
刺激による影響が考えられるが従来の平面培養を
主体とした研究ではその解析が難しい。そこで、
患者iPS細胞由来血管細胞から生体内動脈を模倣
した3D血管を作製し、流体力学的刺激を与えて
解析することを計画した。具体的にはiPS細胞由
来血管平滑筋細胞をコラーゲンに包埋し管構造モ
ールド内で固定させることで3D血管を構築し、
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還流することで炎症反応などの遺伝子や代謝物の
変化を解析する。

【結果】
　iPS細胞由来の3D血管を作製し培地を灌流さ
せることに成功した。さらに播種細胞やコラーゲ
ン比の最適化を行い、生体内血管に類似した血管
平滑筋細胞密度を有する3D血管を作製すること
が可能となった。
　同時に動脈硬化になりやすい患者及びなりにく
い患者由来iPS細胞より血管平滑筋と内皮細胞を
分化誘導して同様に3D血管を作製する準備も整
っている。

【考察】
　血流刺激の解析には今後正確な血流の力学的な
評価が必要である。作製した3D動脈モデルを用
いて血流の物理的刺激を再現できるように粘性を
調節した培地（乱流や流速などの測定をする場合

は培地に小ビーズも追加）を還流し、血管で生じ
る乱流や剪断応力、円周方向壁応力の評価を行い、
どの様な機械的刺激が動脈硬化の原因となってい
るか解析することも今後可能になると思われる。
　さらに、動脈硬化に“なりやすい”患者と動脈
硬化に“なりにくい”患者由来3D血管の比較を
行い、動脈硬化好発部位に生じる遺伝子変化、代
謝物変化を検討することで血流による血管細胞へ
の物理的影響を明らかにし、動脈硬化の病態解明
や治療標的の発見も期待される。

【文献】
1. Toyohara T, Roudnicky F, Florido M H C,  

et al.: Patient hiPSCs identify vascular 
smooth muscle arylacetamide deacetylase 
as protective against atherosclerosis. Cell 
Stem Cell 27 : 147-157 , 2020
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【要約】
　研究者らは、これまでの実験結果から、TNF-
αをはじめとする炎症性サイトカインの細胞外ド
メイン分泌が、一部のマトリックスメタロプロテ
アーゼ（MMP）群をはじめとするメタロプロテ
アーゼによって制御されていること、またMMP
の相互活性化機構を通じ、血液線維素溶解系（線
溶系）因子プラスミンが多くのMMPを上方制御
していることを見出した。そこで敗血症や、移植
片対宿主病（GVHD）、マクロファージ活性化症
候群（血球貪食症候群, MAS）等のサイトカイン
ストーム症候群の疾患モデルをMMP-9、あるい
はプラスミノーゲン遺伝子欠損マウスとその野生
型で作製したところ、興味深いことに、これらの
遺伝子欠損マウスの生存率は、野生型と比較して
有意に高いことが判明した。このため、研究者
らは、神戸学院大学薬学部との共同研究で、従
来、止血剤として開発されているプラスミンの活
性中心に作用する新しいプラスミン阻害剤、抗線
溶剤YO-2をドラッグリポジショニングの形で転
用し、これらの疾患モデルとその対照群に投与し
たところ、疾患モデル群の生存率を有意に改善す
ることに成功した。新型コロナウィルス（SARS-
CoV2）感染症（COVID-19）の病態、特に重症化
した病態は、サイトカインストーム症候群と理解
されている。研究者らは、海外の研究協力者ら
と共に精査した結果、欧米や中東、そして日本
のCOVID-19患者から採取した血液中で、炎症
性サイトカイン系の濃度増加が認められた。ま
た、欧米や中東では、有意に線溶系の賦活化因子
でもある組織型プラスミノーゲンアクチベータ

（tPA）、そしてプラスミン生成を示すプラスミン
α2アンチプラスミン複合体（PAP）濃度の増加
が認められたことから、血管内皮障害・機能異常

の際に血管内皮に発現が増加するアンジオクライ
ン因子の活性、産生がCOVID-19の重症化を制
御しているとの研究者らの仮説を裏付ける結果が
得られた。さらに、SARS-CoV2の細胞内侵入時
にスパイク分解など、感染上重要な役割を担う
transmembrane protease, serine 2（TMPRSS2）
が、多くの線溶系因子と同様、セリンプロテアー
ゼ群に属することから、前述の抗線溶剤の活性
への影響をin vitro で確認したところ、有意に阻
害されることを確認した。このため、研究者ら
は、現在、米国ワシントン大学セントルイス校と
の共同研究により、SARS-CoV2の感染モデル、
COVID-19の疾患モデルを使用し、抗線溶剤の
有効性を確認中である。

【目的】
　申請者らは、これまでの文科省・学振科研費で
の研究を通じて、血液凝固・線溶系因子を含む血
管内皮由来の生理活性物質−アンジオクライン因
子分泌に伴う炎症性細胞動員と虚血性壊死組織の
再生修復機構を解明した。また申請者らは、厚労
科研での活動を通じ、アンジオクライン因子によ
る生体恒常性維持機構−アンジオクラインシステ
ムの存在を示唆し、血管内皮障害に伴うそのシス
テム破綻の観点から、MASやGVHD、血栓性微
小血管障害（TMA）、敗血症性ショック等のサ
イトカインストーム症候群の病態を解明してき 
た1,2）。
　最近、COVID-19の重症化に伴ってサイトカ
インストームや凝固・線溶系亢進・血栓傾向の発
生と共に、川崎病、MAS類似の病態が多発する
ことが注目されている３,４）。本研究で、申請者ら
は、感染性、非感染性の要因で形成される炎症性
疾患の病態中で、炎症の波及、ないしは放射線、
低酸素等の生理学的ストレスによって併発する血
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管内皮障害が、凝固・線溶系因子を含むアンジ
オクライン因子の供給を促進し、線溶系、MMPs
の相互活性化を通じて、炎症性サイトカインの異
常分泌とさらなる凝固・線溶系の亢進を惹起し、
血栓傾向を含めた炎症性疾患の重症化を誘導する
との仮説に基づき、血管内皮障害を端緒としたサ
イトカインストームの発生機序を解明し、そして
血中や内皮細胞上に発現するアンジオクライン因
子群の検出によるその関連疾患群の重症化や血栓
傾向等の合併症の発症を予見する診断技術、また
こうした知見を基礎とした予防、治療法開発の基
盤形成までを目的の範疇とする。

【方法】
　本研究計画では、不測の事態に備え、2020年末
より可及的速やかに、米国の共同研究者Michael 
S DiamondらとBSL3で使用するCOVID-19感染
モデルに加え、申請者らがこれまでの研究で確立
したGVHDやMAS、多臓器系統性炎症症候群等
のサイトカインストーム症候群の動物モデルを使
用し、経時的に末梢血を含む各種臓器・組織を採
取する。翌年3月頃から、凍結血漿・血清中の炎
症性サイトカイン、アンジオクライン因子濃度、
活性を測定し、臓器については病理切片を作製、
アンジオクライン因子による免疫特殊染色、in 
situ hybridizationによる血管内皮を中心とした微
小環境の細胞・組織構成を精査する。またソーテ
ィングによって採取した血管内皮細胞の包括的遺
伝子発現を含む性状解析等を施行し、COVID-19
の血管内皮障害とサイトカインストームの発生や
病勢との関係を明らかにする。また動物実験と並
行して、2020年末より、申請者と国内の共同研
究者らを通じて、COVID-19やGVHDの病勢や
重症度、治療歴、そして血中の凝固・線溶系因子
等を含む内皮由来のアンジオクライン因子の検
査、病理組織等を利用した内皮性状データを集積
し、疾患モデルのデータとの照合、また国外の
共同研究者の意見も参考にしながら、COVID-19
の重症化、サイトカインストームの早期診断に有
用な因子を絞り込むと同時に、疾患モデルにおい
て、これまでの研究で使用した新薬によるアンジ
オクライン因子活性制御の、サイトカインストー
ムの抑制に対する有用性、有効性を探る。

　申請者は、全ての研究計画の立案と総括、計画
前半の疾患モデルの解析の主な部分を担う。共同
研究者は、疾患モデル及び臨床検体の分子生物学
的解析と国際共同研究基盤を構築し、論文作製面
でのサポートの他、臨床情報の集積と管理にあた
る。また国外の共同研究者は、COVID-19をは
じめとする炎症性疾患におけるサイトカインスト
ームの発生要因等、国際的な視点からの疾患モデ
ルでの実験結果、そして本邦の患者データに対す
る考察とこれらに関する適切な助言を行っていく
こととする。

【結果】
　研究者らは、まず、敗血症性ショック、急性
GVHDに加え、MAS等の各種炎症性疾患モデル
を、MMP-9、あるいはプラスミノーゲン遺伝子
欠損マウスとその野生型で作製したところ、興味
深いことに、これらの遺伝子欠損マウスの生存率
は、野生型と比較して有意に高いことが判明し
た。このため、責任者らは、神戸学院大学薬学部
との共同研究で、プラスミンの活性中心に作用す
る新しいプラスミン阻害剤YO-2をドラッグリポ
ジショニングの形で転用し、これらの疾患モデル
とその対照群に投与したところ、疾患モデル群に
おいて、血中あるいは組織中のアンジオクライ
ン因子である組織型プラスミノーゲンアクチベ
ータ（tPA）、プラスミン生成、そしてMMP-2、
MMP-9の活性、発現と血中TNF-α及びIL-6、 
Fas ligand、 IL-1β濃度を有意に抑制し（図1）、
さらに生存率を改善することに成功した（図2）。
　研究者らは、サイトカインストームを伴う敗血
症性ショック、そして急性GVHDの疾患モデル
の解析を通じて、MMPの活性阻害剤が、TNF-
αやFas ligandを含む炎症性サイトカインの血中
濃度を抑制し、生存率と標的臓器の病理所見とを
有意に改善することを報告した。またMMPの相
互活性化システムにおいては、セリンプロテア
ーゼに属する主要な線溶系因子、プラスミンが、
MMP-13やMMP-9の活性化を上方から制御し
ていることが知られている。プラスミンは、主に
肝臓で産生される、その前駆酵素であるプラスミ
ノーゲンが、やはりアンジオクライン因子である
組織型プラスミノーゲンアクチベータ（tPA）に
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図 1　 サイトカインストーム症候群（急性GVHD, MAS）の疾患モデル（マウス）
に対する線溶阻害剤YO-2投与による炎症性サイトカイン（TNFα）とア
ンジオクライン因子（tPA）の抑制作用。YO-2投与群は、どちらの血中
濃度も対照群と比較して有意に抑制されている。

図 2　 サイトカインストーム症候群の疾患モデルに対するYO-2による生存率の
改善。YO-2投与群は、対照群と比較して有意に生存率を改善している。



より活性化されて生成する。筆者らは、デンマー
クのコペンハーゲン大学との共同研究で、主に血
管内皮より産生供給される組織型PA（tPA）の
マウス生体への投与が、MMP-9の活性化と内皮
由来の造血因子、炎症性サイトカイン分泌を通
じ、造血幹細胞の炎症性細胞群への分化、そして
動員また、これら炎症性疾患モデルで、サイトカ
インストームが惹起されることを確認した。ま
た、この時、tPAが、炎症性細胞の低密度リポ蛋
白-1（LRP-1）と結合し、炎症性サイトカイン
やMMPの産生に寄与していることを明らかにし
た（図3）。また重症急性GVHD患者の炎症性サ
イトカインとアンジオクライン因子の血中濃度を
測定したところ、両者に有意な相互作用が存在す
ることも判明した（図4）。次に来院時、有症状
の中東・アジア、イスラエル・パレスチナに属す
るアンナジャフ大学でCOVID-19患者20人から
採取した血液を採取し、精査したところ、マウス
炎症性疾患モデルでも認められた血中の炎症性サ
イトカイン系の濃度増加に伴って、線溶系の賦活
化因子でもあるtPA、そしてプラスミン生成を示

すプラスミンα2アンチプラスミン複合体（PAP）
濃度の増加が認められており、アンジオクライン
因子系の活性増加が示唆されたことから炎症性疾
患動物モデルで成立する仮説を裏付ける結果が得
られた。
　そこで研究者らは、各種疾患モデルで一定の有
効性を認めたYO-2により、COVID-19の重症化
に伴って発生するサイトカインストームを惹起す
る炎症性サイトカインの産生・分泌を制御する
ことを試みた。国内施設では、SARS-CoV2の感
染実験はBSL3の施設数が少ないこともあって短
期間で予備実験を十分進めることが出来ないとの
判断から、この分野で、近年目覚ましい研究成果
を挙げている、ワシントン大学セントルイス校
のDiamond S Michael教授に、これまでの基礎
研究データをご提示し、共同研究を申し出たとこ
ろ、快諾して頂いた。そこで、前述の抗線溶剤を
SARS-CoV2の感染モデルに使用したところ、初
回データとしては、対照群と比較して有意な予後
の改善は認められなかった。しかしながら、これ
までの実験経験から投与開始時期と投与量を少し
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Low-density lipoprotein receptor-related 
protein 1 (LRP1)

