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Abstract  The force for fluid elements in a tube is discussed by considering a net force in an 

infinitesimal volume in incompressible fluids.  An expression for it in terms of stress tensors is 

obtained in cylindrical coordinates, and it is critically compared with Zamir’s results in a pulsating 

flow .   
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1. Introduction 

 
The Navier-Stokes equation is of fundamental importance 

to the fluid dynamics in various fields [1-3].  For instance, 

in biophysics, the pulsating flow in a tube was studied by 

Zamir [4], adopting cylindrical coordinates. To obtain an 

explicit expression for the equation of motion in curvilinear 

coordinates, one can apply a formal mathematical 

procedure to the vector Laplacian [5].  Alternatively, it is 

derived physically by considering the meaning of a net 

force per unit volume. These are equivalent, but the latter 

approach would be useful to investigate how each stress 

component on a surface effectively contributes to the force 

in a specified geometry. 

  In this note, we discuss a force per unit volume for 

incompressible fluids in a tube. Considering forces on a 

pair of surfaces in an infinitesimal volume, we obtain an 

expression of the net force in terms of stress tensors in 

cylindrical coordinates. The physical content of this is 

discussed in comparison with the Zamir’s results [4].  

 
 

2. Force per unit volume and stress tensors in 

cylindrical coordinates 
 

In cartesian coordinates, the stress tensor ij  in 

incompressible viscous fluids [1] is given in terms of the 

viscosity coefficient  , pressure p and the fluid velocity 

υ  by 

)(
j

i

i

j
ijij xx

p










   31, ji    (1) 

 

The quantities 1 , 2 , 3
 stand for ,, yx  

z components of the fluid velocity, respectively.  With 

the use of the stress tensor (1) the force per unit volume is 

cast into the form  
 

υf 2 p
              (2) 

 

The force f divided by the fluid density appears in the 

Navier-Stokes equation for the velocity, in incompressible 

fluids. 

In the circular cylindrical coordinates, the parameters  , 

  , z  are related to the cartesian coordinates ( x , y , 

z ) by 
 

cosx , siny , zz      (3) 
 

The unit base vectors εε , , zε are defined by using 

the position vector r as  
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Then, the velocity
 
and the force

 
are represented in the form 

 

 zz εεευ    

 
 ,              

(5) 

zzfff εεεf    
 

where  ,

 
 , z  and f , f , zf  are the physical 

components of  and f , respectively. 

The components of stress tensors in cylindrical 

coordinates are
 

 ,
 

    ,  zz   ,  , 

  zz  , zz
 
;  the quantity  represents the 

force per unit area along ε on the infinitesimal surface 

perpendicular to the direction of ε , with 

 , z,,  .  We consider a point specified by the 

parameters  ,  , z  , and also an infinitesimal region 

R around it by giving infinitesimal increments  ,  ,  

z  to these parameters. The volume of the region R is 

zV   .  

In the first place, we consider a pair of the infinitesimal 

surface defined by the fixed values of   and   .  

At the point (  ,  , z ) , the surface of the area z  
is perpendicular to the direction of ε . Since  , 

 , z
 
are the  ,  , z  components of the stress 

on the surface, respectively, the force acting on the surface 

corresponding to   is given by 

 



- 3 - 
 

zzz    
 )()()( εεεF 

    
(6) 

 

The superscript )( indicates the contribution from the 

surfaces  perpendicular to ε . Similarly, the force 

acting on the other surface corresponding to    is  

  

  εεF 
    ][]([)()(

    
 

zzz   )][ ε 
       

(7) 

 
 

where the notation such as
 

  ][  indicates that the 

value of   is evaluated at the point (   ,  , 

z ) . The difference )()( )()()(   FFF    
between these two forces is the net force for the fluid 

element in the region R. Dividing )(F  by V , we 

obtain the force per unit volume V /)()(  Ff   as  

 

zz εεεf )()()()(
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Secondly, we consider a pair of the infinitesimal 

surfaces defined by the fixed values of   and   .  

The force acting on the surface of the area z   is 

given by )()( F
 

zzz    )( εεε    

just as in equation (7), omitting the subscript  . But, for 

the force )()(  F  acting on the surface 

corresponding to   , we have to take into account 

the fact that the unit vectors ε  
and ε  

given by 

equation (4) themselves depend on the variable  .  As a 

consequence, it is appropriate to write )()(  F


 as  
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(9) 

 
Then, to evaluate the difference between )()(  F


 

and )()( F


 we make use of the relationship  
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for the differentiation of the base vectors a  
and 

a with respect to the parameter  . Here, the quantity 

with three indices is the Christoffel’s symbol of the second 

kind in tensor analysis [6], and the summation is implied 

for the repeated index z,,  .  It is found by using 

the relationships  εa  ,  εa  , zz εa  and the 

values of the Christoffel’s symbol that these are explicitly 

given as 


ε

ε
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ε
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        (10) 

 

Utilizing this relationship (10), we obtain the difference 

)()( )()()(   FFF   as  
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It is then found that the force per unit volume 

V  /)()( Ff   is  
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Finally, a pair of the infinitesimal surfaces corresponding 

to the fixed values of  z  and zz   is considered to 

obtain the force )( zf  per unit volume . Following the 

same procedure as for )(f , we obtain 

 

zzzz
z

zzz
εεεf )()()()(   





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
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(13) 

 
The summation of these three forces )(f , )(f , )( zf is 

equal to the force f in equation (2) : 

 
)()()( zffff  

           
(14) 

 
It is then straightforward to find the three components f , 

f , zf  in the direction of εε , , zε  , respectively, 
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from f .  The results are  
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We consider the equilibrium state as a special case; the 

stress tensors in cartesian coordinates are diagonal and 

static ( ijij p 

 

with constant p ).  It is necessary 

that the force vanishes at equilibrium, as found from 

equation (2).  By substituting   p  in 

equation (15), we easily find that the three components 

f , f , zf  vanish, or 0f . For f , the first term is 

cancelled out by the last term.  It is noted that the results 

given by equation (2.6.4) in [4] do not satisfy this 

requirement. 

 
 

3.  Force per unit volume in terms of space  

derivatives of the velocity 
 
The velocity satisfies the continuity equation of the form 

 0 υ   
             

  (16) 
 

 in incompressible fluids. This gives the constraint for 

velocity components, whereby  ,  , z  are not 

independent.  In order to write equation (16) in cylindrical 

coordinates, we consider three pairs of the infinitesimal 

surface as mentioned above, and take the scalar products of 

 with outer normal vectors by definition of divergence as 

zS    υε , zS   υε , 

  zz S  υε .  It is then found by following the 

same procedure as shown to obtain f that υ  can be 

written with space derivatives of the velocity as  
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z
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 (17) 

Substituting six components of the stress tensor [2] given 

by  
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 into equation (15) and using equation (16), we are able to 

show that the force per unit volume is written in terms of 

the space derivatives of the velocity as   
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The equation (19) agrees with the results from a direct 

application of formal mathematical procedures to the 

vector Laplacian υ2 . It means that without the last term 

of  / in f in equation (15) one could not arrive at 

the expression of f in equation (19).  
 

In summary, we have discussed the physical 

significance of the net force in an infinitesimal volume, and 

obtained equation (15) as its expression in terms of stress 

tensors. The last terms / in f , and  / in 

f  in equation (15) are not involved in the Zamir’s results 
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of equation (2.6.4). It is because he just applied the 

procedure for the divergence of vectors in the cartesian 

coordinates, and did not take into consideration the 

so-called covariant derivative of vectors in curvilinear 

coordinates. We have pointed out the physical importance 

of these terms by considering its consequence in the case of 

static constant pressures. It would be interesting to 

investigate to what extent they are quantitatively important, 

compared to other terms, in dynamical problems. 
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Abstract We report the 5-year prostate-specific antigen (PSA) relapse-free survival outcome and incidence of toxicity for
patients with clinically Stage C prostate cancer treated with intensity-modulated radiation therapy (IMRT) in our institute. A
total of 35 patients with Stage C prostate cancer were treated with IMRT between July 2003 and November 2007. All patients
were treated to a dose of 74Gy prescribed to the planning target volume and received neoadjuvant hormone therapy. The

median age was 71 years (range: 50 to 80 years). 3 patients (8.6%) had Gleason scores ＜or=6, 14 patients (40.0%) had
Gleason scores 7, 18 patients (51.4%) had Gleason scores >or=8. The median pretreatment PSA level was 28.0 ng/mL (range:
5.1 to 160.0 ng/mL). Patients were characterized as having high risk disease if their pretreatment PSA level was >20ng/ml and
Gleason score >or=8. PSA relapse-free survival rate were calculated and toxicity data were scored according to the Common
Terminology Criteria for Adverse Events Version 3.0. The median follow-up time was 58 months (range 7 to 84). 11 patients
(31.4%) developed a PSA relapse, and the 5-year PSA relapse-free survival rate was 66.3%. The 5-year PSA relapse-free
survival rates for high risk patients and others were 39.2% and 85.7%, respectively (p=0.0098). The likelihood of acute grade 2
urinary and rectal toxicity was 14.2% and 11.4%. No grade 2 late complications have been observed. These results indicated
that 74Gy IMRT is well tolerated and is associated with good PSA relapse-free survival outcomes in patients with Stage C
prostate cancer, especially non-high risk patient.
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はじめに

前立腺特異抗原（Prostate Specific Antigen：PSA）検

査の普及に伴って早期前立腺癌症例の割合が増加して

いるものの、依然として我が国においては、Stage C の

ような進行した症例も相当の割合を占めているのが現

状である。従って Stage C の前立腺癌に対して適切な

加療を行うことは重要な課題である。Stage C の前立腺

癌は 、い わ ゆる 局所 進 行前 立腺 癌 であ り、 NCCN

（National Comprehensive Cancer Network）のリスク分

類においても高（～超高）リスク群の前立腺癌として

分類される。これらに対する前立腺全摘術による治療

成績は決して良好とは言えないが、その主な理由は、

前立腺被膜外浸潤による切除断端陽性やリンパ節転移

のリスクが高いことにある。そのため、Stage C をはじ

めとする高リスク群の前立腺癌に対しては、内分泌ホ

ルモン療法を併用した放射線治療が行われることが多

い。

限局性前立腺癌に対する放射線治療には、外照射と

組織内照射（低線量率・高線量率）、あるいは両者を組
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み合わせる方法がある。最近では、低線量率組織内照

射（ヨード 125 密封小線源永久刺入療法）を中心とし

た加療が本邦でも盛んに行われるようになり、中には

これらのリスクの高い限局性前立腺癌を加療の対象と

するような流れもあるが [1-2]、基本的に Stage C をは

じめとする高リスク群の前立腺癌に対する加療には、3

次元原体照射を中心とした外照射が、以前より行われ

てきた。しかしながら、外照射の照射方法（照射野に

リンパ節領域を含めるか否か）・照射線量に関して、あ

るいは併用する内分泌ホルモン療法の期間に関しては

必ずしもコンセンサスは得られていない。

今回、我々は当院にて加療を行った Stage C 前立腺

癌で、ネオアジュバント内分泌ホルモン療法を併用し

強度変調放射線治療（ Intensity Modulated Radiation

Therapy： IMRT）による根治的な放射線治療を施行し

た症例について､その治療成績を疾患特異生存率と

PSA 非再発生存率、また、有害事象に関して後ろ向き

に検討した。

対象および方法

Stage C の限局性前立腺癌に対し、ネオアジュバント

内分泌療法を併用し、2003 年 7 月から 2007 年 11 月の

間に当院にて IMRT を施行した 35 症例を対象とした。

年齢は 50 才～80 才（中央値 71 才）で、PS は 0〜1、

診断は全例、当院もしくは紹介先医療機関の泌尿器科

にて行われ、生検・CT・MRI・TRUS(経直腸超音波検

査 )・骨シンチ・直腸診により、Stage C の限局性前立

腺癌と診断されている。

内分泌ホルモン療法は、注射製剤である LH-RH アナ

ログ（酢酸ゴセレリン）および、抗アンドロゲン薬（ビ

カ ル タ ミ ド ） の 内 服 に よ る Combined Androgen

Blockade(CAB)もしくは LH-RH アナログ単独によるネ

オアジュバント内分泌ホルモン療法が行われ、内分泌

ホルモン療法開始より 3 ヵ月から 6 ヵ月後に IMRT に

よる治療を引き続き開始している。また、 IMRT 治療

終了時には基本的に内分泌ホルモン療法は中止、アジ

ュバントの内分泌ホルモン療法は行っていない。ネオ

アジュバント内分泌ホルモン療法は 35 例全例で施行

され、内訳としては CAB が 31 例で行われており、

LH-RH アナログ単独での加療が 4 例に行われていた。

また、内分泌療法の期間は 4～20 ヵ月（中央値 7 ヵ月）

であった。

表 1 StageC 前立腺癌症例（35例）背景因子

年齢（歳） 50 ～ 80

(中央値 71歳)

臨床病期 cT3a 29例

cT3b 5例

cT4 1例

初診時 PSA(ng/ml) 5.1 ～ 160

(中央値 28.0 ng/ml)

≦10 2例

10.1～19.9 10例

20～100 20例

100＜ 3例

生検 Gleason Score

≦6 3例

7 14例

8 4例

9 14例

観察期間（ヶ月） 7 ～ 84ヶ月

（中央値 58ヶ月）

IMRT の計画は、専用の放射線治療計画装置（Cad

Plan – Helios system）を用いて行い、前立腺および精

嚢を Target Volume とし、マージンは Target Volume の

左右方向・背腹方向に 7mm、頭尾方向に 8mm と設定、

照射門数 5 門（45°105°180°255°315°）の Sliding Window

法を基本とした。 IMRT の照射は、固定具を用いた仰

臥位で行い、1 回線量は 2Gy とし、総照射線量は 74Gy

（アイソセンター処方）で行った。CT による前立腺位

置確認を週に 1～2 回は施行し、前立腺の左右方向、頭

尾方向、背腹方向への動きを確認の上、必要に応じて

アイソセンターの位置調節を行った。

35 例の初診時 PSA 値は 5.1ng/ml～160.0ng/ml(中央

値 28.0ng/ml)で、10ng/ml 以下が 2 例、10-20ng/ml が

10 例、20ng/ml 以上が 23 例であった。Gleason Score は

6 以下が 3 例、7 が 14 例、8 以上が 18 例であった。PSA

値が 20ng/ml 以上で、かつ、Gleason Score が 8 以上の

症例を高悪性群と定義し、高悪性群 14 例とそれ以外の

21 例につき検討を行った。経過観察は放射線治療終了

時点からとし、経過観察期間は 7～84 ヵ月（中央値 58

ヵ月）であった（表 1）。

また、PSA は高感度の前立腺癌腫瘍マーカーであり、

臨床的には再発の早期発見に役立つものであるが、現

在では、前立腺癌治療後の PSA 値にカットオフ値を設

け、これを超える場合を一般的に PSA 再発と呼び、PSA



河 野 直 明 ほか

- 8 -

非再発生存率は、前立腺癌制御の指標として用いられ

ることが多い。ここでの PSA 再発の基準は ASTRO

（American Society for Radiation Oncology）の Phoenix

の定義に従い、PSA nadir より 2.01ng/ml 以上の上昇を

基本としたが、PSA の上昇が 2.01ng/ml 未満でもサル

ベージの内分泌ホルモン療法が開始されている症例に

ついては、その時点で PSA 再発とした。PSA 非再発生

存率に関する検討には Kaplan-Meier 法を、その検定に

は Log-rank 法を用いた。有害事象は CTCTAE（Common

Toxicity Criteria for Adverse Events）version3.0 に準拠し

評価した。つまり内科的な投薬を必要とするもの、直

腸出血であれば小規模の内視鏡的な焼灼処置を必要と

するようなものは基本的に Grade2 の有害事象とし、導

尿、輸血、 IVR、内視鏡的加療、もしくは外科的な処

置を必要とするような場合 Grade3、それ以上の生命を

脅かすレベルの有害事象を Grade4 とした。

結果

経過観察中に 35 例中 11 例が PSA 再発と判定され、

その全 11 例にサルベージの内分泌ホルモン療法が開

始された。その内訳は、以下の表 2 に示すように、PSA

≧20ng/ml が 9 例、Gleason Score≧8 が 8 例と大部分を

占め、11 例のうちこの両条件を満たす高悪性群は 8 例

であった。また、PSA 値の上昇が 2.01ng/ml 未満でサ

ルベージの内分泌ホルモン療法が開始されている症例

は 4 例にみられた。再発形式としては、臨床的再発が

1 例（骨転移）に認められたが、経過観察中に死亡し

た症例はなかった。

表 2 PSA 再発症例 （11例）

臨床病期 cT3a 9例

cT3b 1例

cT4 1例

初診時 PSA(ng/ml)

≦10 0例

10.1～19.9 2例

20～100 6例

100＜ 3例

生検 Gleason Score

≦6 0例

7 3例

8 1例

9 7例

Salvage 内分泌治療開始時

PSA 上昇幅 (ng/ml) ＜2 4例

2 ≦ 7例

Kaplan-Meier 法による 5 年累積の疾患特異生存率は

100％、PSA 非再発生存率は 66.3%であった（図 1）。5

年累積 PSA 非再発生存率に関しては、Gleason Score 7

以下で 82.3%、Gleason Score 8 以上では 55.5%と（図

2）、有意差はないものの Gleason Score 8 以上で不良な

傾向であった（P=0.13）。同様に、初診時 PSA 値 20ng/ml

未満で 83.3%、20ng/ml 以上では 60.8%と（図 3）、これ

も有意差はないものの PSA 20ng/ml 以上で不良な傾向

となった（P=0.20）。また、非高悪性群と高悪性群との

比較では、非高悪性群で 85.7%、高悪性群では 39.2%

と（図 4）、5 年累積 PSA 非再発生存率は高悪性群にて

有意に不良であった（P=0.0098）。

急性期有害事象は Grade2 が尿路で 5 例（14.2％）、

直腸で 4 例（11.4%）に認められた。Grade3 以上のも

のは認められなかった。晩期有害事象は Grade2 以上の

ものは認められなかった。
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考察

限局性前立腺癌に対して行われる内分泌ホルモン

療法併用の放射線治療に関しては、1997 年の Bolla ら

の内分泌ホルモン療法併用放射線治療と放射線単独治

療の比較試験の結果から、NCCN のガイドラインにお

いても、この治療が推奨はされてはいるが、ここにお

ける放射線治療の照射線量は 70Gy程度となっており、

これらは 1 世代前の放射線治療の結果にもとづくもの

となっている [3]。しかしながら、近年では新たな照射

法として、強度変調放射線治療（ Intensity Modulated

Radiation Therapy： IMRT）が広く普及し用いられて来

ており、70Gy より高い線量の放射線治療が行われるよ

うになりつつある。

IMRT は、「（ Inverse Plan に基づき）空間的、時間

的に不均一な放射線強度を持つビームを多方向から照

射することにより、病変部に最適な線量分布を得る放

射線治療法」と定義される照射法である。この照射法

は、通常の高エネルギーX 線を用い、腫瘍への線量集

中性を高める手法として開発されたもので、以前から

行われている 3 次元原体（腫瘍形状に合わせこむ）照

射の進化形であるが、照射野内の線量強度を変化させ

ることで、周辺のリスク臓器への照射線量を増やすこ

となく（場合によっては低減させ）Target Volume への

高線量照射を実現できる。 IMRT を前立腺癌に用いた

場合、近接する膀胱・直腸への線量を極力減少させ、

前立腺および精嚢へより多くの線量を照射することが

可能となる。結果、高いグレードの尿路・直腸有害事

象を避けつつ、高い治療効果が望めることとなり、治

療効果、副作用の両面において、従来の 3 次元原体照

射に勝るとされる。特に、中リスクから高リスク群の

前立腺癌では、 IMRT を用いた線量増加により局所制

御率のみならず、生存率などの治療成績向上が期待さ

れている。

一方で、内分泌ホルモン療法には、診断時にすでに

存在する可能性のある微小な転移巣を消滅させること

で遠隔転移のリスクを減少させることと、放射線治療

の効果を増強させることにより遠隔転移の原因となる

局所再発のリスクを減少させるという 2 つの効果があ

ると考えられている。従って、これらは前立腺癌の中

でも局所進行前立腺癌（T3a/b～T4）、特に Gleason Score

が 8 を超える、あるいは PSA が 20ng/ml を超えるよう

なリスクの高い前立腺癌において、放射線治療に併用

して行う非常に有効な治療手段と考えられる。

IMRT を用いた高線量の外照射については、Zelefsky

らが限局性前立腺癌に対する 81Gy の IMRT での加療

報告の中で、101 例の高リスク群（NCCN 分類）前立

腺癌に対して 90％以上に内分泌ホルモン療法を併用

し加療をおこなっているが、その 8 年 PSA 非再発生存

率は 67%であった。直腸有害事象も Grade3 以上のもの

は晩期のもので 0.1％、尿路有害事象は 3％と報告して

いる [4]。また、Meerleer らは、133 例の限局性前立腺

癌に対する加療報告にて、43 例の高リスク群に内分泌

ホルモン療法を併用し 74Gy～76Gy の IMRT を行って

いるが、その 5 年 PSA 非再発生存率は 74％であった。

Grade3 の有害事象についても全体で 1～3％と報告し

ている [5]。今回我々が検討をおこなったのは、Stage C

前立腺癌の症例群であり、NCCN 分類における高リス

ク群、あるいは超高リスク群に該当する為、基本的に

これらの報告と同様にリスクの高い前立腺癌を対象と

しているが、PSA 非再発生存率は 5 年で 66.3%であり、

その成績は諸家の報告と遜色ないものと思われる。し

かしながら、我々の定義した高悪性群（Gleason Score

≧8 かつ PSA≧20ng/ml）の前立腺癌に限って言えば、
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PSA 非再発生存率は 5 年で 39.2%であり、その成績は

