
【背景・目的】
　高齢者や併存症を有する患者の造血器疾患に
対して同種造血細胞移植を行う場合の至適な移
植前処置は確立されていない。虎の門病院血液
内科では強度減弱前処置FBMTを開発し主に臍
帯血移植に用いており、その治療成績を明らかに
する。また、移植前処置にFBMTを用いた臍帯
血移植後に高頻度に類洞閉塞症候群（Sinusoidal 
obstructive syndrome, SOS）が経験されること
が分かってきた。本研究では類洞閉塞症候群のバ
イオマーカーの開発も目指した。

【方法】
　2018年7月から2022年12月に当院で臍帯血移
植を行った症例のうち、Fludarabine 180 mg/m2 , 
Busulfan 3 . 2 or 6 . 4 mg/m2 , Melphalan 80mg/
m2 , Total body irradiation 4Gyで構成された強
度減弱前処置FBMTを非寛解期骨髄系腫瘍に対
して用いた初回移植症例を抽出して解析した。前
処置開始前のECOG PSが3以上の症例は除外し
た。

【結果】
　55症例が抽出された。年齢中央値は67歳（範
囲、41-77）、 男 女 比28 : 27、ECOG PS 1が35
例、2が20例だった。造血器疾患は以下の通り
だ っ た。AML-MRC 24例、MDS 8例、AML-
NOS 7例、治療関連骨髄腫瘍7例、Ph陰性骨髄

増殖性腫瘍7例、慢性骨髄性白血病1例、慢性骨
髄単球性白血病1例。1例を除き全例でBusulfan 
6 . 4 mg/m2を 用 い て い た。11例 でAraC持 続
静注を併用していた。全身放射線照射は臓器
遮蔽を伴わない従来型の照射が11例、臓器遮
蔽 を 伴 わ な いTomoTherapyが39例、 肝 臓 遮
蔽したTomoTherapyが5例だった。移植後60
日での好中球生着率は96 .4%（95%信頼区間、
86 .2-99 .1）、好中球生着中央日は18日目（範
囲、11-56）だった。移植後1年での血小板生着
率は69 .4%（95%信頼区間、55 .3-79 .9）、血小
板生着中央日は77日目（範囲、33-280）だっ
た。移植後2年での全生存率は47 .0%（95%信
頼区間、27 .1-56 .7）、生存期間中央値は1.45年
だった。移植後2年での無再発生存率は45 .0%

（95%信頼区間、31 .6-57 .6）、無再発生存期間中
央値は0.88年だった。移植後2年での非再発死
亡率は29 .4%（95%信頼区間、18 .0-41 .7）だっ
た。累積再発率は25 .6%（95%信頼区間、15 .0-
37 .6）だった。非再発死亡の内訳は以下の通りだ
った。感染症4例（腸球菌1例、アスペルギルス 
1例, アデノウイルス2例）、肺合併症2例（特発
性肺炎症候群2例）、肝臓合併症5例（類洞閉塞
症候群、sinusoidal obstructive syndrome, SOS 5
例）、中枢神経合併症3例（脳出血1例、白質脳
症1例、不明1例）、GVHD 2例（消化管1例、腎
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臓1例）。非再発死亡の中では肝臓合併症が最も
多く、5例ともSOSだった。そこでSOSに着目
して解析した。移植後1年でのSOSの累積発症率 
50 .2%（95%信頼区間、38 .2-65 .2）だった。内
訳はclassical SOS 7.7%, late onset SOS 92.3%（黄
疸性34 .6%、非黄疸性57 .7%）だった。移植前処
置FBMTを用いた臍帯血移植後に高頻度にSOS

が経験されることは、本研究の対象コホートを含
む別の解析で証明し公表した（Figure 1）1）。
　SOSのバイオマーカー開発を目指しさらに解
析を進めた。臍帯血移植を受けた118人の患者（中
央値年齢61歳、範囲23 ～ 77歳）を後ろ向きに解
析し、血清ヒアルロン酸（HA）値が様々なサブ
タイプにおけるSOSの予測因子としての有用性
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The cumulative incidence of icteric late-onset SOS at 6 months was
15.5% (95% CI, 9.0–23.7) for the FBMT regimen, 14.8% (95% CI,
11.0–19.2) for the FBM regimen, 16.1% (95% CI, 9.5–24.3) for other
Bu-containing regimens, and 3.9% (95% CI, 1.9–6.9) for the Bu-free
regimens (p < 0.001).

The cumulative incidence of anicteric late-onset SOS at 6 months was
19.0% (95% CI, 11.7–27.7) for the FBMT regimen, 2.8% (95% CI, 1.3–
5.3) for the FBM regimen, 0.0% for other Bu-containing regimens, and
0.4% (95% CI, 0.0–2.2) for the Bu-free regimens (p < 1 × 10-15).
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Figure 1　�The cumulative incidence of late-onset SOS, by the pre-transplant conditioning regimen 
（Left panel, icteric late-onset SOS; Right panel, anicteric late-onset SOS）
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Figure 2　ROC curve for classical SOS



は全生存率に対する影響は認めなかったが、高
いSOS発症率の克服が今後の課題であることが
明らかになった。またSOSバイオマーカーにつ
いては、移植後SOS発症時期によりHA動態が
異なり、9日目のHAレベルが古典的SOSの強力
な予測因子となる一方で、遅発性での有用性は
限定的だった。Busulfanの使用が遅発性SOSの
強力なリスク因子になることが分かったため1）、
Busulfan使用の情報とHAレベルを組み合わせる
ことで遅発性SOSの予測が可能になるか研究を
継続する。

【文献】
1.	 Takagi S, Watanabe O, Yamaguchi K, et 

al.: Busulfan conditioning and prognostic 
impact of jaundice in late-onset sinusoidal 
obstruction syndrome following allogeneic 
hematopoietic cell transplantation. Bone 
Marrow Transplant 60 : 418-421 , 2025 . doi: 
10 . 1038/s41409-024-02501-1

を評価した。HAレベルは移植後に少なくとも2
回測定された。SOSを発症した55人の患者のサ
ブタイプには、古典的SOS（n = 16）、黄疸性遅
発性SOS（n = 10）、および非黄疸性遅発性SOS（n 
= 29）が含まれていた。SOS群と非SOS群間で
HAレベルに有意な差が認められ（p < 0 .01）、ま
た時間経過に伴ってHAレベルに有意な変化が見
られ（p < 0 .01）、その差は時間とともに増大し
た（p = 0 .09）。古典的SOSについては、移植後
9日目のHAレベルが受信者動作特性曲線（AUC）
で0.89（95% CI、0 .83-0 .96）となり、閾値は
433ng/mL（特異度0.80、感度1.00）だった（Figure 
2 , 3）。その一方で、遅発性SOSについては、9
日目および21日目のHAレベルは予測能力が低
いことが示された（AUCはいずれも0.68、閾値
はそれぞれ264ng/mLおよび305ng/mL）。

【考察】
　非寛解期骨髄系腫瘍に対する新規強度減弱前
処置FBMTを用いた臍帯血移植後の全生存率は
従来の報告と遜色ない結果だった。今回の解析で
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【目的】
　造血幹細胞移植後患者の多くは、いざ退院して
みると身体機能の低下を実感し、求めていた退院
後の日常生活を送れずに自尊心の低下や社会復帰
の妨げによりQOLを低下させている現状がある。
当院では移植前から多職種で介入し、移植を受け
る患者へ入院中から退院後の生活までの内容が網
羅されている「造血幹細胞移植（同種移植）をお
考えの方へ」パンフレットを用い、リハビリの重
要性やその方法、栄養摂取の工夫、日常生活の過
ごし方などを支援している。また、退院後の患者
の日常生活を移植前の生活水準にスムーズに戻す
ことができるよう「移植後看護外来」を設置し、
食事や運動、睡眠などの視点から相対的なサポー
トを行っている。本研究は、臍帯血移植後の退院
後早期に身体機能を改善しQOLを高め、患者が
求める移植後の生活を送ることができるための、
移植後外来における看護師と理学療法士、管理栄
養士等の多職種の介入による退院後早期の身体機
能回復の効果を検討することを目的とした。

【方法】
　前向き介入調査研究。対象は、2023年6月か
ら2024年6月までに当院で臍帯血移植を受け、継
続して外来フォローしている患者（介入群）及
び2022年9月から2023年5月までに当院で臍帯血
移植を受け、継続して外来フォローしている患者

（対象群）とした。介入群は、退院時に移植後6
ヶ月及び1年時点での活動目標を設定し、理学療
法士が作成した個別のメニューを用いてリハビリ
を自宅で継続する。患者は、作成されたリハビリ
メニューの実施状況についてアプリを用いて報告
する。医療者は外来時と1週間ごとに、アプリに
より報告された内容を確認し、家でのリハビリが
継続できるようにプラスのフィードバックを意識
し、必要回数を取り組むことができるように支援

する。また、患者は評価日より1週間前からの任
意の3日間の食事摂取内容を写真に撮影し報告す
る。管理栄養士は、食事内容等により栄養評価を
行い、個別の支援内容を書面にて提案する。それ
ぞれの評価は、移植後6 ヶ月、1年時に行い、結
果を踏まえて目標の達成度について患者と振り返
り、新たな目標やリハビリ・栄養プランを共有す
る。対象群は、多職種の介入はなく移植後6 ヶ月
もしくは1年時の外来にて、評価項目を調査する。
リハビリ評価項目は、握力、5m歩行、5回起立試
験、バランス試験（閉脚、セミタンデム、タンデ
ム、片脚）、BI、J-CHS、SPPB、日本語版BFI、
Lowton IADLとした。栄養評価項目は、血液検
査（ヘモグロビン、総蛋白、アルブミン、中性脂
肪、コレステロール、CRP）、InBody720®（体重、
BMI、体脂肪率、四肢骨格筋量）、食事内容（総
摂取エネルギー、総タンパク質量）とした。QOL
調査は、日本語版EQ-5D-5LとFACT-BMTで
行った。

【結果・考察】
　介入群の登録は15名であり、再発等による研
究継続不可5名を除く10名を解析対象とした。男
女各5名で、年齢中央値53 .4歳、移植日から退院
日までの入院期間中央値は80 .5日であった。対
象群の登録は移植後6 ヶ月4名（男2女2）であり、
年齢中央値は62歳、移植日から退院日までの入
院期間中央値は90 .7日であった。移植後1年の対
象群は8名（男5女3）であり、年齢中央値は56歳、
移植日から退院日までの入院期間中央値は92日
であった。両群ともに疾患は非寛解期AML（MDS
含）が多かった。現在介入継続中であり、データ
解析に至っていない。介入研究の限界はあるが、
本研究の成果が新たな多職種での協働につなが
り、移植患者さんが心身ともに早期に回復する可
能性を秘めている。研究結果を迅速に共有し、医
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療現場での活用を促進することができるよう、解
析を進める。
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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の過剰分泌により高コルチ
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。2015年、エ
クソーム解析によりACTH産生下垂体腫瘍の
約3分の1で脱ユビキチン化酵素USP8の体細
胞変異が報告された1,2）。in vitro の解析で変
異体がEGFRの脱ユビキチン化を促進すること
から活性型変異の機序が想定されたが、我々の
免疫染色の解析では変異の有無と腫瘍のEGFR
発現に関連性は認められず3）、USP8の標的蛋
白は未だ明らかでない。

方法: USP8変異陽性（MUT）と野生型（WT）腫瘍
3例ずつからRNAを抽出し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。またMUTとWT 5例ずつから蛋白
を抽出しプロテオミクス解析による蛋白発現プ
ロファイルを比較した。両者の結果から変異の
有無で遺伝子発現に有意差はないが蛋白発現が
MUTで高いものをUSP8の標的蛋白候補と想
定し解析を行った。

結果: プロテオーム解析では6,953の蛋白発現に
ついて2群間の比較評価可能であった。MUT
で有意（P<0 .05）に2倍以上発現が多い蛋白
は64個で、うちDNAマイクロアレイで2倍以
上mRNA発現が高い蛋白を除くと35個が候
補として残ったが、EGFR含めUSP8の基質
として報告されている既知の蛋白はなかった。

35個のうちsynaptotagminなどACTHのメン
ブレントラフィックに関連する可能性のある
膜輸送制御蛋白が5種認められた。そのほか
corticotrophに比較的特異的に発現するCRH受
容体がMUTで3.2倍（p<0 .01）多く発現が認
められた。CRH受容体とUSP8変異体を培養
細胞に強制発現させる系を用いて機能解析を行
ったがCRH受容体がUSP8の標的蛋白とする
有意な結果は得られなかった。

今後の予定: 腫瘍細胞の初代培養を用いてsiRNA
によりUSP8 mRNAをノックダウンさせるこ
とができることが確認できたため今後はUSP8
のノックダウンにより変異体で特異的に発現が
低下する蛋白をプロテオミクス解析とトランス
クリプトーム解析により検討する予定である。
またsynaptotagminやCRH受容体のノックダ
ウンも行って培養液中のACTH産生能の変化
や細胞のPOMC発現等を検討予定である。

【目的】
　クッシング病は下垂体腫瘍からの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。
　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-
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specific peptidase 8）の体細胞性変異が相次いで
報告された1,2）。in vitro の解析で変異体がEGFR
の脱ユビキチン化を促進することから活性型変異
の機序が想定されたが、我々の免疫染色の解析で
は変異の有無と腫瘍のEGFR発現に関連性は認め
られず3）、USP8の標的蛋白は未だ明らかでない。
本研究では網羅的なトランスクリプトームとプロ
テオーム解析に基づいてクッシング病における
USP8変異の標的蛋白を同定し、クッシング病の
病態生理を明らかにすることを目的とする。

【方法】
①トランスクリプトーム解析
　マイクロアレイ解析はクッシング病下垂体腫瘍
組織のUSP8変異陽性腫瘍（MUT）3例と野生型
腫瘍（WT）3例の計6例から腫瘍の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ｍRNA発現プロ
ファイルを比較した。
②プロテオーム解析
　クッシング病下垂体腫瘍組織MUT 5例とWT 
5例の蛋白を抽出しTMT（Tandem Mass Tag）

法を用いて高感度質量分析によるプロテオーム
解析を行い比較した。蛋白発現がMUTで有意に
2倍以上（p<0 .05）高いものの中から、遺伝子
発現が有意に2倍以上高いものを除き、さらに細
胞外蛋白を除外しMUTの標的蛋白候補を抽出し
た。

【結果】
①トランスクリプトーム解析
　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（図1A）。
②プロテオーム解析
　プロテオーム解析では6,953の蛋白発現につ
いて2群間の比較評価可能であった（図1B）。
MUTで有意（p<0 .05）に2倍以上発現が多い蛋
白は64個で、うちDNAマイクロアレイで2倍以
上mRNA発現が高い蛋白を除くと35個が候補と
して残ったが、EGFR含めUSP8の基質として報
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図 1　ACTH産生腫瘍におけるトランスクリプトーム解析とプロテオーム解析

　　　A．USP8変異の有無によるマイクロアレイのvolcano plot
　　　　　野生型（WT）、変異体（MUT）3例ずつの解析
　　　B.USP8変異の有無による高感度質量分析（TMT法）のvolcano plot
　　　　　野生型（WT）、変異体（MUT）5例ずつの解析



告されている既知の蛋白はなかった。35個の候
補のうちsynaptotagminなどACTHのメンブレ
ントラフィックに関連する可能性のある膜輸送制
御蛋白が5個認められた（表1）。その他、下垂体
ACTH産生細胞であるcorticotrophに比較的特異
的に発現する蛋白としてCRH受容体（3.2倍）が
認められた。CRH受容体、USP8変異体、CRE

（cyclic AMP response element）配列を含むルシ
フェラーゼプラスミドを培養細胞に強制発現させ
る系を用いて機能解析を行った。しかしながら

USP8変異体によるCRH受容体を介した転写活
性の増強作用は認められず、CRH受容体がUSP8
の標的蛋白と裏付ける結果は得られなかった（図
2）。

【今後の予定】
　 腫 瘍 細 胞 の 初 代 培 養 を 用 い てhorizon社 の
AccellTMを用いたsiRNAによりUSP8 mRNAを
3%にノックダウンさせることが確認できたた
め、今後はUSP8のノックダウンにより変異体
で特異的に発現が低下する蛋白をプロテオミク
ス解析により検討する予定である。また上記の
synaptotagminやcorticotrophのノックダウンも
行って培養液中のACTH産生能の変化や細胞の
POMC発現等を検討予定である。

【考察】
　クッシング病におけるUSP8変異体の標的蛋白
と考えられていたEGFR発現は今回のトランス
クリプトームとプロテオーム解析にて蛋白発現
に有意差は認められず標的蛋白とは考えにくか
った。USP8変異陽性例でmRNA発現に差はな
いが、蛋白発現が2倍以上の蛋白が35種認めら
れ、5種がACTHのメンブレントラフィックに関
連する膜輸送制御蛋白であった。膜輸送制御複合
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図 2　cAMP response element （CRE）を用いたルシフェラーゼアッセイ

　　　�ラット膵腺房由来のAR42J細胞株にhCRH受容体、USP8変異体、CRE
配列を含むルシフェラーゼプラスミドを一過性発現し、24時間後にCRH
を添加、さらに24時間後にルシフェラーゼ活性を測定した。

表 1　�mRNA量に有意差はないが蛋白量が2倍以上
の分子

ACTHのメンブレントラフィックに
関連する膜輸送制御蛋白 MUT/WT

1. Synaptotagmin 3 .3倍
2. Synaptic vesicle glycoprotein 2 .9倍
3. Synaptotagmin- like protein 2 .4倍
4. Exocyst complex component 2 .0倍
5. AP-1 complex subunit sigma 2 .0倍
corticotrophに特異的な蛋白 MUT/WT
1. CRH receptor 1 3 .2倍



体はACTH分泌小胞の膜融合とACTHの開口放
出にカルシウムセンサーとして働くと考えられて
いる。従って膜輸送制御複合体を構成する蛋白
がUSP8の標的蛋白の場合、USP8変異が分泌小
胞のリサイクリングを促進しACTHの持続的な
過剰分泌をきたす可能性が示唆された。そのほか
CRH受容体が候補として考えられたが、レポー
ターアッセイで機能的な裏付けはできなかった。
しかしながら臨床的にUSP8変異例は野生型に比
しCRH負荷試験でACTHの過剰反応を認めるこ
とが多いことから、CRH受容体を介した持続的
な活性化が腫瘍化とACTHの過剰分泌の成因に
関わっている可能性があり、さらなる検討が必要
と考えられる。
　今後はUSP8変異陽性の患者初代培養細胞を用
いてUSP8のノックダウンを行いトランスクリプ

トームとプロテオーム解析を行ってUSP8の標的
蛋白の同定を目指す予定である。

【文献】
1.	 Reincke M, Sbiera S, Hayakawa A, et al.: 

Mutations in the deubiquitinase gene USP8 
cause Cushing’s disease. Nat Genet 47 : 31-
38 , 2015

2 .	 Ma ZY, Song ZJ, Chen JH, et al.: Recurrent 
gain- of- function USP8 mutations in Cush-
ing’s disease. Cell Res 25 : 306- 317 , 2015

3 .	 Hayashi K, Inoshita N, Kawaguchi K, et al.: 
The USP8 mutational status may predict 
drug susceptibility in corticotroph adeno-
mas of Cushing’s disease. Eur J Endocrinol 
174 : 213- 226 , 2016
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【要約】
　低LDLコレステロール血症患者のPCSK9 遺
伝子の解析を行い、機能低下型variantを1例
見出した。日本人の低脂血症の原因の一つに、
PCSK9 の機能低下があることを確認した。

【目的】
　脂質異常症は動脈硬化性疾患の危険因子であ
る。血中LDLコレステロール（LDL-C）値が高
いと虚血性心疾患が増加し、LDL-Cが低いと虚
血性心疾患は減少する。LDL-Cに関与する遺伝
素因として多くの脂質関連遺伝子のvariantsが知
られるようになった1）。
　LDL-C値に関与する遺伝子の１つにPCSK9 が
ある。PCSK9 （proprotein convertase subtilisin/
kexin 9）はLDL受容体機能の調整に関わる蛋白
質で、機能が亢進すると高コレステロール血症に
なる2）。逆に、PCSK9 機能が低下すると低脂血
症になる3）。
　本研究では、低脂血症患者の遺伝素因として
PCSK9 variantを検索した。甲状腺機能亢進症・
肝疾患・悪性腫瘍などの基礎疾患が原因の低脂血
症は除外した。

【方法】
　基礎疾患を持たない低LDL-C血症患者（LDL-C 

< 80 mg/dL）を対象とした。患者の末梢血から
DNAを調製し、PCSK9 の12個のエクソン領域を
PCR増幅し、精製PCR産物の塩基配列を決定し
てPCSK9 variantを同定した。

【結果】 
1 . �患者１のPCSK9 遺伝子のエクソン8に点変異を

同定した（図1）。PCSK9 cDNAの1,284番目の
塩基は正常ではguanine（G）であるが、adenine

（A）に置換していた。患者はこのvariantのヘテ
ロ接合体であった。

2. �蛋白レベルでは、428番目のアミノ酸は本来ト
リプトファンであるが、このvariantでは終止
コドンに変わるため、N端の427個のアミノ酸
しか持たない短縮蛋白が生成され、機能が低
下することが考えられた。

【考察】
　低LDLコレステロール血症患者にPCSK9 variant
を認め、日本人の低LDL-C血症の原因の一つに、
PCSK9 の機能低下型変異があることを確認した。
このvariantは日本人の低脂血症で報告されてい
た4）。東北メディカル・ゲノムバンクToMMoの
最新のデータ60KJPNによれば、このvariantの
日本人におけるアレル頻度は0.0005であった。
米 国Broad研 究 所 のgnomADデ ー タv4 .0で は
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東アジア人におけるアレル頻度は0.0002であっ
た（ヨーロッパ人では0.0）。こうしたデータか
ら、日本人を含む東アジア人に限って、PCSK9 
variantが低脂血症の稀な原因となっていると考
えられた。
　現在、PCSK9 に対する抗体薬やsiRNA薬が高
コレステロール血症の治療薬として臨床応用さ
れている5）。壮年〜老年期の高コレステロール血
症患者に使われることが多い。しかし、PCSK9 
variantを持つ人は、幼少時から低LDLコレステ
ロール血症である点が特徴で、動脈硬化予防的に
働いていると考えられる。これには低脂血症の期
間が極めて長いことが重要であると推測される。

【文献】
1.	 Zhou H, et al.: Rare diseases related with 

lipoprotein metabolism. In Lipid Transfer in 
Lipoprotein Metabolism and Cardiovascular 
Disease （eds Jiang XC） 171-188 （Springer 

Singapore, Singapore, 2020）
2 .	 Abifadel M, et al.: Mutations in PCSK 9 

cause autosomal dominant hypercholester-
olemia. Nature Genet 34 : 154-156 , 2003

3 .	 Cohen JC, et al.: Sequence variations in 
PCSK9 , low LDL, and protection against 
coronary heart disease. New Eng J Med 
354 : 1264-1272 , 2006

4 .	 Miyake Y, et al.: Genetic variants in PCSK9  
in the Japanese population: rare genetic 
variants in PCSK9  might collectively con-
tribute to plasma LDL cholesterol levels in 
the general population. Atherosclerosis 196 : 
29-36 , 2008

5 .	 Ahmad M, et al.: Molecular Therapeutics 
in Development to Treat Hyperlipoprotein-
emia. Mol Diagn Ther, 2025 , in press. doi: 
10 . 1007/s40291-024-00768-0
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【要約】
　解釈可能な脂肪性肝疾患（SLD）の予測モデル
として、Fatty Liver Index（FLI）が広く用いら
れてきたが、FLIの予測能力を超える解釈可能な
モデルは、ブラックボックス型の機械学習モデル
以外には報告されていない。本研究では、非ブラ
ックボックス型で簡便かつ解釈可能な新しいSLD
の診断予測指標を作成することを目的とした。対
象は、2008年から2018年の間に東京都内の健診
施設で実施された健診の参加者とした。対象者
の80%をランダムに選びモデル開発用とし、残
り20%をモデル検証用とした。機械学習である
LASSO回帰の1標準誤差ルールを応用したn標準
誤差ルールを適用し、FLIと同程度の変数の数で
解釈可能で簡便なモデルを模索した。そのモデル
をSteatotic liver index（SLI）と名付け、FLIに
対する優位性を検証用で横断的に確認した。また、
尤度比を基にSLDを診断するためのカットオフ値
を設定した。初回健診で腹部超音波データが得ら
れた92 ,375名のうち、20 ,380名（22 .0%）がSLD
を有していた。LASSO回帰のn標準誤差ルール
により構築されたSLIは、体格指数、腹囲、アラ
ニンアミノトランスフェラーゼ、および中性脂肪
の4変数で構成された。SLD診断のC統計量は、
SLIがFLIよりも優れていた（0.909対0 .887、p
値<0.001）。SLIの診断カットオフ値を10および
50と設定した場合、それぞれの陰性尤度比および
陽性尤度比は0.09および10 .7となり、SLDの除
外および確定診断に適していた。SLDの診断にお
いて、SLIはFLIを上回る性能を持つ簡便かつ解
釈可能な新しい指標であることが示された。今後、
日本国外における診断性能の検証が必要である。

【目的】
　近年、非アルコール性脂肪肝疾患（NAFLD）

は脂肪性肝疾患（SLD）へと名称が変更された１）。
SLDは世界人口の約4分の1が罹患しており、そ
の有病率は増加している。肝硬変や肝癌といった
肝合併症に加え、代謝疾患や心血管疾患との関連
も指摘されており、臨床的に重要な疾患として、
より効果的な介入の必要性が高まっている。診断
のゴールドスタンダードは肝生検であるが、そ
の侵襲性とSLDの高い有病率を考慮し、非侵襲
のバイオマーカーを用いた多数の予測モデルが
開発されてきた。従来のモデルとしては、Fatty 
Liver Index（FLI）がもっとも予測性能が良い指
標とされ、採用されている2）。ブラックボックス
手法を駆使しても、FLIより予測性能が良いもの
は限られており、新規のスコアを作成するために
はFLIの予測性能を超えることが必要だった。ブ
ラックボックス手法を使ってもFLIの予測性能を
超えることは出来ず、旧来の「Fatty」という名
称を使わず予測モデルが作られることが望まれて
いた。
　本研究では、LASSO回帰を活用し、解釈性と
予測精度を両立させたSLD予測モデルを開発す
ることを目的とした。LASSO回帰は一般化線形
モデルを基盤とするため、モデル係数の解釈が容
易であり、縮約過程による過学習の抑制と予測精
度の向上を両立できるとされる。さらに、1SEを
発展させたnSEルールを適用することで、最小
限の変数で高精度な予測を可能にするモデルの開
発を目指した。
　本研究では、これらの手法を用いて、従来の
FLIを超える予測精度を持ちながら臨床的に解釈
可能なSLD予測モデルを構築することを目指し
た。

【方法】
　本研究は、東京都の聖路加国際病院予防医療セ
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ンターにおける健康診断プログラムのデータを用
いた後ろ向き横断的コホート研究である。対象
者は、2008年1月から2018年12月までに健康診
断を受診した18歳以上の個人とした。選択基準
は、（1）腹部超音波検査を受けた者、（2）検査デー
タが利用可能な者とした。除外基準は、（1）がん
や腹部手術歴を有しホルモン補充療法で治療中、

（2）腎代替療法の治療中、（3）妊娠中の人とした。
本研究は、聖路加国際病院および東京大学の倫
理審査委員会の承認を受けている（承認番号20-
R184 , 2020264NI）。
　本研究の主要アウトカムは、超音波検査によ
るSLDの診断である。予測モデルに使う変数は、
本研究では、健診時の記録から、性別、年齢、
BMI、血圧、腹囲、喫煙歴、既往歴、糖尿病や脂
質異常症治療薬の使用状況、週当たりのアルコー
ル摂取量（g）、および検査データを取得した。検
査データには、血球数、HbA1c、アルブミン、ク
レアチニン、HDL-C/LDL-C、TG、AST、ALT、
GGTP、CRPを用いた。予測モデルの開発は、対
象者のデータを開発セット（80%）と検証セット

（20%）に無作為に分割し、トレーニングセットで
予測モデルを構築した。参照モデルにはFLIと同
じ変数を用いたロジスティック回帰を、機械学習
モデルにはLASSO正則化を適用したロジスティ
ック回帰を使用した。LASSO回帰では、10分割
交差検証により最適な正則化ハイパーパラメータ
λを決定し、さらにより厳密な正則化を行うnSE
ルール（n = 1 , 2 , …）を適用した。予測精度が
FLIを上回るnSEルールのモデルから、最小限の
変数で構成されるSLIを作成した。
　モデル性能評価には、検証セットを用いた。評
価方法としては、C統計量、キャリブレーション、
意思決定曲線解析を行い、SLIとFLIの性能を比
較した。Delong検定を用いてC統計量を比較し、
予測確率の精度と臨床的有用性を評価した。
　SLIのカットオフ値の決定には、FLIの手法を
参考に、SLIの感度・特異度などを算出し、陰性
尤度比< 0 .10でSLDを除外し、陽性尤度比> 10
でSLDを確定する最適なカットオフ値を同定し
た。