図 3　 tPAとその受容体との結合による炎症性細胞内シグナル伝達とその作用。
血管内皮よりアンジオクライン因子として分泌されたtPAは、プラスミン
を介してMMPsを活性化するばかりでなく、これらの受容体を介して炎症
性細胞等の他系統細胞にも作用している。



増加させたところ、有意な改善を認めつつあるの
で、このあたりのデータ確認を急いでいる状況で
ある。

【考察】
　こうした実験結果の考察として、ワシントン大
学の研究者とも話し合ったところ、臨床病態でも
指摘されている通り、COVID-19は、凝固系亢進、
血栓形成の傾向が著しく、抗線溶剤による線溶系
の阻害はむしろ凝固系亢進の傾向を助長する可能
性があるため、このため、予後の改善が認められ
なかった可能性があることが推測された。実際、
責任者らの所属施設を含めた国内のCOVID-19
の治療においても、現在、ヘパリン、低分子ヘパ
リンなどの抗凝固剤の併用が、臨床的に普及し
始めている。ただ、SARS-CoV2の細胞内侵入時
にスパイク分解など、感染上重要な役割を担う
Transmembrane protease, serine 2（TMPRSS2）
が、線溶系因子群と同様のセリンプロテアーゼ群
に属していることから、抗線溶剤YO-2が感染初

期段階より機能していればウィルスの侵入を阻害
するなどの効果も期待されるため、SARS-CoV2
の感染暴露よりも早いタイミングで投与する群
を作製したところ予後の改善が認められたとの
一報のあり、当方でもin vitroの状況でYO-2の
TMPRSS2に対する活性制御状況を確認している
ところである。
　疾患モデルと臨床検体の両面からCOVID-19
の重症化を予見する因子として、血管内皮障害
を示唆する一部のアンジオクライン因子tPA、
PAI-1、MMPなどの血液中でのプロテアーゼ活
性の増加、濃度増加が、サイトカインストームや
血栓傾向等のCOVID-19の重症化病態の発生の
前段階で認められることから、重症化の早期診断
法開発において極めて有望であることが示唆され
た。臨床検体については、さらに現在進行中の本
邦での集積を進め、早期診断上の有用性を確認し、
確固たる基盤形成へと進めていきたい。
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図 4　 サイトカインストーム症候群である急性GVHD重症例の重症度の推移と炎症性サ
イトカイン（TNFα , IL-6）の動態、さらにプラスミンのレベル（プラスミンα2
プラスミン抑制因子複合体: PICとして検出）と急性GVHD重症度との相関性を示
した。重症GVHD（グレード3 〜 4）ではサイトカインストームが発生しており、
線溶系亢進の指標であるプラスミンがGVHDの重症度と有意に相関して推移して
いることが判明した。
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【要約】
　体組成データは種々の癌における予後との関連
が報告されている。しかしながら、肝硬変合併肝
細胞癌患者における内臓脂肪/内臓脂肪分布の予
後に与える影響については明らかではない。当
院において肝硬変合併肝細胞癌に対して手術施
行した181例を対象に後方視的に診療録データを
収集した。また、内臓脂肪/皮下脂肪比（VSR）
をCT画像から算出し、短期および長期予後と
の関連を比較した。VSRは男性、女性でそれぞ
れ1.33 , 0 . 93をカットオフ値とし、highおよび
low VSR群に分けた。検討の結果、181例のう
ち、60例（33%） がhigh VSR群、121例（67%）
がlow VSR群であった。High VSR群はlow VSR
群と比してHbA1cやCRPが高値であった一方、
BMIは両群に差を認めなかった。VSRは術後合
併症発生率との有意な関連を認めなかったが、多
変量解析による予後解析では、high VSR群は
AJCC stage等と独立した予後不良因子（hazard 
ratio, 2 . 65 ; P=0 .001）であった。再発形式に着目
すると、high VSR群は初回再発時に切除不能な
再発を来す割合がlow VSR群に比べ高率（39% 
vs. 18%, P=0 .025）であった。これらの結果から
VSRが高値であることは肝硬変合併肝細胞癌切
除患者において、腫瘍増悪と予後に関連する因子
であると考えられた。

【目的】
　体組成データは近年様々な癌種で予後との関連
が報告されており、その中でもBody mass index

（BMI）は代表的な体組成データの一つである。
肝がんにおいてBMI高値と予後との関連は多数
報告されているが、一方で、BMI低値が非B非C
型肝細胞癌（HCC）に関連しているとの報告も

ある。BMI高値、低値がそれぞれ予後に関連し
ているとの報告は他癌種や心疾患においても報告
されており、このような現象は「BMIパラドッ
クス」と呼ばれている1,2）。そのため、近年では
BMIによらない体組成データが着目されており、
その中でも内臓脂肪/皮下脂肪比（VSR）は、サ
ルコペニア等とならびその有用性が着目されてい
る。一方で肝細胞癌患者においてはその検討は未
だ十分ではない。本研究では肝硬変合併肝細胞癌
切除患者において、先に述べたVSRをはじめと
した種々の栄養指標が合併症や予後、再発形式に
どのように寄与しているか検討した。

【方法】
　本研究は2011年から2017年までの肝切除患者
のうち、背景肝が肝線維化スコアのF3またはF4
であった患者227人を抽出した。そのうち、再肝
切除症例31例、データ不十分な15例を除いた181
例を解析対象とした。術前の採血データなどから、
栄 養 指 標 で あ るmodified Glasgow Prognostic 
Score（mGPS）,neutrophil-lymphocyte ratio

（NLR）,Controlling Nutrition Status（CONUT）
gradeを算出した。また、CTの第三腰椎レベル
のCT横断像のデータを、画像解析ソフトを用い
て皮下脂肪、内臓脂肪領域の面積比をVSRとし
て算出した。VSRは男性1.33 , 女性は0.93をカッ
トオフ値としてそれより低い場合をlow VSRと
設定した３）。

【結果】
　まず表1に対象症例の背景をまとめた。VSR
の中央値は男性が1.21（0.29-4 .53）、女性0.55

（0.21-2 .73）であった。181人のうち、60人（33%）
はhigh VSR群 で121人（67%） はlow VSR群 で
あった。High VSR群は男性、B型肝炎、HbA1c、

─ 99 ─

肝硬変合併肝細胞癌切除患者におけるサルコペニア、
内臓脂肪量の評価と簡易測定法の確立

大久保 悟志、小林　祐太、進藤　潤一、橋本　雅司

（7）消化器外科疾患



─ 100 ─

表 1　Baseline characteristics and short term outcomes of the patients

Total
n = 181

High VSR
n = 60

Low VSR
n = 121 

P

Baseline characteristics
Age 67（34-87） 68（53-82） 66（34-87） 0.534
Male gender 123（68%） 50（83%） 73（60%） 0.001
BMI 23.1（13.8-40.4） 23.2（17.8-34.2） 22.9（13.8-40.4） 0.573

ASA Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ
15（8%）/142（78%）

/24（13%）
4（7%）/44（73%）/12

（20%）
11（9%）/98（81%）

/12（10%）
0.061

Hepatitis B 43（24%） 9（15%） 34（3%） 0.036
Hepatitis C 96（53%） 27（45%） 69（57%） 0.086
Albumin （mg/dl）* 3.8（2.4-4.9） 3.9（2.4-4.8） 3.7（2.4-4.9） 0.069
Total cholesterol 163（98-268） 166（123-237） 159（98-268） 0.148
Bilirubin （mg/dl）* 0.9（0.4-2.2） 0.9（0.4-2.0） 0.9（0.4-2.2） 0.417
Platelet count （104/mm3）* 12.7（3.1-36.8） 13.7（5.0-33.6）） 12.4（3.1-36.8） 0.064
Prothrombin （%）* 81.7（36.5-120.0） 86.1（36.5-120.0） 80.4（38.3-101.5） 0.006
HbA1c* 5.7（4.4-9.3） 6.1（4.7-9.0） 5.5（4.4-9.3） 0.005
White blood cell count 4.6（1.5-12.2） 4.8（2.4-10.8） 4.4（1.5-10.6） 0.023
Neutrophil count 2.7（0.6-8.4） 3.0（0.9-7.6） 2.4（0.6-8.2） 0.004
Lymphocyte count 1.4（0.5-3.3） 1.4（0.5-3.3） 1.4（0.5-3.1） 0.492
C-reactive protein （mg/dl） 0.0（0.0-5.0） 0.1（0.0-5.0） 0.0（0.0-2.0） 0.003

mGPS 0/Ⅰ/Ⅱ
131（72%）/42（23%）/ 

8（4%）
48（80%）/10（17%）/ 

2（3%）
83（69%）/32（26%）/ 

6（5%）
0.087

NLR 1.9（0.3-8.8） 2.1（0.6-8.8） 1.7（0.3-7.4） 0.100
CONUT grade, 58（32%）/95（52%）/ 22（37%）/31（52%）/ 36（30%）/64（53%）/ 0.561
normal （0-1）/ light （2-4）/ 
moderate （5-8）/ severe （9-12）

26（14%）/2（1%） 6（10%）/1（2%） 20（17%）/1（1%）

SATI 40.4（2.0-165.0） 33.5（2.0-109.0） 44.4（2.9-165.0） 0.001
VATI 40.4（2.3-134.4） 63.4（2.3-134.4） 35.5（1.2-97.3） < 0.001
Sarcopenia （low SMI） 118（65%） 40（67%） 78（64%） 0.452

Procedures
Pure laparoscopic hepatectomy 33（18%） 10（17%） 23（19%） 0.435
Major hepatectomy 11（6%） 5（8%） 6（5%） 0.371
Surgical outcomes
Operation time* 145（42-529） 158（67-459） 136（42-529） 0.128
Estimated blood loss 225（0-11463） 375（0-2080） 200（0-11463） 0.004
Any morbidity 34（19%） 16（27%） 18（15%） 0.046
Major abdominal morbidity 8（4%） 5（7%） 3（2%） 0.071
AJCC stage 74（41%）/47（26%）/ 15（25%）/19（32%）/ 59（49%）/28（23%）/ 0.015

ⅠA/ ⅠB/Ⅱ/ⅢA/ⅢB/Ⅳ
51（28%）/2（1%）/ 

5（3%）/2（1%）
22（37%）/0（0%）/ 

2（3%）/2（3%）
29（24%）/2（2%）/ 

3（2%）/0（0%）

Figure represent median （range） unless indicated. *Median （interquartile range）
Abbreviations . VSR, visceral to subcutaneous adipose tissue area ratio; BMI, body mass index; ASA, 
American Society of Anesthesiologist; HBV, Hepatitis B Virus; HCV, Hepatitis C Virus; mGPS, modified 
Glasgow Prognostic Score; NLR, Neutrophil-Lymphocyte ratio; CONUT, Controlling Nutrition Status; SATI, 
subcutaneous adipose tissue index, VATI, visceral adipose tissue index; SMI, skeletal muscle index.



CRPおよびNLR値がlow VSR群に比して高い傾
向にあった。一方、体組成データであるBMIやサ
ルコペニアの有無、皮下脂肪面積や内臓脂肪面積
は両郡に差を認めなかった。AJCCによるステージ
分類も差を認めなかった。
　次に図1および表2に長期予後とVSRの解析
結果をまとめた。Log-rank testによる解析で

はHigh VSR群は術後全生存期間の中央値がlow 
VSR群に比して有意に悪かった。Cox regression
解析ではVSRはAJCC stageと独立した予後因子
であった。
　対象症例181例のうち、high VSR群の33症例

（49%）、low VSR群の56症例（46%）に再発を
認めており、両郡に差を認めなった（P=0 .175）。
再発形式別の検討では単発の肝内再発、多発肝
内再発、肝外再発の再発はhigh VSR群で17例

（52%）、9例（27%）、そして7例（21%）であっ
たのに対してlow VSR群では40例（71%）、14
例（25%）、そして2例（4%）であり、high VSR
群のほうが肝外再発が多い傾向にあった。切除
不能な再発をきたした割合はhigh VSR群の13例

（39%）に比してlow VSR群は10例（18%）と、
high VSR群のほうが有意に高かった。  

【考察】
　本研究は肝硬変合併肝細胞癌切除患者におい
て、VSR値がAJCC stageなどと独立した切除後
の予後因子であることを明らかにした。
　アディポサイトは脂肪組織の主要な構成要素の
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表 2　 Predictive factors for overall survival, relapse-free survival and time-to- interventional failure after 
hepatectomy

P * Coefficient† SE Wald χ2 HR 95% CI
Overall survival
  AJCC stage <0.001 0.754 0.22 11.8 2.13 1.38-3.27
  CONUT grade 0.001 0.759 0.226 11.3 2.14 1.37-3.33
  High VSR 0.002 0.973 0.318 9.4 2.65 1.42-4.94
  ASA score +1 0.058 0.606 0.32 3.6 1.83 0.98-3.44
  Major hepatectomy 0.075 0.902 0.507 3.2 2.47 0.91-6.66

*Based on likelihood test adjusted for the other factors in the final model.
†Estimated coefficient for the variable and the associated standard error.
Abbreviations: SE, standard error; HR, hazard ratio; 95% CI, 95% confidence interval; BMI, body mass 
index; ASA, American Society of Anesthesiologist; CONUT, Controlling Nutrition Status; VSR, visceral to 
subcutaneous adipose tissue area ratio.