必ずしも十分なものと言い難い。PSA 非再発生存率は、

前立腺癌制御の指標とされるが、PSA 非再発生存率の

向上には、まず前立腺における局所制御向上が重要で

あり、これには放射線治療において局所への線量を増

加させる必要性がある [6]。

線量増加を行う上では、その安全性が問題となるが、

今回の検討における直腸と尿路の有害事象は、急性期

はいずれも Grade3 以上のものはなく、晩期に関しても

Grade2 以上のものは認めなかったことから、これら有

害事象も諸家の報告と遜色なく、十分に許容内のもの

と考えられた。我々はこれらの安全性に基づき、前立

腺癌に対する IMRT において 2008 年より照射総線量

を 74Gyから 76Gyへと増加させて加療を開始しており、

加療成績の改善が期待される。将来的には照射総線量

を 76Gy から 78Gy へと更に Dose escalation させて、

より前立腺局所への加療強度を上げていく予定である。

また一方で、高悪性群（Gleason Score≧8 かつ PSA

≧20ng/ml）の限局性前立腺癌には潜在的な転移巣が含

まれるケースも少なくないことから、前立腺局所にあ

る程度の高線量を与えたとしても、これだけでは加療

成績は必ずしも良好なものになるとは言えないと考え

られる。従って、更なる治療成績向上のためには、追

加併用するアジュバント内分泌ホルモン療法の検討、

また IMRT においては局所への照射線量のみならず、

リンパ節領域への照射も検討する余地があると言える。

追加併用するアジュバント内分泌ホルモン療法に

関して、Bolla らは 2002 年（EORTC22863）に 415 例

の局所進行前立腺癌にて検討を行っているが、高リス

ク群において放射線治療単独群と 3 年間の内分泌ホル

モン療法（LH-RH アナログ）を追加併用する群とで比

較し、5 年 PSA 非再発率（62％vs78％）、疾患特異生存

率(40％vs70％）のいずれも追加併用群で有意に良好で

あったと報告している [7]。また、Horwitz らの 2008 年

（RTOG9202）の報告では、T2c-T4 かつ PSA<150ng/ml

の前立腺癌に対して、放射線治療開始前～治療中の 4

ヶ月間に内分泌ホルモン療法を加える短期内分泌ホル

モン療法併用群と、これに加えて LH-RH アナログによ

る 2 年間のアジュバント内分泌ホルモン療法を追加し

て行う長期内分泌ホルモン療法併用群とでランダム化

比較試験を行ったところ、疾患特異的な 10 年生存率に

おいて長期内分泌ホルモン療法併用群で有意な改善が

認められたとしており、特に Gleason Score 8～10 症例

のサブセット解析では、長期内分泌ホルモン療法群で

有意に全生存の改善（31.9% vs 45.1%）が認められた

としている [8]。

従って、今回我々の定義した高悪性群（Gleason Score

≧8 かつ PSA≧20ng/ml）の限局性前立腺癌の加療成績

向上には、 IMRT に引き続きアジュバント内分泌ホル

モン療法を行うのが選択肢のひとつと考えられる。

しかしながら、アジュバント内分泌ホルモン療法の

期間や時期には必ずしも決まったものはない。2005 年

の山中らによる多施設ランダム化比較試験では、局所

進行前立腺癌に 6 ヶ月間のネオアジュバント内分泌ホ

ルモン療法を行い、その後 72Gy の外照射、引き続き

アジュバントの内分泌ホルモン療法を継続的に行う群

と間欠的に行う群で比較するという非常に興味深いも

のであるが、観察期間は短いものの、サルベージのホ

ルモン療法を早期に介入させることで、間欠的なアジ

ュバント内分泌ホルモン療法でも疾患特異生存率は保

たれる可能性を示している [9]。今回の我々の検討症例

においてはアジュバントの内分泌ホルモン療法は原則

として行われておらず、PSA 再発を契機にサルベージ

のホルモン療法が行なわれていることが多かったが、

結果として Stage C の局所進行前立腺癌であっても、

疾患特異生存率は 5 年で 100％と、非常に高く維持さ

れていた。この結果は、待機的なあるいは間欠的なア

ジュバント内分泌療法の可能性を支持するものと考え

られる。間欠的なアジュバント内分泌ホルモン療法に

は、その副作用や医療費の軽減といった面で十分にメ

リットがあり、今後の長期経過観察を経て、更にその

有効性を検討する必要がある。

次にリンパ節領域への照射であるが、その有用性は

いまだ賛否両論あるのが現状である。Roach らは 2003

年（RTOG9413）に 1323 例のリンパ節転移の可能性が

高い（PSA≦100ng/ml かつ 15%程度のリンパ節転移の

可能性のある）限局性前立腺癌に対して、内分泌ホル

モン療法を併用した外照射の検討を行っているが、ネ

オアジュバント内分泌ホルモン療法を併用した場合、

骨盤照射群と前立腺局所照射群との比較で、PSA 非再

発生存率を含めた 4 年の Progression-free survival は

前者で有意に良好な結果となり（59.6% vs 44.3%）、そ

の有用性を支持している [10]。また、前述の Bolla の試

験（EORTC22863）でも、外照射は骨盤照射が採用さ

れているが、外照射単独群でもリンパ節再発は 208 例

中 6 例、内分泌ホルモン療法を併用した群の 207 例に

至っては、リンパ節再発は認められていない。以上の

ことから骨盤リンパ節転移の可能性が高いと考えられ

る、高 Gleason Score、高 PSA の前立腺癌に限れば、内

分泌ホルモン療法を併用した骨盤リンパ節領域の照射

は有用性が示されていると考えて良いと思われる。

この骨盤リンパ節領域の照射は以前より全骨盤照

射という形で行われてきたものの、消化管の耐用線量

がリミッテイングファクターとなり、50Gy 程度の線量

以上は照射が困難であった。しかしながら、最近にな

って前立腺局所への高線量投与と骨盤リンパ節領域へ
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の 十 分 な 予 防 照 射 を 同 時 に 行 う Simultaneous

Integrated Boost IMRT（以下 SIB-MRT）という新たな

IMRT の方法が臨床にも徐々に応用されつつある。こ

の SIB-IMRT は、強度変調放射線療法（ IMRT）の進化

形で、肉眼的腫瘍体積（ここでは前立腺と精嚢）と臨

床標的体積（ここではリンパ節領域）の 1 回線量を変

えて照射を行う技術であり、標的体積内同時ブースト

（SIB）法と呼ばれている。また、照射範囲に含まれ

る正常組織への線量低減も同時に行うことが出来、骨

盤領域のみならず、頭頸部癌の領域でも普及しつつあ

る照射技術である。

このSIB-IMRTを用いることで、具体的には、骨盤内

リンパ節転移を伴う、あるいは伴う可能性のあるよう

な進行前立腺癌であっても、前立腺と精嚢には今まで

通りの78Gy（2Gy × 39 fractions）の照射を行いつつ、

骨盤内のリンパ節転移にはこれまで一般的であった全

骨盤照射線量である50Gy以上の66.3Gy（1.7Gy ×

39fractions）を、骨盤内の予防的なリンパ節領域にも

58.5Gy（1.5Gy × 39 fractions）を同時に照射することが

出来る。これは消化管への照射線量を従来の全骨盤照

射と比べて十分に低い線量に抑えることが可能な為で、

消化管の有害事象も、これまでの全骨盤照射と同等、

もしくはそれ以下に低減される。つまり、SIB-IMRTを

用いるようになれば、前立腺局所とリンパ節領域に十

分な線量投与が行うことが可能となる。

従って、今回我々の定義した高悪性群（Gleason Score

≧8かつPSA≧20ng/ml）の限局性前立腺癌の加療成績

向上には、骨盤リンパ節領域への照射をSIB-IMRTにて

行うことも選択肢のひとつと考えられる。今後はその

安全性を十分に検討し、症例に応じてSIB-IMRTの導入

も考慮する余地があるものと思われる。

結語

当院での Stage C 前立腺癌に対する内分泌ホルモン

療法を併用した IMRT は、重篤な有害事象もなく、安

全な治療法と考えられ、諸家の報告と比較しても、中

期成績としては遜色ないものと考えられた。しかしな

がら、PSA 非再発生存率という点からはその治療成績

は必ずしも十分とは言えず、特に高悪性群（Gleason

Score≧8 かつ PSA≧20ng/ml）の前立腺癌の治療成績向

上のためには、追加併用するアジュバント内分泌ホル

モン療法に関して検討する余地があると思われる。ま

た、 IMRT においては、前立腺局所の照射線量を安全

に増加させると共に、骨盤の領域リンパ節への照射も

視野に入れて今後の加療に取り組む必要があるものと

思われる。
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和文要旨
ネオアジュバント内分泌ホルモン療法併用 IMRT に

て当院で加療を行った Stage C 前立腺癌 35 例につき、

治療成績を検討した。観察期間は 7～84 ヵ月（中央値

58 ヵ月）、Kaplan-Meier 法による 5 年 PSA 非再発生存

率は 66.3%で、臨床的再発を 1 例に認めた。PSA20ng/ml

以上、かつ、Gleason Score8 以上を高悪性群と定義し、

高悪性群 14 例とそれ以外 21 例につき検討を行うと、5

年 PSA 非再発生存率は、高悪性群で 39.2%、それ以外

で 85.7%となり、高悪性群が有意に不良であった

（P=0.0098）。急性期有害事象は Grade2 のものが尿路

で 14.2％、直腸で 11.4%に認めたが、Grade3 以上のも
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のは認めなかった。晩期有害事象に関しては Grade2

以上のものは認めなかった。急性期、晩期有害事象は

共に許容内で、前立腺癌への IMRT は安全な照射法で

あることが確かめられた。また、諸家の報告と比較し

ても、中期成績としては遜色ないものと考えられた。

局所制御向上には Dose escalation の必要性があるが、

この安全性と治療成績に基づき、当院では 2008 年より

照射総線量を 74Gyから 76Gyへ増加させ加療を行って

おり、加療成績の改善が期待される。また、高悪性群

（Gleason Score≧8 かつ PSA≧20ng/ml）の前立腺癌に

は潜在的転移巣が含まれるケースも少なくはなく、こ

れらの症例に対しては、アジュバント内分泌ホルモン

療法を追加する必要性につき検討の余地があるものと

思われる。加えて、局所の高線量照射と骨盤リンパ節

領域の予防照射を同時に行う Simultaneous Integrated

Boost IMRT を用いた骨盤リンパ節領域への照射も視

野に入れ、今後は加療に取り組む必要があると思われ

る。
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腹壁全層吊り上げ単孔式腹腔鏡下開窓術を

施行した感染性肝嚢胞の一例
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A CASE OF INFECTED HEPATIC CYST TREATED BY
SINGLE-INCISION LAPAROSCOPIC FENESTRATION WITH

ABDOMINAL WALL LIFTING USING TWO BARS

Hiroshi OKAUCHI1), Takumi SHIMOMATSUYA2)

1)Department of Surgery, National Hospital Organization Shiga Hospital
2)Department of Surgery, Nagahama Red Cross Hospital

Abstract A 77-years-old man visited our hospital because of upper abdominal pain and general fatigue. Abdominal
computed tomography scan showed an infected hepatic cyst 12cm in diameter and cholecystolithiasis. The
pericutaneous drainage of the cyst guided by ultrasonography disclosed that the cyst contained brown milky fluid, and
the cultures for bacteria of the fluid yielded MRSA. However, due to increased in a short period of time after the
drainage, we performed a single-incision laparoscopic fenestration and cholecystectomy with abdominal wall lifting
using two bars. Our lifting method enables us to use usual operating instruments because the space for instruments was
not so limited, and was convenient for aspiration and washing. The surgical site infection was complicated and the
patient was discharged from our hospital on the 23th postoperative day. Six months after surgery, the cyst was 9mm in
diameter. At present, there is no evidence of recurrence of the infected hepatic cyst.

Key words infected hepatic cyst, single-incision laparoscopic surgery, abdominal wall lifting

はじめに

単孔式内視鏡手術は多くの施設では気腹法により行わ

れているが，その手技や視野展開の制限などにより術中の

術者のストレスも決して少なくない．また専用のトロッカ

ーや屈曲鉗子などの使用によりコストも増加し，病院経営

にとってもよいとはいえない．

当科では西井式腹壁全層吊り上げ法[1]を用い，炭酸ガス

気腹を行わずに単孔式腹腔鏡下胆嚢摘出術を行っている

[2]．今回我々は，感染性肝嚢胞に対し，本術式にて開窓術

を行い，良好な結果を得たので報告する．

症例

患者：77 歳，男性．

主訴：全身倦怠感，腹満，上腹部痛．

家族歴：特記すべきことなし．

既往歴：60 代，慢性腎不全．73 歳，右無機能腎，左尿

管狭窄に対し，尿管ステント留置，以後定期交換中．MRSA

尿路感染症．

現病歴：左尿管ステント定期交換後 3 日目より上腹部痛

出現し，炎症反応の上昇および画像上肝嚢胞の感染が疑わ
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れた．外来にて保存的加療を行っていたが，腹痛が悪化し

たため入院加療を行った．入院後，肝嚢胞の増大により腹

満が増悪したため，超音波ガイド下に経皮的穿刺吸引ドレ

ナージ術を施行し，茶白色の膿汁が約 800ml 吸引され症状

は一時軽快した．しかし，1 週間程度で再度腹満が増悪し

たため保存的治療の限界と判断し，手術療法目的で当科紹

介となった．尚，膿汁の細菌培養では MRSA が検出され

た．

入院時現症：身長 164cm，体重 62kg，BMI 22.3，体温

37.0℃，血圧 152/81mmHg，脈拍 89/分．上腹部に軽度膨

満および筋性防御を伴う圧痛あり．

入院時検査所見：WBC 8,500/mm3，CRP 27.3mg/dl と炎

症反応の上昇を認め，肝胆道系酵素の軽度上昇を認めた．

BUN値とCRE値の高値および貧血は従来の値と同等であ

った（表 1）．

表 1: 入院時血液生化学検査所見

腹部単純ＣＴ所見：初診時には，肝左葉に周囲脂肪織の

濃度上昇を伴う長径 12cm の肝嚢胞を認め，肝嚢胞の感染

が疑われた．また，胆石を認めた(図 1A)．この 10 日後の

腹満増悪時には肝嚢胞は長径 15cm に増大，上腹部が前方

に突出するようになった(図 1B)．

図 1: 腹部 CT 検査所見．A: 初診時．肝左葉に周囲脂肪織

の濃度上昇を伴う長径 12cmの肝嚢胞および胆石を認めた．

B: 入院後．肝嚢胞は 15cm に増大し、上腹部腹壁を圧排

していた．

腹部 MRCP 所見：穿刺吸引より 7 日後の腹満再増悪時

には肝嚢胞のサイズは穿刺前のサイズに戻っていた．また

肝嚢胞と胆道との明らかな交通は認めなかった(図 2)．

図 2: 腹部MRCP検査所見．肝嚢胞は 15cmに再増大した．

肝嚢胞と胆道との明らかな交通は認めなかった．

以上より感染性肝嚢胞，胆石症に対し，単孔式内視鏡手

術による肝嚢胞開窓術，胆嚢摘出術を行うこととした．

術式：開脚位．臍を縦方向に2cm切開し開腹，5mmの

flexible scopeで腹腔内を観察しながら金属の吊り上げ鉤

(図3A)を左肋骨弓を超えるまで挿入し，抗研式肩胛骨保持

牽引器を用いて左頭側に腹壁を全層で吊り上げた．しかし

嚢胞壁が巨大で，かつ腹壁に癒着し術野確保が困難であっ

たため，まず経皮的穿刺排膿後に２ないし３本の鉗子およ

び超音波凝固切開装置で癒着剥離を行った．そしてもう１

本の吊り上げ鉤を肝円索の左側に挿入し右頭側に挙上し

術野を確保した(図3B,C)．超音波凝固切開装置を用い炎症

で肥厚した嚢胞壁を切開し開窓術を行った．開窓術終了後，

吊り上げ鉤の位置を右肋骨弓と肝円索右側の胆嚢摘出の

位置に変更し，型のごとく胆嚢摘出を行った．標本を臍部

の小開腹創より摘出後，開窓部直上よりペンロースドレー

ンを留置し手術を終了した．手術時間は3時間38分（うち

胆嚢摘出は62分），出血は100gであった．回収した膿汁は

約1600mlで細胞診は陰性で，細菌培養は前回同様MRSAが

検出された．
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図 3: A: 西井式吊り上げ鉤．腹壁の吊り上げ部分の長さが

14-22cm あり，体型に合わせて適切な長さのものを使用す

る．B: 患者は開脚位とし，吊り上げ鉤を接続した牽引器

のウインチを巻き上げ腹壁を吊り上げる．C: 5mm の

flexible scope，２ないし３本の鉗子および超音波凝固切開

装置等を用い手術を進める．

摘出標本：摘出した嚢胞壁は 95x40x10mm で，感染によ

る化膿性炎症を伴う上皮の消失した単純嚢胞であった．明

らかな悪性所見はなかった．また胆嚢は慢性胆嚢炎の所見

であった．

術後経過：術後創感染およびドレーンよりの排膿が続い

たため，術後２３日に退院となった．術後半年では肝嚢胞

は 9mm 大と極めて縮小し，その後再発を認めていない．

考察

肝嚢胞は日常診療で比較的よく見られる疾患でその多

くは治療対象とならないが，感染，出血，巨大化による圧

迫症状などは治療の対象となる．治療法は超音波ガイド下

経皮経肝ドレナージ[3]が主流だが，これに加えて無水エタ

ノール[4]や塩酸ミノサイクリン[5]の注入を行うこともある．

さらに，これら保存的治療の効果が乏しい場合には肝切除

術[6]，嚢胞開窓術[7]などの手術療法の適応となる．

肝嚢胞の中でも感染性肝嚢胞は比較的まれな疾患であ

り，感染経路としては，胆道系，門脈系，菌血症による血

行性，近隣の感染巣からの直接波及，外傷性，不明などが

考えられている[8]．本症例ではMRSAが検出されており，

MRSA尿路感染症の既往があることより，血行性感染が疑

われる．

医学中央雑誌で1983年から2012年の30年間を会議録を

除き検索すると，肝嚢胞の報告は1300例以上認めたのに対

し，感染性肝嚢胞は41例のみである。そのうち手術療法を

行った症例は10例で，腹腔鏡下手術を行った症例は5例

[9-13]認めた．しかし本症例のように感染性肝嚢胞に対し,

単孔式腹腔鏡手術を行った症例は認めなかった．

当院では西井式腹壁全層吊り上げ法[1]による単孔式腹

腔鏡手術[2]を行っており，腹腔内の展開については，気腹

法によるドーム型空間構築と比べると制限はあるものの，

筋鈎を用いた「点」による吊り上げ法に比べると，二本の

吊り上げ鉤により形成される「面」による吊り上げにより

十分な空間が構築される．そして，気腹法によるSILS port®

などのプラットホームを用いる方法や low profile のトロ

ッカーを用いた multi-trocar 法[14]と比べ，細径の鉤により

臍部の小開腹創が左右に牽引されることにより，スペース

に余裕が生まれ，鉗子操作の干渉が少なくなり，従来の鉗

子を用いたパラレル法[14]にて手術が行える．そのうえ気

腹を保つ必要が無いため，ガーゼの出し入れ，吸引，洗浄，

標本の牽出等が術野を崩すことなく行える．実際，本症例

では限られた腹腔内スペースでの癒着剥離操作を要した

が，鉗子の干渉による操作困難は少なく，また，膿汁の吸

引や大量の腹腔内洗浄が必要であったが，一度も術野が崩

れることなく，ストレス無く手術を進めることができた．

結語

感染性肝嚢胞に対し，腹壁全層吊り上げ法による単孔式

腹腔鏡手術にて肝嚢胞開窓術と胆嚢摘出術を同時に行っ

た．本術式は胆嚢摘出術のみならず，肝嚢胞開窓術に対し

ても有効な術式と考えられた．

なお，本論文の要旨は第７３回日本臨床外科学会総会に

て報告した．
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The influence of posture on evaluation of pelvic organ position
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Abstract The influence of the gravity should be considered for the evaluation of pelvic organ positions. This study

investigated the influence of posture on pelvic organ positions. Bladder neck position and mobility, and internal uterine os

position in the supine, sitting, and standing postures were compared in 9 parous women (28–48 years). Sagittal T1-weighted

images and T2-weighted images of the pelvis were acquired for evaluating the bladder neck position at rest and at pelvic

strain, and the internal uterine os position at rest, respectively, using a GE SIGNA SP/2 open-configuration magnetic

resonance system. The distance from the pubococcygeal line to the bladder neck and the internal uterine os were measured,

and both of positions were shown as being higher (+) or lower (-) than the pubococcygeal line. Median bladder neck

position in the supine posture at rest was +15.6 mm (range, +9.3 – +23.4). The bladder neck position was significantly lower

in the sitting than in the supine (difference, 6.9 mm; 95% CI, 3.6 to 13.6 mm; p < 0.016) or standing (difference, 15.2 mm;

95% CI, 10.0 to 22.9 mm; p < 0.016) postures. Similarly, the internal uterine os positions were also low in the order of

supine, sitting, and standing postures. The position of bladder neck and internal uterine os showed positive correlation (r =

0.63 to 0.88, p < 0.01). Bladder neck mobility did not differ among postures. But, the bladder neck position at pelvic strain

was also low in the order of supine, sitting, and standing postures. Thus, we suggest that the posture should be considered

for the evaluation of pelvic organs.

Key word pelvic relaxation, position of pelvic organ, mobility of bladder neck, magnetic resonance, parous women.
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n = 9

中央値 (範囲)

年齢 (歳) 40.0 (27–48)

Body mass index (kg/m2) 21.5 (18.4–24.2)

分娩回数 (回) 2.0 (1–3)

最終分娩後経過年数 (年) 4.5 (1–16)

尿失禁症状の有無 （人数(%)）

有 1 (11.1)

無 8 (89.9)

項目

はじめに

女性の骨盤底は、その解剖学的特性に加えて、妊

娠・分娩、肥満、加齢、閉経などの影響を受け弛緩し

やすい。骨盤底が弛緩すると、骨盤内臓器は下垂し、

腹圧性尿失禁（Stress Urinary Incontinence；SUI）や骨

盤臓器脱（Pelvic Organ Prolapse；POP）などを引き起

こす [1]。SUI や POP の症状は、日中活動時に生じやす

く臥床時に生じにくいことから、重力の影響が大きい

と考えられる。したがって、骨盤内臓器の位置を評価

するには、重力のかかる方向、すなわち体位を考慮す

る必要性があると推察される。しかし、画像診断法で

は、座位や立位などの体位における評価は難しく、臥

位での評価が一般的である [2]。滋賀医科大学では、臥

位のみでなく、座位や立膝位（以下，立位とする）で

の 撮 影 が 可 能 な オ ー プ ン 核 磁 気 共 鳴 画 像 装 置

（Magnetic Resonance Imaging，GE Healthcare 社製，0.5

テスラ SIGNA SP/2，以下オープン MR とする）を有し

ており、女性の骨盤内臓器の位置や SUI の評価に関す

る研究を行っている [3-4]。本研究では、骨盤内臓器の

位置評価における体位の影響を検討することを目的と

して、MRI 画像を用いて臥位・座位・立位における膀

胱頸部の位置と可動性、内子宮口の位置を比較検討す

ることとした。

方法

分娩経験を有する 20～40 歳代の一般女性 9 名を対

象とした。対象の選定基準は、最終分娩後 1 年以上経

過し、Body Mass Index が 25.0 未満で、未閉経の女性

とした。対象者には、国際尿失禁会議質問票日本語版

ショートフォーム（ ICIQ-SF） [5]を用いて、尿失禁症

状の有無と種類を判別した。

MRI 画像は、オープン MR を用いて臥位・座位・立

位における骨盤内の矢状断面をグラディエントエコー

法による T1 強調ならびにファーストスピンエコー法

による T2 強調にて撮像した。臥位と立位の撮像には下

腹部と臀部を挟むフレックスコイルを使用し、座位の

撮像には座面からの圧迫のない便座型表面コイルを使

用した。T1 強調画像の撮像条件は、繰り返し時間 68 ms、

エコー時間 4.3 ms（インフェーズ）、フリップ角 90 度、

撮像範囲 350×350 mm2、スライス厚 8 mm を 3 画像、

観測マトリックス 256×128、イメージマトリックス

256×256 として、安静時および腹圧負荷時を一動作 9

秒間で撮像した。T2 強調画像の撮像条件は、エコー時

間 68 ms、フリップ角 90 度、撮像範囲 350×350 mm2、

スライス厚 8 mm を 5 画像、観測マトリックス 256×128、

イメージマトリックス 256×256 として、安静時のみ

32 秒間で撮像した。撮像には造影剤を用いず、膀胱に

尿が充満した状態で行った。また、各体位の撮像はそ

れぞれ 10 分間程度であり、1 時間以内にすべての撮像

を終えるように配慮した。

膀胱頸部の位置は、T1 強調の 3 画像のうち正中の画

像を選択し、恥骨下端と第 2 尾骨を結ぶ恥骨尾骨ライ

ン（Pubococcygeal Line，以下 PC ラインとする）を基

準点（0 点）として、膀胱頸部までの垂直距離を計測

し [6]、PC ラインより頭側を（+）、足側を（-）として

表した。膀胱頸部の可動性は、安静時を基準とした腹

圧負荷による足側への下垂量とした。内子宮口の位置

は、T2 強調の 5 画像のうち正中の画像を選択し、膀胱

頸部の位置と同様に PC ラインから内子宮口までの垂

直距離を計測した。計測はすべて、1 人の研究者が行

い、1 画像につき 2 度計測し、その平均値を算出した。

得られたデータの解析には、統計パッケージソフト

SPSS20.0 J for Windows を用いた。基本統計量の算出を

行い、各体位間の比較には Wilcoxon Signed-ranks test

を用いた後、多重比較法として Bonferroni の補正によ

り有意水準を α = 0.05/ 3 = 0.016 とした。また、各体位

の差の区間推定には Hodges - Lehman estimator を用い

た。同体位における安静時と腹圧負荷時の比較には

Wilcoxon Signed-ranks test、各体位の位置の関連性の分

析には Spearman の順位相関係数を用い、いずれも有意

水準を p = 0.05 もしくは p = 0.01 とした。

本研究は、ヘルシンキ宣言に則り、対象者のインフ

ォームドコンセントを得て行った。また、滋賀医科大

学倫理委員会の承認を得た（23-119-1）。

結果

対象者の特性を表 1 に示した。対象者 9 名のうち、

1 名が混合性尿失禁の症状を有していた。

安静時における膀胱頸部と内子宮口の位置を表 2 に

示した。臥位における膀胱頸部の位置は+15.6 mm（中

央値，範囲+9.3～+25.5）であり、臥位よりも座位が 6.9

mm 低く（中央値の差，95%信頼区間；Confidence

表 1．対象者の特性
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臥位

座位

立位

実線：Wilcoxon signed-ranks test and Bonferroni correction; *p < 0.016, ns = not significant.

