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教育・研究概要

I. 脳腫瘍への音響化学療法の適用

ローズベンガル誘導体などの音響化学物質に超音

波が作用すると強い活性化酸素などが発生しこれを

取り込んだ細胞や組織などは破壊される。また超音

波増感剤として臨床で用いられているマイクロバブ

ルは通常診断で用いられるパワーより強いインテン

シティーの超音波が作用すると振動・破壊が起こり，

その際に強いエネルギーを放出する。この時の機械

的な力を用いて脳実質に発生する脳腫瘍を破壊する

新規治療の開発を行っている。脳腫瘍にマイクロバ

ブルを作用させ，どれくらいの割合の細胞に殺細胞

効果が及ぶのかについて検討した。また同時に超音

波の照射条件についての最適化を行った。

II. 三次元細胞培養による脳腫瘍細胞の微細構造

の観察

上記実験を進めるに当たり，in vitro で超音波照

射条件を検討したが，通常の培養では音響エネル

ギーの組織に与える効果についての測定が困難で

あった。生体内の環境を近似する系として三次元培

養が行われているが，市販の方法ではまだまだ不十

分である。そこで組織吸収性ゼラチンを使用して独

自の培養法を提唱し脳腫瘍細胞の微細形態変化につ

いて観測した。三次元培養を行うと通常の2次元の

培養では認められないようなグリア線維のネット

ワークや細胞外基質の放出などが認められ，この方

法で得られた照射条件は動物実験へ適用が可能で

あった。

III. 高感度エンドトキシン測定法の開発

従来臨床検査などで測定されていたエンドトキシ

ン（ETX）測定は，それの結果と臨床症状または血

液培養などその他の検査結果と一致しないことが多

く，その乖離から臨床の現場で臨床指標として使わ

れないことが多かった。そこで臨床検査のETX測

定法として主要なリムルス試薬を用いた比濁時間法
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を検討し，レーザー散乱測光法を用いた新しい測定