Note . Multivariate cox regression with stepwise backward selection for variables with P <0.1 in univariate 
analysis among the following 21 potential confounders: high VSR, age, male gender, BMI >25 kg/m2 , ASA 
score, hepatitis B infection, hepatitis C infection, bilirubin >1 .0 mg/dl, platelet count >10x104 /mm3 , 
Prothrombin >80%, modified Glasgow prognostic score +1 , neutrophil-lymphocyte ratio, CONUT grade, 
sarcopenia, pure laparoscopic hepatectomy, major hepatectomy, operation time > 145 minutes, estimated 
blood loss > 225ml, any morbidity, and AJCC stage.

Pr
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n

Overall survival time (months)

Low VSR

High VSR

P = 0.003

図 1



後改善につながることが期待される。
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一つであり、エンドクラインやパラクラインによ
る様々な機能を持つ。しかしながら、内臓脂肪と
皮下脂肪において、それぞれのアディポサイト
の機能が異なることが近年報告されている。内
臓脂肪のアディポサイトはインスリン抵抗性や
中性脂肪上昇に関与しているとされ４）、実際に本
検討においてもHbA1c値はhigh VSR群のほう
が有意に高かった。また、内臓脂肪のアディポ
サイトはIL-6といった炎症誘発性サイトカイン
にも関与しており、high VSR群において、CRP
やNLRが高値であったことに矛盾しない。また、
アディポサイトはレプチンと呼ばれる、vascular 
endothelial growth factor（VEGF）分泌増加を
促すことによって細胞増殖や転移、抗アポトーシ
ス作用に関連するホルモンを分泌することが知ら
れており、過去の研究でも内臓脂肪の増加と血中
のVEGFの増加が関連していることが報告され
ている5）。VEGFは肝細胞癌において予後不良因
子であることが広く知られており、今後は血中の
VEGF濃度を測定することでVSRとHCCの予後
との関連がより明らかになることが予想された。
　以上、本研究において、肝硬変合併肝細胞癌切
除患者において、VSR高値は腫瘍増悪や予後に
関わる独立した因子であることが示された。本研
究を基に内臓脂肪と肝細胞癌の関係についてさら
なる研究を行うことで肝細胞癌患者のさらなる予
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【要約】
　肝細胞癌に対する近年の分子標的薬の進歩は、
従来治療が困難とされてきた進行肝癌症例に対す
る追加インターベンションの可能性を拡大しつつ
あるが、いわゆる「根治」を目的としたコンバー
ジョン手術の意義についてはいまだ明らかでは
ない。当院において2010年から2020年にレンバ
チニブによる治療を行った切除不能進行肝細胞
癌107例のデータを用い、治療経過中に①R0切
除を達成したケース、②R2切除に終わったケー
ス、③切除以外のインターベンションを行ったケ
ース、④全身治療以外の追加インターベンション
を行わなかったケース（コントロール群）の4群
について、時間依存性共変量を用いたCox回帰
を用い、追加インターベンションの意義について
検討を行った。不死時間バイアスの影響を減らす
ため治療介入を起点として疾患特異的生存率を
比較検討すると、コントロール群と比較してR0
切除、切除以外のインターベンションが行われ
た群では予後が良好な傾向が認められ、Cox回帰
でもR0切除（Hazard ratio [HR], 0 . 11 , 95% CI, 
0 . 02-0 .50）、切除以外のインターベンション（HR, 
0 . 32 , 95% CI, 0 . 14-0 .69）は有意な予後因子と
して抽出された。一方、R2切除（HR, 0 . 64 ; 95% 
CI, 0 .25-1.62）の予後改善効果は示されなかった。
以上から進行肝癌に対するレンバチニブ治療後の
手術介入は、根治切除が達成できれば予後改善に
寄与する可能性が示された。

【目的】
　肝細胞癌は予後不良な癌腫の1つであり、患者
の長期生存を期待するために様々な治療アプロー
チが開発されてきた。近年、肝癌に対しては様々
な分子標的薬が使用できるようになり、従来不可
能であった外科的治療介入が可能となるケースが
少なからず見られるようになっている。化学療法

を用いた外科治療へのconversionは大腸癌肝転
移の領域ではその有効性が報告され、現在積極的
な治療が行われているものの、肝癌においても同
様の治療戦略が有効であるかどうかについては未
だ一定の見解が得られていない。本検討では進
行肝癌を対象に術前化学療法ならびにconversion 
surgeryの予後へ与える影響を検討し、外科的切
除を念頭においた積極的治療介入の意義を明らか
にすることを企図した。

【方法】
　本検討では肝細胞癌に対する分子標的薬によ
る術前治療とconversion surgeryの純粋な意義を
明らかにするため、虎の門病院において2010年
～ 2017年に切除不能進行肝細胞癌に対してレン
バチニブによる治療を行った107例を対象に解析
を行った。治療経過中に①R0切除に至ったケー
ス、②R2切除に終わったケース、③切除以外の
インターベンションを行ったケース、④全身治療
以外の追加インターベンションを行わなかったケ
ース（コントロール群）の4群に関して、時間依
存性共変量を用いたCox回帰にて治療介入の意
義を検討した。

【結果】
　まず表1に対象症例の背景をまとめた。年齢の
中央値は73歳と比較的高齢で、BCLC stage Cが
60例（56 .1%）。Child-Pugh Aが99例（92 . 5%）
と 肝 機 能 良 好 例 が 多 く、TACE不 応 が76例

（71 .0%）、肉眼的門脈腫瘍栓を有する症例が20
例（18 .7%）であった。レンバチニブ投与期間
の中央値は5.6か月（0.1-34 .9か月）、副作用中
止が29例（27 .1%）、Relative dose intensityは4
週 98 .2%、8週 80 .4%、12週73 .0%と比較的高
く維持され、最良効果はRECIST 1 .1による評価
でCR 0例（0%）、PR 39例（36 . 4%）、SD 48例

（44.9%）、PD 14例（13.1%）、評価不能 6例（5.6%）、
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mRECISTによる評価でCR 8例（7.5%）、PR 60
例（56 .1%）、SD 19例（17 .8%）、PD 14例（13 .1%）、
評価不能6例（5.6%）であった。107例中54例

（50 .5%）で経過中に薬物治療以外の治療介入が
行われ、手術以外のインターベンションが38例

（35 .5%）。内訳はTACE 28例、RT 7例、BAI 1
例、TACE+RT 1例、TACE+BAI 1例 で あ っ

た。手術介入は16例で行われ、そのうち12例が
根治的切除を企図した切除であり、最終的に9例

（8.4%）でR0切除を達成した。不死時間バイア
スの影響を排除するため治療介入を起点とした疾
患特異的生存率の解析（図1）では、コントロー
ルと比較してR0切除、切除以外のインターベン
ションが行われた群では予後が良好な傾向が認め
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表 1　対象集団の背景

N 107
Age 73（35-93）
Male gender 82（76.6%）
Etiology（HB/HC/HB+HC/nBnC） 16（15.0%）/ 54（50.5%）/ 1（0.9%）/ 36（33.6%）
BCLC stage（A/B/C） 7（6.5%）/ 40（37.4%）/ 60（56.1%）
Performance status（0/1/2） 94（87.9%）/ 12（11.2%）/ 1（0.9%）
Child-Pugh class（A/B） 99（92.5%）/ 8（7.5%）
ALBI grade（1/2/3） 34（31.8%）/ 72（67.2%）/ 1（0.9%）
CONUT undernutrition gradea

（normal/mild/moderate/severe）
21（19.6%）/ 64（59.8%）/ 19（17.8%）/ 3（2.8%）

History of MTA administration 16（15.0%）
Refractoriness to TACEb 76（71.0%）
Intrahepatic disease 94（87.9%）
Extrahepatic disease 44（41.1%）
Maximum size（mm） 31（11-175）
Number of tumor 4（1-200）
Macroscopic portal invasionc

（Vp0/Vp1/Vp2/Vp3/Vp4）
87（81.3%）/ 3（2.8%）/ 9（8.4%）/ 2（1.9%）/ 6（5.6%）

Macroscopic venous invasionc

（Vv0/Vv1/Vv2/Vv3）
99（92.5%）/ 1（0.9%）/ 1（0.9%）/ 6（5.6%）

Type 4 enhancement patternd 23（21.5%）
AFP level（ng/mL） 88（1-61041）
DCP level（mAu/mL） 215（8-96035）
Duration of treatment with lenvatinib（months） 5.6（0.1-34.9）
Discontinuation of lenvatinib due to adverse 
event during the treatment course

29（27.1%）

Figures represent median（range）unless indicated. 
aUndernutrition grade defined based on the CONUT score
bDefined based on the consensus statement
cMacroscopic vascula invasion defined by Liver Cancer Study Group of Japan
dHeterogeneous arterial enhancement pattern suggestive of poor differentiation
Abbreviations . HB, hepatitis B; HC, hepatitis C; BCLC; Barcelona Clinic Liver Cancer; CONUT, controlling 
nutritional status; MTA, molecular targeted agent; TACE, transarterial chemoembolization; AFP, alpha-
fetoprotein; DCP, des-gamma-carboxyprothrombin



られ、Cox回帰（表2）においてもR0切除（Hazard 
ratio [HR], 0 . 11 , 95% CI, 0 . 02-0 .50）、切除以外
のインターベンション（HR, 0 . 32 , 95% CI, 0 . 14-
0 .69）は有意な予後因子として抽出された。一方、
R2切除（HR, 0 . 64 ; 95% CI, 0 . 25-1 .62）の予後
改善効果は示されなかった。

【考察】
　本研究では切除不能進行肝癌に対するレンバチ
ニブ治療後の追加インターベンション、特に手術
介入の意義について検討を行った。レンバチニブ
治療後に何らかのインターベンションによる介入
が行われたケースでは疾患特異的生存率が長い傾
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表 2　時間依存性共変量を用いた疾患特異的生存率に関するCox回帰

　 P* HR 95% CI
Additional intervention（vs. control）
　R2 resection 0 .380 0.64 0.25-1.62
　TACE or other additional treatment 0 .003 0.32 0.14-0.69
　R0 resection 0 .002 0.11 0.02-0.50
Best response（vs. mRECIST PD or NE）
　mRECIST SD <0.001 0.26 0.12-0.59
　mRECIST PR <0.001 0.22 0.12-0.44
　mRECIST CR 0.002 0.19 0.06-0.61
CONUT undernutrition grade（vs. normal）
　mild 0 .654 1.27 0.54-3.02
　moderate 0 .043 3.40 1.22-9.44
　severe 0 .039 4.95 1.31-18.70
AFP +100 ng/mL 0.051 1.002 0.999-1.006
DCP +100 mAu/mL 0.026 1.001 1.000-1.002
Type 4 enhancement pattern 0 .004 2.70 1.43-5.09
BCLC C（vs. BCLC A or B） 0.033 1.84 1.04-3.24

Abbreviations . HAFP, alpha-fetoprotein; DCP, des-gamma-carboxyprothrombin; HR, hazard ratio.