点線：Wilcoxon signed-ranks test; ; *p < 0.05.

n = 9
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*
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*
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n = 9

中央値 (範囲) p値
†

差 [95％ CI]‡
中央値 (範囲) p値

†
差 [95％ CI]‡

臥位 +15.6 (+9.3, +25.5) +44.3 (+32.5, +59.3)

座位 +11.9 (-6.5, +19.3) 0.008* -6.9 [-3.7, -13.6] +41.3 (+22.9, +50.6) 0.028 * -5.9 [-0.5, -11.3]

立位 +4.6 (-20.0, +14.5) 0.008* -15.2 [-10.0, -22.9] +25.3 (+11.8, +46.5) 0.008* -18.7 [-14.6, -26.0]

膀胱頸部の位置 (mm)

位置

―

内子宮口の位置 (mm)

位置

―

臥位との位置の差

CI：Confidence Interval.

臥位との位置の差

† Wilcoxon signed-ranks test and Bonferroni correction; * p < 0.016. ‡ Hodges-Lehman estimator.

Interval (CI)；3.7～13.6，p < 0.016）、立位では 15.2 mm

とさらに低かった（95% CI；10.0～22.9，p < 0.016）。

臥位における内子宮口の位置は +44.3 mm（ +32.5～

+59.3）であり、臥位よりも座位が 5.9 mm 低いが有意

差はなく（95% CI；0.5～11.3，p > 0.016）、立位では

18.7 mm 低かった（95% CI；14.6～26.0，p < 0.016）。

次に、各体位における安静時の膀胱頸部と内子宮口

の位置の関連性を表 3 に示した。膀胱頸部の位置では、

各体位間の相関係数が r = 0.62～0.80 であり、臥位と

立位間（p < 0.01）、座位と立位間（p < 0.05）で有意な

正の相関を示した。内子宮口の位置では、各体位間の

相関係数が r = 0.68～0.77 であり、いずれも有意な正

の相関を示した（p < 0.05）。また、同体位における膀

胱頸部と内子宮口の位置の相関係数は r = 0.63～0.88

であり、座位・立位においていずれも正の相関を示し

n = 9

臥位 座位 立位 臥位 座位 立位

膀胱頸部の位置

臥位 1.00**

座位 0.62** 1.00**

立位 0.80** 0.72** 1.00**

内子宮口の位置

臥位 0.63** 0.72** 0.70** 1.00**

座位 0.42** 0.85** 0.57** 0.77** 1.00**

立位 0.60** 0.73** 0.88** 0.68** 0.68** 1.00**

Spearman's rank correlation coefficient: *p < 0.05, **p < 0.01.

膀胱頸部の位置 内子宮口の位置

図 1．各体位における安静時と腹圧負荷時の膀胱頸部の位置比較

表 3．各体位における安静時の膀胱頸部と内子宮口の

位置の関連性

表 2．安静時における膀胱頸部と内子宮口の位置
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A：臥位 B：座位 C：立位

A'：臥位 B'：座位 C'：立位

中央値 (範囲) p値
†

差 [95% CI]‡ p値
†

差 [95% CI]‡

臥位 10.7 (3.8, 23.3) ― ―

座位 8.7 (1.8, 14.2) 0.038 2.8 [0.3, 5.9] ―

立位 10.2 (1.9, 20.9) 0.859 0.45 [-7.5, 8.8] 0.314 2.8 [-4.1, 9.5]

n = 9

†Wilcoxon signed-ranks test and Bonferroni correction; 有意水準: α = 0.05/ 3 = 0.016. ‡Hodges-Lehman estimator.

臥位との差 (mm) 座位との差 (mm)膀胱頸部の可動性 (mm)

た（p < 0.01）。以上の結果から、安静時において、膀

胱頸部と内子宮口の位置は関連し、いずれも臥位・座

位・立位の順に低くなることが明らかとなった。

各体位における安静時と腹圧負荷時の膀胱頸部の

位置を図 1、膀胱頸部の可動性を表 4 に示した。いず

れの体位においても、腹圧負荷により膀胱頸部は有意

に下垂するが（p < 0.05，図 1）、各体位間における膀

胱頸部の可動性には有意な差はないことから（ p >

0.016，表 4）、可動性の評価には体位の影響は少ない

ことが明らかとなった。しかし、腹圧負荷時の膀胱頸

部の位置は、臥位・座位・立位の順に低く、臥位と立

位間、座位と立位間に有意な差を認めた（p < 0.016，

図 1）。

また、各体位における安静時の膀胱頸部の位置は、

臥位・座位・立位の順にばらつきが大きくなる傾向を

認めた（表 2、図 1）。

各体位における安静時の T2 強調画像の一例を図 2-1、

図 2-2 に示した。各体位の画像から、膀胱底部はいず

図 2-1．各体位における安静時の T2 強調画像の一例（40 歳女性）

図 2-2．各体位における安静時の T2 強調画像の一例画像の一例（48 歳女性）

白線は恥骨尾骨ライン、丸印は膀胱頸部、星印は内子宮口、白矢印は重力の方向を示す。

表 4．各体位における膀胱頸部の可動性の比較
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れの体位においても重力側へ伸展し、膀胱頸部は、臥

位では膀胱底部より上方に位置するが、座位・立位で

は重力側の最下方に位置することが明らかとなった。

考察

MRI 画像を用いて、臥位・座位・立位における膀胱

頸部の位置と可動性、内子宮口の位置を比較した結果、

安静時の膀胱頸部と内子宮口の位置は関連し、いずれ

も臥位・座位・立位の順に低くなることが明らかとな

った。また、腹圧負荷による膀胱頸部の可動性には体

位の影響は少ないが、腹圧負荷時の膀胱頸部の位置は、

安静時と同様に臥位・座位・立位の順に低くなること

が示された。さらに、膀胱底部はいずれの体位におい

ても重力側へ伸展し、座位・立位では膀胱頸部が重力

側の最下方に位置することが明らかとなった。

本研究では、SUI や POP の症状が生じやすい座位や

立位における骨盤内臓器の位置について、オープン

MR を用いて評価した。オープン MR の構造上、成人

では正しい立位姿勢での撮像は不可能であるが、骨盤

内臓器の位置評価には、立膝位でも立位とほぼ同様の

結果が得られたと考える。

先行研究において、分娩経験を有する一般女性 34

名（平均年齢 48.9 歳）の安静時における臥位の膀胱頸

部の位置は 19.9±4.9 mm（平均値±SD）であった [7]。

また他の先行研究では、同条件の女性 55 名（年齢の中

央値 41.0 歳）の安静時における座位の膀胱頸部の位置

は+8.5 mm（中央値，範囲-18.7～+22.6）であった [8]。

これらと本研究の結果が異なる理由として、膀胱頸部

の位置は個体差が大きい [8]ことに加えて、本研究の対

象者は 9 名と少ないことから、偏りが生じていた可能

性が推察される。しかし、本研究では、同じ対象者に

おいて、各体位における MRI 画像を断続的に撮像した

ことから、偏りによる結果への影響は少ないと考える。

安静時における膀胱頸部と内子宮口の位置は、いず

れも臥位・座位・立位の順に低かった。また、各体位

における安静時の膀胱頸部の位置は、同順にばらつき

が大きくなる傾向を認めた。尿道は遠位部 1/3 で固定

されているが、膀胱底部や近位 2/3 の尿道は骨盤底で

支持されている [9]。したがって、骨盤底の支持を必要

としない臥位では、一定の範囲内に位置するが、骨盤

底の支持を必要とする座位や立位では、骨盤底の支持

力の個体差によって位置の下垂量が大きく異なるので

はないかと考える。

同体位における安静時の膀胱頸部と内子宮口の位

置の関連性について、座位・立位では有意な強い相関

を示したが、臥位では有意な相関はなかった。骨盤底

は吊橋に例えられ、構造の一部でも弱くなれば全体が

弛緩することから [10]、骨盤底に共に支持されている

膀胱と子宮の位置は関連すると考えられる。今回の検

討では対象者数が少ないことから、相関係数が中程度

であっても有意となりにくい可能性が推察される一方、

骨盤底の支持を必要としない臥位では、双方の位置の

関連性が低くなる可能性も示唆された。

また、各体位間における膀胱頸部の可動性には、有

意な差はなかったことから、腹圧は重力よりも強く、

体位による影響を受けにくいことが推察された。しか

し、腹圧負荷時の膀胱頸部の位置は、安静時の位置と

同様に、臥位・座位・立位の順に低く、腹圧負荷によ

る膀胱頸部の位置を含めた評価の際には、体位を考慮

する必要性がある。

さらに、膀胱底部はいずれの体位においても重力側

へ伸展し、膀胱頸部は、臥位では膀胱底部より上方に

位置するが、座位・立位では重力側の最下方に位置す

ることが明らかとなった。この結果から、座位・立位

では腹圧などによる負荷が膀胱頸部に荷重されやすく、

SUI などの評価にはこれらの体位が有用であることが

示唆された。

本研究では膀胱内蓄尿量の一定化は行わず、膀胱に

尿を充満させ、1 時間以内にすべての撮像を終えるよ

うに配慮した。我々は先行研究 [4]において、膀胱内蓄

尿量は座位の膀胱頸部の位置評価に影響しない可能性

を示唆している。臥位や立位での検討はされていない

が、本研究において撮像時間中に膀胱内蓄尿量が大き

く増大した例はなく、蓄尿量による結果への影響は少

ないと考える。

今回の検討では対象者数が少なく、一定条件下の一

般女性を対象としていることから、結果を一般化する

のは難しい。また、SUI や POP などの骨盤底弛緩症状

を有する対象者では、異なる結果を示す可能性がある。

しかしながら、臥位・座位・立位の骨盤内臓器を MRI

画像により比較した報告はなく、本研究は骨盤内臓器

の位置評価において、体位の影響を考慮する必要性が

あることを改めて示した。

結語

骨盤内臓器の位置評価における体位の影響を検討

することを目的として、MRI 画像を用いて臥位・座位・

立位における膀胱頸部の位置と可動性、内子宮口の位

置を比較検討した。結果、安静時の膀胱頸部と内子宮

口の位置は関連し、いずれも臥位・座位・立位の順に

低くなることが明らかとなった。また、腹圧負荷によ

る膀胱頸部の可動性には体位の影響は少ないが、腹圧

負荷時の膀胱頸部の位置は、安静時と同様に臥位・座

位・立位の順に低くなることから、骨盤内臓器の位置
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評価の際には、体位の影響を考慮する必要性があるこ

とが示された。さらに、座位・立位では、腹圧などに

よる負荷が膀胱頸部に荷重されやすく、SUI などの評

価にはこれらの体位が有用であることが示唆された。
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和文抄録

骨盤内臓器の位置評価における体位の影響を検討

することを目的として、核磁気共鳴画像（MRI）を用

いて臥位・座位・立膝位（以下，立位とする）におけ

る膀胱頸部の位置と可動性、内子宮口の位置を比較検

討した。分娩経験を有する女性 9 名（28～48 歳）を対

象として、臥位・座位・立位における骨盤内の矢状断

面をオープン MR 装置（GE Healthcare 社製，0.5 テス

ラ，SIGNA SP/2）を用いて撮像した。安静時・腹圧負

荷時の膀胱頸部の位置は T1 強調画像、安静時の内子宮

口の位置は T2 強調画像を用いて、恥骨尾骨ラインから

の垂直距離を計測し、頭側を（+）、足側を（-）として

表した。結果、安静時の膀胱頸部と内子宮口の位置は

関連し（r = 0.63～0.88）、いずれも臥位・座位・立位

の順に低くなることが明らかとなった。また、腹圧負

荷による膀胱頸部の可動性は、いずれの体位間におい

ても差はなく、可動性の評価には体位の影響は少ない

ことが示された。しかし、腹圧負荷時の膀胱頸部の位

置は、安静時と同様に臥位・座位・立位の順に低くな

ることから、骨盤内臓器の位置評価の際には、体位の

影響を考慮する必要性があることが示された。また、

座位・立位では、膀胱頸部が重力側最下方に位置する

ことから、腹圧などによる負荷が膀胱頸部に荷重され

やすく、腹圧性尿失禁などの評価にはこれらの体位が

有用であることが示唆された。

キーワード：骨盤底弛緩，骨盤内臓器の位置，膀胱頸

部の可動性，MRI，経産婦
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Effectiveness of the comprehensive evaluation based on the combinatorial

analysis using mammography and ultrasonography in breast cancer screening
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Abstract An effective breast cancer screening require the efficiency in reducing the death rate without
including unnecessary examinations. The highest incidence rate of breast cancer is distributed around
late 40s in our country. Neverthless, the breast cancer detection rate by the mammography (MMG)
screening of 40s is low compared to that of over 50s. By adding up the ultrasonography (US) to MMG,
the detection rate will increase but the recall rate will also increase when one examiner determines them
individually. On the other hand, if the examiner determines them by comprehensive evaluation based
on the findings of MMG and US together, the screening can be performed more accurately.

We carried out a breast cancer screening with 248 females, which used MMG and US
simultaneously, from April 2009 to March 2012. The individual screening of MMG and US achieved
the recall rates of 14.1% and 10.1%, respectively. The recall rate when determined independently of
each test becomes 21.8% although the final recall rate dropped to 10.5% based on the comprehensive
evaluation using combinatorial methodology using the overall findings of MMG and US simultaneously.
Moreover, the recall rate dropped further in each age group from 20s to 60s, These results clarified the
effectiveness of this comprehensive evaluation based on the combinatorial methodology using both
MMG and US in breast cancer screening.
Keyword breast cancer screening, mammography, ultrasonography, comprehensive evaluation
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はじめに

乳癌検診においては、死亡率減少効果とともに、不

要な精密検査が少ない検診効率の向上が求められてい

る。一方、我が国の乳がん罹患率のピークは 40 歳代後

半にあるが、40 歳代のマンモグラフィ（以下 MMG）

では高濃度・不均一高濃度乳腺が多く、MMG 併用検

診の乳癌検出率は 50 歳代以上に比べて低い [1]。MMG

に超音波検査（以下 US）を上乗せすることによって、

乳癌発見率が高くなることが報告されている [2－ 11]が、

それぞれ独立して判定し要精検者を決定すると要精検

率が高くなる [11－ 12]。一方、両者の所見を総合的に判

断することによって要精検者を決定すれば、乳癌発見

率の上昇とともに要精検率の低下が期待でき、精度の

高い検診が行える。そこで乳腺甲状腺超音波診断学会

（以下 JABTS）乳癌検診研究班より「マンモグラフィ

と超音波検査の総合判定基準」 [13]が作成され平成 24

年に発表された。当センターでは平成 21 年度より

MMG と US の併用検診において、ほぼ上記基準と同様

の基準を用いて総合判定を行ってきた。この総合判定

の有用性についてレトロスペクティブに検討した。

対象と方法

１．対象

平成 21 年 4 月 1 日から平成 24 年 3 月 31 日の 3 年

間 に 当 セ ン タ ー で MMG と US の 併 用 検 診

（MMG+US+視触診）受診者のべ 248 名（図 1）の女

性。はじめから MMG と US の併用検診を申し込んだ

女性が多くを占めるが、一部 MMG 併用検診（MMG+

視触診）で申し込んだが、MMG で境界明瞭な腫瘤や

局所的非対称陰影を認めたため、US を追加した女性

を含む。年齢は 24 歳から 84 歳、平均 46.0 歳あった。

図１ 受診者数
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2． 方法

当センターにおける MMG と US の併用検診の工程

は、①MMG 撮影、②MMG 読影、③視触診、④MMG

所見を参照しながら US 検査、⑤総合判定であり、①

はマンモグラフィ検診精度管理中央委員会（以下精中

委）認定放射線技師が、②③⑤は精中委認定・JABTS

講習会終了医師が、④は JABTS 講習会終了医師、ま

たは JABTS 講習会終了臨床検査技師が行っている。

また、対象期間前に受診歴ある場合は②MMG 読影、

④US 検査は過去画像と比較しながら行った。⑤の総

合判定とは MMG の要精検者について、MMG で異常

所見指摘部位の US 所見によって精密検査の要・不要

を判定することである。各検査ごとの要精検率と、

MMG・US それぞれを独立して判定した（総合判定前）

要精検率、総合判定後の要精検率を算定し、その変化

と内容について検討した。

結果

各年度の総合判定前後での要精検率の変化を（図 2）

に示す。

図２ 総合判定前後の要精検率変化
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3 年間の合計では MMG の要精検率 14.1％、US の

要精検率 10.1％、MMG・US それぞれを独立して判定

した総合判定前要精検率 21.8％であったが、総合判定

後の要精検率は 10.5％に低下した。対照として当セン

ターの平成 23 年度乳癌検診要精検率は MMG 併用検

診（MMG+視触診）で 8.0％（受診者数 1558 人）、US

併用検診（US+視触診）で 7.3％ (受診者数 452 人 )であ

った。MMG と US 併用検診発見癌は平成 22 年度に 1

例（38 歳女性）で US のみで所見を認め、最終診断が

非浸潤性乳管癌（DCIS）であった。年齢別総合判定前

後の要精検率変化を（図 3）に示す。
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図３ 年齢別総合判定前後の要精検率変化
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当センターの MMG と US 併用検診の要精検率は 30

歳代から 60 歳代までほぼ同程度で、各年齢層とも総

合判定で約半分に低下した。

総合判定では 1）MMG で境界明瞭平滑な腫瘤があ

り、US で明らかな良性病変（嚢胞や線維腺腫）であ

ることが確認できれば要精密検査としない（10 人）、2）

MMG で局所的非対称性陰影が認められるが、US で正

常乳腺であることが確認できれば要精密検査としない

（16 人）、3）MMG でカテゴリー3 にするか 2 にする

か迷うような量の少ない石灰化が認められるが、US

で同部位に病変が確認できない場合は要精密検査とせ

ず、次年度も検診を受診するよう説明（2 人）とし、

合計 28 名が総合判定で精検不要となった (表 1)。

表１ 総合判定で精検不要とした各検査所見と人数

MMG 所見 MMG 異常指摘部位の US 所見 人数

境界明瞭な腫瘤 嚢胞または線維腺腫 10

局所的非対称性陰影 正常乳腺 16

量の少ない石灰化 病変を指摘できず 2

対象期間 3 年間における各検査ごとの総合判定前後

の要精検者数を（図 4，5）に示す。総合判定前の要精

検者は MMG のみに所見を認めた 29 人、US のみに所

見を認めた 19 人、MMG・US 両検査で所見を認めた

6 人の合計 54 人であったが、総合判定を行うことによ

って MMG のみに所見を認めたもののうち 28 人が精

検不要となったため、最終的に MMG のみに所見を認

めた 1 人、US のみに所見を認めた 19 人、MMG・US

両検査で所見を認めた 6 人の合計 26 人が要精検とな

った。総合判定で精検不要となった 28 人のうち 21 人

が継続して乳癌検診を受診しており、所見の増悪は認

めていない。

図４ 3年間の総合判定前検査別要精検者数

MMG US

２９ ６ １９

図５ 3年間の総合判定後検査別要精検者数

MMG US

１ ６ １９

考察

乳癌は 1994 年以降、女性癌の罹患率 1 位であり、

特に 40 歳代での乳癌発症の増加は日本人のライフス

タイルの変化と関連し、今後も増加が予測されている
[17－ 19]。

一方、乳腺組織の量は年齢によって大きく異なり、

思春期から増加し、妊娠期から授乳期に最も多く、乳

房のほとんどを占める。そして授乳期が終わると萎縮

していく。この萎縮は閉経後加速するが、萎縮の程度、

速度には個人差がある。乳癌はマンモグラム上、軟部

組織濃度を呈する。一般には同量の乳腺よりやや高濃

度であるが、等濃度であることも多い。そこで乳腺の

多い若年者や、高齢でも乳腺が多く残存する乳房では

乳癌の検出が難しい [18]。地域がん登録と照合し、中

間期癌を正確に把握した宮城県の 112,071 人データで

も、MMG 併用検診（MMG+視触診）の乳癌検出率は、

40 歳代は 71.4%で 50 歳代の 85.8%、60 歳代の 87.2%

に比べて低い [1]。しかし MMG に US を上乗せするこ

とによって、乳癌発見率の上昇が期待できる [2－ 11]。そ

のため、現在 40 歳代に MMG と US の併用検診の有効

性が J-START で検討されており［ 19］、今後 40 歳代の受

診者を中心に MMG と US の併用検診が広まることが

予想される。

MMG と US の併用検診における問題として、要精検

者をそれぞれのモダリティ（MMG，US）を独立して
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判定すると要精検率が高くなることが挙げられる。偽

陽性者に対する不要な不安感、そしてそれにより惹起

される社会的不利益、また過剰な精密検査に要する医

療資源あるいは医療費の消耗など、さまざまな個人的、

社会的悪影響が考えられる [11－ 12]。

JABTS の「マンモグラフィと超音波検査の総合判定

基準」 [13】は「マンモグラム所見を参照しながら超音

波検査を行うこと」を推奨しており、当センターでも

MMG 撮影を先に行い、MMG 所見を参照しながら視触

診と US を行っている。この方法であれば総合判定時

に「MMG で局所的非対称性陰影が認められるが、US

で正常乳腺であることが確認できれば要精密検査とし

ない」と判定することが容易であり、実際この基準が

最も要精検率低下に寄与した。結果として、総合判定

後要精検率は 10.5%で、US 併用しているにもかかわら

ず、MMG 単独の要精検率よりも低くすることができ

ていた。日本乳癌検診学会 2011 年全国集計報告による

と、MMG と US の併用検診（MMG＋US＋視触診）の

要精検率は 8.4%であった［ 20］。MMG で境界明瞭な腫

瘤や局所的非対称陰影を認める女性が追加されている

ことを考慮すると、当センターの要精検率は遜色ない

のではないかと考えられる。しかも、今回の検討にお

いて総合判定での要精検率低下は 20 歳代から 60 歳代

までの各年齢層において認められ、若年者のみならず

高齢者であっても MMG と US 併用検診における総合

判定の有用性が示唆された。各年齢層において「MMG

で境界明瞭な腫瘤があり、US で明らかな良性病変（嚢

胞や線維腺腫）であることが確認できれば要精密検査

としない」「MMG で局所的非対称性陰影が認められ

るが、US で正常乳腺であることが確認できれば要精密

検査としない」と判定できることがその理由として考

えられる。つまり、MMG の所見を参考にしながら US

を行えば、JABTS の総合判定基準は若年者から高齢者

まで有効であることが示せたと考えられる。

総合判定で精検不要になった受診者のうち、継続し

て乳癌検診を受診した者の所見の増悪は認めなかった

が、継続受診していない者も存在する。宮城県のデー

タでも MMG 併用検診（MMG+視触診）の乳癌検出率

は、40 歳代は 71.4%、50 歳代 85.8%、60 歳代 87.2%で

あり、MMG 併用検診には 12.8~28.6％程度の偽陰性が

存在する。これについては充分な検討はできておらず、

今後も経過を追う必要がある。

今回の検討で全員に MMG と US の併用検診をする

べきであるとの結論には至らない。脂肪性乳腺で

MMG 所見に異常がない場合は US 併用のメリットは

ほとんど考えにくいので、このような場合は MMG の

みの併用検診で良いと考えられる。US 併用の意義は、

若年者に多い高濃度乳腺における乳癌発見率を上げる

ことと、MMG で境界明瞭平滑な腫瘤や局所的非対称

性陰影が認められる場合の要精検率を下げることにあ

ると考えられる。よって、MMG 読影時に US が必要か

否かを判定できれば、必要な場合にのみ US を追加す

るので、経済的時間的負担を最小限にできる可能性が

ある。この US 追加の判定基準については今のところ

学会等で認められたものは無く、今後の検討課題であ

ると考えられる。
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和文抄録

乳癌検診においては、死亡率減少効果とともに、不

要な精密検査が少ないといった精度の高さが求めら

れている。一方、我が国の乳癌罹患率のピークは 40

歳代後半であるが、40 歳代のマンモグラフィ（MMG）

併用検診の乳癌検出率が 50 歳代以上に比べて低いと

いう問題がある。MMG に超音波検査（US）を上乗せ

することによって、乳癌発見率の上昇が期待できるが、

それぞれ独立して判定すると要精検率も上昇してし

まう。一方、両者の所見を総合的に判断することによ

って要精検者を決定すれば、乳癌発見率の上昇ととも

に要精検率の低下が期待でき、精度の高い検診が行え

るものと考えられる。草津総合病院健康管理センター

において、平成 21 年 4 月 1 日から平成 24 年 3 月 31

日の 3 年間に、MMG と US 併用乳癌検診（MMG+US+

視触診）をのべ 248 名に行った。その結果、MMG の

要精検率は 14.1％、US の要精検率は 10.1％であり、

それぞれの検査を独立して判定した場合の要精検率

は 21.8％であったが、MMG の要精検者について MMG

で異常所見指摘部位の US 所見によって精密検査の

要・不要を判定する総合判定を行ったところ、要精検

率は 10.5％まで低下した。しかも、総合判定での要精

検率の低下は 20 歳代から 60 歳代までの各年齢層にお

いて認められ、若年者のみならず高齢者であっても

MMG と US 併用検診における総合判定の有用性が示

唆された。

キーワード：乳癌検診、マンモグラフィ、超音波検

査、総合判定
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麻酔科主導の術前経口補水療法の導入と標準化
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Abstract

Preoperative oral rehydration therapy has been introduced to all surgical departments in our hospital over a relatively short

period under the initiative of the Department of Anesthesiology, and it has become a usual preoperative procedure in the one

year since its introduction. The main point of the therapy is to simplify the preoperative procedures. The therapy also has many

other benefits. For example, it not only prevents preoperative dehydration, but also improves patients’ preoperative comfort

and postoperative recovery from surgery, cutting down on the workload, improving medical safety on a hospital ward, and

increasing efficiency. The main anxiety after the induction of this therapy might be increasing the risk of aspiration on the

induction of general anesthesia. However, we can overcome this anxiety as long as there is careful selection of patients for the

therapy, sufficient explanation for the patients at the medical examination by anesthesiologists, and strictly controlling patients’

water drinking. Accordingly, we recommend that the therapy be introduced under the initiative of anesthesiologists, and it is

important to repeatedly explain to and closely observe patients.