【結果】
　本研究では、健康診断を受診し腹部超音波検
査を実施した42万112例のうち、6万793例を除
外し、各人の最初の健診データである9万2,968
例を解析対象とした。対象者のSLD有病率は
21 .9%であり、SLD群は年齢が高く、男性の割
合が高かった。SLD群では、BMI、腹囲、肝酵素値、
血圧、LDL-C、HbA1cが高く、HDL-Cが低かった。
　LASSO回帰では、最適なλを決定し、腹囲、
体格指数、自然対数変換したALTおよび中性脂
肪を用いるモデル（10- 27SEルール）を採用した。
SLIは以下の式で定義された。

e 0.074*腹囲+0.178*体格指数+1.626*ln（ALT ）+1 .101*ln（中性脂肪 ）- 21 .725

×100（%）
1+e 0.074*腹囲+0.178*体格指数+1.626*ln（ALT ）+1 .101*ln（中性脂肪 ）- 21 .725

　SLIのC統計量（0.909）はFLI（0 .892）より
優れ（P<0 .001）、較正および意思決定曲線解析
でもFLIを上回る臨床的有用性を示した。SLIの
カットオフ値は、10でSLDの除外診断に適し（陰
性尤度比0.090）、50で確定診断に適していた（陽
性尤度比10 .7）。

【考察】
　本研究では9万人超のデータを用いた横断解析
を行い、新たな機械学習を用いたSLIが、従来
のFLIよりも優れたSLD診断能力を有すること
を示した。特に、SLDの除外には、SLIのカット
オフ値10、確定診断にはカットオフ値50が有用
であった。また、SLIのC統計量は0.90を超え、
FLIよりも高い診断精度を示した。本研究で開発
したSLIは、解釈可能な指標でありながらFLIを
超える診断・予測精度を有する点で画期的である。
本研究では、LASSO回帰を応用した機械学習を
用いて、簡潔かつ効率的で解釈可能なモデルを構
築した。近年、ブラックボックス型機械学習の限
界が指摘され、解釈可能な手法の重要性が再評価
されている3）。というのも、医療AIの信頼性に
は透明性が重要であり、LASSO回帰は変数選択
過程や係数を可視化できる点で優れている。今後、
解釈可能な機械学習手法の応用が拡大することが
期待される。本研究で作成されたSLIは、日本人
におけるSLDをより正確に診断することが出来
ることは証明されたが、今後、海外などでもその
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妥当性が検証されることを願う。
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【要約】
　生体に必須のミネラルであるリンは、線維芽細胞
増殖因子23（fibroblast growth factor 23 : FGF23）
により制御されている。これまで、FGF23の産
生・分泌を担う骨がどのように血中リン濃度の変
化を感知しているのかは不明であった。報告者ら
は、FGF受容体1（FGF receptor 1 : FGFR1）が、
リン感知に必須の分子であることを報告している。
本研究では、リンによるFGFR1の活性化を媒介す
る未知の分子の探索を試みた。結果、BioID（近
接依存性ビオチン標識）法を用いた実験において、
TurboID付加FGFR1安定発現UMR106細胞の作
出に成功し、ビオチン標識の条件検討まで確認す
ることができた。今後、濃縮したビオチン化蛋白を
LC-MS/MSによって直接同定することを計画して
いる。リン感知機構の解明が、慢性腎臓病や血管
石灰化、骨粗鬆症といった病態を克服するための
新規創薬研究につながるものと期待される。

【目的】
　線維芽細胞増殖因子23（fibroblast growth fac-
tor 23 : FGF23）は、血中リン濃度を低下させる
ように作用し、生体のリン代謝に中心的な役割を
果たすホルモンである。一方、FGF23の産生・
分泌を担う骨が、どのように血中リン濃度を感知
しているのかについては不明であった。報告者ら
は、骨芽細胞様細胞株UMR106を用いた実験の
中で、リンは、FGF受容体1（FGF receptor 1 : 
FGFR1）のリン酸化を惹起し、FGF23の産生・
分泌を調節していることを突き止めた1）。さら
に、マウスを用いて骨特異的にFGFR1を欠失さ
せたところ、本マウスは高リン血症を呈し、コン
トロールマウスに比して短命であることが判明し 
た2）。ここから、FGFR1によるリン感知は、生
命の維持に必須の機構であると考えるに至った。
しかし、現在まで、リンがどのような機構を介

してFGFR1をリン酸化するのかについては明
らかではない。そこで本研究では、リンによる
FGFR1のリン酸化機構の解明を目的とした。

【方法】
　前述のUMR106細胞を用いた系で、リンと
FGFR1のリン酸化の間の介在蛋白の探索を行う
ことを計画した。ここで、FGFR1に対する特異
的な抗体があれば、免疫沈降反応を利用すること
で、細胞外リン濃度を上昇させた時にFGFR1へ
の結合が変化する蛋白を探索することが可能であ
る。しかし、FGFR1に対する特異的な抗体が世
界的に見ても存在しないことが、障壁となった。
そこで、FGFR1に標識を付加する下記の二つの
手法を用いることで、この問題を克服することを
目指した。
a）GFP-Trap法
　本法を第一選択として計画した。なぜなら、本
法は後述するb）BioID法に比して、同定できる
蛋白の特異度が高いという特徴があるためであ
る。FGFR1のC末端にGFPを付加し、GFPに対
する特異的な抗体を利用する。GFP付加FGFR1
の安定発現UMR106細胞を作製し、細胞外リン
濃度を上昇させた時に、GFP付加FGFR1に結
合する蛋白をLC-MS/MSで網羅的に解析する。
TMT（tandem mass tag）法を用いて定量解析し、
fold changeとp値から、得られた候補蛋白の優
先順位付けを行う。
b）BioID（近接依存性ビオチン標識）法
　上記a）の代替案として考えた手法である。本
法は、前述のGFP-Trap法に比して、同定でき
る蛋白の特異度が下がるため、第二選択とした。
一方、FGFR1に対する結合が弱い蛋白や結合が
一時的である蛋白も標識できるため、より高感度
のスクリーニングが可能であるという特徴を有す
る。FGFR1のC末端にビオチンリガーゼである
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TurboIDを付加したFGFR1の安定発現UMR106
細胞を作製する。細胞外リン濃度を上昇させた時
に、FGFR1に位置的・空間的に相互作用を示し
た蛋白をビオチン化により標識する。標識された
蛋白を、ビオチン-アビジン結合を利用して精製
し、LC-MS/MS解析を行う。

【結果】
a）GFP-Trap法
　はじめに、FGFR1のC末端にGFPを付加した
FGFR1の発現ベクターを作製し、本ベクターを
リポフェクタミン法によりUMR106細胞に過剰発
現させ、蛍光顕微鏡で観察した。結果、GFPの蛍
光は確認できたものの、FGFR1の本来の局在で
ある細胞膜上ではなく、細胞質中にドット状に観
察された。過剰発現の系では、GFP付加FGFR1
蛋白の小胞体ないしゴルジ体から細胞膜への移
送に問題が生じているものと考えられた。そこ
で、GFP付加FGFR1を細胞膜に発現させるため
に、安定発現細胞株を得ることとし、結果GFP
の蛍光が細胞膜上に観察された。さらに、GFP蛋
白の発現をウエスタンブロッティングにより確認
した。しかし、膜蛋白であるGFP付加FGFR1を
膜画分から効率良く、かつインタクトな形で溶解

するための条件検討に難渋した。細胞外リン濃度
を上昇させた時に、GFP付加FGFR1に結合する
蛋白を抗GFP抗体を用いたLC-MS/MSで網羅的
に解析することを試みたが、FGFR1そのものの
PSMs（peptide spectrum match）が8程度と低く、
目的の蛋白を同定するには至らなかった。
b）BioID（近接依存性ビオチン標識）法
　次いで、第二候補としていたBioID（近接依存
性ビオチン標識）法に着手した。細胞外リン濃
度を上昇させた時に、FGFR1に位置的・空間的
に相互作用を示した蛋白をビオチン化により標
識することで、網羅的なインタラクトーム解析
を目指した。本研究期間中に、高活性型ビオチ
ン化酵素であるTurboIDを付加したFGFR1安
定発現UMR106細胞の作出に成功した。さらに、
TurboID付加FGFR1の発現をウエスタンブロッ
ティングで、細胞内局在を細胞染色によって確認
した。加えて、ビオチン標識の条件を検討し、細
胞中の蛋白のビオチン化が起こることをHRP標
識および蛍光標識ストレプトアビジンを用いて確
認した（図1）。今後、濃縮したビオチン化蛋白
をLC-MS/MSによって直接同定することを計画
している。
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図 1　BioID（近接依存性ビオチン標識）法におけるビオチン標識の条件検討



【考察】
　本研究では、リンによるFGFR1活性化に必要
な未知のリン感知分子を明らかとし、生体のリン
感知機構の全容解明を試みるために必要な実験の
ツールを確立できたものと考えている。リンは、
慢性腎臓病や血管石灰化、骨粗鬆症の発症・進展
に関与することが報告されている3）。本研究成果
を元に、生体のリン感知機構の全容を解明するこ
とができれば、同定したリン感知機構の構成因子
をターゲットとした創薬研究へと展開できる可能
性がある。これにより、本邦に1,330万人もの罹
患患者がいるとされる慢性腎臓病患者に向けて、
血管石灰化および骨粗鬆症の発症・進展を抑制し、
健康寿命の延伸を目指した新たな治療戦略の開発
につながることが期待される。
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【要約】
　非乳頭部十二指腸粘膜下層浸潤癌（SM癌）の
臨床病理学的特徴を明らかにするために、自験の
非乳頭部十二指腸癌79例（粘膜内癌: M癌73例、
SM癌6例）を対象として検討を行った。SM癌で
は腫瘍径（23 vs 35mm，p＝0.096）では有意差
はないものの大きい傾向にあり、周在性は1/2周
以上（11% vs 50%，p<0 .05）が有意に多い傾向
が見られた。拡大内視鏡やEUSによる診断精度
は限られ、SM癌の深達度予測の難しさが確認さ
れた。形質発現は胃型がM癌で4.1%、SM癌で
33 .3%、腸型はM癌で11 .0%、SM癌で33 .3%、
混合型はM癌で37 .0%、SM癌では33 .3%であり、
2群で差はなかった。今回の検討ではSM癌の特
徴を明らかにするには至らなかった。今後はさら
なる症例数の蓄積と形質・組織型別解析が必要で
ある。

【目的と背景】
　非乳頭部十二指腸癌は発生頻度の低い腫瘍の一
つである1）。近年、内視鏡検査技術の進歩と上部
消化管内視鏡検査の普及、内視鏡医の関心度の高
まりなどから、無症状下での早期発見が増加して
いる。このことは、粘膜癌の発見率の上昇をもた
らしているが、一方で粘膜下浸潤癌（M癌）の
発見率は依然として低いままである。粘膜下浸潤
癌（SM癌）は、他臓器の癌と同様にリンパ節転
移を来す可能性があると知られており2−4）、治
療法の選択、とりわけ内視鏡切除（endoscopic 
resection; ER）適応の判断において極めて重要な
因子であるため、その臨床病理学的特徴の解明と
治療方針の確立が求められている。今回、SM癌
の内視鏡学的・臨床病理学的特徴を明らかにする

ために、当院で内視鏡治療を行った非乳頭部十二
指腸癌を対象にM癌とSM癌を比較し検討を行っ
た。

【方法】
1. �本研究は2006年1月～ 2024年1月までに当院

で内視鏡的粘膜下層剥離術（endoscopic sub-
mucosal dissection; ESD）を受け、病理検査に
て非乳頭部十二指腸癌と診断された79症例79
病変を対象とした。家族性大腸腺腫症や十二
指腸乳頭部癌との鑑別が困難な主乳頭に接し
ている病変は除外した。

2. 検討項目
　患者及び病変の臨床的特徴として、年齢、性別、
部位、主乳頭との位置関係、周在、病変径、肉眼
型、色調、H. pylori の既往、胃粘膜萎縮度、白色
不透明物質（white opaque substance; WOS）（D）
の有無、超音波内視鏡（Endoscopic Ultrasonog-
raphy; EUS）での深達度評価、EUS含めた内視
鏡所見に伴う術前診断について評価を行った。
　内視鏡的粘膜萎縮度は木村・竹本分類5）に準
じて評価した。またH. pylori の感染診断は血清
抗体法、尿素呼気試験、便中抗原法の1つ以上を
施行し、内視鏡的萎縮度と除菌歴を組み合わせて
現感染、既感染、未感染として判定した。内視鏡
診断においては、内視鏡所見とEUSを用いて診
断した。NBI拡大内視鏡でSNADETの表面微細
構造を観察し、菊池ら6）の報告に従い、大小不
同の構造が残存しているものをpreserved、周囲
より明らかに小型化しているものをmicrified、不
明瞭となっているものをabsentの3パターンに分
類した。そして、病変内が単独の粘膜模様のパタ
ーンで構成されるものをmono type とし、複数
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の粘膜模様のパターンで構成されるものをmixed 
typeとした。
　病理学的事項としては一括切除率、深達度、
粘液形質について評価を行った。粘液形質に関
しては八尾ら7）の報告のように、胃型マーカー

（MUC5AC, MUC6）と腸型マーカー（MUC2 , 
CD10）を用い、免疫組織化学染色を施行し、胃
型（胃型マーカーのみ発現）、腸型（腸型マーカ
ーのみ発現）、胃腸混合型（胃型と腸型ともに発現）
に分類した。

【結果】
1. SM癌の臨床病理学的所見（表1）
　年齢は59 ～ 78（中央値72）歳、男性4症例、
女性2症例であった。H. pylori の感染状態は未
感染、既感染がそれぞれ3症例であった。内視鏡
的粘膜萎縮度は、萎縮なしが3症例、C- 1が1症
例、O- 1 ,2が2症例であった。占拠部位は球部か
ら水平部までそれぞれ見られ、乳頭からみて口側
が3病変、肛門側も3病変であり、病変の長径は
24 ～ 70（中央値35）mmであった。形態は0- Ⅰ
型が2病変、0- Ⅱ型が4病変であった。WOSを
認めたものは3病変あり、周囲にのみ付着してい
たものは2病変、全体に付着していたものは1病
変であり、すべての病変は発赤調であった。拡大
NBI検査では全ての表面構造にもpreservedを認
め、micrifiedは4病変、absentも4病変であった。
EUSを行った病変は5病変であり、SM予測した

病変は1病変のみであり、内視鏡での最終診断で
SMと診断したものも1病変であった。5病変は高
分化型腺癌であったが、1病変は高分化型腺癌に
加えて粘液癌を含んでいた。十二指腸形質は胃型
形質が2病変、腸型形質が2病変、混合型が2病
変であった。症例2と症例3はESD後に追加で手
術を行い、症例2はリンパ節転移が見られた。全
症例が無再発で経過している。
2. �M癌とSM癌の臨床病理学的所見の比較（表2

－4）
　M癌とSM癌の2群間に年齢、性別に特徴的な
傾向は無かった。H. pylori の感染状態は未感染が
M癌で41病変（56 .2%）、SM癌で3病変（50 .0%）
と有意な差は無いものの、2群ともに約半数が
未感染であった。内視鏡的胃粘膜萎縮度も同様
にC0,1がM癌で45病変（61.6%）、SM癌で4病
変（66 .7%）2群ともに多い傾向であった。腫瘍
の所見では、腫瘍長径の中央値は（23 vs 35mm， 
p＝0.096）であり、統計学的有意差は無いものの
SM癌が大きい傾向にあり、腫瘍の局在部は2群
間で差は無かった。1/2周以上の周在がある病変
はM癌で8病変（11.0%）、SM癌で3病変（50 .0%）
と有意にSM癌で多かった。肉眼型や色調も差は
なかった（表2）。精査で行った内視鏡所見の比較
を表3に示した。WOSが見られた病変はM癌で
55病変（75 .3%）、SM癌で3病変（50 .0%）であ
り、差はなくともに周囲の付着が半数を占めてい
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表 1　SM浸潤癌6例の臨床病理学的特徴

年齢 性  Hp感染
状況 萎縮度 占拠 

部位

腫瘍 
長径

（mm）
形態 WOS 色調 M- NBl（S） EUS 最終診断

SM浸潤
距離 

（μm） 
組織型 粘液 

形質
追加 
治療

1 73 女性 未感染 C- 0 球部 70 Ⅰs なし 発赤調 preserved, absent M M癌 200 tub1 胃型 なし

2 71 男性 既感染 O- 1
下行部 

（乳頭肛
門側）

24 Ⅱa なし 発赤調 preserved, micrified, 
absent SM SM癌 2275 tub1+ 

mu c 胃型 手術

3 75 男性 既感染 C- 1 水平部 42 Ⅱa+Ⅱc あり 
（周囲）発赤調 preserved, absent M M癌 1100 tub1 

>>tu b2 腸型 手術

4 67 男性 既感染 O- 2 SDA 55 Ⅰ+Ⅱc あり 
（一部）発赤調 preserved, micrified M M癌 50 tub 1 腸型 なし

5 59 女性 未感染 C- 0 SDA 20 Ⅱc なし 発赤調 preserved, micrified, 
absent 未検査 M>SM癌 130 tub2 

>tub 1 混合型 なし

6 78 男性 未感染 C- 0 SDA 28 Ⅱa+Ⅱc あり 
（周囲）発赤調 preservesde, 

micrified, absent M M癌 90 tub1 混合型 なし



た。NBI拡大内視鏡を十分に行えた症例は70例で
あり、preservedがM癌で51病変（69 .9%）、SM
癌 で6病 変（100%）、micrifiedがM癌 で47病 変

（64 .4%）、SM癌 で5病 変（83 .3%）、absentがM
癌 で30病 変（41.1%）、SM癌 で4病 変（66 .7%）
であり、SM癌では全例がmix typeであったが
有意な差は2群間になかった。また、3つ全て
の所見が病変に含まれた病変はM癌で12病変

（16 .4%）、SM癌で3病変（50 .0%）であり有意差
は無いもののSM癌で多い傾向であった。EUSは
M癌では31病変、SM癌では5病変に対して実施
され、SM癌の診断ができた病変は症例2の1病変
のみであった。ESDでの一括切除率は2群で差は

なかった。形質発現については、SM癌では全例
免疫染色を施行したが、M癌は38病変のみの検
討となった。2群間の形質発現を比較すると、胃
型はM癌で3病変（4.1%）、SM癌で2病変（33.3%）、
腸 型 はM癌 で8病 変（11.0%）、SM癌 で2病 変

（33 .3%）、混合型はM癌で27病変（37 .0%）、SM
癌では2病変（33 .3%）であり、2群で発現形質
に差はなかった。

【考察】
　本研究では、非乳頭部十二指腸癌79病変のう
ち、M癌が73病変（92 .4％）、SM癌が6病変（7.6
％）であり、このSM癌の発見率は、従来の報告
と同様に極めて低いものであった1,8）。欧米諸国
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表 2　M癌とSM癌の患者及び病変の臨床的特徴の比較

M癌　73病変 SM癌　6病変 P値
年齢 中央値（範囲） 65（43- 89） 72（59- 78） 0.192
性別 男性（％） 42（57.5） 4（66.7） 0.663
H. pylori 感染状態    
未感染 41（56.2） 3（50.0）  
現感染 20（27.4） 2（33.3）  
既感染 5（6.8） 0（0） 0.77
内視鏡的胃粘膜萎縮度    
C- 0, 1 45（61.6） 4（66.7）  
C, 2- 0- 3 26（35.6） 2（33.3） 0.872
腫瘍長径 中央値（mm） 23（7- 92） 35（30- 72） 0.096
局在部位（％）    
　球部 5（6.8） 1（16.7）  
　上十二指腸角 22（30.1） 2（33.3）  
　下行部 33（45.2） 1（16.7）  
　下十二指腸角 11（15.1） 1（16.7）  
　水平部 2（2.7） 1（16.7） 0.358
　乳頭口側 30（41.1） 3（50.0）  
　乳頭肛門側 43（58.9） 3（50.0） 0.671
周在1/2周以上（％）　 8（11.0） 3（50.0） 0.008
肉眼型（％）    
　　0- Ⅰ 7（9.6） 1（16.7）  
　　0- Ⅱ　a 39（53.4） 3（50.0）  
　　0- Ⅱ　c 14（19.2） 1（16.7）  
　　0- Ⅱ　a + Ⅱc 13（17.8） 1（16.7） 0.959
色調（％）    
発赤調 71（97.3） 6（100）  
白色調、同色調 2（2.7） 0（0） 0.681



では早期で発見される症例は10- 22%のところ、
日本では50%以上で診断されていることから 
も9,10）、内視鏡技術の向上により早期段階での診
断が進み、粘膜癌として発見される症例が増加し
ていることが影響していると考えられる。一方で、
明確な文献的証拠は乏しいが、十二指腸癌の進行
が他の癌と比較して遅い、またはSM癌がM癌と
比較して進展が速いなども可能性としては考慮さ
れる。
1. SM癌の臨床病理学的特徴について
　腸型形質が主体と考えられていた非乳頭部十二
指腸腫瘍に胃型形質を呈するものがあると認識さ

れ、胃型主体の腺癌の方が高い悪性度を有してい
る可能性が示唆されている11−13）。松枝ら8）の報
告では少数例での検討ではあるが、SM癌の傾向
として乳頭口側に位置し、胃型形質を示し、未分
化型癌が多いことを指摘している。また、有意差
は無いもののSM癌の11例中5例が<10mmの病
変であり、M癌より多かったことも報告した。
　今回の検討では、SM癌の周在は半周以上の病
変が有意に多く、腫瘍長径がM癌よりも大きい
傾向がみられた。この結果については本検討での
病変は以前の報告8）と比較して組織型が未分化
型ではなく分化型が多く占めていたことが影響し
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表 3　M癌とSM癌の病変の内視鏡所見の比較

M癌　73病変 SM癌　6病変 p値
WOS あり（％） 55（75.3） 3（50.0） 0.177
WOS 分布（％） 　 　 　
　一部 9（12.3） 0（0） 　
　周囲 39（53.4） 3（50.0） 　
　全体 7（9.6） 0（0） 0.77
M-NBI（S）（%） 　 　 　
　preserved 51（69.9） 6（100） 0.221
　micrified 47（64.4） 4（66.7） 0.696
　absent 30（41.1） 5（83.3） 0.254
　　mono 12（16.4） 0（0） 　
　　mix 52（71.2） 6（100） 0.244
　　　全て 12（16.4） 3（50.0） 0.074
EUS診断（％） 　 　 　
　M 29（39.7） 4（66 7） 　
　SM 2（2.7） 1（16.7） 0.309
総合診断（％） 　 　 　
　HGA 28（38.4） 0（0） 　
　M 43（58.9） 5（83.3） 　
　SM 2（2.7） 1（16.7） 0.165

表 4　M癌とSM癌の粘液形質発現の比較

M癌　73病変 SM癌　6病変 p値
一括切除率（％） 69（94.5）  6（100） 0.556
形質発現 　 　 　
　胃型 3（4.1） 2（33.3） 　
　腸型 8（11.0） 2（33.3） 　
　胃腸混合型 27（37.0） 2（33.3） 0.101



ていることが推測される。分化型は未分化型と比
較すると悪性度が低く、進行が緩徐に進展するた
め、M癌と比較して大きい病変であり、周在も
半周以上の病変が今回多かったと予測される。 
　非乳頭部十二指腸腫瘍とH. pylori 感染状況や
胃粘膜萎縮度との関係は注目されており14−16）、
萎縮の無い胃粘膜は、H. pylori の感染状況と関係
なく独立したリスク因子であると報告もある14）。
本検討でも、M癌とSM癌で比較を行ったが、2
群間に有意差は無かった。しかし、両群ともに
約半数がH. pylori 未感染で、非萎縮粘膜であり、
以前の報告の通り非乳頭部十二指腸腫瘍自体のリ
スクとなることは予測される結果であった。
2. 内視鏡所見と診断の困難さ
　胃腫瘍の拡大観察診断においてはVS classifica-
tion17）が広く普及しており、大腸腫瘍の深達度予
測には、工藤・鶴田分類18） やJNET classifica-
tion19）が主に用いられている。しかし、非乳頭部
十二指腸腫瘍では、pitは通常視認できず、拡大
内視鏡観察の主な対象は絨毛である。この絨毛そ
のものの拡大観察による質的診断の有用性が報告
されている6，20，21）。しかし、一定のコンセンサス
はまだ得られていない。また、EUSによる十二
指腸腫瘍の深達度評価の有用性については、限定
的な可能性が報告されている22）。
　本症例では、M癌およびSM癌で色調やWOS
の付着が確認される割合に差はなかった。NBI
拡大内視鏡を用いた表面微細構造の観察では、
M癌 とSM癌 の い ず れ に お い て もpreserved、
micrified、absentが確認され、両者で有意差は認
められなかった。ただし、SM癌では、これら3
つの表面微細構造が混在する割合が高く、SM癌
が異なる腫瘍特性を有している可能性が示唆され
た。しかし、診断の一助となる明確な指標を見出
すには至っていない。さらに、EUSを用いた深
達度診断では、SM癌と診断できたのは6病変中1
病変のみであり、SM癌の深達度予測の困難さが
改めて確認された。
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【要約】
　つかえ感・胸やけなどの症状を有するにも関わ
らず、内視鏡的に明らかな器質的異常がなく、診
断・治療に難渋する症例を経験する。近年、高解
像度食道内圧検査（High-resolution manometry; 
HRM）が開発され、食道運動機能を評価できるよ
うになった。本研究は上部消化管症状を有する患
者におけるHRMを評価することで食道運動障害
を明らかにし、その頻度と病態を解明することを
目的とした。2013年7月から2022年5月までに当
院で上部消化管症状を有し、HRMが施行された
340例（358検査）のうち、消化管術後症例などを
除外した258例（258検査）を後方視的に検討し
た。平均年齢は58±15歳、男性が118例（42 .4%）
であった。症状はつかえ感が101例（39 .1%）と
最も多く、続いて胸焼け51例（19 .8%）、胸痛19
例（7.4%）であった。HRMの結果をChicago分
類version 3 .0で 解 析 す る と、45.3%（117/258
例）に何かしらの食道運動障害が認められた。食
道運動障害の内訳はDisorders with EGJ outflow 
obstructionが69例（26 .7%）、Major disorders of 
peristalsisが12例（4 . 7%）、Minor disorders of 
peristalsisが36例（14%）であった。主症状と食
道運動障害の関連性を解析すると、つかえ感を有
する症例では66例（65 .3%）が何らかの食道運動
障害を有しており、他の症状と比較して有意に頻
度が多く（p<0.001）、診断の内訳では食道アカ
ラシアが30例（45.5%）と最も多かった（p<0.001）。
本検討では内視鏡検査で症状の原因となり得る器
質的異常がない有症状例において、45.3%に何か
しらの食道運動障害が認められ、特につかえ感を
有する症例では食道運動障害の頻度が有意に多
く、疾患も多岐に渡っていた。

【目的】
　つかえ感・胸やけなどの症状を有するにも関わ
らず、内視鏡的に明らかな器質的異常がなく、診

断・治療に難渋する症例を経験する。近年、高解
像度食道内圧検査（High-resolution manometry; 
HRM）が開発され、上部食道括約筋から下部食
道括約筋まで連続的に食道運動機能を評価できる
ようになったことで食道運動障害の診断が可能と
なった。さらに国際的な食道運動障害の診断基準
であるChicago分類が提唱され、難治性の消化器
症状を有する患者においてHRMでなければ診断
できない食道運動障害（食道アカラシアやジャッ
クハンマー食道など）が一定数みられることが明
らかになってきている1）。しかし、HRMを施行
できる施設は限られており、単施設における多数
の症例のデータはまだ少ない。本研究は上部消化
管症状を有する患者における食道内圧検査を評価
することで食道運動障害を明らかにし、その頻度
と病態を解明することを目的とした。

【方法】
　2013年7月から2022年5月までに当院で上部消
化管症状を有し、Starlet®（スターメディカル社、
東京）を用いてHRMが施行された340例（358
検査）を抽出した。食道運動障害の診断には
Chicago分類version 3 . 02）を用い、HRMから算
出された検査値のカットオフは既報に準じた3）。
全例でHRM施行前に原因精査目的の上部消化管
内視鏡検査（EGD）が施行されており、EGDの
データを全例で確認した上で上部消化管術後の
35例、好酸球性食道炎の50例、食道腫瘍による
食道狭窄を有していた1例、EGDデータがない
2例、HRMを完遂できなかった5例を除外した。
また、期間内で同一患者に複数回施行された18
検査も除外した。計258例（258検査）のHRM所
見と臨床所見を後方視的に抽出し、食道運動障害
を有する割合と、各症状と食道運動障害の関連性
を後方視的に検討した（図1）。

【結果】
　患者背景を表1に示す。平均年齢は58±15歳、
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男性が118例（42.4%）であった。主症状はつかえ
感が101例（39.1%）と最も多く、続いて胸焼け51
例（19.8%）、胸痛19例（7.4%）であった。問診
票から得られた症状スコアはFスケールが16.6±
8.9点、GERD Qが7.3±2.3点、Reflux symptom 
indexが13 .4±9点、Eckardt scoreが3±3.1点で
あった。HRMの結果をChicago分類version 3.0に
基づいて解析すると、Disorders with EGJ outflow 
obstructionが69例（26.7%）、Major disorders of 
peristalsisが12例（4 . 7%）、Minor disorders of 
peristalsisが36例（14%）であり、45.3%（117/258
例）に何かしらの食道運動障害が認められた（表
2）。食道運動障害の詳細はAchalasia TypeⅠ-
Ⅲ 33例（12.8%）、EGJ outflow obstruction 36例

（14%）、Distal esophageal spasm 2例（0 .8%）、
Jackhammer esophagus 4例（1 . 6%）、Absent 
contractility 6例（2.4%）、Ineffective esophageal 
motility 36例（14%）、Fragmented peristalsis 0
例であった（表2）。主症状と食道運動障害の関
連性を統計学的に解析すると、つかえ感を有する
症例では66例（65.3%）が何らかの食道運動障
害を有しており、他の症状と比較して有意に頻度
が多かった（p<0.001）（表3）。更にChicago分
類version 3 .0の各診断に分けて症状別に疾患を
有する割合を検討すると、つかえ感を有する症例
では食道アカラシアが30例（45.5%）と最も多く

（p<0.001）、食道アカラシア以外にも多岐に渡る
食道運動障害を有していた（表4）。一方で胸痛を
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図 1　本研究のフローチャート



有する症例においても47.4%（9/19例）が食道運
動障害を有しており、また胸焼けを有する症例の1
例には食道アカラシアが認められた。

【考察】
　本研究では上部消化管症状を有する症例におけ
るChicago分類version 3 . 0に基づく食道運動障
害の割合を明らかにした。その結果、45 .3%に何
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表 1　患者背景

Patients, n 258
Age（years）, mean ± SD 58 ± 15
Sex（male）, n（%） 118（42.4）
Symptoms
Dysphagia, n（%） 101（39.1）
Heartburn, n（%） 51（19.8）
Chest pain, n（%） 19（7.4）
Globus sensation, n（%） 36（14）
Dyspepsia-like, n（%） 29（11.2）
Others, n（%） 22（8.5）
Symptom scores
FSSG, mean ± SD 16.6 ± 8.9
GERD Q, mean ± SD 7.3 ± 2.3
Reflux symptom index, mean ± SD 13.4 ± 9
Eckardt score, mean ± SD 3 ± 3.1
HRM  
IRP（mmHg）, mean ± SD 20.5 ± 10
LES pressure（mmHg）, mean ± SD 37.6 ± 35.3
Mean DCI（mmHg·s·cm）, mean ± SD 2,959 ± 2,957
Max DCI（mmHg·s·cm）, mean ± SD 4,429 ± 4,928
DL, mean ± SD 7.4 ± 1.5

Abbreviations: FSSG, Frequency Scale for GERD Symptoms; 
IRP, integrated relaxation pressure; LES, lower esophageal 
sphincter; DCI, distal contractile integral; DL, distal latency.