（Months）
図 1　不死時間を考慮したレンバチニブ投与後の治療介入別の疾患特異的生存率



向にあり（図1）、特にR0切除、ならびにTACE
を中心とした手術以外の治療介入によって予後
延長がもたらされる可能性が示唆された。一方、
R2切除の予後は不良であり、切除不能な状態か
ら全身治療を経て切除へのコンバージョンを行う
としても、根治的な治療介入が成功するか否かが
いわゆる「コンバージョン手術」の意義の根幹に
かかわる部分であることが示唆された。
　肝細胞癌は一般的に化学療法に耐性であり、近
年まで臨床的に十分な効果を示す薬物が存在しな
い癌腫であったが、分子標的薬の開発が進み、現
在では一次治療としてソラフェニブ、レンバチニ
ブ、アテゾリズマブ+ベバシズマブの3剤が、二
次治療としてレゴラフェニブ、ラムシルマブ、カ
ボザンチニブの3剤が使用可能となっている。こ
のうちレンバチニブは、長らく唯一エビデンスの
ある薬剤であったソラフェニブに対する非劣勢が
REFLECT試験1）にて証明され、その抗腫瘍効
果の高さから現在注目されている分子標的薬の一
つである。本検討のノイエスと言える点は、レン
バチニブ投与症例における切除へのコンバージョ
ン率を、先行するpreliminary study 2）のアップ
デートデータを用いて示すとともに、いわゆる「コ
ンバージョン切除」の予後上乗せ効果を明らかに
した点にある。上記の通り、近年の肝細胞癌をと
りまく全身治療の環境は劇的に変化しており、ど
のような状態のどのような患者にどの薬剤をどの

ように使用することが追加インターベンションの
意義につながるのかについては今後検討していか
ねばならない点である。しかし本研究で示される
ように、これまで根治的治療をあきらめざるを得
なかったような進行肝癌症例の中にも、長期生存
ないし治癒を目指せるケースが少なからず存在す
ること、そうした臨床アプローチが可能となって
きたということは肝細胞癌診療における光明であ
ると言える。
　以上、本研究において切除困難進行肝癌に対す
るレンバチニブ治療後の根治的切除介入は予後改
善に寄与する可能性が示された。他の薬剤の同様
の検討や今後の多施設データでの検討とともに、
進行肝癌に対する時代に即した治療アルゴリズム
の早期確立が望まれる。

【文献】
1. Kudo M, Finn RS, Qin S, et al.: Lenvatinib 

versus sorafenib in first-line treatment of 
patients with unresectable hepatocellular 
carcinoma: a randomised phase 3 non-infe-
riority trial. Lancet 391 : 1163-1173 , 2018

2 . Shindoh J, Kawamura K, Kobayashi Y, et 
al.: Prognostic impact of surgical interven-
tion after lenvatinib treatment for advanced 
hepatocellular carcinoma. Ann Surg Oncol 
28 : 7663-7672 , 2021
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【要約】
　特発性正常圧水頭症（idiopathic normal pres-
sure hydrocephalus: 以下iNPH）における易怒性
の出現率を調査し、髄液シャント手術の効果を検
証した。また易怒性を呈するiNPH患者は、正常
者と比較して脳梁が伸展されていることが確認さ
れ、脳室拡大に伴う脳梁の進展が易怒性発生に関
与している可能性が示唆された。

【目的】
　超高齢化社会が急速に進行している本邦におい
ては、高齢者の医療や介護が重要な社会的課題
である。iNPHは歩行障害、認知症、排尿障害を
3徴候とする疾患であり、脳室拡大を認めるが髄
液圧は正常であり、髄液シャント術により症状が
改善する疾患としてHakimとAdamsが1965年に
初めて報告した1,2）。本邦ではiNPHガイドライ 
ン３）が作成されるなど、この領域では世界を牽
引している。iNPHの3徴である歩行障害、認知症、
尿失禁に関する検討は多くの報告がある４−6）。 
認知症は中核症状である記銘力障害の他に周辺症
状があり、易怒性は周辺症状の一つとしてアルツ
ハイマー病などではよく検討されている。一方で
iNPH患者において精神症状全般に関する報告は
散見されるが7,8）、易怒性に焦点を当てた検討は、
筆者らが渉猟し得た限りでは認めなかった。そこ
で今回はiNPH患者に於ける易怒性の発現頻度、
シャント手術後の改善度に関して検討を加えた。

【方法】
　当施設に於けるiNPH患者の内、易怒性を呈
する症例を抽出し、タップテスト（髄液排除試
験）前後、および髄液シャント手術症例に関し
ては術前後の易怒性の変化を評価した。易怒性

の評価はNPI-Q（Neuropsychiatry Inventory 
Questionnaire）を用いて実施した。また水頭症
により脳梁が物理的に伸展されていることが易怒
性の発生に関与している可能性があるため、脳梁
長 / 脳梁高＝脳梁伸展率と定義し、この伸展率
の術前後での変化を計測した。

【結果】
　2020年1月～ 2021年10月までに当院でタップ
テストを実施したprobable iNPHの症例372例
中、易怒性を呈した症例は16例（4.3%）であり、
髄液シャント手術を実施した症例は11例であっ
た（図1）。この11例中でNPI-Qでの評価で術後
に易怒性の改善が得られた症例は10例であった。
易怒性が改善した症例の脳梁伸展率は、術前後で
平均23 .7%低下したのに対して、改善しなかっ
た症例は0.39%のみの低下であった（表1）。

【考察】
　Limbic Systemと前頭前野との間では相互に抑
制する作用が働いており、入ってきた感覚情報が
自身にとって有益か有害かを瞬時に判断し、有害
と判断すると不安や苛立ちを感じるとされてい
る。易怒性の発現機序は不明な点が多いが、この
Limbic Systemに障害を生じると、情動のコント
ロールが困難となり、全ての対象に苛立つ様にな
り易怒性が発現すると言われている。
　服部らは、iNPHとアルツハイマー病（以下
AD）の脳弓の体積・長さ・平均断面積を計測し
た結果を報告している9）。これによると、iNPH
患者では脳弓の体積、平均断面積は健常者やAD
患者よりも有意に小さく、逆に脳弓の長さは長か
った。AD患者では脳弓の長さは変わらないが、 
体積と平均断面積が健常人よりも低下していた。
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このことからiNPHでは脳弓が機械的に伸展され
た結果、脳弓の微小構造が変化したと結論づけて
いる。一方ADでは海馬の委縮に伴い、海馬から
の投射線維を多く含む脳弓の神経線維にも変性が
生じて委縮を来すと結論づけている。
　SzczepekらはiNPH患者の脳梁に有意な変化が
生じていることを指摘している10）。
　彼らの説を元に考えると、iNPH患者では脳室

拡大によって脳梁および脳弓が機械的伸展を受け
ることが主体であるため、シャント手術により脳
室拡大が改善されると脳梁や脳弓の伸展も改善さ
れて易怒性を含む認知機能が改善すると考えられ
る。
　今回の研究では、iNPH患者に対する髄液シャ
ント手術は易怒性の改善に有効であることが確認
できた。また易怒性が改善した症例では脳梁伸展
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図 1　NPI-Qによる易怒性重症度および介護負担度評価

表 1　脳梁伸展率　術前後の変化

No.
易怒性 伸展率 伸展率

平均値
改善有無 術前 術後 減少率

1 有 19.09 15.22 20.27

23.7

2 有 30.18 22.56 25.45
3 有 34.48 22.64 34.34
4 有 33.02 26.79 18.87
5 有 29.51 25.74 12.78
6 有 24.29 18.1 25.48
7 有 21.81 14.82 32.05
8 有 38.22 29.62 22.5
9 有 29.23 21.72 25.69
10 有 20.01 16.17 19.19
11 無 20.31 20.22 0.39 0.39



率が術後に有意に低下しており、髄液シャント手
術により脳梁の物理的伸展が解除されることが、
易怒性の改善に関与していることが示唆された。
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【要約】
　GH産生下垂体腺腫を組織型別: Densely gran-
ulated type（DG）85例とSparsely granulated 
type（SG）30例にソマトスタチン受容体（SSTR）
の発現を免疫組織化学的に検索した。SSTR 2A
の発現はSGがDGよりも低く、従来の所見: SG
には第一世代ソマトスタチンアナログ（SSA）薬
物治療抵抗例が多い、ことと一致した。これに対
して、SSTR5の発現はSGがDGよりも僅かに高
く、SGはDGよりも第二世代SSA治療有効例が
多い可能性が示唆された。

【目的】
　成長ホルモン（GH）産生下垂体腺腫に対する
治療の第一選択肢は外科手術であるが、術後非治
癒例や手術困難例などに対しては薬物治療が行わ
れ、その第一選択肢となるのがソマトスタチンア
ナログ（SSA）である。GH産生腺腫の多くが発
現しているソマトスタチン受容体（SSTR）2に親
和性の強い第一世代SSA（オクトレオチド、ラン
レオチド）がもっとも多く使用されているが、近
年これに加えてSSTR5にも親和性を持つ第二世
代SSA（パシレオチド）が登場した。薬物治療の
選択は従来try and errorで行われてきたが、近年
薬物治療の選択基準がいくつか提唱されている1）。
今回、組織型とSSTR発現の相関を検討した。

【対象と方法】
　対象は先端巨大症で発症したGH産生下垂体腺
腫115例。HE所見、サイトケラチン（CAM5.2）
とGHの 免 疫 組 織 化 学 所 見 か ら、 典 型 的 な
Densely-granulated type（DG: 主に好酸性腺腫、
CAM5.2が細胞質内cap状陽性、GHびまん性
強陽性）とSparsely-granulated type（SG: 主に
嫌色素性腺腫、CAM5.2が細胞質内dot状陽性、
GH散在性に弱陽性）の二型に分け、これらの中
間型は除外し検討した。125例に対してSSTR2A

とSSTR5の免疫組織化学を行い、細胞膜が強陽
性（3+）から陰性（-）までの４段階で評価した。

【結果】
　DG 85例とSG 30例のSSTR2AとSSTR5の免
疫組織化学所見一覧を呈示する（表1）。４段階評
価の平均値はDGのSSTR2A は2.48、SSTR5は
1 . 91であり、SGのSSTR2Aは2 . 20、SSTR5は
2.03であった。DG, SGともにSSTR2AはSSTR5
よりも強く発現していたが、SSTR2A発現はDG
がSGより強く、一方でSSTR5の発現はDGより
もSGにやや強く認められた（有意差なし）。

【考察】
　GH産生腺腫は単一ではなく複数の組織型より
なるが、プロラクチン産生との混合型腺腫などを
除くと、細胞質内の分泌顆粒の数により大きく二
型に分類される: DGとSG。両者は臨床像だけで
なく、内分泌所見（GH産生能）、画像所見、薬
物治療反応性などが異なる。DGとSGの組織診
断は本来、電子顕微鏡所見に基づいて行うべきで
あるが、SGに特徴的な細胞質内構造物: 線維性球
状構造物（Fibrous body）が免疫組織化学的にサ
イトケラチン陽性なことを利用して診断されるこ
とが多い。今回はサイトケラチン（CAM5.2）の
免疫組織化学だけでなく、細胞質のHE染色性と
GH免疫組織化学所見を交えて典型例に分けて検
討した。
　臨床的にDGはSGに比して頻度が多く、通常
はGH産性能が高い、薬物治療（第一世代SSAや
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表 1
DG（n＝85） SG（n＝30）

SSTR2A 58/13/11/3
（2.48）

17/5/5/3
（2.20）

SSTR5 23/40/13/9
（1.91）

12/9/7/2
（2.03）
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ドパミンアゴニスト）効果が高い。一方、SGは
若年者・女性にやや多い、大型や浸潤性腫瘍であ
ることが多い、GH産性能はやや低いが腫瘍増殖
能はやや高い、薬物治療抵抗例が多いなどの特徴
があり、このためWHO組織型分類（2017年）で
もSGは臨床的にaggressiveな一組織型とされて
いる。先端巨大症の中で若年者、SG、大型腫瘍、
GH・IGF-1高値例、増殖能亢進腺腫は高リスク
症例と報告されている2）。
　先端巨大症は高血圧、糖尿病による心脳血管
障害や悪性腫瘍などの全身合併症によりQOL低
下と生命予後短縮をきたす疾患である。従来は
先端巨大症患者の標準化死亡比（SMR）は正常
者の2-3倍と報告されてきたが、近年は薬物治
療、主に第一世代SSAの普及による内分泌治療
成績（GHおよびIGF-1値の正常値化）の向上に
よりSMRも著明に改善している。第一世代SSA
抵抗因子は若年者、SG、SSTR2低発現、AIP 変
異例などであり３）、上記の高リスク症例と重なる。
最近では薬剤選択にあたり、組織型だけでなく
SSTRの発現を免疫組織化学的に直接検索するこ
とが推奨されている1）。SSTR発現と薬剤効果が
正相関する訳ではないが発現陰性例では効果は期
待できない。当院でもこれまでSSTR2Aの免疫
組織化学を行い、術後の薬物治療の選択に用いて
きた。
　SGには難治例や薬剤抵抗例が多いと報告され
てきたが、第二世代SSA有効例が多いとの報告