Keyword Preoperative oral rehydration therapy，Medical safety，Preoperative comfort, Cutting down on the workload,

Enhanced recovery after surgery
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緒言

術 前 経 口 補 水 療 法 ( 以 下 ORT : oral rehydration

therapy)は術前の脱水を予防するだけでなく、患者の快

適性や医療の安全性の向上、医療従事者の業務量減少

の他、術後早期回復に関与するなどさまざまな効果が

期待され、本邦でも次第に広がりをみせている。2012

年 7 月には日本麻酔科学会より術前経口補水に関する

ガイドライン［1］も発表され、益々普及に弾みがつく

と考えられる。当院では 2011 年 1 月より術前 ORT を

一部で開始し、短期間で関連外科系全科に導入でき、

当院の術前標準療法とすることができた。当院の 2011

年の術前 ORT 導入状況を報告する。

対象と方法

対象

対象は当院の 2011 年において術前に原則問題なく

経口飲水可能な麻酔科管理予定全症例としたが、緊急

手術・腸閉塞患者・循環器系や腎臓など主要臓器に重

篤な合併症を持つ患者や認知症患者の一部など麻酔科

医が判断して当療法が不適切と考えられる症例は除外

した。具体的には、腸閉塞は原則適応外であるが、飲

水許可され問題なく飲水可能で嘔吐のない下部消化管

の軽度の腸管通過障害患者に関しては適応とした。逆

流性食道炎に関しても、症状が軽度であり誤嚥の既往

がない患者に関しては適応とした。認知症があっても

適切に飲食が可能で誤嚥を起こしていない患者は適応

とした。全身性の疾患があっても飲水制限されていな

い軽症例は適応とした。すなわち、当療法の非適格条

件は①緊急手術、②認知症で適切に飲食できない場合、

③全身性の重篤な合併症の存在などにより自らの意思

で自由に飲食を許可されていない場合、④術前に嘔吐

や誤嚥を起こしている場合である。

方法

方法は当療法の解説書［2, 3］を原則参考にしてお

こなった。成人では手術前日夕食後から就眠時まで経

口補水液（以下 ORS : oral rehydration solution ）の一

種として OS-1®（大塚製薬工場、徳島）を 500ml と手

術当日は起床時から指定される絶飲時刻までにさらに

同 500〜1000ml を時間をかけて少量ずつゆっくり飲む

ように指導した。手術前日の夕食から就寝時までは

0S-1 を 500ml 以外に自由に他の飲料の飲水も許可した。

手術当日の飲水量は手術室入室予定時刻が 9 時から 13

時までは 500ml、入室予定が 13 時以降の場合は 1000ml

を供給した。当日指定される絶飲時刻とは手術室入室

時刻が決定している場合は入室の 2 時間前、それ以外

のオンコール症例は予測入室時刻の概ね 2〜3 時間前

に設定した。午後から手術室へ入室する症例でも病棟

で点滴を確保せず、OS-1 のみで対応した。前の手術が

延長しているなどの理由で予定入室時刻が大幅に遅れ

ることがわかった場合も病棟では点滴を確保せず、

OS-1 の追加処方で対処した。具体的には入室が 13 時

までと予定されていたにもかかわらず 13 時以降に変

更になる場合は当日飲水供給量を急遽 500ml から

1000ml に増やした。さらに入室時刻が 17 時以降にず

れ込むようなことがあれば当日供給量は 1500ml に増

やすように計画した。逆に予定入室時刻が早まりそう

な状況において絶飲時刻を繰り上げられる場合は繰り

上げ、繰り上げが困難な場合は絶飲後 1 時間 30 分まで

は入室を待たせた。麻酔科術前診察時に麻酔科医が上

記に示す ORT の適応を判断して患者に直接説明し、

OS-1 の処方と絶飲の時刻を術前指示簿に記載した。

OS-1 は朝食や昼食の一形態として食事箋で病院栄養

管理室より供給された。また、麻酔科医が手術前日夕

方と手術当日早朝に OS-1 がどの程度飲めているかを

それぞれの患者の状態とともに確認しながら回診した。

ORS の飲み方

この麻酔科医による手術前日夕方と手術当日早朝

の回診時に再度患者に説明する ORS の飲み方の要点

としては、①できるだけゆっくりと時間をかけて少量

ずつ飲むこと、②飲みたくない、もしくは飲めない場

合は全部飲まなくても飲める量だけで良いこと、③手

術前日は OS-1 以外に飲みたい飲料があれば自由に好

きなだけ飲むことが可能であることを伝える一方、手

術当日の飲料は OS-1 に限定するように伝えた。そし

て④指定された絶飲時刻だけは守るように伝え、丁寧

に繰り返し説明した。実際の OS-1 供給時には病棟看

護師が絶飲時刻が書かれたプレートを手渡し再度同様

の説明を繰り返した。

調査項目

① 2011 年における麻酔科管理全症例数と緊急手

術症例数、ORT 適応症例数、実際の ORT 施行

症例数。

② 2011 年中の月別の ORT 実施状況。

③ ORT 実施症例における飲水状況。

④ ORT 実施による当院の 2011 年の食費増収。

結果

ORT 施行症例数

2011 年麻酔科管理全 371 症例のうち、緊急手術 60

症例を除く予定手術 311 症例のうち 257 症例で術前

ORT が実施された（図 1）。
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図 1 2011 年当院での麻酔科管理予定全 311 症例

2011 年の麻酔科管理予定全 311 症例のうち術前 ORT 施行は 257 症例

月別の ORT 実施状況

当療法に伴う誤嚥などの合併症は 1 件も発生せず、

全症例円滑に麻酔導入できた。2011 年の月別の当療法

導入状況を図 2 と図 3 に示す。

当療法を開始した 2011 年 1 月時点で当院の麻酔科関

連の外科系は歯科口腔外科、呼吸器外科、消化器外科

の 3 科のみであった。当療法導入時には、比較的若年

者の患者の比率が高く事故が起こりにくいと考えられ

た歯科口腔外科手術症例から開始した。次の月には呼

吸器外科手術症例を追加した。3 ヶ月目には消化器外

科症例を追加し、4 ヶ月目には開設されたばかりの婦

人科少数例を含め ORT 適応症例の 90%以上で ORT を

施行し、以後麻酔科管理手術症例の ORT 適応患者のう

ち毎月 95%以上で ORT を施行し続けている。ORT を

導入した 10 ヶ月目には整形外科が開設されたと同時

に術前 ORT を開始したが、円滑に導入できた。術前

ORT 導入 2 年程度経った後も、引き続き当療法関連の

事故の発生が皆無であるだけでなく、主治医や病棟の

受け入れも良好となり、当院での麻酔科管理症例の標

準療法となった。

図 2 2011 年当院での月別麻酔科管理手術件数と ORT 施行数

手術件数および術前 ORT 施行数とも次第に増加している

ORS 飲水状況

当院では、朝一番の手術室入室時刻は午前 9 時のた

め、この場合の絶飲時刻は 2時間前の午前 7 時となる。

(%)

図 3 2011 年月別術前 ORT 適応症例中実際の施行割合

1 月から開始した術前 ORT はすでに 4 月の段階で ORT 適応症例の 90%

以上で施行するようになり、以後 90%以上を維持できていた

凡例は図 2 と共通

従って、当日起床後に飲水できる時間はそれほど長く

なく、飲水のための時間が不足し、飲水量が減少する

ことが懸念されたため、9 時入室の症例のグループと

それ以降に入室するグループに分けて飲水量を検討し

た。また、16 歳未満の小児例や設定全飲水料 500ml

以下の 12 例を飲水状況の検討対象から除外した。従っ

て ORT 実施全症例 257 例からこの 12 例を除く 245 例

を以下の 3 グループに分けて飲水状況を調査した。

A 群：7 時が絶飲時刻（予定入室時刻が 9 時）で ORS

は全量が 1000ml、89 例、B 群：7 時以降 11 時が絶飲

時刻（予定入室時刻が 9 時以降 13 時まで）で ORS は

全量が 1000ml、143 例、C 群：11 時以降が絶飲時刻（予

定入室時刻が 13 時以降）で ORS は全量が 1500ml、13

例（表 1）。

A, B, C 群の年齢、身長、体重、平均飲水料を表 1 に

示す。また、各群における飲水量の状況を図 4 から 6

に示す。

症例数 年齢 身長 体重 設定 OR S 量 OR S 飲水量

(歳 ) （ cm） (kg) (m l) (m l)

A 群 89 59±18 162±9 58±10 1000 946±151

(17-83) (137-181) (33-87) (250-1000)

B 群 143 55±20 161±9 58±12 1000 965±118

(16-96) (128-179) (35-101) (300-1000)

C 群 13 51±20 166±11 61±12 1500 1469±111

(17-79) (141-184) (48-89) (1100-1500)

表 1 ORS 飲水状況

A 群、 B 群、 C 群の各群間の年齢・身長・体重に有意差はなかった。 ORS 平

均飲水量は各群とも一部をのぞき概ね全量飲水できていたことを示している。

値は平均±標準偏差が示されており、その下の括弧内は最小値と最大値を示

す。
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図 4 A 群（ 7 時が絶飲時刻）の飲水量別の症例数

多くは全量飲水できている。ほとんどは半量 (500cc)以上

飲水できており、半量未満は 2 例のみである。

図 5 B 群（ 7 時以降 11 時までが絶飲時刻）の飲水量別の症例数

多くは全量飲水できている。ほとんどは半量 (500cc)以上

飲水できており、半量未満は 1 例のみである。

図 6 C 群（ 11 時以降が絶飲時刻）の飲水量別の症例数

ほぼ全量飲水できている。全量未満は 1 例のみである。

A 群では 89 例中全量飲水は 75 例(84%)、半量以上飲

水は 87 例(98%)で半量未満の飲水は 2 例(2%)のみであ

った。B 群では 143 例中全量飲水は 128 例(90%)、半量

以上飲水は 142 例(99%)で半量未満の飲水は 1 例(1%)

のみであった。C 群では 13 例中全量飲水は 12 例(92%)、

半量以上飲水は 13 例(100%)で半量未満の飲水例はな

かった。従って、A・B・C 全群の 245 例中全量飲水は

215 例(88%)、半量以上飲水は 242 例(99%)で半量未満

の飲水は 3 例(1%)のみであった。

病院収入の増加

当院が 2011 年中に術前 ORT 実施によって得た増収

分を以下に示す。術前 ORT を実施しない場合の手術当

日は絶食となって食事が運ばれないため、食費を請求

することはできない。しかし、ORT に用いる OS-1 は

食事の一種類として取り扱うことができるため、術前

ORT を施行すると朝食や昼食として食費を請求する

ことができる。

上記 A 群（7 時が絶飲時刻）89 例と B 群（7~11 時

が絶飲時刻）143 例の場合、当日朝食分として OS-1

(500ml ペットボトル )2 本を前日夕食時に供給する。C

群（11 時以降が絶飲時間）の場合、OS-1 を 3 本（朝

食分で 2 本、昼食分で 1 本）供給する。一方、当院で

は一食あたり食費として 656 円請求している。また、

OS-1 (500ml) 1 本の定価は 200 円であり、A 群と B 群

（計 232 例）においては 1 症例あたり、656− (200×2)

= 256 円の増収となる。従って A・B 群全体の一年間の

増収は小計 256 円×232 例= 59,392 円であった。一方、

C 群 (13 例 )においては 1 症例あたり 652×2− (200×3) =

704 円の増収となり、C 群全体の一年間の増収は小計

704 円×13 例= 9,152 円となる。当院は DPC（Diagnosis

Procedure Combination: 診断群分類包括評価）認可病院

ではないので A・B・C 群全体 245 例の術前 ORT 導入

による 2011 年の増収は 59,392+9,152 = 68,544 円のみで

ある。もしも当院が DPC 認可病院であったとすると、

術前 ORT 施行によって病棟での術前点滴を削減する

ことができるため、さらにその分の病院の持ち出し分

が節約できる。例えば、当院において仮に術前 ORT を

導入せずにソルアセト D®(500ml 輸液剤：薬価 195 円 )

を病棟で術前点滴として A および B 群 (232 例 )では 1

本、C 群 (13 例 )では 2 本用いたと想定すると 195 円×

232 例＝45,240 円および (195 円×2)×13 例＝5,070 円の

輸液製剤の経費が発生するが、術前 ORT を施行すると

これらの分が節約される。従って、もしも当院が DPC

認可病院であったとすれば OS-1 導入による食費の

2011 年の増収分の 68,544 円に加えて、さらに輸液製剤

の想定病院持ち出し分の 45,240+5,070＝50,310 円の節

約によって合計 118,854 円の増収が得られたことにな
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る。

考察

周術期の合併症予防・早期回復と術前 ORT

周術期における早期回復・入院期間短縮を目ざす取

り組みは、主に医療費削減の目的から欧米ではかなり

以前より通常の戦略となっており、その概念は米国で

は Fast Track Recovery［ 4］、欧州においては ERAS

(Enhanced Recovery After Surgery)［5］と呼ばれ、積極

的に推進されている。近年、本邦においても医療費抑

制のため、また DPC（Diagnosis Procedure Combination:

診断群分類包括評価）制度導入などによる病院経営の

面からも、周術期において合併症を予防するだけでな

く積極的に早期回復・入院期間短縮の推進が強く求め

られるようになった。このような周術期における合併

症予防や早期回復を求める研究で得られた結果の 1 つ

として、周術期の絶飲食期間の短縮が、近年特に注目

されている。例えば、腸管は栄養分や水分の吸収を行

う役割を果たすだけでなく、体内における最大の免疫

担当臓器とされ、経口摂取することが免疫力を高める

とされている［6, 7］。また、術前に炭水化物を経口摂

取すると静脈内投与に比べて術後のインスリン抵抗性

が抑制されるなどの効果も指摘されている［8］。すな

わち、飲食をして腸管を活動させることが免疫力を上

げ、感染症などの合併症を発生しにくくしたり、身体

に加わる手術などの侵襲に対する回復力を上げる効果

があることが示唆されている。ところが、手術直前ま

で経口摂取して胃内容物が残存していると、手術のた

めに行われる全身麻酔導入時に誤嚥を起こしやすくな

り、窒息や術後肺炎を併発する危険性がある。そのた

め、この誤嚥を避けるために術前の長時間の絶飲食を

強いて、その代わりに術前の輸液を行うことが本邦で

の従来の術前管理のスタンダードであった。しかしな

がら、表 -2 に示すように、近年の研究によると飲食物

の胃内滞留時間はそれほど長いものではなく、特に清

澄水に関しては飲水後 2 時間以内に胃内から排出され

ることがわかってきた［9］。

清澄水 母乳 牛乳 /軽食 脂肪/肉類食

乳児 ２ ４ ６ ８

幼児 ２ ４ ６ ８

成人 ２ — ６ ８

表 2 アメリカ麻酔科学会絶飲食ガイドライン［ 9］

全身麻酔導入までの必要な絶飲食時間（単位は時間）

術前 ORT と ORS の種類

術前 ORT の主な目的は術前絶飲食に伴う軽度脱水

の補正や体内エネルギー代謝の改善および術後の早期

回復である。さらに当療法に使用される ORS は飲水後

速やかに吸収され、胃内から速やかに消失することが

条件となる。これらの目的を満たす当療法普及が先行

する欧米で術前 ORT に用いられている ORS は preOp

®( Nutricia, Zoetermeer, the Netherlands )と呼ばれる飲

料が多く、この飲料を用いた研究で多くの効果が示さ

れている［5, 7, 8］。従って、本来であれば術前 ORT

にはこの preOp®を用いるべきと思われるが、本邦では

発売されていない。また、WHO や欧州小児栄養消化

器肝臓学会 (ESPGHAN)などで提唱されている ORS 組

成の飲料も本邦では発売されていない。ORS であるこ

との厳密な条件としては Na とブドウ糖（炭水化物）

を 含 み 、 小 腸 に お い て SGLT-1 (Sodium glucose

co-transporter 1, Na-ブドウ糖共役輸送担体 )［10］の作

用を介して速やかに吸収される飲料で、その浸透圧は

200~270 mOsm/L と血液浸透圧 ( 280 mOsm/L )よりもや

や低いことである。このような条件に合う本邦で入手

可能な ORS はソリタ顆粒（T2 号または T3 号、味の素

ファルマ、医薬品）、OS-1（大塚製薬工場、病者用食

品）およびアクアライト ORS(和光堂 )の 3 種類のみで

ある［10］。ソリタ顆粒は蒸留水に溶解させる必要があ

り、術前 ORT に使用するには手間がかかり現実的では

ない。OS-1 とアクアライト ORS に関してはその組成

を表 -3 に示す。OS-1 は米国小児科学会経口補水療法指

針に基づいて開発された飲料で、一方アクアライト

ORS は OS-1 より若干塩分を控えめにして炭水化物を

多くし、さらにリンゴ風味にして飲みやすくしている。

ラット小腸を用いた研究では OS-1 とアクアライト

ORS いずれも極めて水分吸収が速やかであることが

示されているが、OS-1 の方がより速いことが示されて

いる［10］。腹部エコーを用いた臨床研究でも OS-1 は

摂取 30 分後にはすでにほとんど胃内に残存していな

いと報告［11］されており、少なくとも摂取 2 時間後

には胃内に残存しておらず、安全に麻酔導入できると

報告されている［12］。OS-1 含有の炭水化物は 1000ml

中 25g であるがブドウ糖としては 18g であり、OS-1 の

ブドウ糖とナトリウムの含有モル比は 2:1 である。ブ

ドウ糖とナトリウムのモル比が 2:1 を越えないことが

胃からの吸収・排出が促進されることが報告されてお

り［13］、このことも OS-1 の胃からの消失が非常に速

い理由となっている。

ところで OS-1 は 500ml と 200ml のペットボトルに

入っている。欧米での ORT 施行における飲水量は術前

日が 800ml で術当日手術 2 時間前まで 400ml と記載さ

れている［5］。OS-1 は胃からの消失が極めて速いため

により安全であることや、欧米人と邦人との体格差、

ペットボトルであれば簡便に行えること、当院では成
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人の手術が主に施行されていることなどから、以上を

考慮し、当院での ORS は OS-1 (500ml ペットボトル )

を採用するに至った。なお、OS-1 はこのように吸収が

速く胃からの排泄が極めて速い特徴があるため、本邦

市販の ORS の中で術前の ORS としての利用が最適で

あると考えられるが、欧米で主に採用されている

preOp®と比較して熱量がかなり少なく（表 -3）、周術

期の熱量補給の目的に対しては十分ではないと考えら

れる。

preOp OS-1 アクアライト OR S Argina id Wate r

(Nut r ic ia ) （大塚製薬工場） (和光堂 ) (ネスレ日本 )

熱量 (Kcal) 500 100 160 800

アミノ酸 (g) 0 0 0 20

炭水化物 (g) 126 25 40 180

ナトリウム (mg) 500 1150 805 0

カリウム (mg) 1220 780 780 0

クロール (mg) 60 1770 1240 0

カルシウム mg) 60 0 0 0

マグネシウム (mg) 10 24 0 0

リン (mg) 10 62 0 1800

亜鉛 (mg) 0 0 0 80

銅 (mg) 0 0 0 8

浸透圧 (mOsm/L) 260 270 200 720

表 3 ORS などの組成・ 1000ml における含有量

一部の施設で ORS と誤解されて術前に利用されている Argin a id Wate r の組成

も示した。 Argin a id Water はナトリウムが含まれず、浸透圧が高いため下痢

を誘発させる可能性もあり ORS とは言えない。アミノ酸も含まれており、胃

内滞留時間が長くなることも報告されている［ 14］。

術前 ORT における ORS の飲水量

われわれが施行している術前 ORT では「飲める量だ

けゆっくりと飲んでください。無理に全部飲む必要は

ありません。全部飲める場合は飲んでください。」と指

導し、すべての対象患者がもともと全量飲むことを想

定していない。また、術前日は OS-1 以外に別の飲料

も自由に飲むことを許可している。従って本法は患者

の欲求に依存している部分がある。このような方法は

一見粗雑に感じられるかもしれないが、患者の脱水の

程度により患者自身が自然にほぼ適正に補正できるよ

うに飲水量が決められる事が期待される。さらに、強

制ではなく、患者の欲求を第一にすることによって患

者の快適性にも配慮している。たとえ摂取しすぎたと

しても、腎機能が正常であれば体液量は自然に補正さ

れる。一方、飲水量が少なかったとしても本人の口渇

感を信用すれば極度の脱水状態にまではならないと考

えている。このような理由から、少しでも飲水できて

いれば本人の自然な欲求が反映されていると考え、当

療法は施行できたと考えた。実際は多くの症例 (88%)

で全量飲水できていた（表 -1, 図 4-6）。半量以上飲水

の割合は 99%であった (表 -1, 図 4-6)。ちなみに先行す

る欧米での ORT 施行における飲水量は術前日が 800ml

で術当日手術 2 時間前まで 400ml と記載されているだ

けで体重あたりの飲水量などは定めていない［5］。

術前 ORT 導入による文献的効果報告

1) 術前病棟業務量の削減

谷口ら［15］は自施設の病棟看護師 106 名を対象

に術前における従来の輸液管理による業務時間（輸

液管理）と経口的な飲料摂取管理による業務時間（経

口管理）についての調査をおこなった。輸液管理に

よる業務時間は輸液路を準備して患者に確保し輸液

を開始するまでの時間とした。経口管理による業務

時間は経口飲料を準備し患者に提供し飲水方法を説

明し終えるまでの時間とした。この結果、従来の輸

液管理では 1 症例当たり 10.5±6.0 分を要したのに対

し、経口管理は 4.9±3.6 分しか要しなかった。この

差は 5%未満の危険率で有意であった［15］。このよ

うに術前経口補水療法を導入すると術前の病棟業務

が削減され、本来のより質の高い業務に割く時間を

増やすことができると考えられる。

2)医療安全の向上

谷口ら［15］は自施設の術前輸液を止めて術前経

口補水療法を導入する前後 1 年間のインシデント数

について調査した。従来の術前輸液を施行していた

1 年間における月当たりの平均入院患者数は 364±

16 人 /月に対して総インシデント報告数は 140±35

件であったが、術前経口補水療法を開始後の 1 年間

における月当たりの平均入院患者数は 351±12 人 /月

と若干減少したにもかかわらず、総インシデント報

告数は 155±25 件と増加していた。このように総イ

ンシデント数が増加したにもかかわらず、輸液関連

のインシデント数は逆に 27±9 件から 15±9 件に 5%

未満の危険率で有意に低下した［15］。このことから

経口補水療法を導入したことにより病棟での特に輸

液関連の医療安全が向上したと考えられた。術前の

輸液を扱うことがなくなればその関連のインシデン

トも減るのは極めて当然の結果である。

3)患者快適性の向上

Hausel ら［16］は胆嚢摘出術予定患者 (174 名 )と結

腸手術予定患者 (78 名 )の計 252 名を対象として術前

補水療法として①preOp®と呼ばれる ORS を用いた



藤 野 能 久 ほか

- 34 -

群 (ORS 群、n=80)、②プラセボ飲料（preOp®と二重

盲検法で区別できないほど同様に味付けした水）を

用いた群 (プラセボ群、n=86)、③術前夜から絶飲食

を続けた群（絶飲群、n=86）に分けて手術当日朝に

飲水後（絶飲群は飲水せず）の a)空腹感、b)口渇感、

c)不安感、d)不快感、e)疲労感、 f)集中力の欠如、g)