表 2　Chicago分類 version 3 .0に基づいた食道運動障害を有する割合

Main categories Patients, n（%） Subcategories Patients, n（%）

Disorders with EGJ outflow obstruction 69（26.7）
Achalasia types Ⅰ-Ⅲ 33（12.8）
EGJ outflow obstruction 36（14）

Major disorders of peristalsis 12（4.7）
Distal esophageal spasm  2（0.8）
Jackhammer esophagus  4（1.6）
Absent contractility  6（2.4）

Minor disorders of peristalsis 36（14）
Ineffective esophageal motility 36（14）
Fragmented peristalsis  0

Abnormal 117/258（45.3）
Abbreviation: EGJ, esophagogastric junction.



かしらの食道運動障害が認められた。HRMが広
く行われるようになるにつれて食道運動障害は
徐々に解明されてきているが、多数例における
疾患頻度に関する報告は少ない。既報ではHRM
を受けた上部消化管症状を有する症例の約50%
に食道運動障害が認められたと報告されてい 
る４）。この報告ではdisorders with EGJ outflow 
obstruction, major disorders of peristalsis, minor 
disorders of peristalsisがそれぞれ患者の11 .3%、
14%、24 .5%に認められたが、本研究ではそれぞ
れ26 .7%、4.7%、14%に認められた。この差は
患者背景の差によるものと考えられる。患者の
主訴を比較すると、先行研究ではつかえ・嚥下
障害が29%、GERDが55%、胸痛が5%、その他
が11%であったのに対し、本研究ではそれぞれ
39 .1%、19 .8%、7.4%、33 .7%で あ っ た。 し た
がって、本研究ではdisorders with EGJ outflow 
obstructionが先行研究よりも多く認められたと
推測される。また201人の患者を対象とした別の
研究では、Chicago分類version 3 . 0に基づくと患

者の58 .7%に食道運動障害が認められたことが
示された5）。本研究の主な結果である食道運動障
害を有する割合は既報と類似していた。
　本研究における症状別の食道運動障害の分析で
は、つかえ感を有する患者に有意に多くのEMD
があることが示された。さらに、つかえ感を有す
る患者には、アカラシア、EGJ outflow obstruc-
tion, major disorders of peristalsisなど、様々な
種類の食道運動障害が認められた。また症例数は
少ないものの、胸痛を有する患者の47 .4％に食
道運動障害が認められた。これらの結果は、つか
え・嚥下障害や胸痛などの症状が食道運動障害と
より強い関係にある可能性があることを示唆して
いる。
　本研究にはいくつかのLimitationがある。まず
単施設の後方視的検討であり、主症状はカルテか
ら抽出されたものである。第二に、典型的な好酸
球性食道炎の内視鏡所見を有さない症例において
ランダム生検が全例に施行されてはいない。しか
し、本研究はHRMを受けた258例を対象として
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表 3　症状別にみた食道運動障害を有する割合

Symptoms Disorders of esophageal motility Normal p-value
Dysphagia, n（%） 66（65.3） 35（34.7） <0.001
Heartburn, n（%） 15（29.4） 36（70.6） 0.011
Chest pain, n（%）  9（47.4） 10（52.6） 0.854
Globus, n（%） 13（36.1） 23（63.9） 0.230
Dyspepsia, n（%）  9（31） 20（69） 0.100
Others, n（%）  5（22.7） 17（77.3） 0.026

表 4　症状別にみた食道運動障害の詳細

Symptoms Achalasia types Ⅰ-Ⅲ EGJOO DES JE AC IEM Total p-value
Dysphagia, n（%） 30（45.5） 17（25.8） 2（3）4（6）2（3） 11（16.7） 66 <0.001
Heartburn, n（%） 1（6.7） 4（26.6） 0 0 1（6.7） 9（60） 15 0.123
Chest pain, n（%） 2（22.2） 5（55.6） 0 0 0 2（22.2） 9 0.654
Globus, n（%） 0 6（46.2） 0 0 1（7.6） 6（46.2） 13 0.198
Dyspepsia, n（%） 0 3（33.3） 0 0 1（11.1） 5（55.6） 9 0.316
Others, n（%） 0 1（20） 0 0 1（20） 3（60） 5 0.343

Abbreviations: EGJOO, esophagogastric junction outflow obstruction; DES, diffuse esophageal spasm; JE, 
jackhammer esophagus; AC, absent contractility; IEM, ineffective esophageal motility.sphincter; DCI, distal 
contractile integral; DL, distal latency.



おり、単一施設としては多数例を検討である。食
道運動障害はまだ十分に解明されているとは言え
ず、症状と食道運動障害との関連性を検討した本
研究結果は日常診療に役立つものと考えられる。
　結論として本研究では、Chicago分類version 
3 . 0に基づいて診断すると上部消化管症状を有す
る症例の45 .3%に食道運動障害が認められた。
特に、つかえ感を有する症例では食道アカラシア
を始めとした食道運動障害を有する割合が有意に
高かった。HRMはEGDで明らかな異常がないに
も関わらず、難治性の上部消化管症状を有する症
例の精査の一つとして活用されるべきである。
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【要約】
背景: 好酸球性食道炎（EoE）は食道への好酸球

の浸潤により慢性炎症を来し、様々な臨床症状
を来す疾患である。また、症状のない無症候
性食道好酸球症（aEE）は、EoEの潜在的な前
駆症状であると考えられている。今回、aEEと
EoEの臨床病理学的な違いを探索することで、
EoEの症状に関与する因子を明らかにすること
を目的とした。

方法: 内視鏡超音波検査および高解像度マンメ
トリーを受けた食道好酸球症の患者45名を
対象とした。逆流性食道疾患の症状スケー
ル（Frequency Scale for the Symptoms of 
Gastroesophageal Reflux Disease；F-scale）
に基づいて、aEE群（n=16）とEoE群（n=29）
に分類し、臨床病理学的所見について比較検討
を行った。

結果: F-scaleの中央値は、aEE群が3.0、EoE群
が10 .0で、患者背景、内視鏡所見、病理組織
学的所見に有意差は認められなかった。食道壁
は、胸部下部食道でEoE群の方が有意に厚く、
cut off値は、食道全体の壁の厚さで3.13mm、
表層から粘膜下層までの厚さで2.30mmであ
った。食道内圧検査では、aEE群で7人（43.8%）、
EoE群で15人（51 .7%）に異常所見がみられた。

結論: 胸部下部食道の壁肥厚がEoE患者における
症状に関連する重要な臨床因子であることが示
唆された。

【目的】
　EoEは、Th2型の過剰な免疫応答により食道
に好酸球優位の炎症を引き起こし、嚥下障害やつ
かえ感といった消化管症状を来す慢性の免疫性食
道疾患である。本邦のガイドラインにおける好酸
球性食道炎の診断基準では、食道機能障害に起因
する臨床症状を有することが必須項目となってい

る1,2）が、近年では消化器症状のないaEEが好
酸球性食道炎と同様もしくは前駆病態であると報
告されてきている。そこで食道好酸球症において
消化器症状に関連する臨床的病理学的な要因を明
らかにすることを目的とした。

【方法】
　2010年1月から2023年7月までに当院で上部
消化管内視鏡検査を施行し、生検で15/HPF以
上の好酸球浸潤を認めた食道好酸球症176例のう
ち、超音波内視鏡検査（EUS）による評価を行っ
た45症例を対象とし、Frequency Scale for the 
Symptoms of GERが6点以下をaEE群、7点以上
をEoE群に分類して臨床病理学的な所見の比較
検討を行った。

【結果】
　男女比はaEE: 15/1、EoE: 23/6、平均年齢は
aEE: 53 .6±13 .3歳、EoE: 48 .7±11 .4歳 で あ っ
た。BMI、Brinkman index、飲酒量、アレルギ
ー性疾患の既往は両群に差は認められなかった。
また、末梢血好酸球数中央値（IQR）は274（129-
379）/µL vs 252（189-391）/µL、血清IgE中央値

（IQR） は93（47-148） IU/mL vs 247（70-757）
IU/mLと両群で有意差は認められなかった。内
視鏡所見はEosinophilic Esophagitis Endoscopic 
Reference Scoreで、縦走溝・輪状溝・白色滲出物、
浮腫、狭窄のいずれの項目も有意差は認められな
かったが、EoE群で狭窄症例が多い傾向にあっ
た（p=0 .08）。病理組織学的所見はEosinophilic 
Esophagitis Histologic Scoring Systemのlamina 
propria fibrosisがEoE群 で 高 い 傾 向 に あ っ た

（p=0.064） 。EUSで食道壁を計測すると胸部下部
食道全層と粘膜下層までの厚さがEoE群で有意に
厚かった（図1，2 ; 中央値[IQR], 3 . 0[2 .6-3 .2]
vs 3 . 6[3 . 2-4 . 4] mm; p=0 .001、2 .0[1 . 7-2 . 4]
vs 2 .6[2 .4-3 .3] mm; p=0 .001）。Cut off値を食
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好酸球性食道炎及び無症候性食道好酸球症の病態に関する
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図 1　食道全層の厚さ

図 2　表層から粘膜下層までの厚さ



道全層で3.1mm、粘膜下層までで2.3mmとした
場合、食道全層で84 .0%の感度、75 .0%の特異
度; 表層から粘膜下層までの厚さで84.0%の感度、
68 .7%の特異度であった。

【考察】
　近年ではaEEはEoEと同一疾患のスペクトラ
ム上に存在する病態と考えられている３−５）。aEE
は臨床所見、内視鏡所見、免疫組織学的所見で
EoEと差がないことが示唆されており、EoEに関
連する症状に寄与する因子については報告が限ら
れる。食道壁の肥厚は食道運動障害と関連してい
ると一般的に考えられており下部食道括約筋にお
ける筋層の肥厚の程度が、アカラシア、遠位食
道痙攣、および過剰収縮食道の重症度と関連し
ていることが示されている6）。本研究では、aEE
群とEoE群の間で食道壁の厚さに有意な差があ
り、特に食道下部において顕著であった。本研究
から食道下部の壁の肥厚の程度は、EoEの症状の
発症に関与する臨床的に評価することができる重
要な要因であると想定された。また、食道筋層に
おける密な好酸球浸潤が、EoE患者のみならず、
jackhammer esophagus やnutcracker esophagus
患者においても食道の運動障害および病気の重症
度と関連していることが報告されている7）。本研
究でも、EoE群において筋層有意に厚かった。さ
らに、表層から粘膜下層までの厚さと食道全層の
比率に有意な差はなかったが、EoE群ではその比
率が高くなる傾向が見られた。このことからEoE
においては好酸球浸潤に関連する慢性的な炎症が
主に粘膜層および粘膜下層で進行し、線維化を来
して症状の発症に関与することが示唆された。こ
の点を支持するものとして、EoE群は病理学的所
見の粘膜固有層の線維化スコア（LPF）が高い傾
向が見られた。組織学的診断は生検によって食道
の表層のみを評価できるが、LPFの評価は将来
的なEoEの症状の発症予測にも役立つ可能性が
考えられた。
　この研究の結果から、EoE患者において、食道
下部の壁肥厚が症状に関連する重要な臨床因子の
一つであることが示唆された。現在、食道壁の厚
さはEoEの評価項目には含まれていないが、EoE
の病因解明において有用である可能性がある。
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【要約】
　代謝異常関連脂肪性肝障害（MASLD）の肝病
態進行における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。連続肝生検に基づく縦断
的な検討で、血清miR122動態は肝発癌率と生存
率を含む予後予測に有用であった。血清TERT 
C228Tは高分化型肝癌を含む肝癌早期診断に有
用であった。血清中のmiR122やTERT C228T
を含む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将来期待さ
れる。

【目的】
　代謝異常関連脂肪性肝疾患（MASLD）におけ
るプレシジョン・メディシンが期待されており、
病態進行における宿主遺伝子要因の解析と非侵襲
的診断の開発は喫緊の課題といえる。エピゲノム
要因として血液中のmicroRNA（miRNA）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MASLD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
して血液中のcell-free DNAを用いた体細胞遺伝
子変異、特に肝癌ではTERT プロモーター変異

（TERT C228T）の有用性が報告されている2）。
本研究ではMASLDの病態解析における血液検体
を用いた非侵襲的なリキッドバイオプシーの臨床
的有用性を検討した。

【方法】
 〔検討1〕虎の門病院肝臓内科で連続肝生検を
施行し線維化が改善しなかった肝病態悪化の危
険性の高いMASLDの64例を対象とし、血清
miR122動態から見た累積肝発癌率と累積生存
率を検討した（Log-rank test）。血清miR122は
Real time PCRで解析し、miR122相対定量値は
ddCT法で評価した3）。
 〔検討2〕虎の門病院肝臓内科で肝癌と診断さ
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（4）肝臓疾患

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

MASLD肝癌の52例を検討
1) TERT C228T positive; 68%
2) PIVKAII abnormal; 47%
3) AFP abnormal; 38%

MASLD肝癌ではAFP/PIVKA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%

Wild-type blocking PCR
Akuta N, et al.

J Med Virol 2020;92:3604–8.

Akuta N, et al. Oncology 2021;99:114-123. 

図 1　虎の門病院における背景肝がMASLD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



れた151例を対象とした。肝癌分化度と各種腫瘍
マーカー（AFP/PIVKAII/TERT C228T）との
関係を解析し、TERT C228T単独陽性に影響す
る要因を検討した。血清TERT C228TはWild-
type blocking PCRで測定し、全体の0.7%以上
の微量な変異型まで検出可能な高感度測定系で判
定した（図1）4）。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
953 , 1135 , 1843）。

【結果】
 〔検討1〕連続肝生検の肝生検間隔は中央値3.0
年であった。初回miR122値に対する2回目の比
率をmiR122 ratioと定義すると、ratio <0 .5倍の
症例は≥0 .5倍の症例よりも累積肝発癌率は高率
で（Log-rank test; P =0 .027）、累積生存率は低
率であった（Log-rank test; P =0 .083）（図2）。
血清miR122動態は肝発癌率と生存率を含む予後
予測に有用であり、miR122は肝病態進行に抑制
的に作用することが確認された。
 〔検討2〕肝癌分化度から見た腫瘍マーカー陽
性率: TERT C228T単独陽性率/AFP単独陽性率
/PIVKAII単独陽性率は、高分化型を含む症例で
21/8/15%、中分化型で14/9/24%、低分化型で

0/5/15%と、高分化型でTERT陽性率が高率で
あるのに対して中分化型ではPIVKAII陽性率が
高率であった。血中TERT C228Tは高分化型肝
癌を含む肝癌早期診断に有用であり、多段階発癌
の早期への影響を示唆する所見が確認された。

【考察】
　MASLD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MASLDの病
態進行を促進するタイプと抑制するタイプに分け
られる。特に、肝臓内に多く存在するmiR122は
肝癌を含む病態進行に抑制的に作用することが報
告されている1）。今回の連続肝生検に基づく血清
miR122動態の検討では、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。この様に、血清miR122はMASLDの肝病態
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。TERT変異は肝癌の多段階発
癌における早期の段階に関与しているとされる。
特に、肝硬変の段階で肝臓の組織中に9%、前癌
状態のdysplastic noduleでは19%、早期肝癌で
は60%組織中にTERT変異が存在していると報
告されている5）。但し、癌細胞から血中に染み出
した微量なcfDNAをPCRで増幅して検出できれ
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miR122 ratio <0.5 (n=28)

miR122 ratio ≥0.5 (n=33)

Log-rank test
P = 0.027

miR122 ratio <0.5 (n=28)

miR122 ratio ≥0.5 (n=36)Log-rank test
P = 0.083

連続肝生検に基く縦断的な検討でも血清miR122動態は予後予測に有用であった

miR122 ratios （1回目miR122に対する2回目miR122の比率）

miR ratio
1st miR 2nd miR

miR ratio
1st miR 2nd miR

図 2　�虎の門病院における連続肝生検を施行したMASLD症例で線維化が改善しなかった64例における血清
miR122動態から見た累積肝発癌率と生存率



ば、より非侵襲的なリキッドバイオプシーで肝癌
早期診断に繋げることができる。今回の検討では、
血清TERTは高分化型肝癌を含む肝癌早期診断
に有用であることが確認された。MASLDの症例
は本邦に約2,000万人以上は存在し、肝硬変や肝
癌を含む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に拾い上げ
ることが喫緊の課題である6）。今回報告した血清
中のmiR122やTERT C228Tを含む遺伝子要因
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将来期待される。
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【要約】
　C型慢性肝疾患に対する抗ウイルス療法による
SVR後長期にわたる経過観察の検討によりSVR
後の肝発癌には肝線維化のみならず、糖尿病、飲
酒に加え、高BMIもリスク要因となりえること
が判明した。これらのリスク要因を踏まえたフォ
ローアップストラテジーの構築が重要となるもの
と思われる。

【目的】
　C型慢性肝疾患はウイルス排除（SVR）後長期経
過しても肝発癌を認める症例がある。肝線維化の
みならず、それ以外のリスク因子を同定するこ
とにより肝癌の早期発見につなげることができ、
SVR後のフォローアップをどのように行ってい
くかを議論することが可能となるものと思われ
る。そこで本研究ではIFN及びDAAs-SVR後長
期にわたり経過を追えている症例で、SVR後肝
発癌に関わる因子を同定し、特に代謝要因の影響
について明らかにすることを目的とした。

【方法】
　当院においてC型慢性肝疾患に対しIFN及び
DAAs治療を行いSVRを達成した症例の内、治
療開始前にHCCの既往なく、治療終了後24週以
内にHCC発症なく、治療終了後24週以上経過
観察可能な症例5,232例を対象とした。SVR24
達成時点を起点とし、肝硬変の有無、飲酒（男
性20g/日以上、女性14g/日以上）の有無、糖
尿病の有無、BMIにより累積肝発癌率を検討し、
SVR後肝発癌した症例の特徴を検討した。それ
らの因子を用いて肝発癌リスクのカテゴリー分類
を行い、リスクカテゴリー別の累積肝発癌率を検
証し、肝発癌リスクの層別化が可能かについて検
討した。

【結果】
　IFN-SVR群（n=2796）とDAAs-SVR群（n=2436）

はそれぞれ女性58.6%、40.0%、年齢中央値51歳
と64歳、肝硬変割合が7.5%と22.3%と両群に有
意差を認めた。また、IFN-SVR群で飲酒、喫煙
歴、BMIが高いなど、両群の背景に差を認めた。
経過観察期間は、IFN-SVR群で10.4年、DAAs-
SVR群で5.6年であった。10年累積肝発癌率は、
慢性肝炎で2.6%、肝硬変で19.3%と有意差を認
め、1,000人年あたりの罹患率は肝硬変症例は慢性
肝炎症例の8倍となっていた。Cox比例ハザードモ
デルで抽出されたSVR24以降の肝発癌に寄与する
因子は、男性、肝硬変、SVR24時点の年齢55歳以 
上、GGT24U/L以上、FIB-4高値、AFP4.0μg/L 
以上といった因子が抽出されたが、飲酒、糖尿病、
BMIは有意な因子としては抽出されなかった。そ
こで、糖尿病の有無、飲酒の有無、BMIによりそ
れぞれ累積肝発癌率を検討すると、10年累積肝発
癌率は、糖尿病なし4.4%/あり8.8%（P<0.001）、
BMI23未満4.4%/23以上5.8%（P=0.005）、飲酒
なし4.6%/あり6.4%（P=0.014）といずれも有意
差を認めた。BMIに着目し、糖尿病の有無、飲酒
の有無によりBMI23で層別化した10年累積肝発癌
率は（BMI23未満/23以上）、糖尿病なしかつ飲酒
なしで3.8%/5 .1%と有意差を認めた（P=0.007）
が、糖尿病ありまたは飲酒ありではBMIにより差
を認めなかった。また、線維化の評価をSVR24
時のFIB-4 2 .67で分類すると、10年累積肝発癌
率は（BMI23未満/23以上）FIB-4 1 .30未満で
0.7%/1.3%（P=0.037）、1.30-255で3.3%/4 .7%

（P=0.017）、2.67以上でも10.3%/16 .1%（P=0.016）
と有意差を認めた。そこで、高度線維化群（SVR24
時FIB-4 2 .67以上n=1206）、代謝要因群（SVR24
時FIB-4 2 .67未満かつ糖尿病または飲酒あり
n=1106）、高BMI 群（SVR 24時FIB- 4 2 . 67未
満かつ糖尿病なしかつ飲酒なしかつBMI23以上
n=1077）、リスクなし群（上記以外n=1659）とカ
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テゴリー分類し、累積肝発癌率を検討したところ、
Cox比例ハザード回帰によりリスクなし群に比しそ
れぞれハザード比8.09，2.58，1.93と肝発癌リスク
の層別化は良好であった。さらに、リスク要因なし
群でFIB4 1 .30未満と1.30-2 .66による発癌率を
検討すると、飲酒なし、糖尿病なし、BMI23未満、
SVR24時点のFIB-4 1 .30未満の症例からの肝発
癌は認めなかった。

【考察】
　IFNによる発癌抑制効果については多くの報
告があり、我々もIFN治療後の10年累積発癌率
はnon-SVR群が15 .0%であったのに対し、SVR
群は1.5%と有意に肝発癌が抑制されたことを報
告した1）。さらにDAAs治療によるSVR症例と
IFN治療によるSVR症例の発癌率は同等である
こと2,3）が既に報告されている。また、IFN治療
時代におけるSVR症例の肝発癌リスク因子とし
て、肝線維化のみならず、2型糖尿病や飲酒につ
いては報告されていたが4）、一方で、SVR後長期
経過後発癌におけるリスク因子は明らかでなく、
特に飲酒、糖尿病、BMIといった代謝要因が肝
発癌にどのように影響するかについて解明する必
要があった。
　本研究により、C型慢性肝疾患は抗ウイルス治
療によってSVRを達成後10年以上経過しても肝
発癌を認める症例があることが明らかとなり、特
に肝線維化の進行した症例では何年経過しても発
癌のリスクが残存していることが判明した。一
方、飲酒や糖尿病、高BMIなどの代謝要因を有
する症例は、5年以上経過してから発癌率が上昇
してくる傾向があった。また、飲酒や糖尿病がな
くても、BMIが23以上と高いと、BMI単独で肝
発癌のリスク因子になり得ることが判明した。以
上のことから、抗ウイルス療法開始前より肝線維
化の進行している症例は、SVR後も肝発癌監視
を継続していく必要があることは明白であるが、
糖尿病、飲酒あるいは高BMIの症例も長期に経
過をみていくと肝発癌のリスクとなり得るため、
注意すべき症例であると思われる。一方で、これ
ら代謝要因なく、肝線維化の進行していない症例
からも25例の肝発癌症例を認めたが、肝発癌症

例はいずれもSVR24時点のFIB-4値が1.30以上
の症例であった。逆に言えば、リスク因子なく、
FIB-4 1 . 30未満の症例は肝発癌のリスクは極め
て低く、こういった症例はSVR後の経過観察を
終了として良いかもしれない。ただし、このカテ
ゴリーに分類される症例は若年例が多く、今回の
検討症例全体の約10%に過ぎないことも重要な
点である。
　SVR後の肝発癌には肝線維化のみならず、糖
尿病、飲酒に加え、高BMIもリスク要因となり
えることが判明した。今後さらにSVR後の経過
観察期間が長期となる症例が増加する中で、これ
らのリスク要因を踏まえたフォローアップストラ
テジーの構築が必要であると思われる。
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【要約】
　B型慢性肝炎症例において血清HBコア関連抗
原（HBcrAg）は肝内のcccDNA（完全2本鎖閉
環状DNA）やHBVの転写活性を反映するマー
カーとして実臨床で広く使用されているマーカ
ーであり、昨今このHBcrAgの超高感度測定系

（iTACT-HBcrAg）が使用可能となった。HBe
抗原陰性抗ウイルス無治療のB型慢性肝炎非肝硬
変症例において、iTACT-HBcrAgは肝癌リスク
評価とHBsAg陰性化予測という、経過良好不良
の両面において有用なマーカーであることが示さ
れた。

【目的】
　HBe抗原陰性B型慢性肝炎症例は、活動性肝炎
と非活動性キャリアが存在するheterogeneousな
集団である。これらの症例に対する抗ウイルス療
法導入の判断はALT値とHBVDNA量を用いて
行うが、この2者のみでは、治療導入判断に苦慮
する場合もしばしばある。また昨今HBVマーカ
ーのうちHBコア関連抗原（HBcrAg）の高感度
化が進められたが、その有用性についてはまだ不
明な点が多い。そこで今回我々はHBe抗原陰性 
B型慢性肝炎症例における、高感度HBcrAg測定

（iTACT-HBcrAg）の臨床アウトカムへの影響
（HBs抗原陰性化、肝発癌等）に与える影響を評
価することを目的とした。

【方法】
　対象は当院にて抗ウイルス療法未治療のHBeAg
陰性非肝硬変症例のうち1年以上経過観察し、ベー
スラインのHBcrAg量をiTACT-HBcrAg含む測定
系で測定し得た1,738例である。iTACT-HBcrAgの
定量下限は2.1 log U/mLであり、iTACT-HBcrAg
量はベースラインの保存血清より測定を行った。ベ
ースラインのHBcrAg量から見た肝炎病期の比較、
肝癌発症、HBsAg陰性化への関連性を検討した。

HBcrAg量により以下の4群に分類し種々の解析を
行った。A群: <2.1 logU/mL、B群2.1-2.9、C群
3.0-3.9、D群 ≥ 4 .0。肝炎病期はAASLD（アメリ
カ肝臓学会）ガイドラインを元に非活動期（IC）、活
動期（IA）、グレーゾーン（GZ）の3つに分類した。
検討項目は以下の通りである。
　（1）肝細胞癌発症、（2）HBsAg陰性化（< 0 .05 
IU/mL）、（3）ALT上昇（正常上限の2倍以上の
上昇）。

【結果】
 （1）肝 炎 病 期 別 の ベ ー ス ラ イ ン のiTACT-
HBcrAg量（中央値）は非活動期: 2 . 3 log U/
mL、グレーゾーン: 3 . 1、活動期: 4 . 4と肝炎病
期の進行と共にHBcrAgが高値になる傾向を示
した（P-trend < 0 . 001）。iTACT-HBcrAg量は
HBVDNA量とは正の相関（R2=0 .344）を示した
が、HBsAg量とは相関関係を示さなかった（R2= 
0 .068）。
　また非活動期＋グレーゾーン症例におけるその
後のALT上昇（正常上限の2倍以上）の発生率は、
D群>C群>B群=A群の順でALT上昇の発生率
が高率（P<0 .001）であり、HBVDNA量で調整
した多変量解析でも同様の傾向を示した。
 （2）肝癌罹患率はA群0.5、B群1.1、C群1.6、
D群8.5千人/年であり、A群の肝癌発生が極め
て低率であった（P<0 .001）。肝炎病期や背景因
子で調整した多変量解析において、D群と比較し
てC群の肝癌発症ハザード比（95%信頼区間）が
0.28（0 .13-0 .58）、B群0.16（0 .07-0 .46）、A群
0.05（0 .01-0 .18）とA群は肝癌発症リスクの極
めて低い集団であることが示唆された。一方で
HBVDNA量については、多変量解析で肝癌発症
との関連性を認めなかった。
　（3）非活動期とグレーゾーン期におけるiTACT-
HBcrAgによる肝癌リスクの層別化を行ったとこ