が散見される。しかしこれまで組織型別にSSTR
発現を検索した報告はみられなかった。今回の検
討ではSSTR2Aの発現はDGがSGよりも高く、
従来の所見と一致した。これに対して、SSTR5
の発現はSGがDGよりも僅かに高かったが、両
組織型ともSSTR2AはSSTR5よりも高く発現し
ていた。これらの結果からは、一部のSGに第二
世代SSAは有効であり、その有効率はDGよりも
やや高い可能性が示唆された。

【結語】
　GH産生腺腫に対する薬物治療の選択は、各症
例のSSTR発現などに基づいた個別化治療（テー
ラーメード治療）が今後推奨される1,３）。薬剤抵
抗性の多いSGに対してもSSTR2AやSSTR5の
発現を検索し適切な薬物治療の可能性を検討して
いく必要がある。
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【要約】
目的: 2020年6月に世界肺癌学会より肺腺癌に

おける 病 理 学 的 新grading systemが 提 言 さ
れ、WHO胸部腫瘍組織分類第5版に導入さ
れ た。同 提 言 で は、grade 1はlepidic優 位 で
high-grade patterns（micropapillary, solid, 
complex glandular patterns）が20%未満の症例、
grade 2はacinarとpapillary優 位でhigh-grade 
patternsが20%未満の症例、grade 3ではhigh-
grade patternsが20%以上の症例と定義した。
今回、当院の症例を用いて肺腺癌の病理学的新
grading systemの検証を行った。

方法: 虎の門病院にて2011年に病理病期I期の肺
浸潤性非粘液腺癌に対して、根治的外科手術が
行われた56例を対象とした。上記の新grading 
systemに加えて、リンパ管・静脈侵襲、胸膜
浸潤、腫瘍径、浸潤径、tumor spread through 
air spaces（STAS）の有無の評価を行った。
無再発生存期間、全生存期間の解析は、生存曲
線をKaplan-Meier法により算出し、生存曲線
の比較はLog Rank検定で行った。多変量解析
はCox回帰分析を用いて、いずれもp ＝0.05以
下を有意とした。

結果: 新grading systemでgrade 1と診断した症
例は16例（28 .6%）、grade 2は35例（62 .5%）、
grade 3は5例（8.9%）であった。単変量解析
では、gradeが上昇するほど統計学的に有意に
無再発生存期間、全生存期間が短縮した（それ
ぞれp ＝0.03 , p ＝0 .04）。多変量解析では、無
再発生存期間、全生存期間は有意差はなく（そ
れぞれp ＝0.38 , p ＝0 .74）、核異型のみが有意
な予後因子であった。

結論: Ⅰ期の肺腺癌で8.9%の症例が世界肺癌学

会より提唱された新grading systemでgrade 
3に該当した。新grading systemは旧grading 
systemと比較して、無再発生存期間、全生存
期間、いずれも単変量解析では有意差を伴って
予後予測に有用であったが、多変量解析では有
意差を示せなかった。

【目的】
　2011年に International Association for the 
Study of Lung Cancer（世界肺癌学会）/Ameri-
can Thoracic Society/European Respiratory 
Societyがmultidisciplinary lung adenocarcinoma 
classification 1）を発表して以降、肺腺癌の病理
学的形態が予後と関連することが判明してきた。
つまり、lepidic優位である症例が最も予後が良
好であり、acinarとpapillary優位が次に良好で、
micropapillaryとsolid優位が最も予後不良であ 
る３,４）。さらに、優位な組織型でなく、5%以上 
のmicropapillaryとsolidが存在することのみで、 
リンパ節転移や術後再発が多いことが示され 
た5）。以上の様に肺腺癌の病理学的形態の重要性
の知見が集積される中、2020年6月に世界肺癌学
会より肺腺癌における病理学的grading system
が提唱された6）。同提言では、grade 1はlepidic
優位で high-grade patterns（micropapillary, 
solid, complex glandular patterns）が20%未
満 の 症 例、grade 2はacinarとpapillary優 位 で
high-grade patternsが20%未満の症例、grade 3
では high-grade patternsが20%以上の症例と定
義した。無再発生存期間の検討で、grade 1 , 2 , 3
の順で有意差を持って良好であった。この新たな
病理学的grading systemは2021年に出版された
WHO胸部腫瘍組織分類第5版7）に導入され、標
準的な評価方法となった。そこで、今回当院の症

─ 112 ─

世界肺癌学会より提唱された肺腺癌における
新たな病理学的評価法の検証

宇留賀 公紀、藤井　丈士、髙澤　豊

（9）病理



例を用いて肺腺癌のgrading systemの検証を行
いたい。

【方法】
　本研究について虎の門病院 研究倫理審査委員
会で承認を得た。虎の門病院で2011年にⅠ期浸
潤性非粘液腺癌に対して、肺葉切除を行った56
例を対象とした。浸潤性粘液腺癌、fetal、colloid 
adenocarcinomaなど稀な組織型については除外
した。腫瘍の最大径、浸潤径、WHO第4版に基
づく肺腺癌の亜型（lepidic, acinar, papillary, mi-
cropapillary, solid）ならびにhigh-grade patterns

（micropapillaryとsolid、complex glandular pat-
terns）の5%ごとの評価し、新旧の評価方法（表
1）に基づくgradingを行った。併せて、リンパ
管・血管侵襲、胸膜浸潤、壊死、tumor spread 
through air spaces（STAS）などの病理背景、
および臨床背景について検討した。統計解析は、 
SPSS statistical software（version 18 . 0 , SPSS 
Inc, Chicago, IL）を用いた。無増悪生存期間、全
生存期間については生存曲線をKaplan-Meier法
より算出し、比較はLog Rank検定、Cox回帰分
析にて行った。

【結果】
　56例の症例背景を表2に示した。男性 35例

（62 .5%）、女性 21例（37 .5%）、年齢が65歳以上
は36例（64 .3%）、病理病期IA期 41例（73 .2%）、
IB期 15例（26 .8%）であった。胸膜浸潤は8例

（14 .3%）、リンパ管侵襲は25例（44 .6%）、静脈

侵襲は21例（37.5%）に認め、STASは29例（51.8%）
に見られた。旧grading systemに基づく評価で
は、grade 1は16例（28 . 6%）、grade 2は35例

（62 .5%）、grade 3は5例（8.9%）であった。一
方で新grading systemに基づく評価では、grade 
1は16例（28 . 6%）、grade 2は27例（48 . 2%）、
grade 3は13例（23 .2%）であった。無再発生存
期間の単変量解析では、旧grading systemでは
gradeと無再発生存期間は有意差は認めなかった
が（p ＝0.09）、新grading systemではgradeが
上がるほど有意に無再発生存期間が短縮していた

（p ＝0.03）（図1）。多変量解析では、新・旧と
もにgrading systemは有意差がなく、核異型の
みが有意な因子であった（表3）。全生存期間でも、
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Grade 1

Lepidic優位

Lepidic優位

かつ

20%未満の

high—grade patterns

Grade 2

Acinar＋

Papillary優位

Acinar＋Papillary

優位かつ

20%未満の

high—grade patterns

Grade 3

Micropapillary＋

Solid優位

20%以上の

high—grade patterns

旧Grading
system

新Grading
system

表 1　新旧Grading systemの比較

表 2　症例背景 （n=56）

背景因子
性別（男性/女性） 35/21
年齢（65歳以上/未満） 36/20
病理病期（IA/IB） 41/15
核grade（1/2/3） 14/39/3
壊死あり 8
胸膜浸潤あり 11
リンパ管侵襲あり 25
静脈侵襲あり 21
STAS*あり 29

*STAS: Tumor Spread through Air Spaces 



旧grading systemは有意差は認めなかったが（p
＝0.38）、新grading systemではgradeが上がる
ほど有意に短縮していた（p ＝0.04）（図2）。多
変量解析では、新・旧ともにgrading systemは
有意差がなく、核異型のみが有意な因子であった

（表4）。
【考察】
　今回、当院における浸潤性非粘液性腺癌の症例
を対象に、2020年6月に世界肺癌学会より発表さ
れた病理学的新grading system6）について検討

した。新grading systemは旧grading systemと
比較して、無再発生存期間、全生存期間、いずれ
も単変量解析では有意差を伴って予後予測に有用
であったが、多変量解析では有意差を示せなかっ
た。
　世界肺癌学会より新grading systemを発表し
た論文6）内においては、New York University 
Langone Healthの284例のI期をtraining cohort、
Massachusetts General Hospitalの212例 の Ⅰ 期
をvalidation cohortと し て、 新grading分 類 を
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(月)

p = 0.09 p = 0.03

(B) 新Grading(A) 旧Grading

旧Grade 1

旧Grade 2

旧Grade 3

新Grade 1

新Grade 2

新Grade 3

(月)

図 1　無再発生存期間の解析

表 3　無再発生存期間と背景因子の検討

背景因子 単変量解析 （p 値） 多変量解析 （p 値）
性別（男性/女性） 0.21
年齢（65歳以上/未満） 0.51
病理病期（IA/IB） 0.14 0.45
核異型（1/2/3） 0.00 0.02
壊死 0.04 0.61
胸膜浸潤 0.00 0.19
リンパ管侵襲 0.04 0.67
静脈侵襲 0.01 0.83
STAS 0.22
新Grading system 0.03 0.38



策定した。最終的には、Brigham and Women’s 
Hospital/St.Vincent’s HospitalのⅠ～Ⅲ期の300
例の浸潤性肺腺癌をtest cohortとしてvalidation
試験が行われており、新grading systemは旧
grading systemより無再発生存期間を正確に予
測することが可能であったが（p <0 .0001 vs p
＝0 .00013）、全生存期間では差が見られなかっ
た（p ＝0.00011 vs p  <0 .001） と 報 告 さ れ て
いる。また、Kagimotoら8）は、外科切除を行
った1,059例の自施設の肺腺癌症例を検討し、

新grading systemでgrade 1 382例（36 . 1%）、
490例（46 .3%）、187例（17 .7%） で あ り、 旧
grade 2の95例（16 .2%）が新grade 3と評価さ
れた。また、新grading systemは無再発生存期
間、全生存期間と有意に相関しており（ともに
p <0 .001）、新grade 3の再発生存期間は、新・
旧いずれのgrade 2より有意に短かったとしてい
る。
　一方で新grading systemの問題点もいくつか
指摘されている。最も重要な点は、high-grade 
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p = 0.38

(月)

p = 0.04

(月)

(B) 新Grading(A) 旧Grading

旧Grade 1

旧Grade 2

旧Grade 3

新Grade 1

新Grade 2

新Grade 3

図 2　全生存生存期間の解析

表 4　無再発生存期間と背景因子の検討

背景因子 単変量解析 （p 値） 多変量解析 （p 値）
性別（男性/女性） 0.07 0.79
年齢（65歳以上/未満） 0.04 0.28
病理病期（IA/IB） 0.73
核異型（1/2/3） 0.01 0.00
壊死 0.00 0.62
胸膜浸潤 0.78
リンパ管侵襲 0.00 0.90
静脈侵襲 0.00 0.66
STAS 0.91
新Grading system 0.04 0.74



patternsの中でcomplex glandular patternsの定義
があいまいな事がある。また、病理学的なgrading
を腫瘍面積で行うか、細胞数で行うかも決められ
ていない。最後に、世界肺癌学会より新grading 
systemを発表した研究の予後因子にリンパ管侵
襲が含まれていない、浸潤性粘液腺癌（invasive 
mucinous adenocarcinoma）でvalidationされてい
ないことがある。
　今回の検討で、浸潤性非粘液腺癌に対する世界
肺癌学会より発表された新grading systemの有
用性が示されたが、診断上の問題点も見られた。
今後、より多くの症例で検討していくことが重要
であると考えられる。
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【要約】
　今回、ER陽性乳癌患者の手術検体について、
免疫組織化学的解析を行った。retinoic acid-
inducible gene I（RIG-I）陽性のとき、無病生
存率は有意に低下した。また、RIG-Iの反応性と
estrogen-respive finger protein（Efp）/TRIM25 
の反応性との間に正の相関関係が見られた。
RIG-IとEfpが共に陽性の時、無病生存率は有意
に低下した。両者の反応性の評価を組み合わせる
ことによってより正確に患者の予後を予測できる
可能性がある。