脱 力 感 、 h) 不 健 康 感 な ど に つ い て VAS (Visual

Analogue Scale)を用いて経時的に調査した。結果は

1)ORS 群は他の 2 群に比較して 5%未満の危険率で有

意に空腹感や不安感が少なかった。 2)ORS 群とプラ

セボ群は絶飲群に比べて 0.01%未満の危険率で有意

に口渇感が少なかった。 3)飲水後の時間経過による

傾向に関して ORS 群は一貫して口渇感、空腹感、不

安感、不快感、不健康感が 5%未満の危険率で有意に

減少していた。 4)プラセボ群は不健康感や不快感は

減少したが、悪心・疲労感や集中力の欠如は 5%未満

の危険率で有意に増加していた。5)絶飲群は空腹感、

口渇感、疲労感、脱力感や集中力の欠如が 5%未満の

危険率で有意に増加していた。以上から術前 ORT の

施行は空腹感や口渇感の改善のみならず、不安感や

不快感を改善し、プラセボ群や絶飲群に比較して疲

労感や集中力の欠如に影響を与えないことが示され

た。

一方、Taniguchi［17］らは乳房切除予定の婦人患

者 50 名を対象に、25 名を術前点滴群（フルクトラ

クト®500ml）、残りの 25 名を ORT 群 ( OS-1®500ml)

に分け、手術前の空腹感、口渇感、術前の身体拘束

感についてそれぞれ質問したところ、それぞれ 4%、

0.1%、0.1%未満の危険率で有意に ORT 群の方が勝っ

ていた。以上の結果からも、術前 ORT の施行は空腹

感や口渇感のみならず、術前の身体拘束感をも改善

し、総じて術前の快適性向上にも寄与すると考えら

れた。

4)病院収入の増加

本院が平成 23 年に ORT を施行したことによる栄

養管理室での増収は結果に示すとおり、施行数 250

例程度でおよそ 7 万円程度であった。もしも本院が

DPC 認可病院であったとすると、さらにおよそ 5 万

円分の輸液製剤の病院持ち出し分が削減でき、合計

およそ 12 万円分の増収となる。わずかな増収ではあ

るが、業務量が削減され、医療安全性が向上し、患

者の快適性が向上した上での増収であるので当療法

を導入する上で意義は大きいと考えられる。

麻酔科主導の ORT 導入時の工夫や注意点

新システムである術前 ORT 導入初期の混乱を最小

限にするために比較的導入しやすいと思われる診療科

から一ヶ月に一科ずつ増やす方法で慎重に開始したの

で、導入初期には当療法適応であっても当療法を控え

る症例があったり、転任してきた直後の外科系主治医

に十分な説明をする時間がなく、主治医のそれまでの

習慣で術前点滴をオーダーされていた患者さんに当療

法を控えたりしていたため、当療法適応患者であって

も当療法を施行しない症例が何例かは存在した。しか

し、次第に適応症例は必ず当療法を施行するようにな

り、およそ 1 年後には麻酔科管理の術前 ORT 適応症例

すべての標準療法となった。その理由として、導入前

には麻酔科医が個別に各科長医師や病棟看護師長と詳

細を調整するのみならず、医局会や院内研究発表会の

機会を利用して院内職員に説明し、周知を行った上で

職員用の説明書も配布し、さらに実際の ORT 導入時に

は繰り返し病棟に足を運び、確認と説明を患者と職員

に繰り返し行うことによって導入が円滑におこなわれ

たと考えられた。具体的には麻酔科術前診察時だけで

なく手術前日の夕食前後や手術当日早朝に病棟回診を

行い、ORS の飲水状況を確認し、ORS の飲み方や絶飲

時間について病棟看護師と患者に直接丁寧に繰り返し

説明した。また、病棟での術前指示票を改変し新たに

術前経口補水療法の項目を作成した。さらに ORS の病

棟からのオーダー方法も調整して栄養管理室の協力も

得た。

以上のように、当院では麻酔科が主導して直接患者

にきめの細かい説明を繰り返し行いながら術前 ORT

を導入したことによって、関連外科系診療全科にわた

り短期間で円滑に当療法が導入できたと考えられた。

平成 24 年時点において術前の ORT を施行している施

設は全国で相当な数に上っていると推定され、術前の

スタンダードな処置になりつつある。しかしながら、

導入されている施設においても一部の外科系診療科に

限られていることが多く、外科系全科に導入されてい

る施設は意外と少数と聞く。当院のように外科系全科

に術前 ORT を導入することによって病棟での術前処

置として標準化され、病院全体として統一した術前処

置を行うことができるようになり、看護師サイドの対

応も統一化され、病棟での医療安全上も利点が大きい

と考えられた。

術前に絶飲期間を短縮して懸念されることは、胃内

容残存物存在の可能性に伴う全身麻酔導入時の誤嚥の

危険性である。従って麻酔科が責任を持って主導して

術前 ORT を推進したことが比較的短期間に導入でき

た理由の 1 つであったと考えられた。一般に、病院全

体に新しい方法を導入するときにはリスク・業務量や

費用が増える事が多く、メリットを予想できても進め

ることが困難なことがある。今回の術前 ORT の導入の

場合、全身麻酔導入時の誤嚥のリスクは麻酔科が負う
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一方、病棟での医療安全は向上し、業務量に関しては

病棟では減少し、麻酔科や手術部では若干は増え、必

要な費用はむしろ減少し病院の増収になる。このこと

からも麻酔科が主導して導入することが最も円滑に導

入できると考えられた。

ORT 導入の効果を評価するための指標

ORT 導入の目的は術前の脱水を予防するだけでな

く、患者の快適性や医療安全の向上、医療従事者の業

務量減少の他、術後早期回復とされている。このよう

にいくつもの評価項目がある。今後 ORT 導入の効果を

客観的にさらに評価していくには、それぞれの評価項

目について具体的な数値が必要となる。例えば、術後

早期回復について言えば、術後感染や術後縫合不全の

頻度はどうであったかとか、術後何時間で飲食できた

とか、術後何時間で歩いてトイレに行けたとか、退院

のためのいくつかの指標が何時間で得られたかなどの

数値が術後回復程度を知る指標として重要と考える。

まとめ

当療法導入の要点は術前処置簡素化であるが、患者

の術前脱水を予防するだけなく、術前快適性および術

後回復力向上、病棟での医療従事者業務量削減と医療

安全の向上、病院収入の増加など多岐に渡り、導入効

果は大きい。一方、当療法を導入して最も懸念される

ことは全身麻酔導入時の誤嚥の危険性の増加と思われ

る。しかし、麻酔科術前診察時の慎重な患者選択と、

患者への十分な説明および絶飲から麻酔導入まで決め

られた時間を守る限り、この懸念は解消される［9］。

従って、当療法導入時には麻酔科主導が望ましく、患

者への繰り返し丁寧な説明と監視が大切であると思わ

れた。

当院では麻酔科が主導して術前経口補水療法を関

連外科系全科に亘り比較的短期間に導入でき、1 年後

には当院での術前の標準療法になった。

利益相反はなし。

本論文の要旨は第 16 回京滋 NST 研究会にて発表し

た。
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第９回 基礎･臨床融合の学内共同研究発表会

再生医療のための次世代薬物輸送システム

「Intelligent Drug Delivery System (DDS) for Regenerative Medicine」

日時： 平成 24 年 10 月 29 日（月）16 時〜18 時

場所： 管理棟 3 階 大会議室

研究責任者： 小松 直樹、 木村 隆英 （生命科学講座）

寺島 智也、 前川 聡 （内科学講座）

椎野 顯彦、 犬伏 俊郎 （MR 総合研究センター）

藤野 和典、 江口 豊 （救急集中治療医学講座）

小島 秀人、 木村 博 （生化学･分子生物学講座）

柏木 厚典 （病院長）

司会： 小笠原 一誠 （疾患制御病理学）

講演者と演題：

小松 直樹 ナノダイヤモンドのドラッグキャリアへの応用

寺島 智也 分子 ZIP コード標識による超ウイルスベクターを用いたピンポイント遺伝子輸送

椎野 顯彦 ファージディスプレイ法を用いた分子標的造影剤の開発 -マウス膵臓のβ細胞の造影-

藤野 和典 肝血管走行改変と遺伝子治療による全膵機能再生の試み

小島 秀人 糖尿病合併症を誘導する異常骨髄細胞の同定と新規治療の開発

はじめに

再生医療とは「損傷を受けた生体機能を、幹細胞な

どを用いて復元させる医療」と定義される。具体的に

は、幹細胞からの臓器の分化誘導とその移植、遺伝子

や薬物による in vivo での体性幹細胞への治療、がんや

遺伝子異常症の遺伝子治療、さらにこれらを融合させ

たものであり、夢の医療への期待はすべての診療科へ

と膨らんでいる。しかし、実用化のためには根幹を成

す二つの基本要素の完成が必須である。第一は安全に

取り扱える幹細胞、第二は in vivo で遺伝子や薬物を確

実に標的細胞へと運べる薬物輸送システム（ drug

delivery system: DDS）である。

第一の要素である幹細胞については、ES 細胞や iPS

細胞などでは培養状態で細胞に遺伝子や薬剤を加える

ことで分化・増殖を制御し、目的細胞へと誘導し、そ

こに先端技術を駆使した新たな利用法が次々と開発さ

れている。しかし、体の中に隠れて存在する体性幹細

Received: January 15, 2013 Accepted: February 20, 2013
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胞や、一旦移植した幹細胞に操作を加える場合には、

目的細胞だけにアプローチする良い手段がない。例え

ば、がんや一部の慢性進行性疾患では、根治標的であ

るがん幹細胞や変異幹細胞は、現在の技術では所在が

確定できない。たとえ推定できても、小さい病変の画

像化には限界がある。さらに、体内で直接臓器再生を

目指す場合にも、輸送標的である体性幹細胞はごく微

量である。予期せぬ副作用を避けるためには、目的細

胞のみを確実に標的化できる技術が鍵となる。

この研究グループでは、体内の特定の細胞に対し、

分子住所コード（molecular ZIP-code）と名付けたアミ

ノ酸７桁の分別コードを採取する。それをトランスレ

ーショナル・リサーチで生み出される画期的な薬物と

一体化させ、郵便番号のように使用して分子イメージ

ング、治療、さらに臓器再生への利用を試みる（図１）。

図１．分子住所コードの概念図

今回の発表では、まだ分別コードは基礎研究段階とし

か言えないが、今後の発展しだいでは、個別化医療の

担い手として再生医療の実現に貢献できるのではない

かと考えている。

すべての研究は始まったばかり。今後、多くの研究

者が参加し、再生医療の未来を切り開く滋賀医科大学

発の新しい治療戦略となることを念じている。

(文責、小島秀人 )
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ナノダイヤモンドのドラッグキャリア-の応用

小松直樹, ZhaoLi

滋賀医科大学　生命科学講座・化学

Nanodiamond as a multifunctional vehicle for DDS

Naoki KOMATSU and Li ZHAO

Department of Chemistry. Shiga University of Medical Science

Abstract Biomedical applications of nanoperticles have been attracting growing interest as a drug carrier and an imaging

probe. In this context, we are focusing Oll the ilanodiamond because of the low-toxic and surface-modifiable nature. In this

paper, we will report on the progress on the application of nanodiamond and other nanoparticles as a drug earner and an

imaging probe二1) solubihzation in a physiological environment by surface functionahzation with polyglyeerol, 2) size

separation by size exclusion chromatography, 3) immobilization ot targeting moiety such as peptide, and 4) drug and gene

loading, shipping, and releasing.

Kewo rd Nanodiamond, drug earner, drug delivery', gene deliver}'t'

はじめに

遺伝子を含むさまざまな薬剤を輸送する手段はdru里

delivery system(DDSlと総称され・る。これには、一般

治療薬の輸送のみならず、体性幹細胞を標的として臓

器再生を目指す遺伝子治療なども含まれる。このよう

な次世代先端医療を支える新しい　DDS　デバイスの条

件として、日常臨味に直結する安全なものであると同

時に、確実に標的を捉えられる新手法の開発が期待さ

れているo　我々のグループでは、独自に開発したナノ

ダイヤモンドの修飾法に新たな標的化技術を加え、

様々な用途に対応できる、拡張性、柔軟性、汎用性を

兼ね備えた　DDS"-)ノ、.デバイスの合成法を確立した

ので、報告する,

ナノダイヤモンドの可溶化およびサイズ
分離

酸化処理のなされたナノダイヤモンドは、純水中で

は、安定な溶液を形成するものの、イオン存在下では、

すぐに凝集が起こり沈降する[lL即ち、ナノダイヤモ

ンドの生体環境下での溶解性はきわめて低く、これが

ボトルネックとなって、本格的な生体イメージング素

子への展開は未だなされていないコ　実際、蛍光ナノダ

イヤモンドの応用は、細胞ラべリングに関する多くの

例と透明な線虫のイメージングが一例報告されている

のみである[2工　このような背景において、ナノダイ

ヤモンドの真の生物医療応用を目指す第一歩として、

ナノダイヤモンドの表面をポリダリセロールにより修

飾することで、生体環境下でも十分な書容解性を持つナ

ノダイヤモンドを作成することに成功した[3],また、

この高い溶解性を活かして、ナノダイヤモンドのサイ

ズ排除クロマトグラフィー(SEC)によるサイズ分離

に幸J成功した[3-10上　同様の方法論は、ナノダイヤモ

ンドのみならず、金属酸化物のナノ粒子にも適用可能

であることが明らかとなった.:.具体的には、酸化亜鉛

ナノ粒子[11]、酸化鉄ナノ粒子なども12]、ポT)ダリ

セロールにより被覆され、高い音昏解性を示すこと、さ

らに、ナノダイヤモンドと同様、 S ECによりサイズ

分離がなされることを明らかとした。

標的指向性部位の結合

生体環境下で溶解したナノダイヤモンド、もしくは

ナノ粒子を狙ったところに送り込むためには、特定の

組練や細胞、あるいは、そこに偏在するタンパク質等

に親和性のある標的指向性部位をナノ粒子上に結合さ

せる必要がある。.そのため、図1に示すような古典的

な有機合成反応により、ポリダリセロールの水酸基を

変換し、最終工程では、クリックケミストリーと呼ば

Received November 20, 2006
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図1　ポリダリセロール上での官能基変換に基づく標的指向性部位の結合

れる反応を用い、各種ペプチドをナノ粒子最表面に、

共有結合を介して固定する方法論を確立した【12],杏

法により　RGD　ペプチドを固定した酸化鉄ナノ粒子を

作成し、これをガン細胞(HeLa,U87MO,A549)培養

液中に共存させ、よく洗浄した後、鉄染色を行ったと

ころ、 RGDペプチドの受容体である　α、恥-inte掌rinが

過剰に発現しているU87MG.A549　では、鉄由来の青

色が確認された。.一方、 HeLa　は、ほとんど染色さjl

なかった【12]ナノ粒子上に固定したペプチドの標的

指向性をilll√itro　で確認した。

薬剤の担持、運搬、徐放

DDS　の完成を目指し、抗ガン剤を配位結合により担

持したナノダイヤモンドやプラスミドをイオン結合に

より担持したナノ粒子など、薬剤を担持した各種ナノ

粒子を合成した丁　これを用いて、今後、 invitro,invivo

での検討を行う,それと同時に、蛍光ナノダイヤモン

ドや磁性ナノ粒子を用いた光、 MRによるイメージン

グについても検討していく予定である。.

文献

[1】　Takimoto, T. Char10, T. Shimizu. S. Okabe. H. Ito.

M, Morita. M. Kimura. T. Inubushi. T. Komatsu. N

Preparation ot fluorescetlt diamond nanoparticles

stably dispersed mider physiological environment

through milIti-step organic transformations. Chem

Mater, 22: 3462-347L 2010.

[2】　Mohan. N. Chen, C-S. Hsieh, H-H, Wu. Y-C,

Chang-　H-C In vivo imag‖唱　and toxicitv

assessments ot fluorescent nanodiamonds in

caenorhabditis elegans. Nano Lett. 10: 3692-3699.

2010.

[3]　Zhao, L. Takimoto、 T.Ito,M、 Kitagawa.N.Kimura、

T, Komatsu, N Chromatographic separation ot

higllly soluble diamond nanoparticles prepared by

polyglycerol grafting. Angew Chem Int Ed. 50:

1388-1392.2011.

【4】　小松直樹.ナノ炭素材料(カーボンナノチュー

ブ、ナノダイヤモンド)を仕分ける.粉体技術.2:
28-36、 2010.

[5]　瀧本竜哉、森田陽一.門田直樹、青沼秀児.木村
陸英,小松直樹.医療応用を目指したナノダイ
ヤモンドの表面官能基化とサイズ分離.ケミカ
ルエンジニアリング.54:947-951.2009.

【61　小松直樹.ナノダイヤモンドの医学的応用.機
能材料.29: 23-29. 2009.

[7]　小松直樹,生物・医療応用を目指したナノダイ
ヤモンド粒子のサイズ分離と表面化学修飾.義
面科学. 30: 273-278, 2009.

[8】　小松直臥医療応用.ダイヤモンド技術総覧.第
9車　　7 : 683-687.2007.

[9]　小松直樹.ナノ医療を目指したナノ炭素材料科
学.ケミカルエンジニアリング. 51: 94ト944.

2006,

llU】小松直樹.門田直樹.木村隆菜.ナノダイヤモン
ドの表面化学修飾とその物性に与える影響.
Nell Diamond. 83: 24-25. 2006.

[11] Zhao. L. Takimoto. T. Kinlura. T, Koillatsu. N

Polyglycerol tunctionalization ot zno nanoparticles

tor stable hヽdrosol in physiological media. J Indian

Chem Soc. 88: 1787-1790.2011.

[121 Zhao. L. Chano. T. Monkawa. S、 Saito. Y. Shiino.

A. Shimizu. S. Maeda. T, Ine. T. Aonuma. S.

Okabe. H. Killuira、 T. IruibuShi. T. komatsu. N

Hyperbranched polyglycerol-grafted

superparamaさnetic iron oxide nanoparticles:

Svntllesis. characterization. tunctionahzatiorl、 size

separation, magnetic properties. and biological

applications. Advanced Functional Materials. 22:
5107-5117, 2012.

a4



滋賀医大誌 26(1), a5-7, 2013

1

分子 ZIP コード標識による超ウイルスベクターを用いた

ピンポイント遺伝子輸送

寺島 智也 1)，小島 秀人 2), 大井 二郎 1), 川合 寛道 1), 前川 聡 1)

1) 滋賀医科大学 内科学講座（糖尿病・腎臓・神経内科）

2) 滋賀医科大学 分子遺伝医学講座

Super viral vector for pinpoint gene transfer

by molecular ZIP-code

Tomoya TERASHIMA1) Hideto KOJIMA2), Jiro OI1), Hiromichi KAWAI1) and Hiroshi MAEGAWA1)

1) Department of Medicine, Shiga University of Medical Science

2) Department of Molecular Genetics in Medicine, Shiga University of Medical Science

Abstract

"Molecular ZIP-code" is very small size of peptide, which be able to target to specific tissues or cells, recently considered as one of the

remarkable material for molecular imaging or therapy. In this study, we engineered the new therapeutic strategy to realize pinpoint gene

transfer with "Molecular ZIP-code" inserted into helper-dependent adenovirus vectors (HDAd). We identified three different types of dorsal

root ganglion (DRG) "Molecular ZIP-code" which could specifically bind to DRG neurons. Each ZIP-code were separately inserted into the

fiber of helper virus detargeted for its native tropism (coxsackie and adenovirus receptor and heparan sulfate proteoglycan binding site). We

generated the DRG-targeting HDAd with the use of DRG-targeting helper virus, injected the HDAd into intrathecal lesion of mice and

evaluated the transduction efficiency. Most effective HDAd produced a 100-fold higher transduction of DRG neurons than non-targeting

vector and three different kinds of DRG-targeting HDAd showed the different transduction patterns in the cell size distribution of DRG

neurons. We succeeded to develop a new strategy to produce HDAd that specifically target DRG neurons. The development of the strategy in

this communication using the much more versatile and far less toxic HDAd should facilitate its possible application in clinical trials for DRG

neuronopathies in the near future.

Keyword Molecular ZIP-code, helper-dependent adenovirus vectors (HDAd), gene transfer, dorsal root ganglion (DRG)

1.はじめに

近年、全身臓器または組織は非常に短鎖なペプチド

で標識されることが報告され、それらペプチドが生体

内で臓器の場所を示すことから、体内の郵便番号のよ

うに捉え、「Molecular ZIP-code (分子 ZIP コード)」

と称され、分子診断や分子治療への応用性が期待され

ている [1]。

そこで、我々はこの「分子 ZIP コード」を用いて組

織特異的遺伝子治療ベクターの開発に着手することに

した。使用するベクターとしては、以前より安全性が

高いことで注目されている「ヘルパー依存型アデノウ

イルスベクター」[2]である。また、標的組織としては、

以前より我々が精通している後根神経節（DRG） [3,4]

を用いた。

具体的には、①DRG 標的分子 ZIP コードの同定、②

ZIP コードのアデノウイルス（ヘルパーウイルス）へ

の挿入、③DRG 標的ヘルパー依存型アデノウイルスベ

クターの作成および効果判定、の順に検討を行った。

2. DRG 標的分子 ZIP コードの同定
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組織標的ペプチドを検索するために、ファージライ

ブラリーキット（New England BioLab)を用いた in vitro

ファージディスプレイ（図１）[1]を行った。このキッ

トは、ファージの親和性を決定していると言われる先

端部に７つのアミノ酸をランダムに発現するように調

整されている。このファージ 1012pfu を神経細胞以外

の細胞に吸収させ、結合しなかったファージを DRG

ニューロンと反応、結合したファージを回収、増幅を

行った。この過程を５回繰り返し、DRG に対して親和

性、特異性の高いファージを決定し、そのアミノ酸配

列の同定を行った。

図１．ファージディスプレイ法を用いた

DRG 標的分子 ZIP コードの同定

その結果、DRG1:C-SPGARAF-C, DRG2:C-DGPWRK

M-C, DRG3:C-FGQKASS-C, の三種類の DRG 標的分子

ZIP コードを同定した [5]。

3.ZIP コードのアデノウイルス（ヘルパーウ

イルス）への挿入

同定した DRG 標的分子 ZIP コードをアデノウイル

スに挿入するが、一般的にアデノウイルスが感染する

際に結合する部位が分子 ZIP コードの効果を低下させ

てしまうと考え、共通結合部位を改変したものを用い

ることとした。アデノウイルスには、ファイバーと呼

ばれる構造があり、その先端に近いノブ部分 (fiber

knob) に コ ク サ ッ キ ー ア デ ノ ウ イ ル ス レ セ プ タ ー

(CAR) 結合部位を、シャフトの部位 (fiber shaft) にヘ

パラン硫酸塩 (heparan sulfate) 結合部位を有している。

それらの結合能力を欠失させたファイバー遺伝子をプ

ラットフォームとして用いることとした（図２） [6]。

図２．アデノウイルスへの

DRG 標的分子 ZIP コードの挿入

ま た フ ァ イ バ ー の 基 部 で あ る ペ ン ト ン ベ ー ス

(penton base) に存在する RGD モチーフ（インテグリ

ン結合部位）については、ウイルスパーティクルが細

胞内に取り込まれるために必須であり、温存とした（図

２）[7]。目的の DRG 標的分子 ZIP コードは、ファイバ

ーノブの先端部分に制限酵素サイトを作成後に遺伝子

配列の改変を行うことにより挿入した。

次に、DRG 標的分子 ZIP コードを挿入したアデノウ

イルスベクターのターゲティング効果を確認するため

に、改変したアデノウイルスベクターをマウス髄腔内

への注射を行った。その結果、投与２日後の DRG 組

織で、改変ウイルスベクターが見事にターゲティング

し、輸送遺伝子（この場合 lacZ のレポーター遺伝子）

から合成された蛋白が発現していることが分かる（図

３）。実体顕微鏡下にて、神経線維部分での発現はほと

んど認められず、神経節のみで発現を認め、さらには

神経細胞の形態が丸く観察される（詳細は、切片で確

認済み）。発現程度は、DRG1>DRG2>DRG3 の順に高発

現を認めた [8]。
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図３．DRG 標的アデノウイルスの発現効果

（青色：X-gal 染色、実体顕微鏡下にて）

4.DRG 標的ヘルパー依存型アデノウイルスベ

クターの作成および効果

DRG 標的化アデノウイルスベクターが組織特異的

遺伝子輸送に効果的であることより、安全性の高いヘ

ルパー依存型アデノウイルスベクターへの応用が可能

であると考え、DRG 標的ヘルパー依存型アデノウイル

スベクターの作成を行った。作成したベクターをアデ

ノウイルスの際と同様に、髄腔内に投与し、ターゲテ

ィングの効果を判定した。図４に示されるように、

DRG1-3 の DRG 標的分子 ZIP コードにて標的化したヘ

ルパー依存型ウイルスベクターは、野生型 (WF)に比較

し、GFP 蛋白の強い発現を認め、その程度は、特に

DRG1,DRG2 にて強い傾向にあった [8]。

図４．DRG 標的ヘルパー依存型アデノウイルスベク

ターによるターゲッティング（上段：実体顕微鏡（DRG

組織）、下段：蛍光顕微鏡（DRG 切片））

5.超ウイルスベクター(組織特異的標的ヘル

パー依存型アデノウイルスベクター)の有用

性

今回、我々は、分子 ZIP コードを利用して、組織特

異的標的ヘルパー依存型アデノウイルスベクターの作

成に成功した。このウイルスベクターシステムは、効

率よく目的の臓器（組織）のみに遺伝子を輸送できる

ため、最小限のベクター量にて高蛋白発現（遺伝子治

療効果）が期待できる。更に、他の臓器（組織）への

副作用を最小限に抑えられるだけでなく、目的臓器（組

織）に対しても、ウイルス毒性などの影響を最小限に

とどめることを可能とする”超ウイルスベクター”で

ある。今回の検討では、DRG を標的としたが、全身の

各臓器（組織）の分子 ZIP コードが明らかになれば、

目的の遺伝子を目的の部位のみに運ぶ理想的な遺伝子

輸送システムの構築も可能とするものであると考えら

れる。
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ファージディスプレイ法を用いた分子標的造影剤の開発
マウス膵臓のβ細胞の造影
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Development of molecular contrast agent using phage display
MR imaging of mouse pancreatic beta-cells
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Abstract

We developed molecular contrast agent for mouse pancreatic beta-cells. Peptide targeting beta-cells have been selected by

phage display method. For MR contrast, we conjugated the peptide probe with superparamagnetic iron oxide. After tail vein

injection of the agent, MR images of normal and streptozotocin-induced diabetic mice were acquired by 7T MR scanner. The

pancreas of the normal mice was well enhanced 30 to 60 minutes after the injection, but the pancreas of diabetic mice was not.