─ 37 ─

HBe抗原陰性B型慢性肝炎症例における、高感度HBcrAg
測定の臨床アウトカムへの影響

保坂　哲也、鈴木　文孝



ろ、非活動期でiTACT-HBcrAg ≥ 4 .0の症例の
肝癌発症ハザード比95%信頼区間）が8.31（1.02-
67 .9）、グレーゾーン症例においてもハザード比
5.62（1.30-24 .2）と、iTACT-HBcrAgにより肝
癌リスクを明確に層別化することができた。
　（4）年率HBsAg陰性化率はA群20.0、B群13.4、
C群12.6、D群13.1千人/年と他の群と比べてA
群でのHBsAg陰性化率が高率であった（P<0.001）。
HBsAg量や各種因子で調整した多変量解析にお
いて、D群と比較してC群のHBsAg陰性化ハザー
ド比（95%信頼区間）が1.55（1.01-2 .36）、B群
1.52（0.98-2 .36）、A群2.61（1.67-4 .06）とA群 
はHBsAg陰性化を達成しやすい集団であることが
示唆された。またHBsAg量については、既報の通
りHBsAg量低値がその後のHBsAg陰性化と関連
することが多変量解析で示された。

【考察】
　抗ウイルス療法未治療のHBeAg陰性非肝硬
変症例においてiTACT-HBcrAg非検出症例は
病期進行や肝癌発症の低リスク集団のみならず
HBsAg陰性化を達成しやすい集団であることが
示唆された。iTACT-HBcrAgは肝癌リスク評
価とHBsAg陰性化予測という、経過良好不良の
両面において有用なマーカーであることが示さ
れた。既存のHBVDNA量と比べてもiTACT-
HBcrAgは肝癌リスク評価に有用なマーカーであ
ることが示された。
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【要約】
　大動脈弁狭窄症に対する治療法は外科的手術お
よびカテーテル治療があるが、手術適応に難渋す
る症例も存在する。ガイドラインでは、運動負荷
試験を実施し症状の有無や血圧の低下を確認する
ことが推奨されているが、我が国では大動脈弁狭
窄症に対する運動生理学的な考察はまだ少ないの
が現状である。今回の研究では、大動脈弁狭窄症
の治療適応を検討するために行った心肺運動負荷
試験の結果と治療を行った対象者の運動生理学的
なパラメータを比較することで、手術適応に関す
る運動生理学的な考察を行った。

【目的】
　2013年以降、我が国において大動脈弁狭窄症
に対して経カテーテル的大動脈弁置換術が開始さ
れ、現在適応が徐々に拡大している。手術適応に
関しては、ハートチームカンファでその適応が話
し合われ、外科的手術またはカテーテル手術の適
応が決定される。現在ガイドライン１）では、有
症候性の重症大動脈弁狭窄症や超重症の大動脈弁
狭窄症などが手術適応となっている。しかし、手
術適応を検討する際、無症候性の重症大動脈弁狭
窄症や、有症候性の大動脈弁狭窄症の患者もおり、
その手術適応に関しては議論の余地がある。ガイ
ドラインでは、運動負荷を行い血圧低下や胸部症
状を確認することを推奨しているが、大動脈弁狭
窄症は過度な運動負荷による心不全増悪が引き起
こされるリスクがあり、手術適応となる有症候性
の大動脈弁狭窄症では運動禁忌2）であることか
らも、多くの医療機関で運動負荷試験を大動脈弁
狭窄症患者にかけることはためらわれるのが現状
である。そのため、手術適応を検討するような症
例に対しての運動生理学的な考察は非常に少な 
い３）。

　今回の研究では、手術適応となる大動脈弁狭窄
症の群と手術適応とならなかった群の運動生理学
的な背景因子を比較することで、手術適応に参考
となる運動生理学的なパラメータを検証すること
を目的とした。

【方法】
　2022年4月から2024年12月までに中等度以上
の大動脈弁狭窄症で心肺運動負荷試験を行った
37例を対象とした。この37例を手術を行った治
療実施群と、治療適応判断のためにCPXを行っ
た群（手術は行わなかった）に分けて解析を行っ
た。中等度以上の大動脈弁狭窄症に心肺運動負荷
試験をかける群は、運動負荷時の症状の出現や血
圧低下などの出現の有無及び運動耐容能（最高酸
素摂取量: Peak O2や嫌気性代謝閾値: AT）の低
下の有無を確認することが目的に行われる。本来
は、手術を実施した対象者も同様に手術前に心肺
運動負荷試験を行うべきだが、治療適応患者は、
運動負荷禁忌であり現実的にはそのような患者の
データを収集することが不可能である。治療実施
群は手術後3か月以内に心肺運動負荷試験を行っ
ており、運動耐容能の指標は、リハビリを行った
としても、回復に数か月かかることから手術後の
心肺運動負荷試験の結果でも、手術前の状態と仮
定して解析することが可能である。
　運動負荷試験には、ミナト医科学の呼気ガス分
析器を使用した。運動負荷プロトコールは検査に
立ち会う医師が決定した。運動負荷装置は、全例
エルゴメータを用いている。
　なお、今回解析に利用したパラメータは、循環
器専門医が大動脈弁狭窄症の手術適応を判断する
うえで運動生理的に妥当であると考えられるパラ
メータを使用した。特に、換気効率の指標とな
るVE V.S. VCO2 slope4）および、一回心拍出量
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の指標であるVO2/HR：酸素脈5）、心拍出の指標
であるMinimum VE/VCO2

6）, FetCO2などを解
析用パラメータとして解析した。逆に、手術後
早期に回復してしまう運動時立ち上がり時定数 

（τon）やプロトコール間での比較が困難である
ΔVO2/ΔWRは今回の解析の対象から除外した。

【結果】
　解析対象者のうち治療実施群は28名で76%、
治療適応判断群は9名で25%であった。そのう
ち 男 性 は、7名（78%） と18名（64%） で あ っ
た。治療実施群の左室収縮能は57 .8±8 .0%、治

療適応判断群は60 .9＋7 .4%と両群に差は認めな
かった。なお、治療適応判断群の大動脈弁の評
価は、大動脈弁流速が3.6±0 .6m/s、平均圧格
差27 . 9±9 . 9mmHg、AVA 1 . 06±0 . 4 cm2であ
った。重症度は、中等症が5例、中等症から重症
が2例、重症が2例であった。なお手術実施群の
大動脈弁の評価は術後でありすべて改善していた

（表1）。運動生理学的パラメータで両群に統計学
的な有意差あったのは、%Peak VO2/HR（酸素
脈O2 pulseの%割合）のみであった。なお、最
高酸素摂取量は、治療実施群は治療適応判断群と
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表 1　背景因子

治療適応判断群 治療実施群 P-value
サンプル数 9　24% 28　76%
年齢 73±8.0 74.6±11 0.346
性別（男性） 7　78% 18　64% 0.566
EF　% 57.8±8.0 60.9±7.4 0.555
大動脈弁流速　m/s 3.6±0.6 2.3±0.4 0.039
Mean PG　mmHg 27.9±9.9 10.5±4.0 <0.001
AVA　cm2 1.06±0.4 1.5±0.4 0.448
重症度
Moderate 5　55.6% − −
Moderate-severe 2　22.2% − −
Severe 2　22.2% − −

表 2　両群における運動生理学的パラメータ

治療適応判断群 治療実施群 P-value
Peak VO2 16.6±4.3 15.8±5.2 0.084
%Peak VO2 75.6±14.2 72.4±19.5 0.159
AT 12.4±2.9 11.6±2.9 0.731
%AT 87.5±17.1 82.8±19.6 0.622
VE V.S. VCO2 slope 37.6±7.3 40.9±10.5 0.289
%VE V.S. VCO2 slope 133.9±26.0 144.8±34.8 0.348
Peak VO2/HR 9.2±3.6 7.4±2.6 0.181
%peak VO2/HR 77.1±26.1 62.9±16.1 0.004
Minimum VE/CO2 38.5±8.4 42.6±10.7 0.842
FEtCO2（RCP） 5.4±0.9 5.1±0.8 0.444
R 1.08±0.09 1.13±0.1 0.905



比較して平均値は低下しているものの統計学的な
有意差は認めず。嫌気性代謝閾値も治療実施群は
治療適応判断群と比較して平均値は低下している
ものの統計学的な有意差は認めなかった。嫌気性
代謝閾値の%割合（平均値）は両群ともに正常
の80%以上を超えていた（表2）。なお、手術の
有無をアウトカムとして、ロジスティック回帰分
析を実施したところ、単回帰分析では、統計学的
な有意差が出たものはないが、年齢/性別で調整
した場合、酸素脈の%割合は統計学的な有意差

（p = 0 .023、odds ratio 0 . 88-0 .99 95% CI） を
もって有意差を認めた（表3）。

【考察】
　今回の結果より、治療実施群と治療適応判断し
結果手術を行わないと判断した群では、酸素脈の
％割合（%peak VO2/HR）が有意に差があるこ
とが示され、さらに治療適応の判断に大きく寄与
することが示唆された。酸素脈は1回心拍出量の
指標であり、大動脈弁狭窄症による心拍出の低下
を示していると考えられる。手術後は後負荷が解
除されるものの、左室肥大等の代償されるまでに
ある程度時間がかかることが予想され、手術後も
酸素脈の回復に時間がかかると考えらる。
　しかし、手術適応の判断をする上では、酸素脈
の％割合のみで判断するのは十分とは言えない。
ガイドラインに記載されているように、胸部症状
の出現や血圧の低下も重要な所見である。さらに、
最高酸素摂取量や嫌気性代謝閾値を含めた運動耐

容能の低下は、心不全の重症度の指標かつ、生命
予後を鋭敏に反映する指標7）でもあることから、
運動耐容能低下も手術適応を判断する今後のえで
も、やはり重要な指標であると考えられる。今回
の研究で、嫌気性代謝閾値の％割合の平均は両群
ともに正常範囲内であった。これは、大動脈弁狭
窄症のように慢性的に経過する場合、最大酸素摂
取量は低下していくが比較的日常生活レベルの嫌
気性代謝閾値レベルの運動強度は保たれることが
多いため、嫌気性代謝閾値が保たれていることは、
理にかなっている。つまり嫌気性代謝閾値まで低
下してしまう例では、重症と判断しても差し支え
ないと考えられる。今回は有意差が出なかった心
拍出の指標であるMinimum VE/VCO2やFetCO2

に関しても、手術適応として重要なパラメータで
ある可能性は高いが、今回の研究プロコール不適
切であった可能性が高い。両パラメータは心拍出
量の指標になるが、治療後比較的速やかに回復す
る可能性がある。そのため、治療後に行った心肺
運動負荷試験では、すでに改善してしまった可能
性がある。加えて、単施設の後ろ向き観察研究で
あることから、さらなる研究が期待される。

【謝辞】
　本研究は冲中研究所の研究助成により行われま
した。また、虎の門病院循環器センターの循環器
内科先生方の協力に感謝いたします。

【文献】
1.	 日本循環器学会, 日本胸部外科学会, 日本血

─ 41 ─
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【要約】
　アドレノメデュリン（AM）は、血管の恒常
性維持作用を有するペプチドであり、その機能
は主として、AMの受容体活性調節タンパク、
RAMP2あるいはRAMP3によって制御されてい
る。本研究では、AM-RAMP2、3系と癌転移の
関連を検討した。
　血管内皮細胞特異的RAMP2ノックアウトマ
ウス（DI-E-RAMP2-/-）では、転移予定先臓
器の血管における炎症が、転移前土壌となるこ
と、さらに内皮間葉転換による血管構造の不安定
化により、転移が促進する結果となった。一方、
RAMP3ノックアウトマウス（RAMP3-/-）では、
癌関連線維芽細胞（CAF）が間葉上皮転換を生
じて良性化し、転移が抑制された。
　AM-RAMP2系による血管の恒常性制御機構
と、AM-RAMP3系によるCAFの制御機構に注
目し、選択的にRAMP2を活性化し、RAMP3を
抑制することが、癌転移の抑制につながると考え
られた。

【目的】
　分子標的薬や癌免疫療法などの新規治療法の登
場により、癌治療は大きな進歩を遂げたが、未だ
癌の転移を抑制する方法は存在しない。我々は、
癌を生体から切り分けて考えるのではなく、癌の
原発巣と転移巣を、血管を介した循環制御の観点
から捉えることによって、癌転移を抑制する治療
法につながる可能性を考え、検討を進めてきた。
中でも血管の恒常性の破綻や異常増殖は、癌の病
態にも密接に関与していることから、我々は、血
管の恒常性制御の観点から、癌転移を抑制する新
しいアプローチを考えた。
　アドレノメデュリン（AM）は血管をはじめ、
全身の様々な組織で広く産生され、血管拡張作用
をはじめとした、多彩な生理活性を有するペプ

チドである。AMの活性は、主として、AMの受
容体に結合する受容体活性調節タンパクRAMP2
およびRAMP3により制御されている。我々は
これまで、AMノックアウトマウス（AM-/-）
が血管の発生異常により胎生致死となること1）、
RAMPの中でもRAMP2のノックアウトマウス

（RAMP2-/-）のみがAM-/-と同様の表現型を
示して胎生致死となること2）から、血管の発生
および恒常性維持におけるAM-RAMP2系の重
要性を明らかとしてきた。一方、RAMP3のノッ
クアウトマウス（RAMP3-/-）は血管の発生に
異常は認められず、成体が得られる3）。AMおよ
び、RAMP2、RAMP3は様々な癌においても発
現が認められる。本研究では、AM-RAMP2系、
AM-RAMP3系と、癌転移の関連を、各種遺伝
子改変マウスを用いて検討した。

【方法】
（1） �AM-RAMP2系による血管恒常性維持と、癌

転移抑制との関連
　誘導型血管内皮細胞特異的RAMP2ノックア
ウトマウス（DI-E-RAMP2-/-）を用いて、原
発巣から転移巣への自然転移モデルを作成した。
C57BL/6マウス系統に移植することができる
B16BL6メラノーマ細胞をマウスの足底部に移植
し、肺転移させ、原発巣と転移巣の各々に生じる
変化を解析した。

（2） �AM-RAMP3系による癌関連線維芽細胞の悪
性化と、癌転移促進との関連

　RAMP3ノックアウトマウス（RAMP3-/-）を
用いて、C57BL/6マウス系統に移植することが
できるPan02膵癌細胞を脾臓に移植し、肝転移の
検討を行った。特に、癌の悪性化に重要な働きを
すると考えられている癌関連線維芽細胞（CAF）
に注目し、AM-RAMP3系によるCAFの制御機
構を検討した。
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【結果】
（1） �AM-RAMP2系による血管恒常性維持と、癌

転移抑制との関連
　RAMP2-/-は胎生致死のため、成体での解析が
不可能である。そこで本研究では、RAMP2 flox
マウスをVEカドヘリンMerCreMerマウスと交
配することにより、誘導型の血管内皮細胞特異的

RAMP2ノックアウトマウス（DI-E-RAMP2-/-）
ラインを樹立し、成体になってから血管のRAMP2
遺伝子欠損を誘導することを試みた4）。DI-E-
RAMP2-/-では、タモキシフェン5日間の投与後、
2週間後に、血管におけるRAMP2発現が20％以
下に低下することが確認された。
　DI-E-RAMP2-/-を 用 い て、B16F10メ ラ ノ
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ーマ細胞やS180肉腫細胞の皮下移植実験を行う
と、コントロールマウスに比較して、腫瘍内血
管新生は減弱し、腫瘍増殖は抑制された。一方、
B16BL6メラノーマ細胞を用いて、原発巣から
遠隔臓器への転移モデルの検討を行ったところ、
DI-E-RAMP2-/-では肺への転移率が亢進する
という、一見すると相反する結果となった。DI-
E-RAMP2-/-において腫瘍転移が亢進するメカ
ニズムを解明するため、RAMP2欠損誘導後に転
移予定先臓器である肺に生じる変化を、時系列的
に観察した。その結果、腫瘍の転移前の早期の段
階で、血管壁におけるマクロファージの接着や浸
潤、炎症性サイトカイン、ケモカインの発現亢進
が認められた。RAMP2欠損誘導後も炎症は持続
し、腫瘍の転移がはじまる直前の段階では、腫
瘍細胞を転移巣へ誘導するとされるS100A8/A9
とその下流因子であるSAA3の発現亢進が確認
された。
　次に、原発巣の腫瘍内血管について検討を進め
た。DI-E-RAMP2-/-では、腫瘍内血管のCD31（血
管内皮細胞マーカー）陽性細胞が減少し、対照的
にαSMA（間葉系細胞マーカー）陽性細胞が増
加していた。このことから、DI-E-RAMP2-/-
の腫瘍内血管では、内皮間葉転換（EndMT）が
生じていると考えられた。これを検証するため、

DI-E-RAMP2-/-の肺血管内皮細胞の初代培養
を行い、TGF-β刺激によるEndMT誘導実験を
行った。その結果、DI-E-RAMP2-/-の内皮細
胞では、間葉系マーカーであるFSP-1陽性細胞が、
野生型マウスと比較して有意に増加する一方、血
管内皮細胞のマーカーであるVE-カドヘリンの発
現が低下することが確認された。
　逆にAM-RAMP2システムを活性化することで、
これらの変化が抑制できるか検討した。RAMP2
を過剰発現させた内皮細胞（RAMP2O/E）を樹
立し、血管透過性アッセイを行うと RAMP2O/
Eでは、血管透過性が抑制されていた。さらに
B16F10メラノーマ細胞を用いて、重層培養法に
て接着の評価を行うと、RAMP2O/Eでは腫瘍細
胞の接着が抑制されていた。さらに、血管内皮
細胞特異的にRAMP2を過剰発現させたトランス
ジェニックマウス（E-RAMP2 Tg）を樹立した。
B16BL6メラノーマ細胞を移植し、自然肺転移を
観察したところ、E-RAMP2 Tgでは、野生型マ
ウスと比較して、腫瘍の転移が抑制され、生存率
の改善を認めた。

（2） �AM-RAMP3系による癌関連線維芽細胞の悪
性化と、癌転移促進との関連

　膵癌は予後不良であり、特に術後の肝転移の制
御が重要な課題である。我々はDI-E-RAMP2-/-
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図 3　癌転移において推測されるRAMP2、RAMP3の病態生理学的意義



とRAMP3-/-を用いて、膵癌細胞の臓器間転
移におけるAM-RAMP系の意義を検討した5）。
Pan02膵癌細胞を脾臓に移植し、肝転移の検討を
行うと、DI-E-RAMP2-/-では、メラノーマ細
胞の肺転移実験の結果が再現され、転移率が上
昇した。ポドプラニン（PDPN）は、リンパ管の
マーカーとして知られる一方、癌関連線維芽細胞

（CAF）においても発現が認められ、PDPNの発
現の高い癌は予後不良であることが報告されてい
る。DI-E-RAMP2-/-における転移巣の癌周辺
領域では、RAMP3およびPDPNの発現が著明に
亢進しており、PDPN陽性のCAFが増加してい
た。
　一方で、RAMP3-/-では、DI-E-RAMP2-/-
とは逆に、肝転移が有意に抑制され、転移巣
の癌周辺領域のCAFが減少していた。さらに
RAMP3-/- CAFでは、PDPN発現が低下してお
り、ストレスファイバーの形成が抑制されている
一方で、細胞膜直下のアクチンリングの形成が亢
進しており、間葉上皮転換（MET）を生じてい
ると考えられた。そこで、PDPNがAM-RAMP3
系のシグナル下流に存在することを検証するた
め、RAMP3ノックダウン線維芽細胞を樹立した。
その結果、RAMP3発現低下に伴って、PDPN発
現低下が確認された。さらにRAMP3-/-の初代
培養CAFでは、PDPN発現制御に関わるp-Src、
Cas活性が低下していた。マイクロアレー解析で
は、RAMP3-/- CAFでは、腫瘍増殖因子の発現
低下と抑制因子の発現亢進が認められ、悪性度が
低下していると考えられた。実際に、共培養系
で、RAMP3-/- CAFはPan02膵癌細胞の増殖、
遊 走 を 抑 制 す る と 共 に、RAMP3-/- CAFを
Pan02膵癌細胞と混合してマウスに移植すると、
癌の増殖および転移は抑制された。このことから、
RAMP3-/- CAFは、癌増殖や転移を抑制する、
いわば良性のCAFに表現型が変化していると考
えられた。
　次にRAMP3-/-に対してAMを持続投与し、
AM-RAMP2系を選択的に活性化したところ、
癌転移はRAMP3-/-よりもさらに抑制された。

【考察】
　以上の結果から、DI-E-RAMP2-/-では、転

移予定先臓器の血管における慢性炎症が、癌細胞
にとっての転移前土壌となること、さらに原発
巣の血管では、EndMTによる血管構造の不安定
化、透過性亢進が生じ、癌細胞の血管内浸潤が亢
進することで、転移が促進されたことが明らかと
なった。一方、RAMP3-/-では、PDPN発現が
抑制され、CAFがMETを生じて良性化すると共
に、代償的にAM-RAMP2系の亢進を生じた結
果、癌の転移が抑制されたことが明らかとなった。
　AM-RAMP2系による血管の恒常性制御機構
と、AM-RAMP3系によるCAFの制御機構に注
目し、選択的にRAMP2を活性化し、RAMP3を
抑制することが、癌転移の抑制につながると考え
られた。
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【要約】
　心不全は急性増悪を繰り返しながら悪化するだ
けでなく、複数臓器の障害を誘導する多病の中
心疾患であり、予後を規定する。そのため、心
不全の再発や多臓器障害を誘導する分子機序の
解明が強く求められている。我々は、横行大動
脈結紮により誘導した心不全マウスの造血幹細
胞（Hematopoietic Stem Cell, HSC）をレシピエ
ントマウスに骨髄移植する新たなモデル実験系を
構築して解析することで、HSCから分化した心
臓マクロファージが慢性炎症と組織リモデリング
を誘導し、心不全の自然発症に至ることを見出し 
た1）。本病態が遺伝子変異を持たないマクロファ
ージによって発症した経緯から、心不全発症の起
源がHSCにクロマチンレベルで刻まれた自然免
疫記憶に起因することが強く示唆されるが、その
自然免疫記憶の実体や、心不全発症との関連性に
ついては全く分かっていない。そこで、本研究で
は、心不全によってHSCに刻まれた自然免疫記
憶の細胞分化/組織間移行を超えた保存を可能に
するエピゲノム制御機構を解明する目的で、心不
全マウスから回収したHSCを用いて自然免疫記
憶の中枢と予想されるヒストン修飾の解析を行っ
た。

【目的】
　本研究は、心不全によってどのような自然免疫
記憶（エピゲノム制御）がHSCに刻まれ、細胞
分化/組織間移行後も保存され、心臓マクロファ
ージの機能変調を誘導するのか明らかにすること
を目的とする。

【方法】
　8週齢の野生型マウスを用いて横行大動脈結紮
を施し、心不全モデルマウスの作製を行った。心
不全マウスからセルソーターを用いてHSCを回
収し、自然免疫記憶の中枢と予想されるヒスト
ン修飾をCut&Runシークエンシングによって検
出した。本研究では、転写の活性化に寄与する
active enhancerを規定するヒストン修飾である
H3K27acおよびH3K4me1の検出を行った。

【結果】
　コントロールと心不全マウスのHSCのactive 
enhancer領域（H3K27acおよびH3K4me1が共
存）の変化をCut&Runシークエンシングによっ
て比較した。その結果、いくつかの領域でactive 
enhancerのピークが心不全によって変化してい
た（図1）。また、コントロールと心不全のHSC
のactive enhancerのピークの数を比較し、心不
全によって出現したピークまたは、消失したピ
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図 1　造⾎幹細胞（HSC）のactive enhancerの変化



ークを同定した。心不全によってHSCのactive 
enhancerのピークのうち、644が消失し、1,920
が出現した。消失したピークの近傍の遺伝子群で
パスウェイ解析を行った結果、遺伝子発現解析同
様、TGF-bシグナルが心不全ストレスによって
抑制されており、遺伝子の発現変化とヒストン修
飾の変化に連動性があることが明らかとなった

（図2）。
【考察】
　本研究では、骨髄のHSCに刻まれる自然免疫
記憶の解読によって心不全発症の分子機序の解明
に挑んでいる。その難解な疾患関連自然免疫記憶
の解読は、生体防御のために確立された免疫記憶
機構が、なぜ生体にとって不利に作用するのかと
いう生物学的矛盾を解き明かす。さらに心臓マク
ロファージの機能変調させる自然免疫記憶のエピ
ゲノム消去を実行しうる因子を探索・同定するこ
とで、心不全発症における責任ゲノム領域の特定、

およびそのエピゲノム制御因子と制御機構を解明
する。また、本研究の将来的な目標として、同定
された自然免疫記憶の制御因子を標的に、遺伝子
操作や、薬学的応用によって刻まれた自然免疫記
憶の消去や書き換えによる新規心不全の発症・再
発予防療法の開発を目指す。
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【要約】
　糖尿病性腎症において、細動脈硝子化病変が血
圧と腎機能進行との関連に与える影響を検討し
た。腎生検で糖尿病性腎症と診断された2型糖尿
病患者279例を対象とし、細動脈硝子化病変の割
合により4群に分類して比較を行った。その結果、
硝子化病変が進行するにつれ、eGFRの低下やア
ルブミン尿の増加が顕著となり、同じ血圧レベル
でも腎障害の進行がより顕著であることが示され
た。また、硝子化病変の進行は腎複合アウトカム
のリスク上昇とも関連していた。これらの結果か
ら、細動脈硝子化病変は腎の自動調節機能を低下
させ、血圧に対する感受性を高めることで、腎機
能低下やESKDのリスクを増大させる可能性が
示唆された。

【目的】
　糖尿病性腎症は、糖尿病における代表的な最小
血管合併症であり、高血圧を伴いつつアルブミン
尿の増加や糸球体濾過量（GFR）の低下を呈し、
最終的に末期腎不全へと進行する。これらの機能
的変化は、糸球体基底膜の肥厚、メサンギウム拡
大、細動脈硝子化病変などの構造的変化と並行し
て進行するとされている。
　細動脈硝子化病変は、輸入細動脈および輸出細
動脈の血管壁にヒアリン物質が沈着する病理変化
であり、糸球体内の血行動態および自動調節機能
に影響を及ぼす可能性がある。自動調節機能の破
綻は、全身血圧の変動に対する糸球体内圧の感受
性を高め、結果として糸球体高血圧、アルブミン
尿の増加、GFRの低下を引き起こすと考えられ
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ている（図1）1，2）。これまでの形態学的研究では、
細動脈硝子化病変が糸球体肥大や糸球体硬化、腎
機能低下と関連していることが報告3）されてい
るが、血圧と腎障害の関係性に対してこの病変が
どのように影響を与えるかについては十分に検討
されていない。
　糖尿病性腎症における血圧管理は、腎機能の程
度や併存疾患、個々の患者背景により最適な血圧
目標が異なる可能性があり、画一的な管理が困難
である。そこで本研究では、糖尿病性腎症におい
て細動脈硝子化病変が血圧とアルブミン尿の増
加、特にGFRの低下との関連性をどのように修
飾するかを検討した。すなわち、細動脈硝子化が
糸球体高血圧に対する感受性を高めることで、血
圧と腎機能との関係性にどのような影響を及ぼす
かを明らかにすることを目的とした。

【方法】
　本研究は後ろ向き観察研究である。対象は、
1990年1月から2020年12月までに虎の門病院お
よび虎の門病院分院で腎生検を受け、糖尿病性腎
症と診断された2型糖尿病患者279例である。除
外基準は、20歳未満の未成年、腎生検時に末期
腎不全（推算糸球体濾過量［eGFR］が15mL/
min/1 .73m２未満）を認めた患者、ならびに腎移
植既往のある患者とした。Study Flowは（図2）
に示す。

　研究対象は、観察された全細動脈に占める硝子
化を認めた細動脈の割合に基づき、<10%、10-
25%、25-50%、>50%の4群に分類した。ベース
ラインの特性は、連続変数については中央値およ
び四分位範囲、カテゴリ変数については割合を
用いて記述した。群間の比較は、連続変数には
分散分析（ANOVA）、カテゴリ変数にはχ２検定
を用いて行い、順序付き群間の傾向の検定には
Cuzickによる非パラメトリック検定を用いた。
　血圧がアルブミン尿および腎機能の低下に与え
る影響を、細動脈硝子化病変の程度に応じて評価
した。血圧は以下の通りに分類した：収縮期血
圧（SBP, mmHg）は<110、110 〜 <120、120 〜
<130、130 〜 <140、140 〜 <150、150 〜 <160、
≥160、拡張期血圧（DBP, mmHg）は<60、60 〜
<70、70 〜 <80、80 〜 <90、90 〜 <100、100 〜
<110、≥110。各群において、血圧と腎障害の進
展（年間eGFR低下速度［mL/min/1 .73m２/年］、
尿中アルブミン/クレアチニン比［g/g］）との関
連を評価した。
　さらに、Cox比例ハザード回帰モデルを用いて
細動脈硝子化病変の程度に基づき層別化を行い、
腎複合アウトカム（新たなESKDの発症［透析
導入、腎移植、または腎疾患による死亡］また
はeGFRの30%以上の低下）のハザード比（HR）
および95%信頼区間（CI）を算出した。
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　 す べ て の 統 計 解 析 はStataバ ー ジ ョ ン18 .5
（StataCorp, College Station, TX, USA）を用いて
実施した。統計検定はすべて両側検定とし、P値
<0 .05を統計学的に有意と判断した。