【目的】
　我々はこれまでに、エストロゲン誘導性遺伝子
としてEfpを同定し、Efpの免疫反応性が陽性の
とき、乳癌患者の予後不良因子となることを明ら
かにした1）。また、EfpはRIG-Iを活性化するこ
とにより、自然免疫にも関与することを明らかに
し た2−４）。RIG-Iはcytosolic pattern recognition 
receptorの一種で5）、乳癌では細胞株を用いた解
析をもとに腫瘍促進因子であるという報告および
腫瘍抑制因子であるという報告があるものの6−9）、 
臨床データや患者サンプルを用いた解析はまだ報
告されていない。今回、ER陽性乳癌患者サンプ
ルを免疫組織化学的に評価し、RIG-Iの反応性と
予後の関係について評価するとともにEfpの反応
性との関係を検討することにした。

【方法】
　2006年から2017年に当院で先行して手術を受
けた乳癌患者145名からER陽性の症例を臨床デ
ータと共に抽出した。臨床転帰を無病生存率で評

価した。無病生存率は、手術日から最初の遠隔再
発または最終フォローアップまでの期間と定義し
た。平均追跡期間は86 .6カ月（7-154カ月）で
あった。免疫染色には自作した抗体を用い、用手
的に染色した。RIG-IとEfpの発現は、腫瘍細胞
の細胞質の染色性を0 ～ 3（0: 陰性、1: 弱陽性、
2: 中等度陽性、3: 強陽性）と点数化して評価し、
3以上の場合を「陽性」と定義した。統計解析は、
EZR（自治医科大学さいたま医療センター、日本、
version 1 . 35）を用いて実施した。カイ2乗検定
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図 1　 ER陽性乳癌患者の無病生存率をRIG-I免疫
反応別に分けたKaplan-Meier曲線。薄い線
はRIG-I免疫反応陽性例（n＝46）、濃い線は
RIG-I免疫反応陰性例（n＝99）を表す。2
つの曲線の差は、log-rank検定により統計的
に有意であった（P = 0 .032）。



を用いて、標的タンパク質の反応性と臨床病理学
的パラメータとの関係を評価した。無病生存曲線
はKaplan-Meier法により作成し、log-rank検定
により統計的有意差を算出した。単変量および多
変量解析はCox比例ハザードモデルで行った。単

変量解析で統計的に有意なパラメータは、多変量
解析でさらに評価した。

【結果】
　RIG-Iの反応性と臨床病理学的パラメータとの
間に有意な関係は見られなかった。RIG-Iが陽性

─ 118 ─

表 2　 Relationship between the Efp status and clinicopathological parameters in ER-positive breast 
cancer patients

Efp status
P-value

Negative（n = 90） Positive（n = 55）

Age
≧ 50 years old 75 44

0.612
< 50 years old 15 11

Tumor size
≧ 20 mm 65 32

0.081
< 20 mm 25 23

Lymph node status
Negative 54 28

0.284
Positive 36 27

PgR status
Negative 29 16

0.693
Positive 61 39

HER2 status
Negative 79 48

0.929
Positive 11 7

RIG-I Status
Negative 71 28

0.0004
Positive 19 27

Nuclear Grade
1, 2 76 42

0.225
3 14 13

Abbreviations: Efp = estrogen-responsive finger protein; PgR = progesterone receptor; HER2 = human 
epidermal growth factor receptor 2 ; RIG-I = retinoic acid-inducible gene I

表 1　 Univariate and multivariate analyses of disease-free survival with clinicopathological 
parameters in ER-positive breast cancer patients 

Variables
Univariate Multivariate

P-value Hazard ratio 95％ CI P-value
Age（≧ 50 vs < 50 years old） 0.539

Tumor size（≧ 20 vs < 20 mm） 0.008 2.354 1.154-4.803 0.019
Lymph node status（+/-） 0.019 2.155 1.027-4.523 0.042

PgR Status（+/-） 0.377
HER2 Status（+/-） 0.816
RIG-I Status（+/-） 0.037 2.139 1.025-4.460 0.043

Nuclear grade（3 / 2 ,1） 0.574
Abbreviations: CI = confidence interval; PgR = progesterone receptor; HER2 = human epidermal 
growth factor receptor 2 ; RIG-I = retinoic acid-inducible gene I



のとき、無病生存率は有意に低下した（P=0 .032）
（図1）。Cox 比例ハザードモデルを用いた単変量
および多変量解析により、RIG-I陽性は、腫瘍径
やリンパ節転移などの既知の予後因子とともに、
無病生存率の独立した予後不良因子であることが
示された（P=0 .043）（表1）。Efpの反応性と臨
床病理学的パラメータとの間には有意な関連性は
認められなかったが、RIG-Iの反応性との間には
強い正の相関が認められた（P=0 .0004）（表2）。
Cox比例ハザードモデルを用いた無病生存率の単
変量解析では、腫瘍の大きさやリンパ節転移など
の既知の予後因子に加えて、Efp陽性も無病生存
率の有意な予後不良因子であることが示された

（P=0 .044）。Kaplan-Meier解析により、RIG-Iと
Efpが共に陽性の群と他の3群との比較を行った。
いずれも陽性である患者は、無病生存率が有意に
悪化した（P=0 .005）（図2）。Cox比例ハザード
モデルで評価すると、RIG-IとEfpが共に陽性の
時、腫瘍径とともに無病生存率の独立した予後因
子（P=0 .038）であった。

【考察】
　今回、ER陽性乳癌患者の臨床サンプルを分析
することにより、RIG-Iが予後不良を予測するバ
イオマーカーとなりうることを示した。RIG-Iと
Efpの2つのタンパク質の反応性には正の相関が
あり、RIG-IとEfpの免疫活性を組み合わせて評
価することで患者の予後を予測でき、ER陽性乳
癌患者の個別化治療に有用である可能性が示唆さ
れた。
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図 2　 ER陽 性乳がん患 者の無 病生 存率をEfpと
RIG-Iの免疫活性で分けたKaplan-Meier曲線。
薄い線はEfpとRIG-Iの両免疫活性が陽性で
あった症例（n＝27）、濃い線はその他の症
例（n＝118）である。2つの曲線の差はlog-
rank検定により統計的に有意であった（P = 
0.005）。
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【要約】
　CD4+ T細胞は外来抗原に対する獲得免疫応答
における司令塔としての役割を果たすリンパ球で
あるが、申請者はこの細胞中に、自己抗原認識依
存的に産生され病原体感染時には自然免疫機能
を発揮しうる新規「Memory-phenotype（MP）細
胞」を同定した。本研究ではこれに基き、MP細
胞の質的特異性や感染防御機能、さらには自己免
疫疾患惹起能を解明することを目的とした。研
究の結果、MP細胞は抗原特異的メモリー T細胞
とは表現型が異なり、前者細胞は定常状態下に
おいてTh1様の遺伝子発現プロファイルを有す
る「MP1」分画を多く含むことが分かった。こ
のMP1分画はIL-12によって恒常的に分化誘導
され、上述のMP細胞の自然免疫機能の主軸を担
うことも明らかになった。さらに、MP1細胞は
自己免疫・炎症性疾患を惹起する潜在性を有する
ことも確認された。今後、MP細胞の産生・維持・
分化・活性化機構や免疫学的機能の全容を解明す
ることにより、新興・再興感染症や自己免疫・炎
症性疾患の病態理解、根治的治療法の確立にもつ
ながるものと期待される。

【背景・目的】
　CD4+ T細胞は、外来抗原特異的獲得免疫応答
に必須のリンパ球である。これに対し申請者は、
同細胞中に、自己抗原特異的に産生され恒常的
に準活性化状態を呈する新規細胞集団「Memory-
phenotype（MP）細胞」を同定した1）。本細胞
は、獲得免疫の中枢を担うはずのT細胞にあって
自然免疫機能を有するという極めて特異な性質を
保持し、現在注目を集めている2−４）。
　MP細胞は、抗原認識非依存性かつサイトカイ
ン反応性にエフェクターサイトカインを産生しう
ることから、本来は自然リンパ球（ILC）と類似
の機序で自然免疫的感染防御に寄与するものと考

えられる。一方、同細胞はILCとは異なり自己抗
原特異性を有することから、病原体感染時などの
炎症性サイトカイン亢進環境下においては本細胞
が自己組織に過剰反応し、自己免疫・炎症性疾患
を惹起する可能性が類推される5）。
　そこで本研究では、MP細胞の質的特異性や分
化・活性化機構を解明し、さらには同細胞による
感染防御機能や自己免疫・炎症性疾患発症機構を
究明することを目的とした。

【方法】
　MP細胞の質的特異性や分化機構を解明するた
めに、野生型（WT）や各種遺伝子欠損（KO）
マウスを用いたSingle cell RNAseq（scRNAseq）
ならびにフローサイトメトリー解析を行った。ま
た、同細胞の感染防御機能を明らかにする目的で、
マウスをToxoplasma gondii 感染に供し生存解析
等を施行した。さらに、MP細胞による自己免疫・
炎症性疾患発症機構を究明するために、MP細胞
をRag2  KOマウスに移入したうえで各種フロー
サイトメトリー解析や組織学的解析（HEや免疫
組織化学染色など）を施行した。

【結果】
1. MP細胞の特異的マーカー
　上述の様に、MP細胞は自己抗原認識依存的に
産生され、病原体感染時には自然免疫機能を発揮
する。このことから同細胞は、外来抗原特異的に
活性化し獲得免疫を担う抗原特異的メモリー T
細胞とは本質的に異なる存在であるものと考えら
れる2−４）。しかし、両者を鑑別するマーカーはこ
れまで同定されていなかった。
　 そ こ で 我 々 は ま ず、scRNAseq解 析 に よ
り、MP細胞とリンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス

（LCMV）特異的メモリー T細胞の遺伝子発現プ
ロファイルを比較したところ、両プロファイルが
本質的に異なることが判明した（図1）。さらに、
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両者を区別するマーカーの候補として、細胞表面
蛋白質X、Y、細胞内蛋白質Zをコードする遺伝
子が同定された。そこで、両細胞におけるこれら
の蛋白発現を比較したところ、ほぼ全ての抗原特
異的メモリー T細胞がX+ Y+ Zhiの表現型を有す
るのに対し、MP細胞はX- Y+、X+ Y+、X+ Y-、
X- Y-（全てZlo）の4細胞集団に分類されること
が分かった。すなわち、MP細胞の鑑別マーカー
としてX, Y, Zが同定された。
　現在は、上記の知見をもとに、MP細胞に含ま
れる4分画の意義の解明、TCR repertoireの解析、
ヒトMP細胞の同定等を施行中である。
2. MP細胞サブセットの分化・活性化機構
　我々は、MP細胞の不均質性（Heterogeneity）
を解析する目的で、T-bet/RORγt/Foxp3レポー

ターマウス由来のMP細胞のscRNAseqならびに
フローサイトメトリー解析を行ったところ、定常
状態下においてMP細胞がT-bet+ MP1 , RORγt+ 
MP17 , T-bet- RORγt- MP0等の多彩なサブセッ
トから構成されることが明らかになった（図2a, 
b）。特にMP1細胞はT-bethi CXCR3+の極めて
高度な分化状態を呈しており、そうした分画が
MP細胞のうち約半数を占めることが分かった

（図3a）。
　そこで我々は、MP1分画の恒常的分化機構を
解析した。その結果、定常状態下においてMP1
分化は1型樹状細胞（DC1）由来のIL-12に依存
して起こることが示された（図3a）。この恒常的
IL-12はDC1においてMyD88およびCD40シグ
ナル依存的に産生され、さらに、一切の外来抗原・
アゴニストを欠損するAntigen-freeマウスにお
いても等しく生成されることが証明された（図
3b, c, d）。これらの事実より、IL-12の恒常的産
生ひいてはMP1分化は自己認識により惹起・増
幅されるものと考えられた。
　さらに、MP1細胞のエフェクター機能を詳細
に解析したところ、トキソプラズマ感染時、同細
胞はTCRシグナル非存在下においてもIL-12/18
に反応してIFN-γを産生することが明らかにな
った。さらに、免疫不全マウスにMP1細胞を移
入したうえで同マウスをT. gondii 感染に供し、
さらに抗原認識を抗体投与によりブロックしたう
えで生存解析を施行したところ、同細胞移入は生
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図 1　 MP細胞と抗原特異的メモリー細胞の遺伝子
発現プロファイル

　　　 MP細胞とLCMV特異的メモリー CD4+ T細
胞をscRNAseq、UMAP解析にて比較した。

図 2　MP細胞のHeterogeneity
　　　（a）MP細胞をscRNAseq, tSNE解析に供した。
　　　（b） T-bet/RORγt/Foxp3レポーターマウス由来のMP細胞におけるT-bet, 