These results indicate that the contrast agent has effectively enhance pancreatic beta-cells and has potential for clinical use.

Keyword Molecular target，Magnetic resonance imaging，phage display, pancreatic beta-cell
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1. はじめに

癌やリウマチの治療に分子標的薬が開発され、臨床

の場で大きな成果が得られている。これらの薬は標的

細胞がもつ特異的な構造物を分子レベルでとらえ、そ

れを標的として効率よく作用するように開発されてい

る。我々のグループが目指しているものは、分子標的

プローブの生体内での動態を可視化することにより、

drug delivery system(DDS)を含めたより効率的な診断

や治療に役立てる物質を開発することである。例えば、

糖尿病における膵臓のβ細胞の画像化と定量化ができ

れば、診断や治療効果の判定に極めて有用であるばか

りではなく、残存するβ細胞に選択的な治療物質を送

り込むことにより新しい治療の開発も可能になる。

我々はファージディスプレイ法で発見したペプチドを

プローブとして用いることにより、マウスの膵β細胞

の描出が MR 装置で可能であるかどうかを検討した。

2. 方法と結果

ファージディスプレイ法は、任意のペプチド遺伝子

をファージのカプシド構成タンパク質の遺伝子(pIII)

に組み込むことによって、標的分子に結合するペプチ

ドや抗体(Fc 領域)を提示する方法で、1985 年にGeorge

P. Smith によって報告された 1)。７つのアミノ酸を挿

入した場合には、アミノ酸20 種類の７乗(207)、約10

億種類のペプチドをファージに表出させることが可能

となる。我々はこの手法を用いてマウスのβ細胞に特

異的に結合するペプチド・プローブの配列を発見し、

病理組織学的にこのプローブがβ細胞周辺の血管内皮

に特異的に結合していることを確認した。ファージデ

ィスプレイ法の詳細は、別記、寺島らの報告を参照さ

れたい。次にこのプローブにリンカーを介して

superparamagnetic iron oxide(SPIO)に結合させるこ

とによりMRI用の造影剤を作製した。造影剤のための

nano-particleの詳細は、別記、小松らの報告を参照さ

れたい。

このように作製された造影剤をマウスの尾静脈から

投与し、１時間ごとに内臓を摘出しMRIで撮像した結果、

膵臓が造影されていることを確認した。病理組織標本

で、造影剤静注後30分から1時間でSPIOの濃度が膵臓で

高いことを確認した。

次に生体マウスにおけるMR造影効果を調べてみた。

結果、図に示すように肝臓と脾臓の他、膵臓が造影さ

れていることが判明した。

同様にストレプトゾトシン(STZ)で処理した糖尿病

マウスで撮像してみると、図のように投与後4時間経過

しても膵臓の造影は認められなかった。造影剤投与後

のマウスは、実験から１週間以上経過しても状態に変

化なく、元気であった。

3. 考察

MRI の分子イメージングで問題となるのは造影効果

の検出感度が低いことである。造影剤が標的に集まる

濃度を同じと考えた場合、MRI は PET の１万分の１程

度の感度しかない。細胞膜のレセプターの密度は

10-9-10-13mol/g of tissue 程度であり、MRI で検出できる

造 影 剤 の 最 低 濃 度 は 、 Gadoteridol(ProHance®) で

5*10 -7mol/g、G６デンドリマー（200 程度の Gd-DTPA）

で 1.9*10 -10mol/g、SPIO で 1.6*10-11mol/g と言われてい

る 2)。解決策として数多くの Gd を付着させることに

より造影効果を高める手法が考案され、その担体とし

正常マウスの腹部 MRI。造影剤投与前、尾静脈から投
与 30 分と 1 時間後の MR 画像を示す。 7T-MR 装置。
呼吸同期、TR/TE=1000/16msec。

図の C-XXXXXXX-C がファ
ージディス プレイ 法で見つ
けたペプチド• プローブ

STZ マウスの腹部 MRI。造影剤投与前、投与 1 から４
時間後の MR 画像を示す。膵臓右したの脾臓は造影さ
れているにもかかわらず、膵臓が造影されていないこ
と が わ か る 。 7T-MR 装 置 。 呼 吸 同 期 、
TR/TE=1000/16msec。
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は、デンドリマー、リポソーム、ミセル、アポフェリ

チン、ナノチューブや量子ドットなどのナノ粒子があ

る。しかしながら、Gd の数が多くなるほど分子量も大

きくなる傾向があり、標的組織への誘導が難しくなる。

そこで我々は、造影物質として Gd は困難と考えマグ

ネタイトを用いることにした。マグネタイトは強磁性

体であり、MRI の磁場に強い変化をもたらすため、T

２強調画像では信号強度の低下をもたらす。今回の結

果は、プローブのない SPIO では肝臓と脾臓のみが造

影され、膵臓が造影されないこと、STZ 処理をした糖

尿病マウスにおいては、健常マウスと比較して膵臓の

造影が悪かったことから、病理の結果もふまえ、この

分子標的造影剤が膵臓のβ細胞に関連した造影効果を

示している可能性は十分あると思われる。今後、β細

胞やインスリン分泌量と造影効果との相関の有無やこ

のプローブがヒトのβ細胞にも適応できるかの検討が

必要である。
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肝血管走行改変と遺伝子治療による全膵機能再生の試み
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Regeneration of a whole pancreatic function by a bloodstream modification

and a specific gene transfer to the liver
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It has been reported that both pancreatic transplantation and islet cell transplantation are beneficial for patients following an

extensive pancreatectomy and for patients who have type 1 diabetes mellitus. However, after transplantation, these patients

experience the side effects of immunosuppressants and the rejection response. A new therapy to replace transplantation for

pancreatic insufficiency is strongly desired. We are seeking a method to regenerate complete pancreatic function using the liver,

because the liver and pancreas have the same embryological origin. In our previous studies, we produced a virus vector with

the pdx-1 gene, which is well known to be a master gene for pancreatic differentiation, cloned into the helper-dependent

adenovirus, and we then administered it to diabetic mice. Although we found cells that produced both insulin and trypsin in the

liver portal area, these mice died of fulminant hepatitis because of the pancreatic exocrine enzyme produced by the regenerated

cells. Therefore, we think that changing the mode of administration from the tail vein to the bile duct in retrograde fashion to

part of the liver might prevent the onset of hepatic failure. The most important difference between the liver and pancreas is that

the liver receives its blood supply from the portal vein. To regenerate a pancreas in the liver, we observed that changes

occurred in the liver after ligation of the right portal vein. Surprisingly, cell clusters that produced both insulin and trypsin were

observed, but these cells were undifferentiated. These results suggest that modification of blood flow is necessary for the

differentiation of the pancreas, and gene therapy is also needed for maturation to pancreatic cells. We are trying to regenerate

complete pancreatic function in the liver as a therapy to replace transplantation for pancreatic insufficiency.

1. はじめに

膵臓での広範な外科的切除にともなう膵内外分泌

不全患者や、毎日のインスリン自己注射が必要な１型

糖尿病患者においては、膵移植ならびに膵島移植によ

る治療の有用性が報告されている [1]。本邦においても、

2000 年に最初の膵移植が行われた後、脳死移植を中心

に増加しており、近年の報告では５年生着率 73.3%と

Received January 15, 2013 Accepted: February 20, 2013
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欧米と比べて遜色の無い成績を残している [2]。しかし、

増え続けるⅠ型糖尿病患者に対しては、圧倒的にドナ

ー不足の状態が続いていること、免疫抑制剤を使用し

つづけねばならないことが問題点として挙げられる。

膵島移植に関しては、2000 年に Edmonton プロトコー

ル [3]が発表された後世界的な広がりを見せ、本邦でも

2004 年に最初の膵島移植が行われたが、５年インスリ

ン離脱率は 10%しかなく [4]、長期成績不良であった。

近年の免疫抑制剤の変更により離脱率は上昇傾向にあ

るものの、膵移植と同様に免疫抑制剤が必要であるこ

とは変わりなく、膵移植、膵島移植のいずれの治療法

においても、完全な治療法には至っていないのが現状

であり、膵機能不全に対する移植以外の新しい治療法

が望まれている。そこで我々は、外科的切除後患者、

Ⅰ型糖尿病患者の両者に有用である全膵機能再生を試

みているが、まだ取りかかったばかりである。今回の

報告では、現時点までに達成した結果と、今後の目標

につき説明する。

2. 膵内分泌細胞の再生

膵臓の再生を考えるに当たり、膵臓以外で膵機能を

再生させるための臓器が必要である。そこで我々は、

その臓器として肝臓に注目した。肝臓と膵臓は前腸の

内胚葉上皮より生じる肝芽、膵芽に由来し、特に腹側

膵芽は胆管より発生するとされている。このことから、

肝臓と膵臓は発生学的に非常に近い存在であることが

示唆され、肝臓は膵臓に分化する能力が備わっている

のではと考えた。そして我々は、分化誘導因子である

Neuro D ならびに膵島増殖ホルモンである betacellulin

の遺伝子を組み込んだ、肝臓に親和性の高いヘルパー

依存型アデノウイルス (helper-dependent adenovirus:

HDAd)をベクターとして作成し、糖尿病マウスの尾静

脈より全身投与を行った。その結果、肝臓内に膵島が

再生され、糖尿病マウスの血糖値を正常まで低下させ

ることに成功した [5]。同時に、膵臓再生のマスター遺

伝子として知られる分化誘導遺伝子である Pdx-1 を組

み込んだ HDAd-Pdx-1 を投与した場合には、インスリ

ン陽性細胞が門脈近傍に出現したものの、その細胞は

外分泌酵素であるトリプシンも陽性であった。投与後

の血糖値は軽度低下したが、肝逸脱酵素の上昇、ビリ

ルビンの上昇を認め、劇症肝炎に伴う肝不全により、

投与後 20 日にて死亡してしまった [5]。

3. 全膵機能再生のために

我々はこの一連の研究結果を参考とし、全膵機能を

再生させる方法があるのではないかと考えた。まず、

導入するべき遺伝子は、内分泌外分泌ともに再生した

Pdx-1 が必要である。しかし、以前の研究に於いては

HDAd-Pdx-1 を経静脈的に投与したため、肝全域にわ

たる遺伝子導入が行われてしまい、肝炎から肝不全に

陥 っ て し ま っ た 。 こ の 問 題 の 解 決 策 と し て 、

HDAd-Pdx-1 の投与範囲を限局することにより、肝不

全を予防することが出来るのではないか。また、投与

法を経静脈的より経胆管的に変更することにより、再

生された膵外分泌細胞より分泌される酵素が、胆管を

経由して消化管に誘導できるのではないかと考えた。

具体的には、マウス肝右葉は比較的他の葉から独立し

ており（他の葉との融合が殆ど見られない）、右葉にの

み HDAd-Pdx-1 投与を行うことが可能である。また、

経胆管的に投与するためには、胆嚢にカニュレーショ

ンした後、経胆嚢管的に右肝管を経由して、遺伝子治

療ベクターを肝右葉のみに投与することが可能である

と考えている（図１）。

図１：マウス肝右葉は他の葉との融合が少なくほぼ独

立している（図１左）。膵 95%切除を行い、膵内外分

泌不全マウスを作製。その後右門脈を結紮し肝動脈よ

りのみの血流支配とし（肝血流改変）、胆嚢にカニュレ

ーションを行い、胆嚢管を経由して右肝管に遺伝子治

療ベクターを投与する（遺伝子治療）（図１右）。

4. 門脈血遮断による肝臓の変化

もう一つの問題点として、再生された膵細胞が肝臓

内で長期に存続できるか否かが挙げられる。肝臓と膵

臓は発生学的に近い存在であるにもかかわらず、成熟

臓器としては全く異なっている。他にも発生学的に近

い存在として、腸管が挙げられるが、腸管における迷

入膵は存在するが、肝内の迷入膵の存在は皆無と言っ

てよい。また、膵島移植にて肝臓内に移植された細胞

は維持されるのが難しいことが報告されており、（移植

後５年でインスリン注射不要例は 10% （４））肝臓に

は膵臓への分化を抑制する力が働いている可能性が考

えられる。肝臓と膵臓のもっとも大きな違いは、膵臓

は門脈の上流に存在する一方、肝臓は門脈の下流に存

在することであり、門脈血の供給を受けていることに

ある。我々は、門脈血に膵臓への分化を抑制する働き

があると仮定し、肝臓への血流が動脈血のみになった



肝血管走行改変と遺伝子治療による全膵機能再生の試み

a13

場合、つまり肝臓の一つの葉に供給している門脈を結

紮遮断することにより、肝内でどのような変化が生じ

るかを観察した。すると驚いたことに、門脈結紮を行

ったマウスにて、遺伝子治療を行っていないにもかか

わらず、肝内に膵内外分泌細胞の細胞塊が出現した（図

２）。また、2 ヶ月（２M）後にはより鮮明となるが、

インスリンとトリプシンが局在せずに同一細胞に同様

に染色されており、未分化な状態であることが示唆さ

れた。門脈血液中には、やはり肝臓を膵臓へと分化さ

せないための何かが存在することが強く示唆され、肝

臓にて膵臓を再生させる場合には、門脈結紮が必要と

考えられた。

図２：門脈結紮後 2 週間（２W）にて肝内に出現した

細胞塊。抗インスリン抗体、抗トリプシン抗体共に陽

性で内外分泌細胞であると考えられる。また、その細

胞塊は門脈結紮後 2 ヶ月（２M）にてより鮮明となっ

たが、インスリンとトリプシンは同一細胞で同様に染

色されており、未分化な状態であることが示唆される。

5. 今後の展望

以上の結果から、遺伝子治療ベクターの投与法を限

局的に、経胆管的に変更することで、肝不全を防ぐこ

とが出来、膵外分泌酵素は消化管へ導かれるようにな

り、肝血流を改変することにより、再生された膵内外

分泌細胞の維持が可能となり、目標とする全膵機能の

再生が可能になるのではないかと考えている。今後、

マウス膵内外分泌不全モデルマウスを作製し、右門脈

結紮による肝右葉の肝血流改変術＋右胆管よりの限局

的遺伝子治療を行い、全膵機能再生を目指して行きた

い。
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Abstract

Diabetes therapy has dramatically progressed, but the chronic complications such as microvascular and macrovascular

complications are still the important causes of morbidity and mortality rates in diabetic patients. Metabolic perturbations such as oxidative

stress, advance glycation end product formation, protein kinase C and NFκB activation, increased polyol flux, and poly(ADP-ribose)

polymerase-1 (PARP-1) activation play key roles in the onset of the chronic complications. However, the direct cause is not discovered. Thus,

the treatments for the purpose to cure the complications are not established. Recently, we found bone marrow-derived cells that have

abnormal characteristics in their stem cell phase, and were related to the onset of the diabetic complications. Here we show some evidences

that the abnormal bone marrow-derived cells were formed under the high-glucose toxic condition in the bone marrow stem cells, which was

produced by diabetic hyperglycemia, and played a major role as an important pathogenesis of the chronic complications in diabetes mellitus.

Based on those results, we will describe some strategies that lead to the development of new treatments against their evil characteristics of

the diabetic bone marrow stem cells.

Keyword chronic diabetic complications, bone marrow, neuropathy, osteoporosis, proinsulin

1. はじめに

糖尿病は放置すれば死に至る重篤な合併症を併発

する。合併症には糖尿病性昏睡のように急性の代謝障

害で生じる急性合併症と、大小血管障害や骨粗鬆症な

どのように長期間の高血糖状態が持続することにより

出現する慢性合併症に分けられる。近年では新しいイ

ンスリン製剤ならびにインスリン治療用デバイスの発

達がめざましく、さらに、患者さんへの教育法の進歩

もあり、急性合併症のために死に至る例は激減した。

しかし、慢性合併症は減るどころか、逆に増加してい
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る。この原因は、慢性合併症を引き起こす根本的な要

因が同定されていないからと考えられる。

慢性合併症の原因としては、酸化ストレスの亢進、

糖化最終産物の増加、C-キナーゼと NFκB の活性化、

ポリオール経路の亢進、さらに、最近ではポリ (ADP-

リボース ) ポリメラーゼ -1 (PARP-1) などが報告され

てきた。確かにこれらの変化は高血糖状態に伴う代謝

異常が原因として起こってくるものである (図 1) [1]。

（Nature 2001 より改変 )

図１．高血糖状態に伴う代謝異常と合併症に

関与するとされる様々な成因の関係

しかし、これらは糖代謝を是正すると元に戻る可能

性が高い。したがって、これらの要因をもって、一旦

発症すると進行性で治癒困難な糖尿病合併症の病態を

すべて説明するのは困難である。

2. プロインスリン産生細胞の発見

我々は、ストレプトゾトシン（STZ）によって作成

した糖尿病マウスにおいて、遺伝子治療により肝臓内

でインスリンを産生する膵島を新生させ、糖尿病を治

癒させる研究を行っていた。幸い、膵島発生に重要な

転写因子である NeuroD1、ならびに膵島の増殖因子

betacellulin の遺伝子治療により、肝被膜下に半月状の

膵島をたくさん作り出すことに成功し、マウスのイン

スリン欠乏型糖尿病は治癒した [2]。しかし、驚いたこ

とに、遺伝子治療を全くしていないコントロール糖尿

病マウスの肝臓でもインスリンが染色されたのである。

ただし、それはインスリンとしての活性をほとんど持

たないプロインスリンであった（図２） [2]。

図２．STZ マウス肝臓におけるプロインスリン

産生細胞。インスリンの発現に関与する

転写因子 Pdx-1 も同時に陽性を示す。

この現象は、これまで全く報告されていない不思議

な現象であった [3]。そこで、STZ 糖尿病だけでなく、

遺伝性肥満糖尿病モデルである ob/ob マウス（Ob/Ob）、

高脂肪食負荷糖尿病マウス（HFD）などを用いて、様々

な臓器でプロインスリンの発現を調べた [4]。その結果、

このプロインスリン産生細胞は糖尿病マウスの肝臓だ

けでなく、脂肪組織や骨髄、脾臓でも出現していた。

もちろんすでに報告があるとおり、胸腺では糖尿病、

非糖尿病（Nondiabetic）ともに発現していた（図３）。

図３．糖尿病マウスにおけるプロインスリン

陽性細胞の発現。

3. プロインスリン産生細胞の病的意義

糖尿病で出現するプロインスリン陽性細胞は決し

て糖尿病の高血糖を改善させる方向へと働くものでは

ない。このことは、この細胞が出現したからといって

血糖値が良くなるわけではないことから明らかである。

では、この細胞はどこから来て何をしようとしてい

るのであろうか？ 詳細な検討にて、プロインスリン

陽性細胞が本来インスリンを発現するはずのない脂肪

組織や肝臓からも出現していることが明らかとなった。

そこで、この細胞は他の臓器から遊走してきた細胞で

ある可能性を考え、その臓器とは骨髄由来ではないか
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と仮説を立て検討した。放射線照射により、骨髄幹細

胞を死滅させたマウスに緑色蛍光色素タンパク質

（GFP）トランスジェニック（TG）マウス骨髄移植を

行った後、STZ 糖尿病を作成した。このマウスの臓器

を調べたところ予想通り、肝臓、脂肪組織、胸腺、脾

臓などに GFP 陽性細胞が染色され、骨髄由来の細胞で

あることが明らかとなった。しかし、この細胞は、肝

臓では肝臓内にある肝細胞やクッパー細胞、さらに星

細胞 [4-5]、脂肪組織では脂肪細胞 [4]というように、臓

器本来の主たる細胞の形態をしていた。骨髄幹細胞が

様々な臓器へ遊走し、そこでその臓器特異的な細胞へ

と分化する可能性については報告されている。しかし、

ここではその数があまりに多い。さらに肝臓で見られ

た細胞はたいへん大きく、明らかに異常である。そこ

で、糖尿病の合併症に関連するような異常な形質を作

り出すものではないかと考え、典型的な合併症臓器で

ある末梢神経において骨髄由来の細胞の有無とその性

質についての詳細を検討した。

4. 異常な細胞融合現象の発見

非糖尿病マウスでは GFP マウスからの骨髄移植を

行っても、傷害のない末梢神経組織（脊髄後根神経節、

DRG）では骨髄由来を示す GFP 陽性細胞はほとんど見

られない。しかし、糖尿病マウスでは GFP 陽性で、形

態学的にも明らかに神経の形態をした細胞がたくさん

認められた。骨髄由来の細胞が神経へと遊走し、そこ

で神経細胞へとどんどん分化しているとは考えにくい。

そこで、細胞融合を証明するために骨髄移植を行う

際のレシピエントとしてβ -ガラクトシダーゼ（β

-gal）・トランスジェニックマウス（ROSA マウス）、ド

ナーとして GFP マウスからの骨髄移植を行い、そのマ

ウスを STZ にて糖尿病として観察した。また、神経細

胞の証明は神経特異的なマーカーであるニューロフィ

ラメント（NF）を用いた（図４）。共焦点顕微鏡での

蛍光観察にて、GFP を緑、β -gal を赤、NF を青で示し

ている。光の三原色である緑、赤、青が重なるものは

白となり、その細胞が神経細胞で、骨髄から遊走して

きた細胞と融合したものであることを示す [6]。

図４．DRG における神経細胞と骨髄由来細胞

の細胞融合。融合細胞を白↓で示す。

図から明らかなように、非糖尿病では白く染色される

細胞は全く見られないが、糖尿病では 5-10%の細胞が

白く染色されている。

次にこの細胞融合の特徴を検討したところ、以下の

ような現象が認められた。

（１） 融合細胞の数は糖尿病罹病期間が長くなるほ

ど増加した。

（２） 融合細胞ではプロインスリンの発現が陽性で

あった。

（３） 糖尿病マウスの DRG 神経細胞を単離しその機

能を調べたところ、融合していない細胞では

異常が認められなかったが、融合細胞では KCl

刺激による細胞内 Ca2+代謝の異常を認めた。

（４） 融合細胞からは TNFαの発現が見られた。

（５） 融合細胞の発現数と神経伝導速度の低下は罹

病期間に比例して変化した。

これらのことから、骨髄細胞との細胞融合により神

経細胞に持ち込まれる情報は正常な神経機能を阻害す

る可能性が示された。

5. 合併症の誘導機序

以上の検討から少なくとも、糖尿病においては、肝

臓 [5]と神経 [6]では骨髄由来でプロインスリンを産生

する細胞が臓器固有の細胞と細胞融合しそこで TNFα

を発現し、臓器の機能異常（脂肪肝や神経障害など）

をもたらす可能性が示された。我々はこの他にも脂肪

組織において同じようにプロインスリン産生細胞が発

現していることを見出している [2]。従って、このよう

な骨髄細胞由来の TNFαの発現は、インスリン抵抗性

の主たる原因となっていることが十分に想定される。

では、この骨髄由来の細胞は他の臓器でも同じよう

に遊走して合併症に関与する異常を作り出しているの

であろうか。

糖尿病患者では骨折した時には、その回復障害が出

現することが知られている [7]。骨折の治癒に働く細胞

としては骨芽細胞と破骨細胞が重要とされる。これら

の細胞は近年では骨髄の間葉系幹細胞に由来するので

はないかとの仮説もある。もしそうなら、糖尿病では、

骨髄由来の骨芽細胞や破骨細胞に異常があるのではな

いかと考えた。そこで、糖尿病でこれらの細胞がどの

ようになっているのかを検討した [8]。

（１） GFP マウスから骨髄移植をし、そのマウスを

STZ により糖尿病としたのち、大腿骨骨折を
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誘導し、その回復過程を非糖尿病マウスと比