【結果】
結果1：患者背景の比較
　患者背景は表1に示す。細動脈硝子化病変が
進行するにつれて、eGFRの低下およびアルブミ
ン尿の増加との関連が認められた。特に、eGFR
は病変の進行に伴い有意に低下しており（P for 
trend <0 .01）、ACRも同様に有意に増加してい
た（P for trend <0 .01）。また、収縮期血圧（SBP）

は硝子化の進行とともに上昇する傾向が認められ
た（P = 0 .03）。RAS阻害薬およびインスリンの
使用率も病変の重症度に応じて増加していた（い
ずれもP < 0 .01）。
結果2：血圧と腎機能・アルブミン尿の関係
　細動脈硝子化病変の進行度により、同じ血圧レ
ベルでも年間eGFR低下速度および尿中アルブミ
ン量に差が認められた（図3）。特に、病変が高
度な群では、収縮期血圧の上昇に伴うeGFRの低
下やアルブミン尿の増加が顕著であり、血圧に対
する腎の感受性が高まっている可能性が示唆され
た。 
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表 1　細動脈硝子化の程度別にみた患者背景

<10%
（n=17）

10–25%
（n=39）

25–50%
（n=169）

>50%
（n=54）

P for 
trend

Age, years 51.1±18.9 56.6±14.9 60.3±12.9 58.2±11.0 0.20
Male, % 82.4 79.5 77.5 72.2 0.31
BMI, kg/m2 23.4±4.01 26.0±4.76 24.4±4.13 23.8±4.12 0.40
Systolic BP, mmHg 130±17.3 146±21.1 142±19.8 148±23.1 0.03
Diastolic BP, mmHg 75.6±13.7 82.7±13.9 78.5±13.4 80.7±14.0 0.75
eGFR, mL/min/1 .73m2 59.3±24.5 55.6±23.8 42.3±21.3 35.2±17.0 <0.01
eGFR category, n （%）
≥60 mL/min/1 .73m2 64.7 56.4 37.9 31.5
30–60 mL/min/1 .73m2 23.5 33.3 29 18.5
<30 mL/min/1 .73m2 11.8 10.3 33.1 50.0
ACR, mg/gCr 1,125±1,694 1,277±1,659 2,591±2,556 3,687±3,339 <0.01
ACR category, n （%）
<30 mg/gCr 35.3 7.69 2.96 1.85
30–300 mg/gCr 17.7 18.0 9.47 3.7
300–3,000 mg/gCr 17.7 25.6 10.1 9.26
≥3,000 mg/gCr 29.4 48.7 77.5 85.2
LDL cholesterol, mg/dL 139±49.1 111±33.0 126±54.4 133±47.4 0.49
Hb, g/dL 13.7±2.10 13.2±1.95 12.0±2.07 11.1±2.15 <0.01
Uric acid, mg/dL 5.99±1.24 6.25±1.34 6.70±1.57 6.73±1.33 0.02
Ever smoker, % 52.9 59.0 60.4 53.7 0.89
History of CVD, % 11.8 20.5 22.5 29.6 0.12
Hypotensive drug use, % 81.8 88.2 95.0 92.6 0.19
RAS inhibitor use, % 29.4 53.8 72.8 70.4 <0.01
Oral hypoglycemic drug use, % 17.6 41.0 52.1 32.1 0.53
Insulin use, % 37.5 35.9 54.4 66.7 <0.01
Statin use, % 6.25 25.6 37.3 37.0 0.02



した。その結果、硝子化病変が進行するにつれ、
血圧とアルブミン尿およびGFR低下との関連が
強まる傾向が認められた。すなわち、細動脈硝子
化病変の重症度が高いほど、同じ血圧レベルでも
腎障害がより進行しやすいことが示された。
　細動脈硝子化病変は、腎内の自動調節機能を障
害し、糸球体内圧の変動に対する緩衝能を低下さ
せる可能性がある1,2）。これにより、全身血圧の
変動がそのまま糸球体に伝わり、糸球体高血圧を

結果3：腎複合アウトカムの発症率
　細動脈硝子化病変の進行に伴い、その後の腎複
合アウトカム（ESKDの発症またはeGFRの30%
以上の低下）の発症率が有意に上昇していた。特
に、病変の割合が50%以上の群では、アウトカ
ム発症率が最も高かった（図4）。 

【考察】
　本研究では、糖尿病性腎症において細動脈硝子
化病変が血圧と腎機能の進行に与える影響を検討
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図 3　細動脈硝子化病変の進行度による血圧と腎機能・アルブミン尿との関係



引き起こす結果、アルブミン尿の増加および糸球
体構造の損傷を通じてGFRの低下を促進すると
考えられる4）。本研究では、硝子化が進行した群
において、収縮期血圧の上昇とeGFRの低下およ
びアルブミン尿増加との関連が特に顕著であった
ことから、細動脈病変が腎血行動態に与える影響
の大きさが示唆される。
　また、硝子化病変の進行度が高い群では、腎複
合アウトカムの発症率が有意に高かった。これ
は、細動脈レベルでの構造的変化が、腎機能予後
にも独立して影響を及ぼす可能性を示すものであ
り、病理所見としての硝子化病変の重要性を支持
する。
　以上より、糖尿病性腎症における細動脈硝子化
病変は、単なる構造的変化にとどまらず、血圧の
腎への影響を増幅し、腎機能低下やESKDのリ
スクを高める要因である可能性がある。したがっ
て、糖尿病性腎症の病態評価においては、細動脈
病変の有無およびその重症度を考慮することが、
将来的な腎予後を見通す上で重要であると考えら
れる。

【文献】
1.	 Hill GS, Heudes D, Bariéty J: Morphometric 

study of arterioles and glomeruli in the ag-
ing kidney suggests focal loss of autoregula-
tion. Kidney Int 63 : 1027-1036 , 2003
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E, Bariéty J: Morphometric evidence for 
impairment of renal autoregulation in ad-
vanced essential hypertension. Kidney Int 
69 : 823-831 , 2006

3 .	 Moriya T, Omura K, Matsubara M, Yoshida 
Y, Hayama K, Ouchi M: Arteriolar hyali-
nosis predicts increase in albuminuria and 
GFR decline in normo- and microalbumin-
uric Japanese patients with Type 2 diabe-
tes. Diabetes Care 40 : 1373-1378 , 2017

4 .	 Kohagura K, Zamami R, Oshiro N, Shinzato 
Y, Uesugi N: Heterogeneous afferent arte-
riolopathy: a key concept for understanding 
blood pressure-dependent renal damage. 
Hypertens Res 47 : 3383-3396 , 2024
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【要約】
　近年の薬物治療の進歩により、従来外科的切
除の効果が期待できなかった進行肝細胞癌に対
するコンバージョン手術の意義が議論されるよ
うになり、望ましい治療戦略の議論を目的として
2023年肝細胞癌の腫瘍学的切除可能性に関する
Expert Consensus Statementが日本肝癌研究会、
日本肝胆膵外科学会から発表された。しかし同基
準は専門家の意見を基にした暫定基準であり具体
的な臨床データによる裏付けがない。本研究では
当院の実臨床データに基づきExpert Consensus
の臨床的有用性を探るとともに、実臨床に即した
腫瘍学的切除可能性の分類法の提言に向けた基礎
的検討を行った。虎の門病院において肝細胞癌に
対して根治的切除を行った1,822例（population 
1）、進行肝癌に対してレンバチニブ治療を行った
107例（population 2）を基に解析を行った。外
科的切除集団であるPopulation 1において、腫瘍
学的切除可能性分類は全生存率、無再発生存率と
もに良好な予後層別化能を示し、内科的治療集団
であるPopulation 2においても全生存率との相関
が確認され、同基準の臨床的妥当性が示された。
Population 2においてレンバチニブ治療後の追加
インターベンション成功率、R0切除率はBR1、
BR2症例で有意に異なっており、同基準はいわ
ゆる切除へのコンバージョンを企図する上でター
ゲットとなる集団の選び出しに有用な可能性が示
唆された。同基準の定義は腫瘍のサイズ/数、腫
瘍栓の程度、肝外病変の程度により行われるが、
Population 2はBR2基準に相当する因子の数によ
ってさらに予後の層別化が可能であり、サブグル
ープの定義の是非も含め今後多施設データによる
検討の必要性が示唆された。

【目的】
　過去数年の薬物治療の急速な進歩により、従来
外科的切除の効果が期待できなかった進行肝細胞
癌に対するコンバージョン手術の意義が議論され
るようになっている。しかし肝細胞癌は、根治を
目指した治療を行っても真の意味での治癒を得る
ことが困難な癌腫であり、仮に薬物治療が奏効し
て切除にたどり着くことができたとしても、それ
が本当に予後の改善につながるかどうかについて
は確固たるエビデンスがない。そこで日本肝胆膵
外科学会・日本肝癌研究会の合同プロジェクト
として「いわゆるborderline resectable HCCに
関するWG」が2020年に立ち上げられ、3年間の
議論の後、腫瘍学的切除可能性に関するExpert 
Consensus Statementが2023年末に発表された1）。
しかし、これは専門医に対するアンケート調査と
エキスパートの意見をもとにした暫定的な基準で
あり、臨床データによる裏付けが存在していな
い。そこで本研究では、実臨床データに基づき
Expert Consensusの臨床的有用性を探るととも
に、実臨床に即した腫瘍学的切除可能性の分類法
の提言に向けた基礎的検討を行った。

【方法】
　虎の門病院において1995年1月から2023年8
月に肝細胞癌に対して根治的治療を行った1,822
例（Population 1）、 な ら び に2010年10月 か ら
2020年9月に切除不能進行肝細胞癌に対してレ
ンバチニブ治療を導入された107例（Population 
2）のデータをもとに解析を行った。腫瘍学的
側面からみた切除可能性分類についてはExpert 
Consensus Statement 2023の定義1）を用い、技
術的側面から見た切除可能性分類については当院
からの既報の定義2）を用いて解析を行った。
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【結果】
　まず表1にPopulation 1の背景因子をまとめ
た。同集団の臨床データをもとに、年齢、性別、
肝細胞癌治療歴、B型肝炎、C型肝炎、Child-
Pugh score、技術的切除可能性分類、腫瘍学的切
除可能性分類、術前薬物治療の有無、術前AFP
値、術前DCP値、治療年の12因子を交絡因子と
してCoxハザードモデルにより調整を行うと、腫
瘍学的切除可能性分類は全生存率（BR1 : hazard 
ratio[HR], 1 . 88 ; 95%CI, 1 . 38 -2 . 55 ; BR2 : HR, 
4 . 12 ; 95% CI, 3 . 01-5 .65）、無再発生存率（BR1 : 
HR, 1 . 86 ; 95%CI, 1 . 44 - 2 . 41 ; BR2 : HR, 3 . 62 ; 
95% CI, 2 . 71-4 .82）ともに有意な相関を示し、

調整後の生存曲線において良好な予後層別化能を
示した（図1）。
　同様にPopulation 2の背景因子を表2にまとめ
た。Population 2では腫瘍学的切除可能性分類の
分布がR 1例（0.9%）、BR1 35例（32.7%）、BR2 
71例（66.4%）であったことからR症例を除い
た106例にて予後因子の解析を行ったところ、腫
瘍学的切除可能性分類は全生存率と有意な相関
を示した（BR2: HR, 1 .96 ; 95%CI, 1 .13-3 .38 vs. 
BR1）。図2aのごとく、BR2症例はBR1症例と
比較して有意に生存率が悪い結果であり、腫瘍学
的切除可能性分類はレンバチニブ導入後の追加イ
ンターベンション成功率（BR1 23/35（65 .7%） 
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表 1　Baseline characteristics of the population 1（n=1,822）

Age* 67（28-90）
Male 1 ,374（75.4%）
Body mass index 22.9（20.8-25.0）
HBsAg positive 504（27.7%）
HCV-Ab positive 940（51.6%）
Prior history of curative treatment for HCC 364（20.0%）
Preoperative systemic therapy 15（0.8%）
Albumin（g/mL） 3.8（3.5-4.1）
Bilirubin（mg/mL） 0.9（0.7-1.1）
Prothrombin（%） 90.1（81.6-98.2）
Platelet（104/mm3） 14.3（10.4-18.8）
Child-Pugh A/B 1,687（92.6）/135（7.4%）
Presence of intrahepatic lesion 1 ,801（98.8%）
　Maximum size（mm）a 22（2-250）
　Numbera 1（1-16）
　Portal invasion（vp0/vp1/vp2/vp3/vp4）b 1,309（71.8%）/462（25.4%）/33（1.8%）/12（0.7%）/6（0.3%）
　Venous invasion（vv0/vv1/vv2/vv3）b 1,716（94.2%）/97（5.3%）/4（0.2%）/5（0.3%）
　Biliary invasion（b0/b1/b2/b3/b4）b 1,780（97.7%）/34（1.9%）/3（0.2%）/3（0.2%）/2（0.1%）
Presence of extrahepatic lesion 35（1.9%）
BCLC stage（stage 0/stage A/stage B/stage C） 593（32.6%）/1,077（59.1%）/82（4.5%）/70（3.8%）
Technical resectability（R/MR/UR）c 1,355（74.4%）/467（25.6%）/0（0%）
Oncological resectability（R/BR1/BR2）d 1,674（91.9%）/83（4.6%）/65（3.6%）
AFP（ng/mL） 10.0（4.0-54.9）
DCP（mAu/mL） 31.0（17.0-120.0）
Cirrhosis 896（49.2%）
Differentiation（well/moderate/poor/unknown） 191（10.5%）/1,204（66.1%）/385（21.1%）/42（2.3%）
Margin status（R0/R1/unknown） 1587（87.1%）/209（11.5%）/26（1.4%）
Year（1995-2008/2009-2017/2018-2023） 663（36.4%）/673（36.9%）/486（26.7%）

Figures represent median（interquartile range） or number（percentage） unless indicated. 
a Median（range）, b Histopathological diagnosis, c Based on the criteria reported by Shindoh et al [1], 
d Based on the JLCA and JSHBPS Expert Consensus Statement 2023[14] 
Abbreviations. HBsAg,. Hepatitis B antigen; HCV-Ab, anti-hepatitis C antibody; AFP, alpha fetoprotein; 
DCP, des-gamma-carboxy prothrombin.
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BR1 (vs. R) HR 1.88 (95%CI, 1.38-2.55), P<0.001
BR2 (vs. R) HR 4.12 (95%CI, 3.01-5.65), P<0.001
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図 1　腫瘍学的切除可能性分類に基づくpopulation 1の予後層別化能（a: 全生存率、b: 無再発生存率）

表 2　Baseline characteristics of the population 2（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 grade a（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 TACE b 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 invasion c（Vp0/Vp1/Vp2/Vp3/Vp4） 87（81.3%）/3（2.8%）/9（8.4%）/2（1.9%）/6（5.6%）
Macroscopic venous invasion c（Vv0/Vv1/Vv2/Vv3） 99（92.5%）/1（0.9%）/1（0.9%）/6（5.6%）
Type 4 enhancement pattern d 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. a Undernutrition grade defined based on the CONUT 
score. b Defined based on the consensus statement. c Macroscopic vascular invasion defined by Liver Cancer 
Study Group of Japan. d Heterogeneous 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.



vs. BR2 30/71（42 .3%）、P=0.023）、R0切 除 率
（BR1 6/35（17 .1%） vs. BR2 3/71（4.2%）、P＝
0.056）との相関が認められた。Expert Consensus 
2023における腫瘍学的切除可能性分類は、最大腫
瘍径/腫瘍数、腫瘍栓の程度、肝外病変の程度の
3因子をもとに定義されるが、これら3因子のBR2
基準にかかる因子の数でBR2をさらに分類してみ
ると図2bのようにさらなる生存曲線の層別化の可
能性が示された。

【考察】
　本研究ではExpert Consensus Statement 2023１） 

で出された肝細胞癌の腫瘍学的切除可能性分類の
臨床的妥当性ならびに今後の改定に向けた基礎的
検討を行った。本研究では外科的切除症例、内科
的治療症例双方における解析を通じ、同基準の臨
床的妥当性が単施設データから示された。同様に、
本分類が進行肝癌におけるレンバチニブ治療後の
追加インターベンション施行率、R0切除へのコ
ンバージョン率と相関を認めたことから、集学的
治療の意義のある患者集団の選び出しに一定の役
割を果たしうることが示唆された。
　一方、Population 2におけるサブ解析において、
腫瘍学的切除可能性を定義する3因子の陽性数に

基づき、さらなる予後の層別化が可能であったこ
とから、因子の陽性数やそれぞれの予後因子とし
てのインパクトを含めた今後の基準の改定が必要
となる可能性も示唆された。本研究のlimitation
として単施設における後ろ向きデータに基づく調
査である点が挙げられるが、同基準の臨床的有用
性が強く示唆される結果が示されたことから、今
後多施設データを用いたvalidationならびに、同
基準の改定に向けた検討を進める必要性が示され
たといえる。
　以上、本研究では肝細胞癌の腫瘍学的切除可能
性に関する暫定基準の臨床的妥当性と今後の検討
課題を明らかにした。学会主導のAll Japanの多
施設研究により、より臨床に即した基準の作成を
進めるとともに、同基準を基に内科・外科の間で
肝細胞癌患者に対する望ましい治療アプローチの
検討が進むことが期待される。

【文献】
1.	 Akahoshi K, Shindoh J, Tanabe M, et al.: 

Oncological resectability criteria for he-
patocellular carcinoma in the era of novel 
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【要約】
目的: 肺癌は、日本人の癌死亡数の第一位であ

り、2019年の統計で年間約7.5万人が死亡され
ている。肺腺癌は肺癌の中でもっと多い組織型
であり、およそ50-60%を占める。肺hepatoid 
adenocarcinoma（hepatoid adenocarcinoma of 
lung; HAL）は腺癌の特殊型の1つであるが、
その中でさらに稀な腫瘍である。形態学的には
異型の強い腫大核と肝細胞類似の好酸性の細
胞質を有し、豊富な核分裂像を伴う。本研究
において、HAL症例について臨床病理学的な
reviewを行った。

方法: 虎の門病院にて2019年から2023年の間に4
例がHALと診断されて、対象とした。それぞ
れの症例について、WHO 2021 classificationに
基づく組織型、免疫組織学的所見、分子病理学
的特徴、病期、臨床的背景と経過について検討
を行った。

結果: 症例の背景については、男性が3例、女性
が1名、年齢中央値が75歳であった。検体は、
外科切除例が2例、骨転移からの生検と経気管
支的肺生検がそれぞれ1例を含んだ。組織学的
にはいずれも、肝細胞癌に類似する好酸性の豊
かな細胞質を有していた。免疫組織学的に腫瘍
細胞の陽性率は、TTF-1 100% （4/4 , 細胞質
パターン）、HNF4α 100%（4/4）、 Hep Par 1 
100%（4/4）、arginase-1 50%（2/4）、alpha-
fetoprotein 25%（1/4）であった。免疫微小環
境については、PD-L1（clone 22C3）は75%（3/4）
で陽性を示した。Oncomine Dx Target Test 
Multi-CDxによる分子病理学的背景は、1例で
KRAS G12C が検出された。この症例は術後再
発され、KRAS G12C 阻害剤であるSotorasib
による治療が行われ、部分奏効が得られた。

結論: HALの診断には、HE染色での肝細胞癌
類似の特徴的所見とともに、免疫組織学的に
TTF-1（細胞質パターン）とHNF4α、Hep 
Par 1が陽性になることが重要であった。1例
ではKRAS G12C が検出され、それに対する阻
害剤が奏功し、分子病理学的解析が臨床的に重
要であった。HALは遺伝子変異の頻度が多い
ことが報告されており、分子病理学的な検索を
行い、その結果に応じた適切な治療を行うこと
で予後を改善する可能性がある。

【目的】
　肺癌は、日本人の癌死亡数の第一位であり、
2022年の統計で年間約5.4万人が死亡されてい 
る1）。肺腺癌は肺癌の中でもっと多い組織型であ
り、およそ50-60%を占める。肺hepatoid adeno-
carcinoma（hepatoid adenocarcinoma of lung; 
HAL）は特殊型の中でさらに稀な腫瘍で、形態
学的には異型の強い腫大核と肝細胞類似の好酸性
の細胞質を有し、豊富な核分裂像を伴う2）。本研
究において、HAL症例について臨床病理学的な
reviewを行った。

【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。虎の門病院にて2019年から
2023年の間に4例がHALと診断されており、対
象とした。それぞれの症例について、通常型
の肺腺癌の成分を有する場合には、WHO 2021 
classification 3）に基づく組織型を5%単位で評
価した。また、リンパ管・静脈侵襲、胸膜浸潤、
リンパ節転移、腫瘍径、浸潤径などについて病
理報告書からデータを収集した。EGFR , ALK , 
ROS1 , RET などの遺伝子変異や融合遺伝子の
有無、免疫チェックポイント療法の予測因子と
なるPD-L1発現についても、調査をした。上記
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の症例について、Hep-Par1 , AFP, Glypican 3 , 
TTF-1などによる免疫組織学的な解析を行った。
また、臨床的な背景、予後、画像所見、治療への
反応などの臨床的解析をした。以上から、HAL
の症例の症例における臨床病理学的特徴を明らか
にした。

【結果】
　症例背景については、表1に示す。男性が3例、
女性が1名、年齢中央値が75歳であった。検体
は、外科切除例が2例、骨転移からの生検と経気
管支的肺生検がそれぞれ1例を含んだ。臨床経過
については、1例は手術のみで根治したが、残り
3例は化学療法を受けており、いずれの症例も免
疫チェックポイント阻害を行った。病理組織学的
にはいずれも、肝細胞癌に類似する好酸性の豊か

な細胞質を有していた（図1）。免疫組織学的な
腫瘍細胞での陽性率は、TTF-1 100% （4/4 , 細
胞質パターン）、 HNF4α 100%（4/4）、 Hep Par 
1 100%（4/4）、arginase-1 50%（2/4）、alpha-
fetoprotein 25%（1/4）であった。免疫微小環境
については、PD-L1（clone 22C3）は75%（3/4）
に 症 例 でtumor proportion score（TPS） 1%以
上の陽性を示した。Oncomine Dx Target Test 
Multi-CDxによる分子病理学的背景は、1例で
KRAS G12C が検出された。この症例の病理病期
はStage IA2であったが、4か月後に肺門部節転
移をされた。カルボプラチンによる化学放射線療
法を行うも再発され、KRAS G12C 阻害剤である
Sotorasibによる治療が行われ、部分奏効が得ら
れた。しかし、Sotorasib開始の42日後に病勢の
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表 1　臨床背景

症例 年齢 性別 喫煙歴
（Pack-years） 病期 臨床経過

1 77 男性 75 ⅠA2 手術→化学放射線療法→デュルバルマブ→ソトラシブ
2 77 男性 46 ⅠA2 手術
3 73 男性 13.3 Ⅳ カルボプラチン＋ペメトレキセド＋ペムブロリズマブ
4 64 女性 100 ⅢB 化学放射線療法→デュルバルマブ

図 1　病理組織学的所見



進行が確認され、術後再発した3か月後に死亡さ
れた。

【考察】
　肝細胞癌の形態に類似する腺癌（Hepatoid ad-
enocarcinoma）は多くの臓器で報告されているが、
最も多いのは胃である。肺については、Ishikura
らがAFP産生するHALを報告したのが最初で
ある4）。HALの診断において、形態的に豊かな
細胞質を有することを特徴とするHE所見が最も
重要である2,5）。免疫組織学的には、HepPar1、
AFP、CK8、CK18がしばしば陽性になるととも
に、TTF-1がcytoplasmic patternで陽性になる。
AFP産生を伴うことは必ずしも必要ではなく、
これはすべての肝細胞癌がAFPを発現していな
いことによる。
　今回の検討を行った4例の内、1例はKRAS 
G12C の変異を有していた。Panらは1,139例の
肺癌手術症例を対象にALK とROS1、RET 変異
の検索を行い、肝細胞形質を有する症例は、な
い症例より有意に変異が多かったと報告してい
る6）。Zhaoらは516例の肺癌手術症例を対象に
ROS1変異の検索を行い、肝細胞形質を有する症
例ではROS1変異が多かったとしている7）。HAL
におけるKRAS 変異については、KRAS G12V
の症例が1例、報告されている8）。
　Sotorasibは、KRAS G12C 阻害剤である。Co-
deBreak100試 験 で は、126例 のKRAS G12C を
有する非小細胞癌症例を対象にSotorasibの投与
が行われ奏効率37 .1%、無再発性生存期間11 .1
か月を示した9）。今回の検討でSotorasibが投与
されたのは1例のみであるが無再発生存期間は42
日と、臨床試験より短かった。HAL症例の全生
存期間の報告についても、0.4-108か月までと幅
広く、今後の症例の集積と検討が必要である。
　HALの診断には、HE染色での肝細胞癌類似の
特徴的所見とともに、免疫組織学的にTTF-1（細
胞質パターン）とHNF4α、Hep Par 1が陽性に
なることが重要であった。1例ではKRAS G12C
が検出され、それに対する阻害剤が奏功し、分子
病理学的解析が臨床的に重要であった。HALは
遺伝子変異の頻度が多いことが報告されており、
分子病理学的な検索を行い、その結果に応じた適

切な治療を行うことで予後を改善する可能性があ
る。
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【要約】
目的: 乳癌におけるHuman epidermal growth fac-

tor receptor type 2（HER2）低発現の診断は腫
瘍内不均一性や観察者間一致率の低下などによ
り混乱が生じている。本研究では免疫組織化学
染色（Immunohistochemistry, IHC）による判
定と定量的なCopy Number Variation（CNV）
解析との相関を検討した。

方法: 虎の門病院で手術を施行された乳癌症例
11例（HER2 IHC Score 3+ 2例、IHC Score 
2+ ISH陽性2例、IHC Score 2+ ISH陰性1例、
IHC Score 1+ 3例、IHC Score 0 3例）を対象
とした。FFPE標本を用いてHER2 IHCを再実
施し、digital PCR法によるCNV解析を行った。

結果: HER2陽性/陰性の判定とCNV解析の結果
は一致した。一方で、IHC Score 0と判定され
た症例群とScore 1+と判定された症例群の間
でCNV解析の結果に一部乖離が認められた。

結論: IHC Score 0と1+の境界領域において従来
のIHC法による判定とCNV解析による定量的
評価との間に乖離が生じる可能性が示唆され
た。この乖離は腫瘍内不均一性やIHC染色の
主観性に起因する可能性が高い。より多数の症
例を用いた検討が望まれる。

【目的】
　Trastuzumab Deruxtecan （T-DXd）はHuman 
epidermal growth factor receptor type 2（HER2）
を標的とした抗体薬物複合体であり、抗HER2ヒ
ト化monoclonal抗体とlinkerを介して結合された
Topoisomerase I阻害作用を有するCamptothecin
誘導体から構成される1）。本邦では2020年3月に

「化学療法歴のあるHER2陽性手術不能又は再発
乳癌（標準的な治療が困難な場合に限る）」を適
応として承認され、進行・再発HER2陽性乳癌に
対する三次治療薬として日常臨床で使用されてい
る。さらに2023年3月27日には「化学療法歴のあ

るHER2低発現の手術不能又は再発乳癌」へと適
応が拡大された。ここで「HER2低発現（HER2-
low）」とはHER2免疫組織化学染色（Immunohis-
tochemistry, IHC） Scoreが1+またはIHC Score
が2+でかつin situ hybridization （ISH）法が陰
性の場合と定義される（Figure 1）2）。
　HER2 IHC Scoreが0 , 1+, 2+の乳癌症例にお
いては腫瘍内におけるHER2タンパク質の発現
が不均一であることが多く診断に不確実性が伴 
う3,４）。実際、T-DXdの有効性を評価する多施
設共同第Ⅲ相臨床試験（DESTINY-Breast06試
験）では登録施設と中央病理検査室の間でHER2
低発現の診断結果が約25%の症例で異なってい
たと報告されている。また、米国の18名の病理
専門医（board-certified pathologists）が参加し
た試験においてもIHC Score 0と1+の間での診
断一致率は26%に留まったと報告されている５）。
臨床現場においてはIHC Score 2+と3+の症例
ではISH法による追加検査が可能であるため診断
の不一致が大きな問題となることは少ない。しか
しIHC Score 0と1+の症例ではISH法による追
加検査が適応とならず、かつIHC Scoreの判定が
治療方針に直接影響するため、その判定の不一致
は臨床上重要な問題となり得る。
　臨床現場におけるHER2検査はIHC法によるタ
ンパク質発現の評価とISH法によるHER2遺伝子
増幅（Copy Number Variation, CNV）の評価が
用いられる。両検査の結果はIHC陰性（0, 1+）、
判定保留（2+）、陽性（3+）の各群間で相関す
ることが知られており、特にIHC判定保留（2+）
の症例に対してISH法が追加検査として実施され
る2）。しかしISH法はIHCScore0と1+の症例の
鑑別には適用できず、また、視覚的な評価に基づ
くため、結果の解釈に主観性が介入する可能性が
ある４）。Digital PCR等を用いたCNV解析はIHC
法およびISH法による評価と相関することが示さ
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れているが6）、IHC Score 0と1+の症例における
詳細な検討はなされていない。本研究では病理医
が判定するIHC Score 0および1+の乳癌症例を
対象に定量的な評価が可能なdigital PCR法を用
いてCNV解析を行い、CNVと免疫組織化学染色
によるタンパク質発現との相関について検討する
ことを目的とする。