RORγtの発現。



存期間を有意に延長することが分かった。以上よ
り、MP1サブセットは自然免疫的感染防御機能
を有することが証明された。
　現在、MP細胞に含まれる他のサブセットであ
るMP0やMP17に関しても同様に、その分化・
活性化機構を解析中である。
3. 自己免疫・炎症性疾患におけるMP細胞の機能
　Rag2  KOマウスにナイーブCD4+ T細胞を移
入すると、激烈な腸炎を発症する３）。そこで我々
は、MP1細胞をRag2  KOマウスに移入したとこ
ろ、腸炎は軽快した一方、数週間の経過を経て全
身性の炎症（大腸炎、間質性肺炎、胆管炎、胃炎、
腎炎、卵巣炎など）が惹起されることが明らかに
なった。同炎症はTh1優位であり、また制御性
T細胞の共移入によって抑制されることも分かっ
た。現在、MP細胞依存的炎症における詳細な分
子メカニズムを解析中である。

【考察】
　上記の一連の研究により、定常状態における
MP1細胞の分化機構や自然免疫的感染防御機能
が証明されつつある。このことから、MP2/17
に関しても同様にそれぞれ固有の分化機構や感染
防御機能の存在が示唆され、現在、MP細胞の分
化機構・エフェクター機能を包括的に解明するプ
ロジェクトが鋭意進行中である。今後、MP細胞
の分化機構の全容が明らかになれば、同細胞を人
為的に活性化することにより、病原体の特異性に
よらず幅広い感染症に対応する新規「免疫賦活化
治療」の創出にも資するものと期待される。
　一方で我々は、MP細胞が全身性炎症を惹起す
る潜在性を有することを示唆する所見を得た。こ
の知見は、MP細胞が自己免疫疾患の本質的病因
であるとの我々の従来からの仮説４,5）を強く支持
している。今後、MP細胞による全身性炎症惹起
メカニズムを分子レベルで明らかにし、さらに制

─ 123 ─

図 3　MP1サブセットの定常的分化機構
　　　（a） WTおよびBatf3  KOマウスのMP細胞におけるT-bet, CXCR3の発現。太枠は

MP1分画を示す。
　　　（b, c,d）WT, Myd88 KO, Cd40l  KO, Antigen-free（AF）マウスのDC1細胞における

IL-12の恒常的発現。



御性T細胞による抑制機構を解析することによ
り、T細胞の恒常性維持機構の全容解明につなが
ることが期待される。
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【要約】
　Helicobacter cinaedi は 腸 管 在 位Helicobacter
属のひとつであり、ヒトに感染を起こす腸管在位
Helicobacter 属のなかで最も報告が多い菌種であ
る。菌血症を契機に虎の門病院で診断された55
患者から得られた85株についてMIC値を測定し、
あわせて投与された抗菌薬の臨床効果について検
討した。
　主要抗菌薬のMIC50とMIC90は以下の通り
で あ っ た。 ア ン ピ シ リ ン（MIC50 : 16μg/mL, 
MIC90 : 32μg/mL）、アモキシシリン（4μg/mL, 8
μg/mL）、ピペラシリン（8μg/mL, 8μg/mL）、セ
フトリアキソン（4μg/mL, 8μg/mL）、セフェピ
ム（8μg/mL, 16μg/mL）、メロペネム（0.12μg/
mL, 0 .12μg/mL）、カナマイシン（1μg/mL, 2μg/ 
mL）、テトラサイクリン（0.12μg/mL, 0 .5μg/
mL）、レボフロキサシン（8μg/mL, >64μg/mL）。
　55患者中、全身抗菌薬投与のみで治療された
43患者について治療効果を検討した。12患者で
菌血症が再発していた。キノロン系薬が投与され
ていた症例において菌血症再発が多い傾向が見ら
れた。
　今後、データベースを蓄積している168患者か
ら得られた菌株について解析を進め、最適な抗菌
薬治療の確立を目指す。

【目的】
　Helicobacter cinaedi は 腸 管 在 位Helicobacter
属のひとつであり、ヒトに感染を起こす腸管在位
Helicobacter 属のなかで最も報告が多い菌種であ
る。H. cinaedi は、1984年に米国においてMSM

（Men who have sex with men）における直腸炎
の原因菌として初めて報告された。H. cinaedi に
よる感染症の臨床症状は、蜂窩織炎、腸炎、髄膜

炎、感染性動脈瘤、化膿性脊椎炎など多彩な報告
があるが、その多くは血液培養から本菌が検出さ
れる（菌血症）ことで認知される1）。H. cinaedi  
は注目されはじめた新興感染症の1つとして位置
づけられる細菌である。しかしながら、薬剤感受
性測定と実際の臨床効果について検討した研究は
未だなく、治療法の確立が急務である。
　本研究の目的は、血液培養から検出したH. 
cinaedi ヒト臨床分離株の薬剤感受性を測定し、
実際に投与された抗菌薬とその臨床効果との相
関を明らかにすることである。これによって、H. 
cinaedi 菌血症・感染症の治療法の確立を目指す。

【方法】
　2009年3月 か ら2018年12月 ま で に、 虎 の 門
病院本院、虎の門病院分院で血液培養からH. 
cinaedi  を検出した症例を対象とした。血液培養
システムはBACTEC 9240とBACTEC FX sys-
tem（Becton Dickinson Microbiology Systems, 
Sparks, MD, USA）を用いた。血液培養観察期間
は7日間とした。同定のgold standardはgyrB-
targeted PCR 2,３）（195 bp; forward primer: 5 ’ 
-AGGGATTCCACAAAGTGAGC-3 ’; reverse 
primer: 5 ’-TCTTGTCCTGTGCGTTCATC-3 ’）
とした。
　研究期間中診断された168患者から得られた
253菌株（菌血症の再燃があるため、同一患者か
ら複数菌株が得られることがある）を解析対象と
して、検討を順次開始した。本研究は、施設内の
倫理委員会の承認を得て、愛知学院大学薬学部微
生物学講座との共同研究として行っている。
1. 薬剤感受性の測定
　薬剤感受性を測定する薬剤として、ペニシリン
系（アンピシリン、アモキシシリン、カルベニシ
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リン、ピペラシリン、ピペラシリン・タゾバクタ
ム）、セフェム系（セフトリアキソン、セフェピ
ム）、カルバペネム系（イミペネム、メロペネム）、
アミノグリコシド系（ゲンタマイシン、カナマイ
シン）、テトラサイクリン系（テトラサイクリン）、
マクロライド系（エリスロマイシン）、キノロン
系（シプロフロキサシン、レボフロキサシン、モ
キシフロキサシン）、メトロニダゾール、クロラ
ムフェニコールを選択した。
　これらの薬剤について、最小発育阻止濃度（MIC
値）を測定した。MIC値の測定は、改良レビン
タール培地を用いた微量液体希釈法にて、3日間
微好気環境で培養後に判定した。
2. 治療効果の検証
　対象患者について、過去のカルテデータから投
与された抗菌薬と臨床効果を解析し、その相関を
検討した。本菌による菌血症の再発を治療失敗と
定義し、再発あり群と再発なし群にわけて、その
治療効果を比較検討した。

【結果】
　現時点で、55患者、85株についてMIC値を測
定し、臨床効果について検討した。各抗菌薬の
MIC50とMIC90は以下の通りであった。アンピシ
リン（MIC50 : 16μg/mL, MIC90 : 32μg/mL）、ア
モキシシリン（4μg/mL, 8μg/mL）、ピペラシリン（8
μg/mL, 8μg/mL）、セフトリアキソン（4μg/mL, 
8μg/mL）、セフェピム（8μg/mL, 16μg/mL）、イ
ミペネム（0.06μg/mL, 0 .06μg/mL）、メロペネム

（0.12μg/mL, 0 .12μg/mL）、ゲンタマイシン（0.25
μg/mL, 0 .5μg/mL）、カナマイシン（1μg/mL, 2
μg/mL）、テトラサイクリン（0.12μg/mL, 0 .5μg/
mL）、エリスロマイシン（32μg/mL, 32μg/mL）、
シプロフロキサシン（32μg/mL, >64μg/mL）、レ
ボフロキサシン（8μg/mL, >64μg/mL）。
　55患者中、全身抗菌薬投与のみで治療された
43患者について治療効果を検討した。12患者

（28%）で菌血症が再発し、治療失敗と判断された。
　キノロン系薬（レボフロキサシン）のみで治
療されていた3例中2例（67%）は治療失敗とな
り、そのMIC値は8μg/mL、64μg/mL、64μg/
mLと高値であった。また、キノロン系薬と他の
βラクタム薬で治療（同時期に併用ではなく、ス

イッチして投与）した5例中においても2例（40%）
が治療失敗していた。
　ペニシリン系薬のみで治療されていた9例に
おいては2例（22%）が治療失敗しており、その
MIC値にはばらつきが見られた。

【考察】
　今回の研究は、自施設の薬剤感受性データを明
らかにし、治療効果との相関を研究する世界初の
試みである。解析途中であり、対象の症例数が少
ないため、最終結論には至らなかったが、以下の
中間解析結果を得た。
1. 薬剤感受性
　既報４）と同様に、キノロン系薬やマクロライ
ド系薬には耐性傾向が強い菌株が多かった。また、
カルバペネム系薬やアミノグリコシド系薬、テト
ラサイクリン系薬は低いMIC値を示し、ペニシ
リン系薬やセフェム系薬は中間のMIC値を示し
た。
2. 治療効果の検証
　キノロン系薬での治療は、治療失敗につながる
可能性が示唆された。βラクタム薬間での比較は
困難であった。
　次年度、本研究をさらに推進し、計168患者の
MIC値測定と治療効果の検証を行う予定である。
最適な抗菌薬選択の確立を目指す。併せて、菌株
の相同性の検証を多方面から行い、また当院での
患者の動きと照合し、市中感染や院内感染の評価
を行う。
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【要約】
　新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）感染症

（COVID-19）は時として致死性の肺組織障害を
引き起こす急性呼吸器感染症である。COVID-19
重症例の肺では大量の免疫細胞の浸潤が認めら
れ、病態の増悪に関与することが示唆されている
が詳細は不明である。SARS-CoV-2の感染部位
における炎症進展ならびに組織障害のメカニズム
を解明するためには、感染から重症化に至るまで
の感染個体の体内で起きている様々な生理学的事
象を可視化して解析する必要がある。我々はこれ
までに、2光子励起顕微鏡を用いた生体イメージ
ングシステムを開発したことで感染動物の肺を高
解像度で観察し定量化解析が可能な実験系を確立
してきた。本研究では生体イメージングシステム
を用いて、SARS-CoV-2感受性動物であるヒト
アンジオテンシン変換酵素2発現トランスジェニ
ックマウスの肺を細胞レベルで可視化して解析す
ることによりSARS-CoV-2の病原性発現メカニ
ズムの一端を明らかとした。

【目的】
　2019年末に発生した新型コロナウイルス（SARS- 
CoV-2）感染症（COVID-19）の世界的流行が続
いている。COVID-19症例の多くは、発熱、咳、
鼻汁、咽頭熱などの軽い呼吸器症状でおさまる
が、高齢者や基礎疾患を有する者などは重度のウ
イルス性肺炎を併発して重症化し、死に至ること
も少なくない。重篤なウイルス性肺炎を呈した患
者には呼吸器症状や全身症状に応じた対処療法
が行われるが、有効な治療法は確立していない。
COVID-19重症例の肺では大量の免疫細胞の浸
潤が認められ1）、病態の増悪に寄与することが示
唆されているが詳細は不明であり、COVID-19
の病態解明は喫緊の課題である。SARS-CoV-2

の感染部位における炎症進展ならびに組織障害の
メカニズムは、感染から重症化に至るまでの感染
個体の体内で起きている様々な生理学的事象を可
視化して解析することにより解明に繋がると考え
られる。我々はこれまでに、2光子励起顕微鏡を
用いた生体イメージングシステムを開発したこと
で感染動物の肺を高解像度で観察し定量化解析が
可能な実験系を確立してきた2,３）。本研究では、
SARS-CoV-2感染肺における免疫細胞の役割に
ついて、生体肺イメージングシステムを用いて解
析し、COVID-19肺炎の病態を解明することを
目指した。

【方法】
　本研究ではSARS-CoV-2に高い感受性を示す
実験動物用ハムスター（Syrian hamster）あるい
はヒトアンジオテンシン変換酵素2（hACE2）発
現トランスジェニック（Tg）マウスに蛍光レポ
ーター SARS-CoV-2を感染させ生体イメージン
グ解析に供した。蛍光レポーター SARS-CoV-2
は感染細胞において蛍光タンパク質Venusを発
現するため感染細胞を蛍光標識することが可能で
ある。蛍光Dextran、蛍光標識抗Ly-6G抗体な
らびに抗CD41抗体を経静脈的に投与して肺の血
流と免疫細胞の一種である好中球ならびに血小板
を可視化した。感染ハムスターならびにhACE2 
Tgマウスは麻酔下で管理し人工呼吸器で補助し
ながら開胸し、露出させた肺を肺吸引保定器で保
持した。感染肺の病態生理学的な変化を蛍光顕微
鏡を用いてタイムラプス像として撮影し、画像解
析ソフトを用いて定量化解析を行った。