較検討した。

（２） 糖尿病、非糖尿病に関わらず、骨髄由来細胞

に比率では破骨細胞の 70-80%、骨芽細胞の

20%が骨髄由来であった。

（３） 糖尿病では骨芽細胞に明らかな機能変異は見

られなかった。しかし、骨折からの治癒起点

である仮骨の吸収が遅れ、それにともない治

癒の遅延が見られた。このことは破骨細胞の

機能低下を意味する。

（４） そこで、破骨細胞を観察すると、本来細胞融

合より細胞体の大きなものがたくさん出現す

るはずであるが、糖尿病では融合がほとんど

起こらず、小さい細胞がほとんどであった。

これにより仮骨の吸収が遅くなったものと考

えられる。

（５） この破骨細胞の融合障害の原因として、融合

タンパク質の 1 つである DC-STAMP の発現が

低下していた。

（６） 一方、肝臓や神経で見られたプロインスリン

陽性細胞の出現は全く認められなかった。

以上より、糖尿病では骨髄幹細胞に由来する破骨細

胞の機能障害が生じており、その原因として本来融合

するべき細胞が融合せず、十分な機能を発揮できてい

ない可能性が示された。

次 に 、 糖 尿 病 で は 糖 尿 病 性 胃 腸 障 害 （ diabetic

gastroenteropathy）の 1 つとして消化管の運動障害が知

られている。その原因はもっぱら神経障害が主たるも

のとされてきた。しかし、近年、消化管運動のリズム

制 御 に 関 わ る 細 胞 と し て カ ハ ー ル の 間 質 細 胞

（ interstitial cell of Cajal、ICC）が重要な役割を持つこ

とが報告されている。 ICC は自律神経からの刺激を受

けペースメーカーとして働き、腸の運動を制御する。

その際、Ca2+のシグナルによるお互いに刺激を連結し

て伝えるネットワークを形成している。この腸管の

ICC は特異的なマーカーとして c-KIT の染色が用いら

れている。実際、糖尿病患者では大腸における c-KIT

陽性細胞の数を調べて、 ICC の数の減少が報告されて

いる [9]。そこで、これまでの研究と同様に GFP マウス

からの骨髄移植モデルを用いて、糖尿病において骨髄

由来の細胞が腸管の ICC の発現異常に関与しているか

どうかを検討し、以下のような結果を得た [10]。

（１） 腸管の部位により多少の差はあるものの、糖

尿病マウスでは骨髄由来と考えられる GFP 陽

性細胞の出現率が低下していた。

（２） GFP 陽性細胞は c-Kit が陽性のものとそうでな

いものがあるが、糖尿病では c-Kit 陽性細胞の

総和、ならびに GFP 陽性かつ c-Kit 陽性細胞が

減少していた。

（３） c-Kit ノックアウトマウスでは腸管の動きが障

害されることが報告されている。従って、糖

尿病では骨髄からの c-Kit 陽性細胞の遊走が低

下していることが腸管運動能低下に関与して

いる可能性がある。

（４） 骨と同様に、肝臓や神経で見られたプロイン

スリン陽性細胞は全く見られなかった。

上記より、糖尿病性胃腸障害の一部にも、骨髄由来

ICC の減少と機能の変化が関与している可能性が明ら

かとなった。

以上のことから、糖尿病合併症の発症に関与すると

思われる骨髄由来細胞に起きている変化としては以下

のようにまとめられる。

（１） 本来持っていない（細胞融合して融合相手細

胞内で TNFαなどの細胞傷害性のサイトカイ

ンを発現するなど）機能が発現する。

（２） 本来の機能が制限され、十分に発揮できない。

（３） 骨髄から各臓器に遊走して働く細胞の数が減

少する。

すべての合併症について検討したわけではないが、

これまでの結果より類推すると、正常骨髄から特定の

細胞が様々な臓器へと遊走しそこで重要な役割をして

いる。それらは独自に機能分化した重要な働きを持っ

ている可能性がある。肝臓のクッパー細胞や星細胞、

消化管の ICC、脂肪組織の脂肪細胞、骨組織の破骨細

胞などがそれである。

一方、これらとは別に、糖尿病では糖尿病特異的に

TNFαを産生し、神経細胞や肝細胞と特異的に細胞融

合する異常な細胞が出現している。さらに、これに呼

応するかのように、上記に述べた正常状態で常に出現

し、様々な臓器内で役割を果たしている骨髄由来の細

胞が機能を失ったり、数の減少を来たしたりしている。

このことは高血糖下に骨髄内でこれらの細胞のもとに

なる細胞、すなわち骨髄幹細胞（造血幹細胞と間葉系

幹細胞を含む）に異常が生じていることを示唆する。

6. 合併症は治癒できるのか？

ここで話を糖尿病性神経障害に戻す。神経障害では

骨髄由来の異常な細胞が DRG 神経細胞に細胞融合し、

そこに本来神経で発現するはずのない TNFαの遺伝子

を強制発現させ、融合細胞だけでなく、まわりの細胞

にも TNFαの悪影響を与えることになる。そのような、

半ば外界から加えられた異常な遺伝子発現を元に戻し、

神経の正常な機能の回復は可能であろうか？

この点について検討する目的から、すでに慢性関節

リュウマチに対する新しい分子標的薬として開発され
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ている抗 TNFα抗体薬（ infliximab）のマウス糖尿病性

神経障害に対する治療効果を検討した [11]。

（１） STZ 糖尿病マウスを作成し、すでに神経障害

のために坐骨神経の神経伝導速度が低下した

マウスに infliximab を投与して 2 週間の経過を

観察した。

（２） Infliximab は糖尿病マウスの神経障害を完全に

治癒させた。

（３） Infliximab は糖尿病マウスの神経組織で発現し

ている細胞融合によりもたらされた異常な

TNFα -mRNA の発現を消失させた（図５）。

図５．糖尿病 DRG 神経細胞での TNFα -mRNA

発現に対する抗 TNFα抗体の作用

以上より、抗 TNFα抗体は神経組織中の TNFαタン

パク質を低下させただけでなく、おそらく膜結合型

TNFαに接着し、細胞内の reverse signaling を介して

DRG 内で発現している TNFα -mRNA の発現を抑制し

た こ と が 想 定 さ れ る 。 ま た 、 poly(ADP-ribose)

polymerase-1 (PARP-1) 阻害剤にても同様な効果が見

られることを報告した[12]。

これらのことは、神経障害が実際に治癒可能な病態

であることを明らかにしたものと考えられる。

7. 骨髄の異常への標的治療と今後の展望

糖尿病で起こる上記の異常を確実に捉えるために

は、正常では出現せず、糖尿病で特異的に現れる細胞

を抽出し、異常の正体を明らかにしなくてはならない。

この場合、明らかな異常細胞はプロインスリンと TNF

αを発現し、神経や幹細胞と細胞融合する能力を持つ

細胞である。従って本来では出現するはずのない異常

な分化を遂げた細胞が出現していることから、骨髄幹

細胞内で、この異常を持つ細胞が無いかどうかを検討

することが重要と考えた。そうすれば、高血糖が正常

細胞内に引き起こすより早期の障害を捉えることがで

き異常細胞の除去するための方法につながると考えた。

現在、骨髄幹細胞分画を採取し、上記で述べてきた

プロインスリンや TNFαなどの異常な遺伝子発現をマ

ーカーとして解析を進めている。我々は、現在、標的

とする細胞のみに遺伝子や薬物を輸送し、治療を行う

全く新たな手法を開発しているところである [13]。こ

れにより、実際に神経細胞などと細胞融合する異常細

胞や、正常に分化することができない骨髄幹細胞を捉

えることができれば、少なくとも一過性に糖尿病なら

びに合併症を治癒へと導く治療法の開発も夢ではない

と考える [14]。ただし、食事療法と運動療法を守るこ

とができるという条件はいつの時代でも変わらず必須

であると考えているのではあるが。
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第８回 基礎・臨床融合の学内共同研究発表会

がんにおける遺伝子異常と予後因子について

日時： 平成 24 年 7 月 17 日（火）

場所： 大会議室（管理棟３階）

司会： 富岡 昌邦（研究協力課課長補佐）

講演者と演題

1. 旦部 幸博 病理学講座（微生物感染症学部門） 学内講師

「Drs 癌抑制遺伝子による癌化抑制機構」

2. 井上 寛一 病理学講座（微生物感染症学部門） 准教授

「Cyclin D1b 遺伝子による直腸腫瘍発生機構」

3. 茶野 徳宏 臨床検査医学講座 准教授

「診療に於ける新規マーカーの探索と適用」

4. 醍醐 弥太郎 臨床腫瘍学講座 教授

「ゲノム解析に基づいた統合的がん分子病態診断システムの開発研究」

はじめに

研究活動推進室（服部隆則副学長）に

よる基礎医学講座と臨床医学講座が融合

した学内共同研究プロジェクト推進のた

め第８回学内共同研究発表会を開催した

ので報告する。

平成 24 年 7 月 17 日(火)16 時より大会

議室（管理棟３階）で、『がんにおける遺

伝子異常と予後因子について』というテー

マで、旦部幸博先生（病理学講座微生物感

染症学部門 学内講師）、井上寛一先生（病

理学講座微生物感染症学部門 准教授）、

茶野徳宏先生（臨床検査医学講座 准教

授）、醍醐弥太郎先生（臨床腫瘍医学講座

教授）に講演いただいた。

馬場忠雄学長はじめ基礎・臨床あわせ

て３１名の出席があり、各演者の講演終了

後には、参加者から活発な質疑がなされ、

今後の新たな研究の展開や方向性につい

て手掛かりが得られた。
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drs 癌抑制遺伝子による癌化抑制機構

旦部 幸博 1)，井上 寛一 1)

1) 病理学講座微生物感染症学部門

Function of Tumor Suppressor Gene, drs

Yukihiro TAMBE1) and Hirokazu INOUE1)

1) Division of Microbiology and Infectious Disease, Department of Pathology

Abstract The drs gene was originally isolated as a suppressor of v-src transformation. Expression of drs mRNA is

markedly downregulated in a variety of human cancer cell lines and tissues. Ectopic expression of the Drs protein induced

apoptosis in human cancer cell lines via the novel pathway initiated from the endoplasmic reticulum (ER), involving the

binding to ASY, apoptosis-inducing proteins localized in ER, and activation of caspase-12, -9, and -3. We generated drs

knockout (KO) mice and showed that malignant tumors including lymphomas, lung adenocarcinomas and hepatomas were

generated in about 30% of drs KO mice. These results indicate that drs contributes to the suppression of malignant tumor

formation, and this suppression is closely correlated with drs-mediated apoptosis. We also investigated the physiological roles

of drs gene by using mouse embryonic fibroblast (MEF) cells derived from drs KO mice, and found that drs is associated with

Rab24, autophagy regulating protein, and regulates autophagy maturation under low serum culture conditions. Furthermore,

drs suppresses viral replication via mTOR-dependent pathway. These results suggest that drs is involved in the protective

responses of the cells against the carcinogenesis and viral infection.

Keyword drs, tumor suppressor gene, knockout mouse, autophagy, anti-viral activity.

はじめに

本稿は、平成 24 年 7 月 17 日に開催された「第８回

基礎臨床融合研究発表会：がんにおける遺伝子異常と

予後因子について」において発表された「Drs 癌抑制

遺伝子による癌化抑制機構」の講演内容をまとめたも

のである。

drs (down-regulated by v-src) は、ウイルス癌遺伝子

v-src によって mRNA の発現が抑制されるものとして

発見された新規癌抑制遺伝子である [1]。我々はこの

drs 遺伝子の機能に着目して研究を行ってきた。特に

drs ノックアウト (KO)マウスを本学で独自に作製し、

それを用いて drs の癌抑制遺伝子としての機能を解明

し、またその生理機能について検討を行ってきた。本

稿では、これまでの研究成果を総合的に紹介する。

drs 遺伝子

1.発見の経緯

癌の発症は、癌遺伝子の活性化や癌抑制遺伝子の不

活化が細胞ゲノムに蓄積されて生じる「多段階発癌」

と呼ばれるメカニズムで進行することが知られている

[2, 3]。 ras や src などの癌遺伝子、p53 や Rb などの癌

抑制遺伝子をはじめ、数多くの癌関連遺伝子が発見さ

れてきた。井上ら [4]は、ウイルス癌遺伝子 v-src によ

る癌化機構を研究する過程で、NIH3T3 や 3Y1、F2408

などのげっ歯類の線維芽細胞由来の培養細胞株が

v-src によって容易に transform するのに対して、正常

な初代ラット胎児線維芽細胞 (REF)は、v-src 単独では

transform しないことを見いだした。さらに、v-src で

transform させた F2408 細胞を、正常な F2408 または

REF と細胞融合させたところ、前者の融合細胞は
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transform したのに対し、後者では正常型の phenotype

を示した。すなわち、正常な REF においては v-src に

拮抗する何らかの癌抑制遺伝子が発現していると考え

られた。そこで REF の cDNA ライブラリを作製して、

v-src 癌化細胞への DNA transfection によってその癌化

形質を発現抑制する活性を持った遺伝子のスクリーニ

ングを行った。その結果、発見されたのが drs 遺伝子

である [1]。

2. Drs の構造と特徴

drs 遺伝子は X 染色体上 (Xp21.1)に位置し、464 アミ

ノ酸からなる Drs タンパク質をコードする。Drs タン

パク質は、N 末端にシグナルペプチド、C 末端付近に

putative な transmembrane (TM)領域を一つ有している

（図 1）。培養細胞への遺伝子導入実験の結果も、小胞

体と細胞膜上に発現する 1 型膜タンパク質であること

を示した。また、構造上の大きな特徴として、TM 領

域より N 端側に「Sushi モチーフ」と呼ばれる consensus

repeats (CRs)を 3 つ有している。Sushi モチーフは、セ

レクチンファミリーやインターフェロン受容体、補体

結合タンパクなどにも見られる、リガントとの結合な

どタンパク間相互作用に関与するドメイン構造であり、

Drs においても何らかのタンパク間相互作用に関与し

ていると考えられる。この他、CR2 と CR3 の間には

hyalin repeat (HYR)と呼ばれる consensus repeat が 1 つ

あり、また TM 領域を含む C 末端側について、別の癌

抑制遺伝子である DRO-1 をはじめとするいくつかの

タンパク質との相同性が見られ、DUDES repeat と名付

けられた [5]。ただし HYR や DUDES repeat の機能につ

いてはまだ十分には判っていない。

drs 遺伝子は、これまでにラット [1]、マウス [6]、ヒ

ト [7]をはじめ、多くの哺乳動物、ニワトリ、ゼブラフ

ィッシュから分離されている。ヒトの drs ホモログは

SRPX(sushi-repeated protein on chromosome X)とも呼ば

れている。これらはいずれも非常に高い相同性を示す。

例えばマウス drs はアミノ酸レベルで、ラットと 97.4%、

ヒトと 92.9%同一である [6]。また、drs mRNA はヒト

やマウスの様々な正常組織では、ほぼ ubiquitous に発

現しており [6, 8]、生物間で高度に保存された遺伝子で

あることと合わせて、何らかの基本的な生理機能に関

与すると考えられる。

drs の腫瘍抑制作用の解析

1. ヒト癌における drs mRNA の発現

drs mRNA は大部分の正常細胞で発現しているが、

v-src, v-fps, v-ras, v-mos, v-sis, v-abl などのレトロウイ

ルス癌遺伝子を導入すると、mRNA レベルで発現が抑

制される [1]。そこで実際のヒト癌においても、 drs

mRNA の発現が抑制されているかどうかについて、検

討した [8-12]。種々のヒト癌細胞株を用いて Northern

blotting によって解析した結果、大腸癌、肺癌。精巣癌

直腸癌、卵巣癌、子宮頸癌、膵臓癌、上皮癌、胃癌、

膀胱癌など様々な癌細胞株において、drs mRNA 発現

の減少や消失が認められた [8]。そこで実際のヒトがん

組織における drs mRNA 発現を、 in situ ハイブリダイ

ゼーションによって検討した [9-12]。例えば、大腸癌 [9]

では、一人の大腸癌患者から切除した腫瘍組織のうち

悪性度の異なる三箇所（軽度異型性腺腫、中度異型性

腺腫、腺癌 )、および付随した正常大腸組織 (normal

colon)について、それぞれ drs mRNA の発現を検討した

結果、正常組織や悪性度の低い腺腫では drs mRNA の

発現が認められたが、悪性度の高い腺腫や癌組織では

発現が消失していた。このことから、正常組織で発現

している drs mRNA が、大腸癌の悪性化に伴って発現

消失すると考えられた。この他、肺腺癌 [10]、前立腺

癌 [11]、ATL リンパ腫 [12]でもほぼ同様に、悪性化に伴

って drs mRNA 発現が抑制された。このことから、さ

まざまなヒト癌発症に drs mRNA の発現抑制が関与し

ている可能性が示唆された。

2. drs の in vitro 腫瘍抑制作用

drs は、v-src によって mRNA レベルで発現抑制され

る一方、v-src の導入によって引き起こされる focus 形

成などの細胞癌化（悪性化）形質を抑制する活性を示

す [13]。またヒト癌細胞株にレトロウイルスベクター

を用いて drs を遺伝子導入すると、癌細胞の悪性化形

質の一つである足場非依存性増殖が抑制された [8]。ま

た、DNA トランスフェクションによって drs 遺伝子を

一過性大量発現させた癌細胞にはアポトーシスが誘導

された [14]。このとき、Drs は小胞体に局在するアポト

ーシス関連分子である ASY/Nogo-B と相互作用し、

Caspase-12 を活性化する新規の小胞体関連アポトーシ

スの誘導に関与すると考えられた。また、drs が完全

に欠損した LC-T1 癌細胞株（後述）に、レトロウイル

スベクターを用いて再導入を行うと、低血清ストレス

条件下で Caspase-12 の活性化を伴うアポトーシス誘導

が認められた [15]。以上の結果から、drs はアポトーシ

図 1. Drs タンパク質の構造模式図 [1, 6]．
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ス誘導を介して癌化抑制に関与していると考えられる。

3. drs ノックアウトマウスにおける発癌

drs が癌抑制遺伝子であることを直接証明するため

に、我々は drs KO マウスを作製した [15]。出生から半

年の間に、drs KO マウスには野生型 (WT)と比べて特に

差違は見られなかったが、生後 7-12 ヶ月を経過した

drs KO マウスの約 30% (14/46) に、リンパ腫 (6 例 )をは

じめ、肺腺がん (4 例 )、肝がん (3 例 )、肉腫 (1 例 )と、様々

な種類の腫瘍が発生した。このとき、対照の WT マウ

スには生後 12 ヶ月までに一例の腫瘍も発生しなかっ

た (0/23)。この結果から、drs の欠損が in vivo において

悪性腫瘍の発生に癌抑制遺伝子として働くことを明ら

かにした。また drs KO マウスの 30%のみに癌が発生し

たことは、癌の発生には他の癌関連遺伝子の変化も必

要であることが考えられるが、少なくとも drs の発現

消失が多段階発癌の一ステップになりうると考えられ

た。

ノックアウト細胞による drs の機能解析

drs は多くの生物種で高度に保存されており、 drs

mRNA が大部分の正常細胞で発現していることから、

細胞の持つ基本的な生理機能に関与していることが予

想される。しかし drs KO マウスには、上述の発癌傾向

を除いて目立った異常は認められず、drs KO 由来のマ

ウス胎児線維芽細胞 (MEF)も、通常の培養条件下にお

いては細胞増殖や細胞老化などに WT MEF との有意な

違いは認められなかった。我々は、これまでの研究か

ら drs が発癌の比較的後期の、腫瘍の微小環境が悪化

して生理的ストレスが高くなる時期に発現消失してい

ることに着想して、さまざまな生理的ストレス負荷状

態での WT MEF と drs KO MEF に生じる違いを検討し

た [16, 19]。

1. オートファジー成熟化の調節

我々は既に drs KO マウス肺腺癌から樹立した細胞

株、LCT1 細胞が、低血清ストレス条件下で培養する

とアポトーシスを起こすことと、drs 遺伝子を再導入

した LCT1 細胞ではこのアポトーシスが抑制されるこ

とを明らかにし、drs が低血清ストレス応答に関与す

る可能性を見いだしていた [15]。そこで WT および drs

KO MEF を用いて低血清ストレスに対する細胞応答を

検討した。MEF においては、WT、KO の両細胞におい

て、低血清によるアポトーシスの誘導に差は認められ

なかった。ところが低血清処理においては、オートフ

ァジーが誘導され、WT MEF と drs KO MEF ではこの

オートファジー成熟化の過程に違いがあることを見い

だした [16]。

オートファジーは、細胞内に生じる二重の膜構造

（オートファゴソーム／オートリソソーム）が細胞質

中の異常タンパク質やオルガネラを非特異的に取り込

んで分解する（バルク分解）生理応答であり、細胞内

異物の除去やアミノ酸のリサイクルのために機能する

と考えられている [17, 18]。オートファジーは定常状態

の細胞でも部分的に起きているが、栄養飢餓や低血清

ストレス、異常タンパク質の蓄積、あるいは一部の病

原体による感染を受けたときに強く誘導される、細胞

のストレス応答機構の一つである。オートファジーの

進行は、(1)細胞質での隔離膜の出現、(2)オートファゴ

ソームの形成、(3)オートリソソームの形成（オートフ

ァゴソームとリソソームの融合）、 (4)オートリソソー

ム内容物の分解、というステップで進行するが、drs KO

MEF では (2)から (3)への移行、すなわちオートリソソ

ームの形成が WT MEF に比べて抑制されていることが

わかった [16]。drs KOMEF に drs 遺伝子を再導入する

と、この抑制は低減された。また、このとき Drs タン

パク質じゃ小胞輸送タンパク質 Rab ファミリーの一つ、

Rab24 と相互作用してオートファゴソーム上に共局在

することを見いだした。以上の結果から、正常細胞に

おいては drs が Rab24 と協同して、低血清ストレスに

より誘導されるオートファジーの成熟化過程を調節す

ることが明らかになった。このことは drs が、癌細胞

と正常細胞のどちらにおいても、生理的ストレス応答

に関与することを示している。またオートファジーは

癌の進行過程においても誘導され、癌細胞の生死の調

節にも関与することが報告されている [17, 18]。drs が

生理的ストレスによって誘導されるオートファジーを

調節することで、その癌抑制作用にも関与している可

能性が示唆された。

2. 抗ウイルス作用

我々はまた、生理機能解析の過程で、drs がウイル

ス感染防御にも関与していることを明らかにした [19]。

図 2. Drs が関与する生理機能ネットワーク
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RNA ウイルスの一種である VSV（水疱性口内炎ウイル