【方法】
　本研究は虎の門病院病理部において実施し、同
院の研究倫理審査委員会の承認を得て行った。対
象は2006年から2022年までに当院乳腺外科で手
術を施行された乳癌症例のうちHER2 IHC Score 
3+の症例2例、IHC Score 2+かつISH陽性の症
例2例、IHC Score 2+かつISH陰性の症例1例、
IHC Score 1+の症例3例、IHC Score 0の症例3
例の計11例とした。HER2 IHCおよびISHの結果
はいずれも病理診断報告書の記載を用いた。除外
基準は1）術前薬物療法による治療効果がGrade 
2b以上の症例、2）20歳未満の症例とした。診療
録より臨床情報、放射線画像診断結果、治療法、
臨床検査データなどを収集した。

　ホルマリン固定パラフィン包埋（formalin-fixed 
paraffin-embedded; FFPE）ブロックから薄切切
片を作製し、コンパニオン診断薬と同様のプロト
コルを用いてHER2免疫組織化学染色（Ventana 
Benchmark GX, Ventana ultraView PATHWAY 
HER2 （4B5））を実施した。染色された標本に対
してコンパニオン診断薬の判定基準に準拠した評
価を行った。
　FFPE切 片 か らTaKaRa DEXPATを 用 い て
DNAを抽出した。抽出手順はキット付属のプロ
トコルに従った。CNV解析にはThermofisher 
QuantStudio 3D Digital PCRシステムを用いた。
測定は製造元のプロトコルに従って行った。

【結果】
　再染色したHER2 IHCの評価の結果は病理診
断報告書の結果と一致した。各症例のSubtypeと
CNV解析の結果をTable 1およびFigure 2にま
とめた。Copy number順にSample番号を割り当
てた。ISHの結果とエストロゲン受容体（Estrogen 
Receptor; ER）の染色結果は病理診断報告書の結
果を採用した。
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Figure 1　HER2-lowの定義



numberが2.0を超えており、IHC Score 1+と判
定され たSample 3 , 5 , 6のうちSample 3はCopy 
numberが2.0未満であった。

【考察】
　UzunparmakらはHER2発現（HER2 IHC Score 
1-3+）が49.8％の癌で認められ、HER2低発現（IHC 
Score 1+または2+）は多くの腫瘍型で認められる
と報告している7）。現在、HER2-lowは主に乳癌で
検討されているが今後様々な癌腫への適応拡大が

　HER2 IHCおよびISHの結果からはSample 8-11
がHER2陽性と判定される。ASCO/CAP HER2
ガイドラインではHER2/CEP17 ratioのカットオフ
値は2.0に設定されており2）、CNV解析ではCopy 
number 4 .0に相当する（Figure 2の点線）。CNV
解析の結果からも同様にSample 8-11が陽性と判定
され、実臨床で行われるHER2 IHCおよびISHの結
果と一致した。一方で、IHC Score 0と判定された
Sample 1, 2 , 4のうちSample 4はCNV解析でCopy 
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Figure 2　CNV解析結果

Sample HER2 IHC HER2 ISH Subtype Copy Number

1 0 TNBC 0.6

2 0 Lum 0.7

3 1+ Lum 1.1

4 0 TNBC 1.2

5 1+ TNBC 1.6

6 1+ Lum 2.5

7 2+ negative Lum 3.6

8 2+ positive HER2 6.8

9 2+ positive Lum-HER2 9.4

10 3+ Lum-HER2 11.5

11 3+ Lum-HER2 14.7

Table 1　症例のSubtypeと結果



予想される。
　本研究では乳癌におけるHER2低発現の生物
学的特性をより詳細に検討するためIHC Score 0
および1+の症例を対象にdigital PCR法を用いた
CNV解析を行い、CNVとIHCによるタンパク質
発現との相関について検討した。その結果、IHC 
Score 0と判定された症例群（Sample 1 , 2 , 4）と
Score 1+と判定された症例群（Sample 3 , 5 , 6）
の間でCNV解析の結果に一部差異が認められた。
この結果はIHC Score 0と1+の境界領域におい
て従来のIHC法による判定とCNV解析による定
量的評価との間に乖離が生じる可能性を示唆する
ものである。また、IHC Score 0と1+の鑑別に
おける主観性や判定の揺らぎを示唆する先行研究
とも一致する3，４）。
　IHC法とCNV解析の結果に乖離が生じた原因
として以下の3点が考えられる。
1）�腫瘍内不均一性: Marchiòらが報告しているよ

うに乳癌組織内におけるHER2発現の不均一
性がIHCにおけるサンプリングエラーを引き
起こしCNV解析との乖離を生じさせた可能性
がある3）。特に、腫瘍の一部にHER2高発現
領域が存在する場合、IHC染色ではその部分
が強調されて評価される一方、CNV解析では
腫瘍全体の平均的なコピー数が反映されるた
め結果に差異が生じやすくなると考えられる。

2）�IHC染色の主観性: Fernandezらの研究が示
すようにIHCの判定は病理医の主観に依存す
る部分があり、特にScore 0と1+の境界領域
では判定が揺らぎやすい５）。一方、CNV解析
は定量的な評価が可能であるが実験手法によ
る誤差が生じ得る。

3）�測定対象の違い: IHCとCNV解析ではそれぞ
れ異なる原理に基づいてHER2の状態を評価
している。IHCは細胞膜におけるHER2タン
パク質の発現量を反映するのに対し、CNV
解析はHER2遺伝子の増幅数を反映する。
Otsujiらの研究が示すように両者の間には一
定の相関関係があるものの完全に一致するわ
けではない6）。

　今後の課題として、より多数の症例を用いた検
討を行い、統計学的な有意差を検証する必要があ

る。さらにIHC Score 0と1+の症例における予
後や治療効果との関連を明らかにすることが臨床
的意義の解明に繋がると考えられる。
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【要約】
　膵神経内分泌癌（pancreatic neuroendocrine 
carcinoma; NEC）および膵内分泌・非内分泌混
合腫瘍（mixed neuroendocrine-non-neuroendo-
crine neoplasm; MiNEN）はまれな膵悪性腫瘍で
あり、包括的な遺伝子解析の報告は乏しい。本
研究では、NEC、MiNEN計12例を収集し、臨
床病理学的検討を行うと共に、10例について
nCounter® PanCancer Pathways Panelを用いた
がん関連パスウェイに関する遺伝子の網羅的発現
解析を行い、正常膵上皮および膵管腺癌と比較
した。また、NECおよびMiNEN症例をKRAS 変
異の有無で層別化し、両群間での遺伝子発現プ
ロファイリングデータの差異を検討した。正常
膵上皮と比較すると、13種類のがん関連パスウ
ェイのすべてが膵管腺癌、MiNEN、NECの順に
発現上昇していた。膵管腺癌のデータと比較す
ると、NEC、MiNENともにDNA損傷修復経路
の遺伝子が最も発現上昇していた。KRAS 変異群
とKRAS 野生群とを比較すると、KRAS 変異群
でMMP7 が有意に発現上昇し、NKD1 が有意に
発現低下していた。13種類のがん関連パスウェ
イの発現変動の程度からは、膵管腺癌、MiNEN、
NECの順に悪性度が高い事が予想された。KRAS
変異の有無に基づいたMiNENとNECの発現遺
伝子の比較からは、KRAS 変異を有するMiNEN
およびNECではWntシグナル伝達経路の調節異
常が認められた。

【目的】
　本研究では、稀少腫瘍である膵NECおよび膵
MiNENの臨床病理学的特徴を検討する。その上
で、がん関連パスウェイに関する遺伝子発現の
観点から膵NEC、MiNENの遺伝子発現プロファ
イリングを解明する。また、近年で膵NECでは
KRAS 変異に代表される遺伝子変異の有無によ

り細分類される可能性が示唆されている事から、
KRAS 変異に着目した膵NEC、MiNENの臨床病
理学的特徴、遺伝子発現プロファイリングを検討
する。

【方法】
（1） �対象症例: 2001年1月～ 2020年8月の間に外

科的切除ないし病理解剖で得られた膵NEC、
MiNENの計12例を対象とした。

（2） �病理組織学的解析: 各症例の代表割面1枚を
選定し、WHO2017/2019分類1）に基づき、
Ki67陽性率、核分裂像からグレードを再評
価した。免疫組織化学的に各腫瘍の神経内分
泌マーカー（Chromogranin A, Synaptophy-
sin, CD56 , INSM1）, Rb1 , p53蛋白発現を解
析した。

（3） �KRAS 遺伝子変異解析: 各症例のホルマリン
固定パラフィン包埋標本（FFPE）から腫瘍
組織のゲノムDNAを抽出し、KRAS 遺伝子
変異の有無を解析する。

（4） �nCounterを用いた網羅的遺伝子発現解析: 各
症例のFFPEからmRNAを抽出し、nCounter® 
PanCancer Pathways Panel （NanoString 
Technologies, Seattle, WA, USA） により13種
類のがん関連経路に代表的な770遺伝子の発
現解析を行った。NECおよびMiNENとの対比
のために、正常膵上皮および膵管腺癌を用い
た。解析にはnSolver Analysis Software 4 .0
を用いた。ここで得られた解析結果に基づき、
免疫組織化学的手法を用いて更に蛋白発現解
析を追加した（図１）。

【結果】
（1） �12例のNECおよびMiNENの臨床病理学的

所見: MiNENおよびNEC患者12人の平均年
齢は69.5歳、男性8人、女性4人、腫瘍平均
径は3.6cm（2.0 〜 9.0cm）であった。術後
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放射線化学療法は12例中3例に施行されてい
た。全生存期間の中央値は15.0 ヵ月（平均
23.0 ヵ月）で、12例中6例が観察期間中に死
亡し、5例に再発が認められ、10例に遠隔転
移が認められた。転移臓器は肝臓（10/12例）、
リンパ節（8/12例）、骨（2/12例）、肺（2/12例）、
後腹膜（1/12例）であった（表1）。病理組織
学的にNECは6例中4例が小細胞型、2例が大
細胞型であった。MiNEN 6症例は全てWHO

分類2）のmixed ductal adenocarcinoma-NEC
に相当し、形態学的および免疫組織化学的に
認識可能な腺癌成分とNEC成分の2成分から
構成されていた。

（2） �膵NECおよびMiNENにおけるKRAS 変 異: 
12症例のNECおよびMiNENのうち、KRAS
変異は7例（58.3％）で同定され、NECが3
例、MiNENが4例含まれていた。KRAS 変異
陽性7例のうち5例はp.G12Rで、このうち3
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図 1　研究の概要

表 1　本研究における膵NEC、MiNEN症例の臨床病理学的特徴

Case 
（Patient 
No.）

Age Sex Pre- 
treatment 
information

WHO 
classification

Subclassification 
of NEC

nCounter 
（RNA 
sequence）

Primary 
tumor size

（cm）

Lymph 
node 
metastasis

Distant 
metastasis

Stage lmmunohistochemistry KRAS Overall 
survival 

（mo）

Status
Synaptophysin Chromogranin 

A
INSM1 Ki-67 

index
Rb

1 67 M No MiNEN 3.2 Yes liver, bone IV p+ p+ p+ 40 loss mutant 20 DOD
2 63 M No MiNEN ○ 9.0 Yes No III + + + 80 loss mutant 1 DOD
3 63 F No MiNEN ○ 2.0 Yes liver, lung IV + + p+ 50 loss mutant 14 AWD
4 74 F No MiNEN ○ 2.4 No liver IV + p+ p+ 30 loss mutant 6 AWD
5 68 M No NEC Large ○ 3.5 No liver IV p+ + + 40 loss mutant 23 DOD
6 80 M No NEC Small ○ 3.0 Yes liver IV + + + 40 loss mutant 123 AWD
7 52

median
67
mean 
66.7

F
M4
F3

No NEC Large ○ 2.8 Yes liver III + + + 50 loss mutant 6
median
14.0
mean
28.0

AWD

8 73 M CDDP+CPT-
11, 
CSDCA+CPT
-11

NEC Small ○ 3.0 Yes liver IV p+ p+ p+ 60 intact wild 15 DOD

9 80 F No NEC Small ○ 3.6 Yes No III - p+ p+ 50 intact wild 24 NED
10 71 M sunitinib, 

everolimus+
TAE

MiNEN ○ 4.7 Yes liver, bone IV p+ p+ p+ 80 intact wild 15 DOD

11 22 M No NEC Small ○ 3.5 No liver, lung, 
peritoneal 
dissemination

IV p+ + p+ 80 intact wild 8 DOD

12 75
median
73
mean 
64.2

M
M4
F1

CRT MiNEN 2.2 No liver IV p+ p+ p+ 40 intact wild 24
median
15.0
mean
17.0

AWD

Abbreviations: NED, no evidence of disease, DOD, died of disease, AWD, alive with disease.
N/A, not available.
p+, partly positive.



例がMiNEN、2例がNEC（大細胞型1例と小
細胞型1例）であった。また、MiNENのうち
1症例ではp.G12Sとp.G12Vの2種類のKRAS
変異が検出された。形態学的所見とKRAS 変
異との間に特異的な関連性は認められなかっ
た。症例数が少なく統計学的な解析は困難で
あったが、KRAS 変異の有無で層別化した場
合、平均年齢に明確な差は認められなかった
が（KRAS 変異群: 平均66.7歳、KRAS 野生
型群: 平均64 .2歳）、KRAS 野生型群の患者の
中には22歳の症例も含まれていた。KRAS 変

異群の全患者は免疫組織化学的にRb発現消
失を認めたが、KRAS 野生型群ではRB発現消
失は認められなかった。

（3） �正常膵上皮、膵管腺癌と比較した、MiNEN、
NECのがん関連パスウェイ調節異常: nSolver 
Analysis Software 4 .0によって測定された
グローバル有意性スコア（significance score; 
SS）を算出し、正常膵上皮と各腫瘍組織型
の遺伝子発現の程度を比較した。正常膵上皮
と比較した場合、膵管腺癌、MiNEN、NEC
のいずれの組織型においても、各がん関連
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図 2　�正常膵上皮と比較した際の、各組織型における発現変動遺伝子を示した
volcano plot（図 2A: 膵管腺癌、2C: MiNEN、2E: NEC）および、発現
変動を示したがん関連パスウェイを表す円グラフ（図 2B: 膵管腺癌、2D: 
MiNEN、2F: NEC）



パスウェイの遺伝子発現は上昇していた。膵
管腺癌では、ヘッジホッグおよびPI3K経路
を含むいくつかの経路が発現上昇していた。
MiNENではDNA損傷修復経路の発現上昇が
認められた。NECではDNA損傷修復経路の
発現上昇の度合いが最も大きかった。発現異
常の程度の大きさをSSの数値の大きさとし
て比較すると、SS≧3を示すパスウェイの数
は、膵管腺癌とMiNENがそれぞれ2パスウ
ェイであったのに比べ、NECでは12パスウ
ェイと顕著に多かった。各パスウェイのSSの
平均値を腫瘍のサブタイプ間で計算すると、
SSの平均値は膵管腺癌（SS: 2 .359）、MiNEN

（SS: 2 . 724）、NEC（SS: 3 .323）の順であり、
この順にがん関連パスウェイの調節異常が漸
増することが示された。各腫瘍組織型を正常
膵上皮と比較すると、有意な発現調節異常（上
昇ないし低下）を示す遺伝子数は、膵管腺癌
30個、MiNEN154個、NEC239個であった。
NECについては小細胞型で188個、大細胞型
で60個の有意な発現調節異常を示す遺伝子が
認められた（図2）。

（4） ��膵管腺癌、MiNEN、NEC間で比較した際の
がん関連パスウェイの発現遺伝子解析: 正常
膵上皮と各腫瘍型との比較とは異なり、どの
腫瘍組織間で比較した際にも、SS 3以上の
大きな遺伝子発現差は観察されなかった。膵
管腺癌とMiNENを比較すると、MiNENで
はDNA損傷修復経路（SS; 1 . 3）、クロマチ
ン修飾経路（SS; 1 . 3）、Wnt経路（SS; 1 . 1）、
MAPK経路（SS; 1 . 1）の軽度な発現上昇が
認められた。膵管腺癌とNECを比較すると、
NECではDNA損傷修復経路（SS; 1 . 9）、ク
ロマチン修飾経路（SS; 1 . 7）、Wnt経路（SS; 
1 . 7）、MAPK経路（SS; 1 . 5）の発現の軽度
の増加が観察された。MiNENとNECを比較
す る と、NECはWnt（SS; 1 . 2）、DNA損 傷
修復（SS; 1 . 0）、Driver Gene（SS;1 . 0）経路
において軽度の発現増加を示した。

（5） �KRAS 変異の有無で層別化したNECとMiNEN
の 発 現 遺 伝 子 解 析: NECおよびMiNENを
KRAS 変異の有無で層別化すると、KRAS 変異

群と野生型群の間で有意な発現差を示す遺伝子
は合計43個認められ、KRAS 野生型群と比較
してKRAS 変異群では34遺伝子が発現上昇、9
遺伝子が発現低下していた。このうち、KRAS
変異群ではMMP7（Wnt/β-カテニンの標的
遺伝子）の発現増加が4.57倍と最も大きかった。
対照的に、RASGRF1（MAPKおよびRas経路
に関与）は-5.29倍、NKD1（Wnt経路に関与）
は-6.31倍の発現低下を示した。KRAS 変異群
で顕著な発現増加が認められたMMP7 につい
て免疫組織化学的に検討すると、検討し得た
KRAS 遺伝子変異症例5例全てでMMP7 陽性
または部分陽性が確認された。一方、KRAS 野
生型群では4例中1例でMMP7 に部分陽性像が
確認された。

【考察】
　 本 研 究 に お け る 遺 伝 子 発 現 解 析 で は、 膵
MiNENでのPI3K経路および細胞周期-アポト
ーシス経路の活性化、膵NECでのMAPK経路お
よび細胞周期-アポトーシス経路の活性化が明ら
かになった他、KRAS 変異の有無で層別化する
とKRAS 変異群でMMP7 のアップレギュレーシ
ョン、NKD1 のダウンレギュレーションが認めら
れ、更に免疫組織化学的にMMP7 の発現が認め
られた。近年、Yachidaら3）は膵NECがKRAS
変異を有するductal-typeと、KRAS 変異のない
acinar-typeとに分けられる事を報告し、KRAS
変異を有さないacinar-type NECでWnt経路の発
現調節異常が見られたと報告した。今回の我々の
解析結果とYachidaらの結果とは異なるが、少な
くともKRAS 変異の有無が膵MiNENおよびNEC
におけるWntシグナル伝達の調節異常に関与して
いる可能性を示唆する。また、免疫組織化学的に
KRAS 変異症例では全例でRb蛋白発現消失が確
認されたが、これは膵NEC、MiNENにおいてRb
がKRAS 変異の有無を予測する代用マーカーにな
る可能性を示唆する。
　本研究では症例数が少なく統計学的解析は困難
であったが、まれな腫瘍である膵MiNENおよび
NECの臨床病理学的特徴をKRAS 変異の有無の
観点から検討し、がん関連シグナル伝達経路に関
連する遺伝子発現所見を同定し得た。症例の更な
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る詳細な検討と集積により、膵臓のみならず他の
原発臓器におけるNECおよびMiNENの発生・進
展機序に関する新たな知見が得られる可能性があ
る。
※�図表の一部はGene. Volume 893 , 30 January 

2024 , 147916から引用した。
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　貴研究所からの研究助成により本研究をここま
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【要約】
　本研究は、日本人病理解剖登録データを用いて、
稀な悪性腫瘍を含む原発巣の転移パターンを臓器
別に明らかにし、転移パターンに基づいた分類を
試みた。332 ,195件の剖検症例と810 ,206件の臓
器転移データから、76種類の原発悪性腫瘍の転
移頻度と48臓器への転移割合を算出した。階層
型・非階層型クラスター分析の結果、脳、肺、肝
臓、骨、腹膜、血液リンパ系臓器が主要転移部位
として特定され、原発悪性腫瘍は7つのカテゴリ
ーに分類された。この分類は、稀な悪性腫瘍を含
む転移パターンの包括的な理解に寄与し、臨床に
おける診断・治療戦略の最適化に資する可能性が
ある。

【目的】
　悪性腫瘍の転移は癌関連死の主要な原因であ
り、そのメカニズムとパターンの理解は臨床的に
極めて重要である。本研究は、日本病理剖検輯報
を用いて、稀な悪性腫瘍を含む多様な原発悪性腫

瘍の臓器特異的な転移パターンを網羅的に解析
し、転移パターンに基づいた原発悪性腫瘍の分類
システムを構築することを目的とする。

【方法】
　1993年から2021年に登録された日本病理剖検
輯報年報から、原発悪性腫瘍とその転移臓器に関
するデータ（計332 ,195件の剖検症例と810 ,206
件の臓器転移）を抽出した。国際疾病分類第10
版（ICD-10）に基づき、76種類の原発悪性腫瘍
を同定し、48の臓器転移部位における転移頻度

（剖検あたりの転移数）および転移割合（原発悪
性腫瘍における全臓器中の転移臓器の割合）を算
出した。転移割合を標準化したデータを用いて、
階層型クラスター分析および非階層型クラスター
分析を実施し、原発悪性腫瘍を転移パターンに基
づき分類した。2つの分類法の一致度は、κ係数
を用いて評価した。

【結果】
　解析の結果、全悪性腫瘍の平均転移頻度は2.44
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表 1　転移パターンに基づく原発悪性腫瘍の分類

グループ 特徴 原発悪性腫瘍

A 肺転移 歯肉、心臓および心膜、下咽頭、喉頭、口唇、肝臓および肝内胆管、縦隔、
食道、中咽頭、副甲状腺、陰茎、胸膜、胸腺、甲状腺、舌、気管

B 肺および肝臓転移 肛門および肛門管、膀胱、子宮頸部、胎盤、尿管、尿道および尿道周囲腺、膣

C 骨および内臓転移
大動脈小体および傍神経節腫、骨および関節軟骨、乳房、眼および付属器、
上顎洞、鼻腔および中耳、鼻咽頭、耳下腺、末梢神経系および自律神経系、
梨状洞、前立腺、脾臓、外陰

D 腹膜および内臓転移
Vater膨大部、虫垂、上行結腸、盲腸、下行結腸、肝外胆管、胆嚢、卵巣、
胆道重複病変、結腸重複病変、膵臓、腹膜、後腹膜、S状結腸、小腸、胃、
横行結腸

E 造血器・リンパ系転移 造血器悪性腫瘍、リンパ系悪性腫瘍、扁桃
F 脳転移 脳幹、小脳、大脳、脳神経系、頭蓋咽頭管、松果体、下垂体
G 脳および内臓転移 耳および外耳道、脊髄髄膜



であった。多臓器転移傾向を示した原発悪性腫
瘍は胎盤（5.09）、眼および付属器（4.24）、卵
巣（3.94）であり、一方、転移頻度が1未満の原
発悪性腫瘍は主に中枢神経系腫瘍であった。階層
型・非階層型クラスター分析の両方において、脳、
肺、肝臓、骨、腹膜、および血液リンパ系臓器が
主要な転移部位として特定され、この結果に基づ
き、原発悪性腫瘍は7つのカテゴリーに分類され
た（表1）。2つの分類法間の一致度は高く、重み
付けされていないκ係数は0.84（95%信頼区間:  
0 . 75-0 .93）、重み付けκ係数は0.77（95%信頼
区間: 0 . 60-0 .93）であった。転移臓器の割合は、
原発悪性腫瘍の解剖学的位置および臓器特異性と
関連していた。例えば、副甲状腺悪性腫瘍は肺転
移の割合が41 .9%と高く、前立腺悪性腫瘍は骨
転移の割合が22 .3%と高かった。

【考察】
　本研究により、原発悪性腫瘍の転移パターンは、
解剖学的な近接性や臓器特異性によって規定され
ることが示唆された。肺や肝臓への転移は胸部・
腹部臓器の悪性腫瘍で多く1）、骨転移は前立腺癌
や乳癌で高頻度に認められた2）。また、卵巣癌は
腹膜転移を特徴とし、消化器系悪性腫瘍と類似し
たパターンを示した3）。これらの知見は、転移メ
カニズムの理解4,5）、転移リスクの高い臓器の予
測、および個別化医療の推進に貢献する可能性が
ある。本研究は、大規模な日本人剖検データを用
いた包括的な解析であり、稀な悪性腫瘍を含む多
様な原発悪性腫瘍の転移パターンを網羅的に明ら
かにした点で新規性が高い。しかし、剖検データ
を用いた後方視的な研究であるため、選択バイア
スの影響は否定できない。また、剖検率の低下も
結果の解釈に影響を与える可能性がある。
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【要約】
　細胞極性は上皮組織を正常に保つ働きをし、そ
の崩壊ががんの進展に密接に関係する。細胞極性
の消失を防ぐことが、がん治療の重要なステップ
の一つに挙げられ、細胞極性の分子メカニズムの
理解が不可欠となる。そこで本研究では、細胞極
性の分子メカニズムからがんの進展メカニズムを
解明することを目的として、生化学・細胞生物学
的なウェット解析と臨床情報の統計的なデータ解
析を行い、細胞極性を対象とした新たな治療標
的を見出すことを試みた。その結果、Rap1の活
性化に関与するGDP/GTP交換因子GEFが細胞
極性を調節する一方、がん微小環境によるGEF
の発現低下が腎がんの進展に関与する可能性を
得た。今後、腎がんにおけるGEFの発現および
GEF活性を調節する分子メカニズム解析を進め、
細胞極性の回復によるがん治療という新しい創薬
を目指す。

【目的】
　タンパク質などの生体成分は、上皮細胞の中で
空間的に偏って局在する。これは細胞極性と呼ば
れる普遍的な現象で、細胞間接着や上皮組織を正
常に保つ働きをする。がんの進展には、細胞極性
の崩壊が密接に関係し、がん微小環境などによる
細胞極性の乱れは細胞間接着の消失と周辺組織へ
の浸潤・転移を引き起こす。そのため、がん治療
の重要なステップの一つに、細胞極性の消失を防
ぐことが挙げられ、治療標的の策定には細胞極性
を調節する分子メカニズムの理解が不可欠であ
る。そこで本研究では、細胞極性の中核を担うタ
ンパク質atypical protein kinase C （aPKC）に着
目し、aPKCに結合するタンパク質の同定と機能
解析を行い、細胞極性の分子メカニズムからがん

の進展メカニズムを解明することを目的とした。
【方法】
①aPKC結合タンパク質の網羅的同定
　2つの精製タグをタンデムに付加したaPKC発
現ベクターをHeLa-S3細胞に導入し、aPKCを
安定的に発現する細胞株を樹立した。この細胞
株の細胞抽出液を調整し、2つのタグを用いて
aPKCを2段階で精製し、aPKCと共に精製され
るaPKC結合タンパク質を質量分析で同定した。
②上皮細胞の培養と免疫染色
　siRNAをトランスフェクションしてノックダ
ウンした腎上皮MDCK細胞をコラーゲン内に埋
め込み、3次元シストを形成させた。培養6日後
にパラホルムアルデヒドで固定し、マーカーに対
する抗体を用いて免疫染色した。
　発現ベクターを導入して過剰発現するMDCK
細胞を樹立した。単層に播種した過剰発現細胞を
低カルシウム濃度の培地で培養して細胞を脱極性
化し、パラホルムアルデヒドで固定、マーカーに
対する抗体を用いて免疫染色した。
③がん患者ゲノミクスデータの統計的な解析
　公共がんゲノミクスデータベースから腎がん患
者のデータセットをダウンロードし、細胞極性関
連因子が患者の予後にどのように関連するか、生
存時間解析を行った。統計的な有意差検定はログ
ランク検定を行った。また、細胞極性関連因子の
発現量とがんのステージ、またはがん微小環境の
指標との散布図を作成し、統計的な相関分析を行
った。

【結果】
　これまでに我々は、aPKCをコアとする細胞極
性複合体が細胞極性を調節する分子メカニズムを
見出してきた１−４）。上皮細胞が極性化する際に
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は、aPKC細胞極性複合体が、できたばかりの細
胞間接着部位にいち早く集結し、自らを目印とす
る極性形成の場を作る1）。そして、足場タンパク
質Shank2との相互作用を介して、目印情報を活
性化Rap1の局在へと置き換える４）。しかし、極
性形成の場においてRap1が活性化する分子メカ
ニズムやその仕組みの異常がどのようながんの病
態に関連するか不明であった。
　そこで本研究では、Rap1の活性化メカニズム
を明らかにするためにaPKCの周辺の分子イベン
トに着目し、生化学的手法を用いてaPKC結合タ
ンパク質を網羅的に探索した。その結果、同定し
た結合タンパク質の中から、Rap1の活性化に関
与するGDP/GTP交換因子GEFを見出した。細
胞極性におけるGEFの役割を明らかにするため、
腎上皮MDCK細胞にてGEFをノックダウンし、
コラーゲンゲル内にて包埋培養したところ、コン
トロール細胞は内腔が一つのシストを形成したの
に対して、ノックダウン細胞は複数の内腔を有す
るシストを形成した。このGEFが上皮細胞のア
ピカル膜形成に関与することを示唆する。そこ
で、ノックダウンとは逆に、GEFの過剰発現が
アピカル膜の維持に働くかどうかを検証した。そ
のために、MDCK細胞を低カルシウム濃度の培
地で培養すると、細胞間接着を失ってアピカル膜
を消失し、脱極性化する実験系を用いた。その結
果、コントロール細胞は脱極性化に伴い、細胞間
接着とアピカル膜を消失したのに対して、GEF
の過剰発現細胞はアピカル膜および細胞間接着を
維持した。これらの結果はGEFが上皮細胞のア
ピカルーベーサル極性に関与することを示唆して
いる。
　次に、本シグナル系のどのような異常が、どの
がんに関連するかを明らかにするため、がん患者
ゲノミクスデータを統計的に解析し、がん種の
特定を試みた。GEFの発現と患者生存率のカプ
ランマイヤー解析から、腎がんにおいて、この
GEFの発現が低い患者は発現が高い患者と比べ
て予後が悪いことを見出した。そしてGEFの発
現とがん微小環境の指標との相関分析から、GEF
の発現はがん微小環境の指標と逆相関し、がん微
小環境の指標が高いほど、GEFの発現が低いこ