法（ESP法）を開発した。この測定法は，従来法で

は及びもつかなかった高感度かつ迅速な測定法で，

健常人の血中ETXレベルが約1時間で測れるもの

であった。この方法を用いて，敗血症患者の血液浄

化治療時の導入判定や血中ETX変化などを測定す

る一方，高感度であることを生かして，透析施設の

透析液や透析患者の治療前後の変化などについて検

討を行い，臨床での有用性を確認した。現在，それ

らの測定を大規模に行い臨床指標としてのETX再

評価を行っている。一方，新たな測定として易感染

性の疾患・動脈硬化症・鼻炎・歯周病・腸管免疫な

どとの関連で資料を集め，測定を試みている。

IV. 細胞間接着装置タイトジャンクションの機能

解析

タイトジャンクション（TJ）は上皮細胞や内皮細

胞において，水やイオンの細胞間透過性をコント

ロールする接着装置である。皮膚においてもその存

在については知られているが，機能については充分

に解明されていない。そこで今年度は，ヒト三次元

培養皮膚を用いてTJ関連分子の局在性と細胞間バ

リアの関連性について検討を行った。ヒト三次元培

養皮膚は角化層，顆粒層，および有棘層に分化し，生

体における皮膚と同様の形態を示しており，クロー

ディン-1，オクルーディン，ZO-1が顆粒層細胞膜に

局在している事が確認された。この三次元培養皮膚

に対してカプリン酸処理を行うと，transepithelial
 

electrical resistanceが上昇し，細胞間バリア機能の

破綻が伺われた。また，この処理によりTJ関連分子

クローディン-1およびオクルーディンの細胞膜へ

の局在が阻害された。以上のことより，ヒト三次元

培養皮膚においても，細胞間バリアの構築にTJ関

連因子の発現および局在性が影響することが明らか

となった。

V. 遺伝子変異と超微細構造との関連他

加熱コラーゲン型（gelatin）デバイスでヒト脳腫

瘍細胞株A172，KNS42，T98GおよびU118MGの

3次元（3D）培養を行い，遺伝子の発現変化が細胞

形態に及ぼす変化について調べた。これら4種の細

胞株が3D培養後に著しい形態変化を起こすことは

既に報告してあるが，新たにRNAを精製し行った

Real Time PCRとタンパクイムノブロット解析を

行った。その結果，通常の単層2次元培養に比べ3D

培養後の細胞ではTGF-β，VEGFを含め，4種のセ

ルシグナリングに関与する遺伝子の著しい発現減少

を認めた。TGF-β，VEGFは血管新生や増殖・抑制

に関与している遺伝子で，脳腫瘍の増殖・浸潤にも

重要な意味を持つ。また，3D培養後の走査型電子顕

微鏡（SEM）像が異なる細胞間では変化を起こす遺

伝子の種類も異なっており，遺伝子変化が超微細構

造に関与している事が示唆された。この研究と同時

に，本学で確立された甲状腺がんに対する特異的モ

ノクロナール抗体の抗原認識部位の解析と抗体の臨

床診断・治療のための検討を行った。抗体の臨床診

断・治療への応用には高感度アッセイ系の確立が必

須とされている。このためQuantum Dots（半導体

ナノ粒子）など高い輝度と安定性を有するナノ粒子

標識および抗体の構造修飾を試み，応用に向けた検

討を行った。

「点検・評価」

研究の現状

脳腫瘍への音響化学療法の適用および三次元細胞

培養による脳腫瘍細胞の微細構造の観察

音響化学物質については様々なものが知られてい

るが，超音波造影剤として用いられているマイクロ

バブル製剤の利用により脳腫瘍の治療のみならず診

断も合わせて可能になる。治療と診断の両者を行う

ことができるというコンセプトは「セラグノーシス」

として音響医学の1つの領域を形成しつつあり，こ

の技術に強い本学が優位に立って研究を進めること

が可能な分野である。脳腫瘍，特にグリオーマはセ

ラグノーシスの対象として最も実用化が期待できる

悪性腫瘍であり装置の開発とともに今後も研究を進

めていく予定である。脳腫瘍の三次元培養法の確立

は音響化学療法の条件を決定する必要があり開発が

進められた。この方法は細胞培養実験と臨床実験の

橋を渡す技術として重要であり，一旦培養方法が確

立すると様々な組織への応用が可能である。再生医

学研究が発展している現在，本学から新たな技術を

発信して行きたい。

次に，臨床検査学的には確立した測定法でありな

がら，臨床現場で役に立っていない測定法としてエ

ンドトキシン測定があげられる。その再評価を行い，

新しい測定法を開発した。その測定法は，近い将来

従来の測定法に置き換わりうるものと評価されてい

る。さらに，その測定感度から，従来法では知り得

なかった新しい感染の形態が明らかになりつつあ

り，健常人も含めた環境からのエンドトキシン摂取

と自然免疫獲得の関係が明らかになると評価されて

いる。

また，細胞の基本機能・構造の決定に関与する遺
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伝子に欠落，増幅等の変異が起こると，細胞はその

形態まで変化することが多い。しかし，通常の2次

元単層培養では高頻度に遺伝子変異が予測されるが

ん細胞でも，微細形態上大きな変化は示されず遺伝

子変異が起こった事を予測する事は困難である。3

次元培養は，より臨床に近い形での腫瘍形成が可能

であり，さらに走査型電子顕微鏡（SEM）による超

微細形態を基とした遺伝子変異との関連解析を行う

事は，臨床脳腫瘍に対する治療方法・薬剤の開発を

検討するためにも今後必要な研究と思われる。一方，

独自に開発した甲状腺抗腫瘍抗体の応用解析は本学

のみが優位に立ち研究を行える特異な研究である。

Quantum Dotsなど現在，応用可能なナノテクノロ

ジーを使用し特異抗体の臨床分野への応用を積極的

に試みることはより独自の特異抗体を生かす道を探

ることであり本学にとっても重要な課題である。
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2) 鹿瀬陽一，岩井健一，斉藤敬太，内野滋彦，瀧浪将

典，小幡 徹．(パネルディスカッション）エンドトキ

シン散乱測光法 (Endotoxin scattering photometry:

ESP法）によるSEPSIS患者のICU入室時のエンド

トキシン値．第12回エンドトキシン血症救命治療研究
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療研究会．福岡，2月．
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