【結果】
　 蛍 光 レ ポ ー タ ー SARS-CoV-2に 感 染 し た
hACE2 Tgマウスの肺を観察すると、Venus陽
性のⅠ型肺胞上皮細胞とⅡ型肺胞上皮細胞が観察
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され、これらの肺胞上皮細胞種がSARS-CoV-2
に感染することが示された（図1矢印）。一方で、
蛍光レポーター SARS-CoV-2に感染したハムス
ターの肺では顕微鏡観察視野においては感染細胞
ならびに特徴的な病変は観察されなかった。ハ
ムスターではhACE2 Tgマウスと比べて病態の
進行が緩やかであるため、顕微鏡での観察が可
能な肺胞領域までSARS-CoV-2感染が広がらな
かったためと考えられる。以降の病態学的な解
析はhACE2 Tgマウスを用いて実施した。蛍光
標識DextranをhACE2 Tgマウスの血管内に投
与すると血流が可視化され、Dextranの分子量を
選択することで血管の透過性を評価することが
可能である３）。血中アルブミン（66k Da）とほ
ぼ同程度の分子量の蛍光標識Dextran（70k Da）
を投与すると、蛍光レポーター SARS-CoV-2

に感染したhACE2 Tgマウスの肺ではDextran
の肺胞腔への漏出が認められた（図2*印）。一
方、非感染マウスでは肺毛細血管からの蛍光標
識Dextranの漏出は認められなかった。また、
SARS-CoV-2に感染したhACE2 Tgマウスの肺
では、肺毛細血管中の好中球の数が感染経過に従
って増加し、その移動速度が低下することが示さ
れた（図1矢印）。さらに、SARS-CoV-2感染肺
において好中球は血小板との複合体からなる微小
血栓様の凝集塊を形成することが明らかとなった

（図3血小板:矢頭、好中球:矢印）。
【考察】
　 本 研 究 で は 生 体 イ メ ー ジ ン グ 法 を 用 い て
SARS-CoV-2感染肺における血流や遊走する
好中球の挙動を捉えることに成功した。SARS-
CoV-2感染肺では肺胞腔への血液の漏出が起き
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図 1　SARS-CoV-2感染肺の生体イメージング

図 2　SARS-CoV-2感染肺における血管透過性ならびに好中球の挙動



ていることが明らかとなり、SARS-CoV-2の感
染により血管内皮細胞の損傷や細胞間接着の減弱
が生じることで肺毛細血管の透過性が大きく亢進
していることが示唆された。さらに、タイムラプ
ス像で撮影したSARS-CoV-2感染肺では肺毛細
血管中の好中球の数が増加し、その移動速度が低
下することが明らかとなった。SARS-CoV-2感
染肺における好中球の運動性の変化は、細胞膜
表面に発現するインテグリンやセレクチンとい
った接着因子の発現変化に起因すると考えられ 
る４−6）。COVID-19肺炎における肺毛細血管中
の好中球の増加や、血小板との複合体形成による
微小血栓が肺塞栓の原因となり病態の増悪に寄与
している可能性が明らかとなった。生体イメージ
ング法を用いて感染微小環境を高解像度で観察す
ることで従来の組織学的な解析では見出すことの
できなかったSARS-CoV-2感染における免疫細
胞応答の一端が明らかとなった。
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図 3　SARS-CoV-2感染肺における好中球と血小板の複合体



【要約】
　アルツハイマー型認知症（AD）の髄液のエクソ
ソーム蛋白質の網羅的解析を行いExoCが診断バ
イオマーカーとして有用であった。

【背景】
　ADはアミロイドβ蛋白質（Aβ）とリン酸化タ
ウ蛋白質（pTau）の神経毒性で発症する。2010
年、米国国立加齢研究所/米国AD協会は全経過
をPreclinical AD, MCI due to AD, AD dementia
に分類し2018年には症状に関係なくA（Aβ）T

（pTau）N（総Tau）によるATN分類を提唱し
た。AD脳ではAβ, pTauが伝播し機序不明とさ
れ、細胞外小胞エクソソーム（Exo）はAβ, tau
を含み伝播に関わるがAD Exo診断マーカーは樹
立されてない。

【目的】
　正常、MCI , ADと診断した患者の髄液/血液
ExoからAD病態修飾分子を同定しバイオマーカ
ーを決定する。同時に発症時に変化する臨床的診
断マーカー（骨格筋量、インスリン抵抗性、嗅覚
能）を同定する。

【方法】
　2017/7月から2018/6月に外来受診し同意を
得た患者60人をNIAAA診断基準でAD, MCI, 正
常の3群に分け①WMSR, MMSEなど高次脳機能
検査、嗅覚検査、骨格筋量、HOMA-Rを測定し
た。髄液/血漿を採取しELISAでAβ42 , pTau, 
総Tauを測定しAD群と正常間でCut Off値を決
めATN分類を行った。髄液からEV Second L70

カラムでExoを単離しトリプシン消化後、LC/
MS解析し蛋白質同定/定量解析しプロファイル
解析で候補蛋白を挙げた。別検体で検証実験とし
AD30例、MCI13例、正常37例、計80例の髄液
と血漿のExoを超遠心法で検出し候補Exo蛋白
のELISAで実存を確認し、AD疾患特異性を検討
した。一方、上記外来患者60人（平均年齢71 .8
±7 .3）の高次脳機能検査と嗅覚能を評価しAβ
42 , pTau, tTauとの相関を調べた。

【結果】
　 髄 液Aβ42 535pg/ml, pTau 81 .0pg/ml、 総
Tau 790pg/mlをCut off値と定めATN分類を行
いA+T+N+が4、A+T-N-が4、A+T-N-が3、
A+T-N-が1、A-T-N-が4、A-T+N+の4検体
に分類した。Pilot studyで20検体の髄液Exoを
分離しLC/MS解析を行い1,756種のExo蛋白質
を同定した。1）ADで1.5倍以上増加した蛋白、
2）ADで0.75倍以下に減少した蛋白、3）ADの
みの検出蛋白、4）健常のみ検出蛋白の4群を候
補としA+T+N+とA-T-N-で有意差がある50
種、A+T+N+のみで検出された21種、A-T-N-
のみの4種の計75種を候補蛋白質とした。統計学
的、既報告からB, R, C, Pに絞り込み、検証実験
として別検体を含むA+T+N+11例、A+T-N+7
例、A+T-N- 12例、A-T+N+10例、A-T-N-30例、
A-T-N+10例の髄液と血漿のExoからもB, R, C, 
Pが各蛋白質のELISAキットで検出された。Exo 
Cのみが髄液と血漿で髄液Aβ42と相関した。臨
床的バイオマーカー嗅覚能の解析は既報の通りで
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ある。
【考察】
　ExoCがAD診断バイオマーカーとして有用と
考えられた。

【発表に関する事項】
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【要約】
　神経変性疾患では、alpha-synucleinが様々な
蓄積様式を示すことにより神経変性が起こる。パ
ーキンソン症候群を示す多系統萎縮症（MSA）
では、中枢神経系のオリゴデンドロサイトと神経
細胞にalpha-synucleinが蓄積する。MSAでは孤
発性に発病することが多く、神経変性に対する根
本的な治療方法の開発が遅れている。本研究で
は、MSAのモデル動物を活用して、MSAの病態
機序を明らかにして治療法開発を目指す。病理解
剖組織所見から明らかになった神経変性の特徴か
ら、オリゴデンドロサイトの病的な役割に着目
し、モデルマウスの脳初代培養系によりalpha-
synuclein蓄積の抑制を検討した。

【背景】
　alpha-synucleinの蓄積が原因となり発病する
神経変性疾患には、中脳黒質の神経細胞などに
蓄積するパーキンソン病、そして中枢神経系オ
リゴデンドロサイトなどに蓄積する多系統萎縮
症（MSA）などの疾患がある。同じタンパク質
の蓄積が原因となり発病するが、病理解剖の所見
では明らかに神経変性の所見が異なり、異なる神
経変性の様式が推定される。実際に、MSAの組
織所見ではパーキンソン病の黒質神経細胞に出現
するレビー小体は出現せずに、alpha-synuclein
が蓄積したオリゴデンドロサイトの周辺の神経細
胞の変性がおこる。また、臨床的にもMSAでは
パーキンソン病に類似する神経症候（パーキン
ソン症候群）を呈するが、抗パーキンソン病薬
は無効である。本研究では、異なる神経変性の
機序の検討を行い、神経変性のモデル動物によ
り新たな治療法開発を検討した。過去の研究で
は、MSAの病理解剖所見では、特徴であるグリ

ア細胞封入体（GCI）はalpha-synucleinの蓄積
が関わることから、マウス脳においてヒト野生型
alpha-synucleinを特定のグリア細胞（オリゴデ
ンドロサイト）に発現することにより、二次性に
神経細胞が脱落する神経変性動物モデルを開発し 
た1）。さらに、動物モデルとその脳組織細胞によ
る初代培養細胞により、モデルマウス中枢神経に
おいて神経細胞に内因性マウスalpha-synuclein
の蓄積を認めた。したがって、オリゴデンドロサ
イトで強制発現されたヒトalpha-synuclein蓄積
が、二次的に神経細胞内の内因性マウスalpha-
synucleinの蓄積が誘導される神経変性モデルで
あることを示した2）。さらに、①神経細胞内では
内因性alpha-synucleinの蓄積が起こり微小管関
連タンパク質と結合する2）、②二次性の神経細胞
の内因性alpha-synuclein発現上昇の誘導には、
神経外のオリゴデンドロサイトから発する分子シ
グナルか関与する３）、③alpha-synuclein蓄積誘
導分子シグナルはオリゴデンドロサイトが成熟の
過程で分泌される、等の知見が得られた。これら
をヒト病理組織で検証し、初代培養細胞やマウス
個体を用いてalpha-synuclein抑制の方法につい
て検討した。alpha-synuclein抑制を誘導する化
合物については民間企業との共同研究を実施して
リード化合物の探索を進めている。

【方法】
　MSAの病理解剖所見ではalpha-synucleinはオ
リゴデンドロサイトおよび神経細胞に蓄積して神
経変性を起こすが、alpha-synucleinがオリゴデ
ンドロサイトに蓄積すると、近くの神経細胞に
alpha-synucleinの蓄積が軸索突起に誘導されて
神経細胞の脱落が起こることが観察された。故に、
中枢神経のオリゴデンドロサイトに特異的にヒ
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ト野生型alpha-synucleinを発現する遺伝子改変
マウスを作製して、MSAのモデルとして「CNP-
Synマウス」を報告した1）。CNPはオリゴデンド
ロサイト単独に存在するたんぱく質であり、本
研究ではヒト野生型alpha-synuclein遺伝子の前
に接続して、発現するプロモーターとして使用
した1）。オリゴデンドロサイトに発現したalpha-
synucleinは、CNP-Synマウスの中枢神経におい
て脳萎縮、さらにマウスの運動機能の低下を起こ
す表現型をとる。さらに、組織学的に神経細胞脱
落がマウス中枢神経の大脳皮質、大脳基底核、脊
髄中間外側核などに起こり、この神経変性所見と
分布は多系統萎縮症の患者に認める所見に類似 
した。

【結果】
　MSAモデルマウスの初代培養によって、オリ
ゴデンドロサイトのalpha-synuclein蓄積の抑制
に関する検討を行った。初代培養細胞モデルで
は、オリゴデンドロサイトの分化が神経細胞の
alpha-synuclein蓄積に関与し、オリゴデンドロ
サイト前駆細胞の増加によりalpha-synuclein蓄
積抑制の効果があることを示した。さらに、オリ
ゴデンドロサイトの分化に影響する化合物および
細胞移植法を用いて、細胞モデルや動物個体モデ
ルの治療を試みる。

【考察】
　MSAでは有効な治療法が確立していないが、
今後、動物・細胞モデルによって新しい治療のア
プローチが開発される可能性がある。このために
はMSAのヒト中枢神経系に起こる神経変性の病
態を正確に把握して、動物モデルに反映させて動
物実験を行う必要がある。また、ヒトの神経変性
には10年単位の長期の変性過程が想定されるた
めに、実験動物ではその寿命を考慮し、トリガー、
発症、神経変性の進行などの各過程ごとの解析が
求められる。
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