とを見出した。さらには、がんのステージとの相
関分析から、がんのステージが進行するに伴い、
GEFの発現が低いことも分かった。これらの結
果は、GEFの発現が腎がんの進展に関連するこ
とを示唆している。

【考察】
　本研究により、GEFが上皮細胞の極性を調節
することで上皮組織を正常に保つ一方、がん微小
環境によるGEFの発現低下が細胞極性を消失さ
せ、腎がんの進展に関与する可能性が得られた。
このGEF機能を賦活化することががんに対する
新たな治療標的となり得る。今後、細胞極性の回
復によるがん治療という新しい創薬を目指し、腎
がんにおけるGEFの発現およびGEF活性を調節
する分子メカニズムの解明に取り組む。
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【要約】
目的: Single cell RNA-seq （scRNA-seq）の普及

により、腫瘍細胞内のheterogeneityの存在に
ついての知見が多数報告されるようになった。
しかし、1検体あたりのデータ量が大きくなる
こと、腫瘍に含有される腫瘍細胞割合が限られ
ること、などから、既存の研究で解析対象とな
る患者数や細胞数は限定的であった。加えて、
腫瘍組織ではbatch effectなどの問題により解
析間でscRNA-seqデータを比較することが難
しく、解析間での一般性を検討することが難
しいという問題があった。本研究では、neural 
networkを応用した新規のscRNA-seqデータ
統合方法を肺癌組織に応用することで、既存
の知見よりもより一般性がある肺癌細胞内で
のheterogeneityの知見を明らかにし、さらに
そこで認められた特定のsubpopulationもしく
はその特徴付けに関与する特定の遺伝子を特定
し、肺癌の進展機構の解明と新規治療戦略の構
築を目指す。

方法 : Variational interference（variational 
Bayesian; 変分推論）をdeep neural network
に 応 用 し たvariational autoencoder（single-
cell ANnotation using Variational Inference: 
scANVI）を用いて、非小細胞肺癌を対象とし
た21研究、212検体（腺癌: 156、扁平上皮癌:  
41、NOS: 15）、898 ,422癌 細 胞 のscRNA-seq 
raw dataの統合を行った。統合後の再クラス
タリングにはLeiden algorithmを用いた。

結果: scANVIよるscRNA-seqデータ統合後、再
クラスタリングを行ったところ、17種類の細
胞集団への再クラスタリングが行われた。そ
のうちのCluster 0は、EGFR変異陽性肺癌細
胞の特異的な集積がみられた。Cluster 0の

発現解析の結果、この細胞集団ではCD63や
TMSB4Xなどの遺伝子発現が亢進していた。
さらに、UMAPによる次元削減で、これらの
遺伝子の高発現細胞はEGFR変異陽性肺癌細胞
の分布に一致していた。

考察: ニューラルネットワークを用いた非小細胞
肺癌212症例のscRNA-seqデータのメタ解析
により、EGFR変異陽性肺腺癌に特徴的な細胞
集団を同定することができた。これらの遺伝子
がEGFR変異陽性肺癌細胞の多発脳転移やびま
ん性肺内転移と関係している可能性が示唆され
る。

【目的】
　肺癌は年間死亡者数が約7.5万人と悪性腫瘍で
最多の死亡原因となっているが、遺伝子異常の
解明と分子標的治療薬の開発によりその治療成
績はここ10年で大きく改善しており、特に我が
国で肺腺癌の約半数を占めるepidermal growth 
factor receptor （EGFR）変異陽性肺癌は分子標
的治療薬の大きな恩恵を受けている。一方で、
EGFR変異陽性肺癌はEGFR野生型肺癌に比べて
多発脳転移やびまん性肺内転移などの劇的な進行
での発症を来す症例の頻度が多いことも知られて
おり、その予後とquality of life（QOL）に大き
な負の影響を与えているが、その機序は不明であ
る1,2）。
　Single cell RNA-seq （scRNA-seq） の普及によ
り、遺伝子発現レベルを単一細胞単位で計測可能
となり、その結果、腫瘍細胞内のheterogeneity
の存在についての知見が多数報告されるようにな
った3）。しかし、1検体あたりのデータ量が大き
くなること、腫瘍に含有される腫瘍細胞割合が限
られること、などから、既存の研究で解析対象と
なる患者数や細胞数は限定的であった。加えて、
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腫瘍組織ではbatch effectなどの問題により解析
間でscRNA-seqデータを比較することが難しく、
解析間での一般性を検討することが難しいという
問題があった。本申請者はこれまでに正常肺組織
のscRNA-seqのメタ解析を基にして、正常肺に
おけるheterogeneityについて解析を進めてきた。
そこで本研究では、この手法を肺癌組織に応用す
ることで、既存の知見よりもより一般性がある肺
癌細胞内でのheterogeneityの知見を明らかにし、
さらにそこで認められた特定のsubpopulationも
しくはその特徴付けに関与する特定の遺伝子の機
能解析を行い、肺癌の進展機構の解明と新規治療
戦略の構築を目指す。

【方法】
　2023年 ま で に 非 小 細 胞 肺 癌 検 体 に 対 す る
scRNA-seqを行い、raw dataがdepositされてい
る研究として、21研究のデータを解析対象とした。

Variational interference（variational Bayesian; 
変分推論）をdeep neural networkに応用した
variational autoencoder（single-cell ANnotation 
using Variational Inference: scANVI）を用いて、
212検体（腺癌: 156、扁平上皮癌: 41、NOS: 15）、
898 ,422癌細胞のscRNA-seq raw dataの統合を行
った。解析はPythonのScanpyを用い、統合後の
再クラスタリングにはleiden algorithmを用いた。

【結果】
　まず、212検体の腫瘍細胞データについて、
補正等を行わずに統合処理を行ったうえで、
UMAP（Uniform Manifold Approximation and 
Projection）により次元削減を行ったところ、
batch毎の細胞集簇がみられ、生物学的意味付け
ではなく、batch effectによる集簇が行われてい
ることが示唆された（図1）。そこで、scANVIの
アルゴリズムを適用した上でデータ統合を行った
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図 1　 scANVIのscheme（上）。scANVI前後での遺伝子発現データのUMAP（下）。



ところ、batch毎の影響が減弱して観察された（図
1）。そこで、このscANVIのアルゴリズムにより
統合したscRNA-seqデータに対して、クラスタ

リングを行ったところ、17種類の細胞集団へと
分類されることが明らかとなった（図2）。
　次に、EGFR変異陽性肺腺癌に特徴的な細胞集
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団、遺伝子発現プロファイルを特定するために、
17種類の細胞集団上にEGFR変異陽性肺腺癌由
来細胞をマッピングしたところ、17個のクラス
ターのうち、「Cluster 0」に特徴的な集積を認め
た（図3）。そのため、次に、Cluster 0に特異的
に発現する遺伝子を網羅的に解析した。その結
果、Cluster 0に特徴的に発現する遺伝子として、
CD63やTMSB4Xを同定した（図4）。

【考察】
　ニューラルネットワークを用いた非小細胞肺癌
212症例のscRNA-seqデータのメタ解析により、
EGFR変異陽性肺腺癌に特徴的な細胞集団を同定
することができた。その細胞集団では、CD63 , 
TMSB4Xなどの多発脳転移やびまん性肺内転移
に寄与している可能性のある遺伝子発現が亢進し
ていた。今後、それらのfunctional validationや
治療標的としての意義について解析を進める。
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【要約】
　高度免疫不全患者における侵襲性真菌感染症
は、診断が難しく、予後不良である。侵襲性真
菌感染症における、早期診断法をはじめとした
適切な治療戦略の確立が求められている。2013
年から2024年までの間に、国立感染症研究所
真菌部へ侵襲性真菌感染を疑って、検体（生検
の検体、パラフィン切片）を提出した36症例を
後ろ向きに解析した。虎の門病院で菌株が得ら
れ、その同定と感受性検査を依頼した症例は除外
した。検体種ごとの培養とPCR検査の陽性検体
数/依頼検体数を以下に示した。肺: 培養 2/16、
PCR 7/16。脳: 培養 0/1、PCR 1/1。副鼻腔: 培
養 3/5、PCR 4/5。経気管支肺生検: 培養 0/2、
PCR 1/2。肺胞洗浄液: 培養 1/1、PCR 1/1。パ
ラフィン切片: PCR 4/9。培養陰性であっても、
PCR検査で菌種が判明する症例が一定数あった。
また、病理パラフィン切片の陽性率も44%であっ
た。臨床医が真菌感染症を強く疑った症例では、
専門機関との連携による遺伝子検査が有用である
ことが示唆された。

【背景と目的】
　高度免疫不全患者における侵襲性真菌感染症
は、早期診断が難しく、予後不良である1）。検査
の基本は、真菌培養、同定、薬剤感受性検査であ
るが、真菌培養の感度は高くない2）。カンジダ症、
アスペルギルス症、ムーコル症をはじめとした侵
襲性真菌感染症における、早期診断法をはじめと
した適切な治療戦略の確立が求められている。侵
襲性真菌症のなかでも、アスペルギルス症、ムー
コル症、フサリウム症、スケドスポリウム症とい
った糸状菌感染症の診断においては、全ての検査

を自らの検査室で行うことができる施設は限られ
ている。また、近年は培養検査に加えて、遺伝子
検査の有用性が示唆されている。虎の門病院にお
いては、自施設の検査室で培養検査を実施するこ
とはできるが、遺伝子検査を行うことはできない。
　上記の背景から、虎の門病院では長年にわたり
真菌感染が疑われる症例において、その臨床検体
や臨床分離菌株を国立感染症研究所真菌部と共同
で解析を行ってきた。一連の解析を通じて、検体
種と検査法の陽性率を解析し、適切な早期診断法
の提唱を目指す。また、詳細な真菌検査が可能な
施設とのネットワーク確立の重要性を明らかにす
る。

【方法】
　2013年から2024年までの間に、国立感染症研
究所真菌部へ侵襲性真菌感染を疑って、検体（生
検の検体、病理パラフィン切片）を提出した症例
を後ろ向きに解析した。生検の検体は、臨床医が
糸状真菌感染症を強く疑った際に、病院内の検査
と並行する形で生検体の培養と遺伝子検査の実施
を依頼した。病理パラフィン切片は、病院内の培
養検査で陰性であったものの、病理所見で糸状真
菌を認めた症例に限り、追加で国立感染症研究所
に病理パラフィン切片からの遺伝子検査の実施を
依頼した。なお、虎の門病院で菌株が得られ、そ
の同定と感受性検査を依頼した症例は除外した。
　国立感染症研究所で得られた検査結果につい
て、検体種ごとに真菌培養と遺伝子検査の陽性率
と真菌種を調査した。
　本研究は、施設内の倫理委員会の承認を得て行
っている。
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【結果】
　研究期間中の該当症例は36例であった。うち2
例は細菌感染が特定されたため、解析対象から除
外し、最終的に34例を解析した。
　各検体種における、真菌培養と遺伝子検査（PCR）
の陽性検体数/依頼検体数を図1に示した。肺: 培
養 2/16、PCR 7/16。脳: 培養 0/1、PCR 1/1。
副鼻腔: 培養 3/5、PCR 4/5。経気管支肺生検:  
培 養 0/2、PCR 1/2。肺 胞 洗浄 液: 培 養 1/1、
PCR 1/1。パラフィン切片: PCR 4/9。全体では、
生検体の培養陽性率は24％（6/25）、PCR陽性率
は56%（14/25）であった。また、パラフィン切片
のPCR陽性率は44%（4/9）であった。
　表1に検体種ごとに、培養あるいはPCRで陽性
となった菌種を示した。全体では、Aspergillus
が7例、Mucorが7例と最多を占めていた。

【まとめと考察】
　生検体でのPCR陽性率は56％（培養陽性率は
24%）、パラフィン切片でのPCR検査は44%であ
ることが明らかになった。培養陰性であっても、
PCR検査で菌種が判明する症例が一定数あり、
生検体のPCR検査の有用性が示唆された。また、
パラフィン切片からの遺伝子検査の有用性を示す
論文はいくつかあるが3）、実臨床における陽性率
まで論じた研究は寡少であり、本研究のデータは
貴重なものと考える。
　本研究のlimitationとして、①臨床医が真菌感

染を強く疑った症例に絞った検査前確率のバイア
ス②真の原因真菌かどうか、汚染菌の可能性はな
いかの断定はできない③症例数が少なく今後のさ
らなる蓄積が必要、などがあげられる。

【結論】
　侵襲性真菌感染症を疑った際に、生検検体やパ
ラフィン切片の遺伝子検査は有用であることが示
唆された。
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表 1　�検体種ごとに培養あるいは遺伝子検査（PCR）
が陽性となった菌種

肺 Cunninghamella 3 , Rhizopus 2 , 
Scedosporium 1 , Malassezia 1

脳 Aspergillus 1
副鼻腔 Aspergillus 3 , Phaeoacremonium 1
TBLB Caprinellus 1
BAL Rhizopus 1
パラフィン切片 Aspergillus 3 , Mucorale 1



Dis 50 : 1559-1567 , 2010
2 .	 Cuenca-Estrella M, Bassetti M, Lass-Flörl 

C, Rácil Z, Richardson M, Rogers TR: De-
tection and investigation of invasive mould 
disease. J Antimicrob Chemother. 66 : i 15-
24 , 2011

3 .	 Ganesan A, Wells J, Shaikh F, Peterson 
P, Bradley W, Carson ML, Petfield JL, 

Klassen-Fischer M, Akers KS, Downing K, 
Bialek R, Tribble DR, Wickes BL: Molecular 
Detection of Filamentous Fungi in Forma-
lin-Fixed Paraffin-Embedded Specimens in 
Invasive Fungal Wound Infections Is Fea-
sible with High Specificity. J Clin Microbiol 
58 : e01259-19 , 2019 

─ 85 ─



【背景】
　アルツハイマー病（AD）は、アミロイドβ（Aβ） 
の細胞外凝集（老人斑）とリン酸化タウ蛋白質

（pTau）の細胞内蓄積（神経原線維変化: NFT）
を病理学的特徴とする。脳脊髄液（CSF）中の
Aβ42はAD発症の約25年前から低下し始め、
pTauは約10年前から上昇する1）。アミロイドカ
スケード仮説では、Aβ蓄積が神経毒性（pTau
依存性）や神経炎症（ミクログリア活性化）を誘
導し、病態の進行を促進すると考えられている2）。 
この病理学的進行はBraakステージとして分類
され、CSFのAβ42およびpTauは病理状態を反
映する3）。細胞外小胞（EV）は病原蛋白質の神
経細胞間の伝播に関与し、AD病態進行に寄与す 
る4）。EVにはエクソソーム（50-150nm）、マイ
クロベシクル（150-1000nm）、アポトーシスベ
シクル（1000-5000nm）が含まれ、その積荷（タ
ンパク質、脂質、核酸）は放出細胞の種類や病態
によって異なる5）。中枢神経（CNS）由来EVに
は、AD病態に関与するAβやその分解酵素、タ
ウ蛋白質が含まれ6）、タウの細胞間伝播にも関与
し7）、疾患進行のバイオマーカーとして期待され
る。2018年、NIA-AAはAD診断のためAβ（A）
タウ（T）神経変性（N）を用いたATN分類を
提案し、臨床診断から生化学的診断へと移行しつ
つある8）。本研究ではEV内蛋白質を網羅的に調
べ、AD病態に関与する新たな蛋白質を同定する。

【方法】
　対象は136名（男性71名、平均71.3歳、AD患
者50名、MCI 26名、健常者60名）採取したCSF

のAβ42、p-Tau、t-TauをELISA法 で 測 定 し
ROC解析でATNのカットオフ値を決定した。う
ち60例（ 健 常 者23名、MCI 14名、AD患 者23
名）をATN分類し、非アルツハイマー病理群を
除いた16例（各群A-T-N-, A+T-N-, A+T+N-, 
A+T+N+から4例ずつ）を選出し、サイズ排除
クロマトグラフィーでEVを抽出し質量分析（LC-
MS/MS）を行った。有意に変動した特定のEV蛋
白質について、136例のCSFと血漿のEVを用い
ATN分類による大規模バリデーションを実施した

（Fig.1）。
【結果】
　CSFバイオマーカーのカットオフ値はAβ42: 
677 .9pg/ml，pTau: 73 .0pg/ml，tTau: 597 .7pg/
mlであり、これを基にATN分類を行った。正常
バイオマーカー群とAD連続体に絞り込み（Table 
1）そのCSFから採取されたEVの平均粒径は
約120nmで あ っ た。 そ こ か ら1,756種 のEV蛋
白質を同定した。この中で87種はEVデータベ
ー ス（Vesiclepedia）のTop100に 該 当し、Gene 
Ontology解析でEVが適切に抽出されたことを確
認した。ATN分類の正常/A群間、A/TN群間比
較で統計学的に変動する蛋白質を解析しアミロイ
ド病期（A）への進行に伴いCathepsin B（CatB）
を含む3種の蛋白質が有意に増加し、Contactin 
6を含む3種が有意に低下した。また、タウ病期

（T）ではPericentrinなど2種が増加（Fig.2 B, C; 
Table 2）、Neurexophilin-1など3種が低下した。
そのうちCatBはAβ出現とともに増加し（Fig.2 
D）、老人斑形成に関与すると言われ、136名（Table 
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3）のバリデーション研究の対象とした。この
CSFおよび血漿のEVCatB濃度を測定し、CSF-
EV中のCatBはアミロイド陽性群で有意に増加し

（A-: 35 .9 ± 24 .7 pg/ml，A+: 95 .4 ± 23 .9 pg/
ml，P<0.0001）CSF中Aβ42濃度と強い負の相
関（r = -0 .65）を示した（Fig.3 A-E）。血漿では
遊離CatBでは差を認めなかったが、血漿EVCatB

濃度はA-T-N-群よりA+T-N-群が有意に高値
（P =0 .042）を示し、CSFのAβ42濃度と中程度の
負の相関があった（Fig.4 A-F）。これにより、EV 
CatBがADのアミロイド病態を反映する有望なバ
イオマーカーであることが明らかになった。

【考察】
　アミロイド前駆体蛋白質からAβを切断するβ
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Figure 1　�Workflow of the analysis of extracellular vesicle （EV） proteins in CSF and plasma according to 
ATN classification.

	� CSF and plasma samples were collected from normal control （NC), mild cognitive impairment 
（MCI), and Alzheimer’s disease （AD） participants and classified into ATN groups based on the 
levels of Aβ42, pTau and tTau in the CSF. In the liquid chromatography-mass spectrometry-based 
biomarker discovery phase, after the exclusion of non-AD pathologic changes, EVs were isolated 
from the 16 selected CSF samples using size exclusion chromatography and analysed by mass 
spectrometry. In an enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA)-based validation study for 
CatB, EVs were collected from 136 CSF and plasma samples by ultracentrifugation prior to the 
ELISA. LC-MS/MS= liquid chromatography-tandem mass spectrometry; ROC = receiver operating 
characteristic.



セクレターゼはbeta-secretase 1（BACE1）で
あるとされるが、CatBもその一種であるとする
説がある。CatB阻害剤はADモデルでAβ産生
抑制効果が報告され９）、疫学調査でも同阻害薬
Sildenafil服用者でAD発症率が約18％低下して
いるとの報告がある10）。今後EV CatBを超早期
AD診断バイオマーカーとして確立し、Sildenafil
のAD発症予防薬への応用を検討する必要があ
る。

【結論】
　EV CatBはアルツハイマー病の診断バイオマ

ーカーおよび治療ターゲットとして非常に有望な
蛋白質である11）。
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Figure 2　�Proteomic analysis of CSF extracellular vesicle （EV） proteins in the discovery set under ATN 
classification. 

	� （A） Venn diagram of CSF EV proteins quantified in three ATN groups. （B and C） Volcano 
plots showing statistically significant EV proteins in A+T-N-/A+T-N+ versus A-T-N- （B） and 
in A+T+N+ versus A+T-N-/A+T-N+ （C）. （D） The abundances of CatB protein quantified by 
mass spectrometry are shown. A = Aβ deposition; N = neurodegeneration; nd = not detected; T = 
pathological tau.

Table 1　Patient information: discovery set （for proteomic analysis）

Classification A−T−N− A+T−N−/A+T−N+ A+T+N+
n 4 8 （4/4） 4
Age, mean ± SD 75.5 ± 4.4 73.4 ± 5.7 65.3 ± 11.0
Sex 4 F 2 M, 6 F 2 M, 2 F
Diagnosis 4 NL 1 NL, 3 MCI, 4 AD 4 AD
MMSE 28.75± 1.5 26.8 ± 2.9 23.3 ± 4.3
Aβ1–42 （pg/ml） 1326.8 ± 316.0 434.7 ± 70.8 324.8 ± 109.3
pTau （pg/ml） 42.0 ± 6.5 60.0 ± 16.8 129.3 ± 35.9
tTau （pg/ml） 341.7 ± 81.9 579.6 ± 187.8 1355.0 ± 445.0

A = Aβ deposition; Aβ = amyloid beta; AD = Alzheimer’s disease; F = female; M = male;  
MCI =mild cognitive impairment; MMSE = Mini Mental State Examination; N = neurodegeneration;  
NL = normal; T = pathological tau.
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Table 2　Up- and down-regulated EV proteins during ATN stage transition 

Protein ID Protein name log2FC q-value

A+T−N−, A+T−N+/A−T−N−

Q96B86 Repulsive guidance molecule A （RGMA） 1.64 2.3 × 10-2

P51530 DNA replication ATP-dependent helicase/nuclease DNA2 （DNA2） 1.35 8.6 × 10−3

Q9UQ52 Contactin 6 （CNTN6） −1.21 1.5 × 10-2

P62805 Histone H4 （H4F3） −1.36 3.1 × 10-2

Q16394 Exostosin-1 （EXT1） −1.37 1.9 × 10-2

P07858 Cathepsin B （CatB） Detected only in A+ group

A+T+N+/A+T−N−, A+T−N+

O95613 Pericentrin （PCNT） 1.32 1.6 × 10−2

Q8NB66 Protein unc-13 homolog C （UN13C） 1.08 8.7 × 10−3

Q99460 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1 （PSMD1） −1.19 3.6 × 10−3

P58417 Neurexophilin-1 （NXPH1） −1.59 1.5 × 10-2

P48382 DNA-binding protein RFX5 （RFX5） −1.75 2.6 × 10-2

Table 3　Patient information: validation set for CatB enzyme-linked immunosorbent assay

Classification Normal AD 
biomarkers Non-AD pathologic change AD continuum

A-T-N- A-T-N+ A-T+N+ A+T-N- A+T+N- A+T+N+ A+T-N+

n 44 30 13 13 2 21 13

Age, mean ± SD 70.2 ± 8.4 72.5 ± 6.1 74.8 ± 4.1 69.1 ± 7.6 74.0 ± 4.2 69.8 ± 8.0 73.2 ± 7.5

Sex 28 M, 16 F 14 M, 16 F 8 M, 5 F 5 M, 8 F 2 F 10 M, 11 F 6 M, 7 F

Diagnosis 31 NL, 10 MCI, 3 AD 20 NL, 6 MCI, 4 AD 4 NL, 1 MCI, 8 AD 1 NL, 1 MCI, 11 AD 2 MCI 1 NL, 2 MCI, 18 AD 3 NL, 4 MCI, 6 AD

MMSE 28.6 ± 1.5 27.9 ± 2.7 23.2 ± 6.4 22.9 ± 3.1 26.5 ± 2.1 24.3 ± 3.7 25.0 ± 4.3

Aβ1–42 （pg/ml） 1184.0 ± 291.6 1316.8 ± 417.9 1063.1 ± 361.8 453.1 ± 108.1 392.2 ± 33.5 465.5 ± 128.4 464.5 ± 107.8

pTau （pg/ml） 47.5 ± 10.0 55.1 ± 11.0 109.8 ± 36.2 52.3 ± 13.7 122.0 ± 66.5 107.1 ± 26.5 54.2 ± 16.7

tTau （pg/ml） 379.3 ± 149.0 755.8 ± 105.5 1271.0 ± 315.1 418.6 ± 161.3 566.0 ± 24.5 1116.5 ± 417.1 939.4 ± 237.8

A = Aβ deposition; Aβ = amyloid beta; AD = Alzheimer’s disease; F = female; M = male; MCI = mild cognitive impairment;  
MMSE = Mini Mental State Examination; N = neurodegeneration; NL = normal; T = pathological tau.
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Figure 3　�ELISA-based validation of CatB in CSF extracellular vesicles （EVs）. 

	� （A） Box plots of CatB abundances in CSF EVs in each ATN group, which were quantified by 
ELISA （validation set, n  = 136). （B） Box plots of CatB in CSF EVs in A+/A-, T+/T and N+/
N- classifications. One-way ANOVA, followed by Tukey’s multiple comparisons test. ns = non-
significant, ＊＊P < 0 .01 , ＊＊＊P < 0 .005. （C–E） Scatter plots showing correlations between CatB 
in CSF EVs and （C） Aβ42 , （D） pTau and （E） total Tau levels in CSF. AD = Alzheimer’s disease;  
Aβ = amyloid beta; A = Aβ deposition; N = neurodegeneration; T = pathological tau.
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Figure 4　�ELISA validation of CatB in plasma extracellular vesicles （EVs） as a putative blood biomarker 
using ATN classification. 

	� （A）Box plots of CatB abundances in plasma EVs in each ATN group, which were quantified by 
ELISA （validation set, n  = 136）. （B） Box plots of plasma-EV-CatB in A+/A-, T+/T- and N+/
N- classifications. One-way ANOVA, followed by Tukey’s multiple comparisons test. ns = non-
significant, ＊P  < 0 .05 and ＊＊＊P < 0 .005. （C） Correlations between CatB levels in EVs derived 
from CSF and plasma. （D–F） Scatter plots showing correlations between plasma-EV-CatB and 

（D） Aβ42 , （E） pTau and （F） total Tau levels in CSF. A = Aβ deposition; AD = Alzheimer’s 
disease; N = neurodegeneration; T = pathological tau.