ス）を感染させると、WT MEF と比べて drs KO MEF

では、ウイルス増殖が亢進した。drs KO MEF に drs 遺

伝子を再導入すると、この亢進は抑制されたことから、

drs が VSV の増殖を抑制する抗ウイルス作用を持つこ

とが明らかになった。DNA ウイルスである HSV-1（単

純ヘルペスウイルス 1 型）やレトロウイルスである

MRSV（マウス Raus 肉腫ウイルス）でも drs KO MEF

での増殖亢進が認められたことから、drs の抗ウイル

ス作用はタイプの異なる、種々のウイルスに有効であ

ることが示された。

一般に、ウイルスが感染した細胞にはインターフェ

ロン応答が誘導され、タンパク質合成が mRNA 転写レ

ベルで全体的に抑制されて抗ウイルス状態になること

が知られている。しかし drs KO MEF ではインターフ

ェロン経路への影響は認められず、宿主細胞の mRNA

転写レベルが抑制される一方で、ウイルスのタンパク

質合成が特異的に亢進していた。我々はさらにこのタ

ンパク合成調節のメカニズムについて検討し、mTOR

経路が関与していることを明らかにした。Drs は、ウ

イルス感染によって誘導されるストレス応答分子

GADD-34 [20] と協調して、 mTOR 上流の調節分子

TSC2 のを脱リン酸化して mTOR 経路を抑制的に調節

していることがわかった。drs KO MEF ではこの調節が

失われることで mTOR が活性化して、その下流分子の

S6 や eIF4E を介してタンパク合成が亢進すると考えら

れた。

おわりに

我々が作製した drs KO マウスおよび KO 細胞を用い

た実験によって、drs の生理機能（図 2）と発癌におけ

るその役割（図 3）が明らかになってきた。

細胞が低栄養や低血清などの環境ストレスやウイ

ルス感染など、広い意味でのストレスに曝されると、

アポトーシスやオートファジーなど細胞自体の生死を

決定する生理的応答が惹起される。drs 遺伝子は、ASY,

Rab24, GADD34 などの分子と相互作用して、アポトー

シス、オートファジー、タンパク合成抑制など、さま

ざまな生理的ストレス応答を調節する分子であると考

えられる。

また、この生理的ストレス応答の調節は、drs の癌

化抑制機能にも関与すると考えられる。固形腫瘍内部

の微小環境は栄養源や酸素、増殖因子などが枯渇し、

強い生理的ストレスが誘導された状態になっているこ

とが知られている。癌が進行する初期の段階では、こ

の生理的ストレスによって、前癌状態にある細胞の多

くはアポトーシス等によって死滅し、このことが生体

の癌化抑制機構の一端を担っていると考えられている。

癌細胞の悪性化に伴って drs 遺伝子の発現が消失する

と、これらの生理的ストレス応答が生じにくく変化し、

その結果生き残った、より悪性度の高い癌細胞が増殖

することで、癌の悪性化が進行すると考えられた。

drs は癌抑制遺伝子であるだけでなく、ウイルス感

染に対しても防御的に働くことから、より広い意味で

の「生体防御分子」として機能している可能性がある。

我々が作製した drs KO マウスおよび KO 細胞は、drs

遺伝子の機能を明らかにする上で重要なツールである

とともに、その研究成果は、発癌やウイルス感染に対

する生体防御機構を明らかにする上で有用なものにな

ることが期待される。
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診療に於ける新規マーカーの探索と適用
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Application of novel clinicopathological biomarkers
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Abstract To contribute the order-made medicine for cancer treatments, we have originally searched several biomarkers in the

last decade. Some have been used as immunohistochemically novel biomarkers for the cancer diagnosis, and the others have

applied to molecular target for the cancer therapy. RB1-inducible coiled-coil 1 (RB1CC1; also known as FIP200) plays

important roles in biological pathways such as cell cycle arrest and autophagy, and the nuclear expression has been established

as a prognostic predictor in breast and salivary cancer patients. RECQL1 and WRN protein are RecQ DNA helicases that

participate in suppression of DNA hyper-recombination and repair. We have found that both proteins are highly expressed and

that siRNA-mediated silencing of either gene suppressed head and neck squamous cell carcinomas in vitro and in vivo. The

data offer a preclinical proof-of-concept for RecQ proteins as novel therapeutic targets to treat aggressive head and neck

squamous cell carcinomas. In testicular germ cell tumors, the fetal-specific methyltransferase-like protein DNMT3L is

expressed, and has been used as a novel marker of human embryonal carcinoma. Further elucidation of the roles of DNMT3L

in vivo warrants a possible significance as a therapeutic target of embryonal carcinoma. These novel biomarkers such as

RB1CC1, RecQ, and DNMT3L provide new insight into cancer diagnosis and therapy; and will help to realize the order-made

medicine.

Keyword biomarker, RB1CC1, RecQ, DNMT3L

分子生物学的、核酸化学的技術の進歩は目覚ましい

ものがあり、癌をはじめとする各種疾患に対する診断

法、診断技術は、まさに分進秒歩と云うべき発展を遂

げつつある。数年のうちには次 n 世代ゲノムシークエ

ンサーの更なる飛躍的技術革新が起こり、「個」のゲノ

ムの時代、100-1000 ドルゲノムの時代が実際到来する

と予想されている。このような時代のうねりにもまれ

つつ、我々はオーダーメイド医療に即した癌の診断、

治療への適用が直近に可能なバイオマーカーの探索を

続けてきた。全国全ての病院で、どんな時にでも、と

云う“汎用性、簡便性”を第一のキーワードとして、

現在まで研究を行ってきた。

我々の研究は、骨肉腫抗癌剤耐性に関連する遺伝子

をスクリーニングする過程で偶然同定した RB1CC1

（RB1-inducible coiled-coil 1; 網膜芽細胞腫遺伝子

RB1 誘導蛋白質）の研究より始まる。RB1CC1 は、細胞

質、核内の両方に存在するが、核内では p53 や hSNF5、

そして PIASy と複合体を形成し、RB1 経路の転写に対

して、正の効果をもたらし、細胞増殖を抑制する。乳

癌では、その発現のみられないものや、核内局在の極

めて乏しい症例が存在し、これらについては臨床予後

が悪い。RB1CC1 は RB1 経路を増強しつつ、p53 とも複

合体を形成し、p53 のいくつかの細胞内機能も調整す

るので、RB1CC1, RB1, p53 の三者を指標として、予後

との関連をみると、そのバイオマーカー的意義は顕著

であった。RB1CC1, RB1 が核内に存在し、更に p53 の

変異、異常発現のない場合は 5− 10 年の長期予後に関

して、死亡例は全くなく、予後良好のマーカーである

ことが明らかになった。乳癌臨床に於いては、ER, PR,

HER2 が乳癌細胞の定性診断に適用されており、補助療

法選択の観点からも欠かすことはできない。これら三

者の発現が乏しい症例は triple-negative cancerと分

類され、予後は良くない。Triple-negative cancer の

場合、悪性事象は 3− 5 年以内で生じる。しかし、

triple-negative でない場合も 5-10 年の長期観察では

再発、死亡が生じる。この為、医師、患者の両サイド

ともに、加療期間をどこまで設定し、治療後の監視を

どこまで行うべきなのか、明確な目安がなく、不安と

ともに加療を継続するケースもあった。RB1CC1, RB1,

p53 の三者を指標とし、予後マーカーとして適用した
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場合、ER, PR, HER2 を指標とした現存の判定より、特

に長期予後、生存を良く示唆できることが明らかとな

った。RB1CC1, RB1, p53 の三者のどれかに異常がある

場合、特に 5 年以上の長期 follow において、約 4 倍、

再発、死亡のリスクが高い。ER, PR, HER2 を指標とし

た現在の病理学的判定に加えて、RB1CC1, RB1, p53 の

乳癌組織に於ける定性診断を行うことで、長期予後も

より正確に推測できるのである。他の癌では、唾液腺

癌で同様の予後判定が可能で、臨床病理学的なバイオ

マーカーとして適用できるが、頭頸部癌、肺癌、骨肉

腫、大腸癌では臨床上の予後との関連は乏しかった。

頭頸部癌では RB1CC1 は予後マーカーとして機能し

得なかったが、その組織評価を行う過程で、下咽頭癌

や舌癌に於いて RecQ family helicases の発現レベル

が非常に高いことに気付いた。RecQ family helicases

は、癌細胞では非常に高い発現状態であり、本ヘリカ

ーゼ依存的な DNA 修復による癌ゲノム維持がなされ、

癌細胞の性急な DNA 複製、増殖、生存は維持される。

癌細胞の性急な増殖、生存の状態に於いては、RecQ

helicases を抑制することによって、癌細胞に特異的

な細胞死を誘導することができると考えた。実際、下

咽 頭 癌 細 胞 株 、 臨 床 症 例 に 於 い て 、 RecQ family

helicases のうち RECQL1, WRN (Werner) helicases は

非常に高い発現レベルを示し、RECQL1, WRN ヘリカー

ゼ依存的な DNA 修復、増殖、生存が行なわれていた。

siRNA を用いて、RECQL1, WRN ヘリカーゼ特異的な

knockdown therapy を試行してみると、非常に良好な

抗腫瘍効果をもたらすことが出来た。Translational

research としておこなったマウス in vivo に於ける

CDDP との併用療法でも、特に強い抗腫瘍効果を示すこ

とができた。CDDP, WRN-siRNA 併用の治療を行った場

合、6 匹中 2 匹のマウスで腫瘍の完全消失を得ること

ができ、下咽頭癌の新規治療として非常に有望である

ことを証明した。現在、下咽頭癌等、頭頸部癌では、

動脈注入や局所注入等、drug delivery 的な優位性が

既に存在する。今後、siRNA drug delivery の改善に

よって、より広くの癌種にも適用拡大されることを期

待している。

精巣腫瘍研究では、そのゲノム DNA の脱メチル化状

態に注目し、DNA methyltransferase family; DNA メ

チル化転移酵素群 (DNMT)の発現スクリーニングを行

った。その結果、他の DNMT1, 2, 3A, 3B では ubiquitous

な発現状態を示すものの、DNMT3L 分子の transcript

だけが精巣腫瘍特異的な発現パターンを示すことを見

出した。一方で、正常精巣を含め、他の正常組織、体

細胞由来の癌、等では DNMT3L の発現は見られないこと

も確認できた。DNMT3L は精巣腫瘍に特異的なバイオマ

ーカーであることが分かったが、ヒト DNMT3L に特異的、

且つ、formalin-paraffin 臨床病理標本の解析に耐え

得る抗体は存在しなかった。我々は抗ヒト DNMT3L 特異

抗体を作成し、臨床病理検体での評価解析を行った。

結果、DNMT3L は胎児性癌細胞の核に特異的に発現して

いることが明らかとなり、臨床病理レベルに於ける胎

児性癌特異的なバイオマーカーであることが分かった。

現在、臨床で胎児性癌マーカーとして使用されている

CD30 や SOX2 と比較しても、DNMT3L の検出は非常に高

感度且つ特異的なマーカーであった。DNMT3L の発現は、

正常では出生以前のごく短い胎生期、始原生殖細胞に

特異的に発現するのみで、成人の生体内では精巣腫瘍、

胎児性癌に発現し、成人の精巣、他の組織、臓器には

全く発現しない。非常に理想的な治療標的分子として

も期待でき、実際、培養上は DNMT3L の knockdown は細

胞死を胎児性癌細胞にもたらす。この点においても、

DNMT3L は臨床予後のマーカー、次世代の治療標的とし

て、更に期待の持てる分子と云える。

我々は、これまでオーダーメイド医療に即した癌の

診断と治療適用を志向しながら、種々の癌に於ける新

規のバイオマーカーを探索してきた。臨床への適用に

は、探索した分子を用いた診断、主に臨床病理学的、

免疫組織化学的な診断が可能となることを目標に解析

を続けてきた。既に日常的に臨床適用されており、技

術的にも資材的にも優位性が高く、その鑑別診断も客

観性を持ちつつ困難でない手法であることを第一に考

えてきたからである。分子標的として可能性のある分

子については、その治療適応への可否を検討してきた。

ここ数年、紹介した分子、RB1CC1, RecQ, DNMT3L につ

いて、それぞれ乳癌・唾液腺癌、頭頸部癌、精巣腫瘍

での成果を公表することができた。これらについての

臨床適用には少し近づいたのかもしれない。分進秒歩

で進む核酸・ゲノム解析診断技術の革新のうねりの中

で、技術的、資材的なコストも踏まえながら、しかも、

迅速に、より広く臨床現場で適用されることを念頭に

置いたバイオマーカーの探索は今後も必要と考えてい

る。一つには、病理学を基盤とした癌の臨床診断、治

療の概念が、全て、新しい核酸ゲノム診断、治療に入

れ替わってしまうことは想像しがたく、核酸ゲノム診

断、病理診断の交差・情報交換、並立適用の時代が続

くであろうと考えているからである。そして、もう一

つには、大規模産業的 massive genome studies、各種

-ome studies が隆盛を極め、この主旨にそった研究が

high impact journals に掲載され、科学情報として発

信され続ける（アメリカン）サイエンスグローバリズ

ムの中で、個人のアイデアに立脚した小規模家内手工
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業的研究にもわずかな価値が存在していても良いと考

えているからである。
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醍醐 弥太郎 1),2),3)

1) 滋賀医科大学医学部臨床腫瘍学講座、2) 滋賀医科大学医学部附属病院腫瘍内科

3) 滋賀医科大学医学部附属病院腫瘍センター

Development of Integrated Molecular Pathological Diagnostics based on

Genomics Strategy

Yataro DAIGO1),2),3)

1) Department of Medical Oncology, Shiga University of Medical Science

2,3) Medical Oncology and Cancer Center, Shiga University of Medical Science Hospital

Abstract

To identify the molecules applicable as novel tumor biomarkers, we performed gene expression profile analysis of various

human cancers whose tumor cells were purified by laser microdissection. Through a subsequent systematic approach using

tissue microarray, RNA interference, and high throughput enzyme-linked immunosorbent assay techniques as well as

bioinformatics, we have identified a set of molecules that fall into the category of oncoantigens. These molecules are

potentially promising candidates for the development of new diagnostic biomarkers. We introduce our sophisticated and

integrated cancer genomics strategy for developing new cancer biomarkers.

Keyword Genomics，Molecular pathology, Biomarker, Personalized medicine

はじめに

がんの個別化医療を実現するには、患者の病態に基

づいた予後、治療効果・副作用予測が可能な治療の選

択指標の開発が必要となる。2005 年 3 月に米国食品医

薬品局（FDA）が新薬の開発と既承認薬におけるファ

ーマコゲノミクス（薬の作用とゲノム情報を結びつけ

て特定の患者の治療効果，副作用に関連する要因を見

いだし各患者に最適の薬剤を使い分ける研究）のデー

タ提出を推奨するガイダンスを公表し、さらに 2007

年には新薬の臨床開発コストの削減の切り札として先

端的な分子バイオマーカーの探索・開発・応用を提唱

した Critical Path Opportunity プログラムを開始し、産

学官が一体となったバイオマーカーコンソーシアムの

設立を進めてきたことが示すとおり、がんの診断・治

療に応用可能なバイオマーカーはがん克服に向けた最

有力の基盤資源と認識されている。また、2011 年 7 月

に FDA は、コンパニオン診断薬（治療標的分子の発現

や遺伝子変異の有無、薬物代謝酵素の遺伝子多型など

を調べ、薬剤の有効性や副作用を予測するために使わ

れる診断方法であり薬剤とセットで使われる）の同時

開発に関するドラフトガイドラインを策定しており、

医薬品とそのコンパニオン診断薬を同時承認する事例

が続いている。ゆえに、がんの個別化医療の開発には、

治療薬の開発と同時に有用なバイオマーカーの探索を

進めていく研究・開発戦略が求められている。

本稿では、我々が進めているゲノミクス解析に基づ

いた統合的ながんの分子病態診断法の開発研究の一端

について概説する。

がんバイオマーカーの探索

我々はがんの発生と悪性化に深く関与し、がんバイ

オマーカーや分子標的治療薬の開発に有用な標的分子
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を同定するために以下に示す探索戦略をとっている[1]。すな

わち、（1）レーザーマイクロダイセクション法でがん

細胞部分を選択的に採取したがん組織と正常 30 臓器

のマイクロアレイ解析によるゲノムワイドの遺伝子発

現情報、（2）各種固形がんを同時に解析可能な組織マ

イクロアレイシステムによるタンパク質の発現情報、

（3）各がん種数百例のがん患者血清を備えた迅速血清

ELISA システムを用いて臨床病理学的情報と比較解析

のなされたがん関連分子の発現情報を取得している。

さらに、（4）siRNA や抗体によるがん細胞での機能阻

害実験や正常細胞への遺伝子導入実験により、がん細

胞の増殖・浸潤に関与すると考えられる遺伝子につい

て、創薬スクリーニング系の構築を念頭にその主要分

子経路の機能解析を進めている。（5）またマイクロア

レイ情報と臨床情報をバイオインフォマティクス解析

することで、抗がん剤感受性やリンパ節・遠隔臓器転

移に関わる遺伝子群の同定を試みている。一方、（6）

質量分析計を用いてがん患者と健常者の血清タンパク

質量やその糖鎖修飾レベルを比較解析して得られたプ

ロテオーム・グライコーム情報をマイクロアレイデー

タと統合し、糖鎖修飾を標的とした血清バイオマーカ

ーの開発を進めている。これらの段階を経て同定され

た候補標的分子の多くはがん細胞の増殖や悪性化に関

わる oncoantigen であり、血清・組織を用いたがんの未

病状態や早期がん検出、がんの悪性度や抗がん剤感受

性などの分子病態診断に有用なバイオマーカーの開発

と各種の創薬研究に応用可能である。

血清マーカー・予後予測マーカー

難治がんのひとつである肺がんについて、上述の手

法で選定された oncoantigen を用いた早期がん診断法

の開発を行っている。これまでに 7 種類の血清バイオ

マーカー（EBI3, Nectin-4, LY6K, DKK1, ADAM8, TGFA,

AREG）を同定し、ELISA法による肺がん診断や抗がん剤

感受性予測における有用性を示している [2－4]。さら

に、これらのマーカーの組み合わせによる高感度のがん検出法

の開発を進めている。

また、新規バイオマーカーや治療標的分子の生物学的・臨床

病理学的意義を検討するために組織マイクロアレイを用いて肺

がん、食道がんにおけるタンパク質の発現・相関解析を進め、

これまでに複数の免疫組織化学的予後予測マーカー（hDUS2,

PKP3, ANLN, SEZ6L2, NMU, CDCA1, KNTC2, FGFR1OP, IMP-1,

KIF4A, DKK1, CDCA8, AURKB, HJURP, hTERT, LY6K, DLX5,

FOXM1, ECT2, Nectin-4, WDHD1, TBC1D7, CDCA5, CSTF2, EBI3,

CHODL,TMEM209）を同定するとともに、これらのマーカーの

組み合わせによる定量的な予後予測システムの開発を進めてい

る[5－9]。

転移診断マーカー

がんの転移治療においては、診断時や病勢モニタリ

ング時における転移の危険性の予知、転移の早期検出

とその進展度の正確な把握、そして診断に基づいたす

みやかな予防処置、加療が求められるが、現状では切

除リンパ節の病理診断と各臓器の画像診断が唯一確立

された転移検出法である。我々は非小細胞肺がんの原

発巣の 40 個の遺伝子の発現プロファイルのスコア結

果からリンパ節転移の有無を検出する診断システムを

構築すると共に、非小細胞肺癌の脳転移、小細胞肺癌

の遠隔臓器転移に関わる遺伝子群を複数同定している。

抗がん剤感受性診断マーカー

これまでに、7 種類の抗癌剤（docetaxel, paclitaxel,

irinotecan, cisplatin, gemcitabine, vinorelbine, gefitinib）

に対する肺がんの感受性に関わる遺伝子群を同定して

いる。また進行期非小細胞肺がんの遺伝子発現プロファイル

解析を行い、gefitinib 感受性群と耐性群で発現レベルが異なる分

子を抽出し、100％近い感度の gefitinib 感受性予測システムを構

築した。さらにこれらの中で gefitinib 耐性群の肺がん組織で発現

が増加する EGFR のリガンド TGFA (TGF-alpha)と AREG

(amphiregulin)の血清高値が gefitinib の低奏効率と予後不良因

子であることを明らかにしている[10]。

がんの発症から進行に至る経過を正確に把握する

分子病態診断に基づき、あらゆる病期のがんに対応し

た治療法を選択することに加えて、分子マーカーで高

い有効性があらかじめ予測でき副作用の少ない医薬品

を開発することは、がんの個別化医療の主要基盤とな

る。我々は、遺伝子発現情報解析に加えて、質量分析、

次世代シークエンス技術等も用いて新規のがんバイオ

マーカーの探索を進めており、同定した各種バイオマ

ーカーの特性（早期がん検出，がんの病態診断：予後，転

移，抗がん剤感受性）を最大限に生かしたがん患者の生

命予後の延長に寄与しうる統合的ながん病態診断シス

テムの構築を進めている。

文献

[1] Daigo Y, Nakamura Y. From cancer genomics to

thoracic oncology: Discovery of new biomarkers and

therapeutic targets for lung and esophageal

carcinoma. Gen Thorac Cardiovasc Surg 56:43-53,

2008

[2] Sato N, Yamabuki T, Takano A, Koinuma J,



ゲノム解析に基づいた統合的がん分子病態診断システムの開発研究

a31

Aragaki M, Masuda K, Ishikawa N, Kohno N, Ito H,

Miyamoto M, Nakayama H, Miyagi Y, Tsuchiya E,

Kondo S, Nakamura Y, Daigo Y. Wnt inhibitor

Dickkopf-1 as a target for passive cancer

immunotherapy. Cancer Res 70:5326-5336, 2010

[3] Takano A, Ishikawa N, Nishino R, Masuda K,

Yasui W, Inai K, Nishimura H, Ito H, Nakayama H,

Miyagi Y, Tsuchiya E, Kohno N, Nakamura Y, Daigo

Y. Identification of nectin-4 oncoprotein as a

diagnostic and therapeutic target for lung cancer.

Cancer Res 69:6694-6703, 2009

[4] Ishikawa N, Takano A, Yasui W, Inai K,

Nishimura H, Ito H, Miyagi Y, Nakayama H, Fujita

M, Hosokawa M, Tsuchiya E, Kohno N, Nakamura Y,

Daigo Y. Cancer-Testis Antigen, LY6K is a Serologic

and Prognostic Biomarker and a Therapeutic Target

for Lung and Esophageal Carcinomas. Cancer Res

67:11601-11611, 2007

[5] Fujitomo T, Daigo Y, Matsuda K, Ueda K,

Nakamura Y. Critical Function for Nuclear Envelope

Protein TMEM209 in Human Pulmonar y

Carcinogenesis. Cancer Res 72:4110-4118, 2012.

[6] Nguyen MH, Koinuma J, Ueda K, Ito T, Tsuchiya

E, Nakamura Y, Daigo Y. Phosphorylation and

activation of cell division cycle associated 5 b y

mitogen-activated protein kinase play a crucial role

in human lung carcinogenesis. Cancer Res

70:5337-5347, 2010

[7] Kato T, Sato N, Hayama S, Yamabuki T, Ito T,

Miyamoto M, Kondo S, Nakamura Y, Daigo Y.

Activation of Holliday Junction-Recognizing Protein

Involved in the Chromosomal Stability and

Immortality of Cancer Cells. Cancer Res

67:8544-8553, 2007

[8] Hayama S, Daigo Y, Yamabuki T, Hirata D, Kato T,

Miyamoto M, Ito T, Tsuchiya E, Kondo S, Nakamura

Y. Phosphorylation and activation of CDCA8 b y

AURKB plays a significant role in human lung

carcinogenesis. Cancer Res 67:4113-4122, 2007

[9] Takahashi K, Furukawa C, Takano A, Ishikawa N,

Kato T, Hayama S, Suzuki C, Yasui W, Inai K, Sone

S, Ito T, Nishimura H, Tsuchiya E, Nakamura Y,

Daigo Y. The neuromedin u-growth hormone

secretagogue receptor 1b/neurotensin receptor 1

oncogenic signaling pathway as a therapeutic target

for lung cancer. Cancer Res 66:9408-9419, 2006

[10] Kakiuchi S, Daigo Y, Ishikawa N, Furukawa C,

Tsunoda T, Yano S, Nakagawa K, Tsuruo T, Kohno N,

Fukuoka M, Sone S, Nakamura Y. Prediction of

sensitivity of advanced non-small cell lung cancers

to gefitinib. Hum Mol Genet 13:3029-3043, 2004