【要約】
　APOE4からAPOE2への時間的・細胞特異的
なアイソフォーム切り替えを可能にするAPOE

「スイッチ」（APOE4to2S）マウスモデルを作成
するためAPOE「スイッチ」技術が生体内で機能
するかどうかの確認を行った。その結果APOE

「スイッチ」技術が肝臓で機能することを確認し
た。

【目的】
　アポリポ蛋白E（APOE）遺伝子多型（APOE2、
APOE3、APOE4）はアルツハイマー病の強力
な発症リスク規定因子である1,2）。具体的には
APOE4キャリアのアルツハイマー病発症リスク
は一般的なAPOE3キャリアと比較して15倍以上
高い一方APOE2キャリアはほとんどこの病気を
発症しない。
　本研究の目的はAPOE2蛋白が持つ神経保
護作用と抗認知症作用に注目しこれを利用し
てAPOE4の病原性を低減させる可能性を明ら
かにすることである。具体的にはAPOE4から
APOE2への時間的・細胞特異的なアイソフォ
ーム切り替えを可能にするAPOE「スイッチ」

（APOE4to2S）マウスモデルを用いAPOE4を
保護的なAPOE2に変換することでAPOE4の病
原性が低減するかどうかを検証する。APOEの独
自の生物学的特性をより深く理解しAPOEアイ
ソフォームの操作がヒトへの介入法として発展す
る可能性を探る。

【方法】
　相同組換えベクターを次の通りデザインした。
すなわち、Apoe遺伝のコーディング領域をヒト
化（APOE4配列）さらにFlag tagおよびEGFP
をレポーターとして融合しCre発現によりヒト

APOE3配列、HA tagおよびmCherryに置換さ
れる構造である。
　その後既報通り3）相同組換えES細胞クローン
の樹立、アグリゲーション法によるキメラマウス
作製、生殖系列キメラマウスの同定（F1ヘテロ
マウスの取得）、薬剤耐性遺伝子の除去を行い解
析用マウスコホートを構築した。

【結果】
　APOE「スイッチ」技術が生体内で期待通りに
機能するかどうかを確認するためにAPOE4to2S
と同様の原理を採用したAPOE4to3Sマウスを
用い以下の解析を行った。
①�APOE「スイッチ」マウスモデルコホートの構

築
　まずAPOE「スイッチ」マウスコホートの安定
的な維持を行うためマウスApoe遺伝子座にノッ
クインされたAPOE4to3Sコンストラクトを簡
便に検出する方法を確立した。特異的なプライマ
ーを使用したジェノタイピング法によりAPOE

「スイッチ」マウス個体が確実に検出できること
を確認した（図1）。
②�APOE「スイッチ」技術が生体内で機能するか

どうかの確認
　次にAPOE「スイッチ」マウスをCMV-Creマ
ウスと交配することで全身臓器におけるAPOE

「スイッチ」を誘導した。その後APOEを高発現
する肝臓においてAPOEの発現がAPOE4から
APOE3に変換されているかをウエスタンブロッ
ティングにより確認した。APOE4とAPOE3の
差異は一アミノ酸であり既存抗体での区別が困難
なため変換の確認はノックインされたコンストラ
クト内に配置されたレポーター遺伝子（mCherry）
の発現を定量することで行った。「スイッチ」あ
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り群にのみ肝臓におけるmCherry発現が確認さ
れAPOE「スイッチ」技術が生体内で機能してい
ることが生化学的に確認された（図2）。
　さらにAPOEの発現がAPOE4からAPOE3に
変換されているかを肝臓の免疫組織染色により
確認した。「スイッチ」あり群にのみ肝臓におけ
るmCherry発現が確認され、APOE「スイッチ」
技術が生体内で機能していることが免疫組織科学
的にも確認された（図3）。

【考察】
　本研究ではAPOE「スイッチ」技術が生体
内で期待通りに機能するかを検証するために
APOE4to3Sマウスを用いた解析を行った。得ら
れた結果はAPOE「スイッチ」が肝臓において確
実に行われることを示しこの技術が生体内で機能
することを確認した。このことはAPOEアイソ
フォームを操作するための有用な実験プラットフ
ォームが確立された可能性を示す。
　APOE4からAPOE2への変換がアルツハイマ
ー病において実際にどのような有益な効果をもた
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図 1　APOE「スイッチ」マウスのジェノタイピング

以下のプライマーを使用しジェノタイピングを行っ
た。
　F16525: AGGACTTGTTTCGGAAGGAG
　R16916:TCAGCCATGAGGAGCCACAGTTTG
なお、PCR productはwild type alleleが392bp、
targeted allelleが486bpに相当する。

図 2　�APOE「スイッチ」誘導後肝臓のウエスタン
ブロッティング

肝臓からRIPAバッファーを用いて全タンパク質を
抽出。SDS-PAGEゲル上でタンパク質を分離後、
PVDF膜に転写した。5%スキムミルク（TBS-T）
で室温1時間ブロッキングを行った。
mCherryは抗mCherry抗体（1: 1000希釈）を使用
して検出し、内在性コントロールとしてGAPDHは
抗GAPDH抗体を用いて検出した。HRP結合二次抗
体（1: 5000希釈）で1時間インキュベーション後、
ECL発光試薬を用いてタンパク質バンドを検出し
た。
GAPDHはmCherryの発現を正規化するためのロー
ディングコントロールとして使用した。

図 3　APOE「スイッチ」誘導後肝臓の免疫組織染色

4%パラホルムアルデヒドで固定後、肝臓はパラ
フィン包埋された。5μmの連続切片を作成し、抗
mCherry抗体（1: 500希釈）を用いて一晩4℃でイ
ンキュベートした。次に、HRP結合二次抗体で1時
間室温でインキュベートし、DAB発色剤でシグナル
を視覚化した。組織はヘマトキシリンで核を染色し、
光学顕微鏡で観察した。mCherryの陽性シグナルは
茶色で示されている。



らすかについては現時点では明らかになっていな
い。今後の研究ではこの変換がアルツハイマー病
の治療法として有望かどうかを検証する必要があ
る。
　本研究で確立されたプラットフォームを用いる
ことでAPOEアイソフォームの操作がどのよう
にアルツハイマー病の病態に影響を与えるかを
体系的に評価することが可能となる。具体的に
はAPOE4からAPOE2への変換が神経保護作用
をもたらすのか、またはアルツハイマー病の進行
を抑制するのかといった点を今後の研究で明らか
にしていく予定である。これによりAPOE4から
APOE2への変換が実際に治療効果を持つかどう
かの判断材料が得られることが期待される。

【まとめ】
　APOE「スイッチ」が肝臓において行われたこ
とが確認されこの技術が生体内で機能することが
示された。すなわち「アルツハイマー病ハイリス
クAPOE4からAPOE2への「切り替え」による
脳恒常性再構築」を実験病理学的に明らかにする
ための研究基盤構築が進んだ。
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【要約】
　末期腎疾患患者は、血中インスリン濃度が有意
に高いにもかかわらず、空腹時血糖値とHbA1c
値が低い傾向がある。従来、この高インスリン状
態は腎機能低下による代謝クリアランスの減少が
原因と考えられてきた1）。本研究では、腎不全時
に蓄積する腸内細菌由来の尿毒素であるフェニル
硫酸（PS）が、膵臓からのインスリン分泌を促進し、
糖代謝を変化させることを報告する。さらに、PS
が腎機能低下時にインスリン抵抗性を増加させる
ことを示し、これが慢性腎臓病（CKD）および糖
尿病性腎臓病（DKD）患者における糖代謝異常
に関与している可能性を明らかにした2）。

【目的】
　腎機能低下患者における低血糖とインスリン分
泌増加のメカニズムを解明し、PSのインスリン
分泌および抵抗性への影響を検討すること。

【方法】
1. �動物実験
　C57BL/6マウスおよび高脂肪食負荷KKAYマ
ウス（DKDモデル）にPS（50mg/kg/day）を5
週間投与し、空腹時血糖値、インスリン値、ブド
ウ糖負荷試験（GTT）、インスリン負荷試験（ITT）
を評価した2）。
2. �細胞実験
　ラット膵β細胞株（INS-1e）および単離膵島
を用いて、PSのグルコース刺激インスリン分泌

（GSIS）への影響を検討した3）。RNA-seqを用い
て遺伝子発現変化を解析した。
3. �臨床コホート研究
　U-CAREコホート4）のDKD患者362名と非糖
尿病患者100名を対象に、血中PS濃度とHbA1c、

尿中C-ペプチド/クレアチニン比（UCPCR）と
の関連を解析した。

【結果】
1. �PS投与によるインスリン分泌促進と糖代謝改

善（図1）
　高脂肪食負荷KKAYマウスにPSを投与すると、
空腹時血糖値が低下し（図1左上、p < 0 .05）、空
腹時インスリン値が上昇した（p = 0 .05）。PSに
よりβ細胞面積が有意に増大した（図1左下）。
DKD患者コホート解析では血中PS濃度とHbA1c
値に負の相関が認められた（r = -0 .1631、p = 
0 .0035、図1右）。
2. PSによるインスリン分泌メカニズム
　PSはINS-1e細胞および単離膵島からのグル
コース刺激インスリン分泌を有意に増加させた。
RNA-seq解析により、PSはDdah2（ジメチルア
ルギニンジメチルアミノヒドロラーゼ2）の発現
を上昇させ、Prkag1（AMPKサブユニット）の
発現を低下させることが判明した。Ddah2ノッ
クダウンでPS誘導性インスリン分泌増加が抑制
された。
3. PSによるインスリン抵抗性誘導
　DKDモデルマウスでは、PSによりインスリ
ン抵抗性が誘導された。3T3-L1由来脂肪細胞
のRNA-seq解析により、PSはlncRNA（Neat1，
Malat1など）の発現を変化させ、Erkリン酸化
を促進することが判明した。
4. 臨床コホート研究結果
　血中PS濃度とHbA1c値に弱い負の相関が認
められた。腎機能低下例（eGFR<60mL/min/ 
1 . 73m２） のDKD患 者 で は、 血 中PS濃 度 と
UCPCRに正の相関が認められ、インスリン抵抗
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性との関連が示唆された。
【考察】
　本研究では、PSが膵β細胞に作用してインス
リン分泌を促進するとともに、腎機能低下例にお
いてインスリン抵抗性を誘導することを明らかに
した。Ddah2およびPrkag1を介したインスリン
分泌促進メカニズムと、lncRNAの発現変化およ
びErkリン酸化を介したインスリン抵抗性誘導メ
カニズムが示唆された。
　臨床的には、HbA1cを慢性高血糖の、UCPCR
を慢性高インスリン血症の指標と考えると、PS
はCKDの有無にかかわらず高血糖と負の関連を
示し、DKD患者においては高インスリン血症と
正の関連を示すことが明らかとなった2）。
　これらの知見は、腎機能低下患者における糖
代謝異常の新たなメカニズムを提示するととも
に、PSが糖尿病治療の新たな標的となる可能性
を示唆している。我々の以前の研究でも示したよ
うに1）、PSのような腸内細菌由来物質の制御は、
DKD患者の治療戦略として有望である。老化と
の関連についてはさらなる研究を要し、今後のさ

らなる課題として検討を進める。
【文献】
1.	 Kikuchi K, et al.: Gut microbiome-derived 
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【要約】
　グリア細胞の一種であるアストロサイトは中枢
神経系に存在する神経細胞や他のグリア細胞、さ
らには末梢神経系や末梢組織とつながる血管とも
相互に情報のやりとりを行っている。このような
特徴から、アストロサイトは脳-身体連関におけ
るインターフェイスとして重要な役割を担ってい
ると想定されている。最近、我々はマウスの特定
脳領域に存在するアストロサイトの化学遺伝学的
活性化（Gq-DREADD）が体温低下や酸素消費
量の低下を誘導することを発見した。本研究では
本現象のメカニズム解明に挑んだ。アストロサイ
トのGi-DREADD刺激では体温や酸素消費量に
影響がなかったことから、本現象の誘導にはGq
シグナルが重要な細胞内シグナルである可能性が
示唆された。昨年、受容体Xの薬理学的阻害が体
温・酸素消費量低下を抑制することを既に報告し
たが、in vivoゲノム編集により神経細胞特異的
に受容体Xを操作することでも、アストロサイト
誘導性低体温は抑制された。これらの一連の結果
から、アストロサイトを軸とした体温・代謝変動
の仕組みの一端が明らかになった。

【目的】
　代表者はこれまで、アストロサイトが生体機能
へと及ぼす影響に関する研究を行ってきた1）。ア
ストロサイトに着目した研究を行う中で、特定の
脳領域に存在するアストロサイトがマウスの全身
代謝を低下させる可能性を見出した。そこで本研
究では、アストロサイトが代謝状態を制御する仕
組みを明らかにすることを目指した。

【方法】
　HEK293T細胞に3種のplasmidを用いたトリ
プルトランスフェクションを行うことで組換え
アデノ随伴ウイルス（AAV）を作製し、塩化セ
シウム密度勾配遠心により精製した。精製した

AAVをC57BL/6マウスの特定脳領域へ微量注
入することで目的細胞に任意の機能性たんぱく質
を発現させたマウスを作製した。DREADDシス
テムを利用した実験では、クロザピン-N-オキシ
ド（CNO）を1mg/kg腹腔内投与し、各種生理
応答変化の測定を行った。

【結果】
　CNO投与によりアストロサイトにGi-DREADD
刺激を与え、表面体温および酸素消費量を測定し
た。蛍光たんぱく質を発現させたコントロール群
と比較し、それらの測定値に有意な差はみとめら
れなかった。この結果は、GiやGβγを介したアス
トロサイト内シグナル伝達経路は、体温や酸素消
費量の変動に関与しないことを示唆する。
　つづいて、代謝・体温変動に関わるグリア-神
経インタラクションに重要な受容体を特定するこ
とを試みた。これまで我々は、薬理学的なスクリ
ーニングにより候補受容体Xを同定している。実
際にアストロサイト近傍の神経細胞上の受容体X
を発現低下させたときに、体温や酸素消費量の
低下が抑制されるか否かについて検討を行った。
hSynプロモーター制御下でCas9および受容体
Xを標的としたsgRNAを発現するように設計し
たAAVを利用することで、in vivoゲノム編集を
行った。作製したマウスのアストロサイトをGq-
DREADD刺激した際の体温および酸素消費量の
変化を計測した。その結果、神経細胞特異的に受
容体Xを発現低下させた動物では、アストロサイ
ト誘導性低体温が抑制され、酸素消費量の低下に
ついては抑制傾向がみられた。

【考察】
　本研究ではアストロサイトを介した中枢性
の代謝制御機構の仕組みの解明を行った。Gi-
DREADDを用いた解析により、アストロサイト
誘導性代謝制御の細胞内シグナル伝達機構とし
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て、Gi pathwayが関与しないことを明らかにし
た。また、in vivoゲノム編集を用いた解析により、
代謝制御に関わるグリア-神経インタラクション
の仕組みを特定した。アストロサイトを介した新
たな中枢性の代謝制御機構の解明は、同細胞を標
的とした代謝異常疾患の戦略構築の一助になり得
ると期待している。

【文献】
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K, Koga K, Katsuragi R, Oka T, Tashima R, 
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【要約】
　筋萎縮性側索硬化症 （ALS）では、運動神経が
障害され、次第に体の自由がきかなくなる進行性
の神経変性障害である。日本のALS患者数は約
1万人と推定されており、高齢者に発症が多く見
られることから、少子高齢化の傾向のある我が国
では、今後も患者の増大が予想される。ALSに
対するケアとして、呼吸管理や栄養・理学療法に
より症状を和らげる方法や、残存した一部の筋肉
や眼球の動きで意思を伝達する装置などが開発さ
れている。対症療法を適切に行うことで進行を遅
らせることができるようになりつつあるが、ALS
の発症原因は未だ不明な点が多く残されており、
直接の原因に対する治療法は確立されていない。
このような現状から、ALSを克服するための治
療法開発は社会から強く求められており、喫緊の
課題である。
　本研究では、ALSモデルマウスを用いて、標
的因子の発現誘導が神経細胞死の抑制および運動
機能の改善に与える影響を解析した。組織免疫染
色により、標的因子の発現誘導により細胞死が減
少することが示され、またRotarod試験において
運動機能の改善傾向が確認された。これらの結果
は、標的因子がALSの病態進行を抑制し、運動
機能の維持に寄与する可能性を示唆する。

【目的】
　ALSの治療のためには、破綻した神経ネット
ワークを再建することが必要であるが、中枢神経
細胞自身の再生能力は弱く、元通りに回復するの
は困難である。申請者はこれまでにALS、パー
キンソン病、アルツハイマー病などの様々な神経
変性疾患モデルを用いて、神経回路の修復を妨げ
るメカニズムの解明に取り組んできた1,2）。ALS
では全身の筋萎縮や呼吸障害を生じるが、これら
の障害は運動神経が変性し運動機能を司る神経ネ

ットワークが破綻するためである。根本的な治療
のためには、破綻した神経ネットワークを再建す
ることが必要であるが、一度切断された中枢神経
細胞の軸索が、自然に再生することはほとんど無
い。これは、中枢神経細胞自身の再生能力が極め
て弱いためである。そこで申請者は、運動神経細
胞の周囲に存在する細胞の力をかりて、障害され
た神経回路を再構築することはできないかと考え
た。本研究では、神経細胞の周囲に存在する免疫
担当細胞が、病態に与える影響について検証した。

【方法】
①組織免疫染色
　マウスに3種混合麻酔を腹腔内投与して麻酔を
かけ、4% PFA/PBSで、マウスを経心的に灌流
固定した。組織を取り出し、4% PFA/PBS、4℃
で一晩後固定を行った。続いて30% スクロース/
PBS中に浸け、4℃でサンプルが沈むまで浸漬し
た。その後、組織をOCT compoundで包埋し、
凍結標本を作製した。クライオスタットを使用
し、冠状方向に厚さ20µm、の凍結薄層切片を作
製し、その後、ブロッキンング溶液で希釈した一
次抗体を4℃で一晩静置した。切片をPBSで洗浄
をした後、ブロッキンング溶液で希釈した二次抗
体を室温遮光下で1時間反応させた。PBSで洗浄
後、Fluorescent mounting mediumを用いて封入
した。封入後のサンプルを観察、撮影した。
②Rotarod試験
　神経疾患モデルマウスの運動機能障害を評価す
るため、Rotarod testを実施した。Rotarod test
では、マウスを回転するロッドの上に置き、マウ
スがロッドから落下するまでの時間、もしくはロ
ッド上を2度回転するまでの時間を測定した。こ
のとき、ロッドの回転は5分間で25r.p.mまで徐々
に加速させた。損傷後、各時点での試行は3回行
い、それぞれの平均値を算出した。また、すべて
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のマウスは本試験の前の3日間に上記の試行を3
回ずつ行いRotarodへ順化させ、3日目の試行の
平均値を採用した。

【結果】
　標的因子の発現誘導により、細胞死が減少する
か、抗Cleaved Caspase3抗体を用いた組織免疫
染色により解析した。その結果、コントロールと
比較して、死細胞数が減少することがわかった。
　SOD1G93Aマウスにおける運動機能障害が緩
和されるか、Rotarod testを実施し、解析した。
標的因子の発現誘導、およびコントロール群につ
いて、Rotarodへ訓化後、マウスを回転するロッ
ドの上に置き、マウスがロッドから落下するまで
の時間、もしくはロッド上を2度回転するまでの
時間を測定した。標的因子の発現を誘導した群で
は、溶媒コントロール群と比較して滞在時間の延
長傾向が見られた。

【考察】
　本研究の結果は、標的因子がALSにおける神
経変性を抑制し、運動機能の保持に寄与する可能
性を示唆している。ALSは運動神経の変性によ
る進行性の神経疾患であり、その根本的な治療法
は確立されていない。本研究では、中枢神経の再
生能力が低いという課題に対し、運動神経細胞の
周囲に存在する細胞の機能を利用することで、神
経回路の再構築を試みた。これまでの研究では、
神経炎症がALSの進行に大きく関与しているこ
とが示唆されており、特に免疫細胞の働きが神経
変性の抑制に寄与する可能性が指摘されている。
本研究においても、標的因子の発現が神経細胞死
を抑制することから、免疫細胞を介した神経保護
メカニズムの関与が考えられる。
　また、Rotarod試験の結果から、標的因子の発
現誘導によって運動機能が改善する傾向が見られ
たことは、ALSにおける神経回路の再構築に寄
与している可能性を示唆する。特に、運動神経の

変性が進行するALSにおいて、運動機能の改善
は患者のQOL向上に直結する重要な要素である。
今回の結果は、標的因子の発現が運動機能を維持
する新たな治療戦略の可能性を示すものであり、
今後の研究においてその分子メカニズムをさらに
明らかにすることを目指す。
　本研究で解析を進めた標的因子の発現がどの細
胞種に作用し、どのようなシグナル伝達経路を介
して神経細胞死を抑制するのか、詳細なメカニズ
ムは未解明である。免疫細胞を介した間接的な効
果だけでなく、神経細胞自身の応答も関与してい
る可能性があるため、さらなる分子レベルでの解
析が必要である。また、今回の実験はALSモデ
ルマウスを用いたものであり、ヒトALS患者に
おいて同様の効果が得られるかどうかは今後、ヒ
ト細胞や剖検組織を用いた検討が必要である。依
然として多くの課題が残されているが、本研究の
成果は新たな治療への展開に向けた重要な一歩と
なると考えられる。

【謝辞】 
　本研究の遂行にあたり、公益財団法人冲中記念
成人病研究所より多大なるご支援を賜りましたこ
と、厚くお礼申し上げます。
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【要約】
　我々は、脂質代謝を制御する要の転写因子
SREBP（Sterol Regulatory Element Binding 
Protein）と、魚油に多く含まれる多価不飽和脂
肪酸（PUFA: Poly Unsaturated Fatty Acid）の
関連に着目し、研究を続けている。脊椎動物の
SREBPには-1と-2のアイソフォームが存在し、
両者はアミノ酸配列がよく似ているにも関わら
ず、機能は大きく異なり、前者は中性脂肪/脂肪
酸代謝、後者はコレステロール代謝を制御する。
本研究は、似て非なる機能を持つ2種のSREBP
の差異を決定づけるドメインを探索し、脂質代謝
が関与する病態解明に取り組む。

【目的】
　我々は先行研究1）で、PUFAがSREBP-1特異
的な作用を介して肝臓での中性脂肪合成を抑制す
る一方、SREBP-2に対しては抑制しない事を発
見した。そこで、SREBP-1のみにPUFAを感受
する特異的なドメインが存在するという仮説のも
と、以下2つの目的を掲げ、本研究を展開した。

（目的1）�肝臓のSREBP-1特異的なPUFA感受ド
メインの絞り込みと同定

（目的2）�SREBP-1上のPUFA感受ドメインで相
互作用する分子の探索

【方法】
（目的1）�肝臓のSREBP-1特異的なPUFA感受ド

メインの絞り込みと同定
　我々は先行研究1）で、生きたままのマウス肝
臓でのSREBPの転写活性を可視化・定量化し、
in vivo imaging system （IVIS）で評価する独自
のニュートリゲノミクス手法を構築した。本手法
を応用し、本研究では、SREBP配列を改変した
遺伝子を自作し、上述のIVISを用いて、PUFA
によるSREBPの転写活性の変動を評価した。結
果、SREBP-1上のPUFA感受ドメインを絞り込

むことが出来た。
（目的2）�SREBP-1上のPUFA感受ドメインで相

互作用する分子の探索
　絞り込めたSREBP-1配列の近傍には、既存の
分子としてSCAP（SREBP cleavage-activating 
protein）の存在がよく知られる。SREBP-1特異
的なPUFA感受ドメインの手がかりを探すため、
我々は、既知のSCAPとの関連に着目して検討を
行った。

【結果】
　本研究により、SREBP-1上のPUFA感受ドメ
インを絞り込んだ。

【考察】
　脂質は生命誕生や維持に必須の成分であるた
め、SREBPは、いわば生命の源をつかさどる主
役である。我々は、本研究を通じてSREBPの進
化過程を明らかにする事で、脂質代謝が関与する
様々な病態解明に繋げたいと希求する。なお我々
は、PUFAとSREBPの関連性以外にも、摂食に
伴う生命現象に幅広く興味を持って長年研究を続
け、摂食に伴い変動する中性脂肪合成の「スイ
ッチのオン・オフ」を決定する分子機構の解明
を初めて果たす事が出来た2）。他、高蛋白食によ
る肝臓の転写調節機構の解明を通して転写因子
KLF15の新規標的遺伝子を初めて同定し3）、イ
ンスリンが3大栄養素間（蛋白質・糖質・脂質）
のバランスを制御する分子メカニズムの解明も
果たした4）。直近では、摂食に伴って変動する
SREBP-1の発現調節に、KLF15や糖質コルチコ
イド受容体が重要な役割を担う事も初めて報告し
た5）。我々は引き続き、ニュートリゲノミクス研
究の発展に貢献したいと考えており、この度の助
成に深謝申し上げる。
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【要約】
目的: 糖尿病に伴う認知障害に関連して、STZ脳

内投与ラットにおける脳内インスリン・シグナ
リングの障害に対するdonepezilおよびインス
リンの効果を検討することを目的とした。

方法: STZを脳室内単回投与して作製した脳内
糖尿病モデルラットの認知機能を、Morris 
Water Mazeを使用して測定した。また、この
モデルラットにインスリン、またはdonepezil
を投与し、認知機能に対する影響を、行動科学
的検討、および、免疫組織化学的検討によって
解析した。

結果: 脳内糖尿病モデルラットの低下した認知機
能は、インスリン、donepezilの投与によって、
改善の傾向を示した。

結論: 脳室内STZ投与によるインスリン・シグナ
リングの障害が、インスリン、donepezilの投
与によって改善をみたことは、糖尿病者におけ
るインスリン・シグナリングの障害による海馬
機能の低下は、インスリン投与によるによる改
善のみならず、アセチルコリンエステラーゼ阻
害剤であるdonepezilによっても、改善する可
能性が示された。

【目的】
　糖尿病とアルツハイマー病（AD）の関係につ
いて、糖尿病者は非糖尿病者に比して高い頻度
でADに罹患するという統計的報告が数多く出
されている。先に、我々は2型糖尿病者で外来通
院中のADLが自立している年齢50 ~ 85歳の患
者について、頭部MRI矢状断面像をもとにした 
VSRAD（Voxel-based Specific Regional analy-
sis system for Alzheimer’s Disease）による解析

を海馬傍回に焦点を当てて行った結果、59%で
海馬傍回の萎縮が存在することを示した1）。これ
らの点を受けて、糖尿病者における海馬機能の低
下が脳内インスリン・シグナリングとの関連で問
題視されている。糖尿病者における認知機能の障
害は、糖尿病者が認知障害に陥ると、自己管理が
困難となり、糖尿病の治療自体を不可能にすると
いう意味で重要な問題である。本研究では、糖尿
病に伴う認知障害に関連して、認知能との関係が
注目されている、脳内α7受容体の持つ意味につ
いて結論を出すために行動科学的および生化学的
立場から検討することを最終目的とし、本年度は、
donepezilおよびインスリンが、STZ脳内投与に
おける脳内インスリン・シグナリングの障害に対
する効果を検討することを目的とした。

【方法】
　Wistar strain雄性ラット4週齢に、STZを第3
脳室内投与し、脳内糖尿病モデル（STZ-icv）2）

を作成し（n=7 ~ 8）、対照ラットにはSTZの溶
液PBSを投与した（n=10）。
　これらのラットについて、Morris Water Maze

（MWM）を用い、ゴール到達までに要した遊
泳 距 離、 時 間、 平 均 速 度 な ど をANY-MAZE

（Stoelting Co., USA）を使用して測定し、行動
効 率path efficiencyを 算 出 し た。 ま た、STZ-
icvには、STZ投与2週間後に、持効型インスリ
ン0.5Uを脳室内単回投与（n=7 ~ 8）、または
donepezil 3mg/kgを行動科学的測定1時間前に
経口投与（n=14）し、それぞれの投与の効果を
同様に行動科学的に測定した。
　行動測定後、ラットの脳についてリン酸化IGF1
受容体（pIGF1R）、Ki67、DCX、Akt、Amyloid 

─ 104 ─

B　冲中記念成人病研究所専任研究員による基礎的研究

糖尿病性認知障害に対するnACh receptor subunitsの関与

　新郷　明子、鬼頭　昭三１

湘南藤沢徳洲会病院１



betaタンパク（Ab）について、免疫組織化学的
染色を行い、特に海馬断面について比較検討した。
　実験動物に対する動物愛護上の配慮は、NIH 
Guide for the Care Use of Laboratory Animals
に基づき、実験動物に対し不必要な苦痛を与えな
いようにした。

【結果】
①行動科学的検討
　MWMを用いて、連続9日間の測定を行った。
対照群（control）に比して、STZ-icv群の遊泳
距離、遊泳時間、行動効率path efficiencyは低
下を示し、脳室内単回インスリン投与、または、
donepezilの経口投与によって改善の傾向をみた

（図1）。
②免疫組織学的検討
　海馬のCA領域および歯状回 （DG）において、
共にpIGF1R、Ki67、DCX、AKTの発現は、対
照群に比して著明に低下していた。一方、Abの
み、対照群に比して1.5倍を超える発現の増強が

見られた（表1、図2）。
【考察】
　糖尿病者において、ADに対する高いリスクが
存在することは、先に我々がまとめたVSRADに
よる解析でも確認されている1）。経過を追って繰
り返しVSRAD解析を行った結果では、43%にお
いて血糖コントロールが良好であっても海馬傍回
の萎縮は進行の傾向を示し、この海馬傍回萎縮の
進行は高齢糖尿病者においてより著明であった。
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表 1

control F（8,80）=6.60, 
p<0.0001

STZ-icv F（8,53）=1.18, 
p=0.3281

STZ-icv （insulin treated） F（8,62）=6.76, 
p<0.0001

STZ-icv （donepezil treated） F（8,117）=2.59, 
p<0.05



今日ではインスリンは、脳内でも生合成されてい
るとされ3）、インスリン受容体は嗅球、視床下部、
大脳皮質、海馬、を中心として、脳内に広く存在
することが明らかになっている。本年度の我々の
実験結果より、STZ-icvラットの脳内にインスリ
ンを直接単回投与、またはdonepezilの経口投与
によって、STZ脳室内投与による認知機能の低
下は改善の傾向を示し、path efficiency（認知行
動の効率性）の上昇は、とくにインスリン投与
において著明に有意であった。このことは、STZ
脳室内投与によって障害された脳内インスリン・
シグナリングがインスリン投与によって、改善の
方向を示したと考えられる。
　昨年度、脳室内STZ投与によってnAChR α7 
およびインスリン分解酵素（IDE）の歯状回

（DG）における発現が上昇を示すことを報告した
が、さらなる検討の結果、DG、CA領域ともに
STZ-icvにおけるIDE発現の低下が一層著明であ
ることが明らかとなった。また、IDEの低下は、
hippocampal fissureを境に海馬側で特に著明な
発現低下を示しており、ここを通る貫通線維を介
する情報伝達に影響を与えることが示された4）。
一方、Abの発現は、DG、CA領域ともに過剰な
発現を示し、特に、DGの堤部において著明であ
ることから（図3）、この場所におけるAbとIDE
の発現変化は、海馬における長期増強の発現に影
響を与えていることは明らかである。
　また、脳内インスリン・シグナリングが障害さ
れることによる認知機能の障害は、アセチルコリ
ンエステラーゼ阻害薬であるdonepezilの経口投

与によっても改善されたことは、インスリン・シ
グナリングが障害されて認知機能障害をおこした
糖尿病脳は、昨年度の報告で論じたように、グル
コース代謝の異常を介し、コリン系神経伝達機構
の異常を招き、結果として、AD脳で見られるよ
うに、アセチルコリン濃度の低下が生じていると
考えられる。また、donepezilはインスリン・シ
グナリングの中心ともいうべき因子であるAkt
を活性化させることが明らかになっており5）、
donepezilが記憶学習に深くかかわるCREBを活
性化する経路を促進すると考えられる。
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図 3　海馬堤部のAb発現（STZ-icv）
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