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は が最も優れる。乳房 は乳癌の術前検査

として必須である。乳房 は腹臥位で行われる。

乳房を腹臥位で下垂させて撮像するとスキャン中の

呼吸による画像のブレを回避できる。また、乳房を

立体的に表示できるため癌の広がり診断に有用だ

が、乳房の形は手術台上の背臥位と大きく異なる

（図 ）。手術直前に背臥位で を再検すれば乳腺

切除線決定に有用なことは明らかだが、 での乳

癌の描出には造影剤投与が必要で、コスト上の問題

や造影剤副作用の懸念があり標準検査ではない。以

上より、乳房温存術での乳腺切除線決定は、外科医

が腹臥位 で描出された癌の広がりを頭の中で

背臥位に再構築して行っているのが現状である。

この問題を解決すべく、体位変換と乳房の形状変

化は活発に研究されており、体位変換による乳房内

での癌の移動の傾向を観察したもの ）、乳房の柔ら

かさと形状変化の傾向を観察したもの ）、非剛体変

１．はじめに

【背景】乳癌は日本女性が罹患する癌の第１位で、

年間９万人超が発症する。比較的若い年齢の女性が

罹患し社会の関心も高い。乳癌治療の主軸は手術

で、乳房全摘術と乳房温存術（癌とその周囲の乳腺

組織のみを切除）がある。乳房温存術は手術全体の

半数を超える。乳房温存術では、断端陽性（＝摘出

標本の断端に病理学的に癌が見られること）が術後

の局所再発や予後と関連しており、断端陽性を防ぐ

必要がある。一方で、術後の残存乳房の整容性を保

つためには、切除量を少なくする必要があり、断端

陽性回避と乳房整容性の両者を満たす過不足ない乳

腺切除が求められる。このため、乳癌の治療前には、

マンモグラフィ・超音波・ といった各種画像

診断で広がり診断を行う。近年では検診の普及によ

り浸潤部のない非浸潤癌が増加しているが、非浸潤

癌の広がり診断は触診では難しく、画像診断の中で
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要旨

乳癌に対する乳房温存術では切除断端陽性回避と乳房整容性の両者を満たす過不足ない乳腺切除

が求められ、術前に各種画像診断で乳癌の広がり診断を行う。これには が最も優れるが、乳房

は腹臥位で撮影し乳房の形が手術台上の背臥位と異なり、腹臥位 上の癌の広がりを背臥位

に再構築する客観的手法は未だない。そこで我々は腹臥位造影乳房 を理工学的に背臥位像にシ

ミュレーションする技術開発を行っている。理工学的技術には、有限要素法、軟体シミュレーション、

ディープラーニングを用いる。患者毎に乳房の大きさや柔らかさ、体位変換時の変形は様々だが、

シミュレーションモデルで必要な患者固有の物性値に、マンモグラフィの乳房密度と乳房厚、並び

に の使用可能性が示唆された。

術前乳癌患者の腹臥位乳房 を用いた
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換を用いて腹臥位 と背臥位画像（ や ）

の位置合わせを試行したもの ）などがある。また、

研究代表者は背臥位造影 画像をプロジェクター

を用いて乳房皮膚に直接プロジェクションマッピン

グする装置を開発した ）。しかし、腹臥位 上の

乳癌の広がりを背臥位での乳房内に描出する実用可

能な手法はいまだ確立されていない。

以上のように、画像診断は病気の形態を術前に詳

しく観察でき手術支援に必須のツールだが、検査時

と手術時の環境が違うために得られた情報を活かし

切るに至っていない現状がある。一方で、患者負担

の観点から検査は取捨選択する必要がある。

本研究の目的は、腹臥位造影乳房 を背臥位

像に変換し、背臥位での乳癌の位置と広がりを表示

できる技術を開発することである。

２．対象及び方法

【 画像提供】

本研究は、ヘルシンキ宣言に基づき、日本大学病

院臨床研究審査委員会の承認を得て行った（承認番

号： ）。インフォームドコンセントは日本

大学病院のホームページに掲載することで研究対象

者に拒否できる機会を保障する。日本大学病院で撮

像された診療用腹臥位・背臥位造影乳房 画を

後方視的に収集し日本大学理工学部に提供する。

【 背臥位像生成法の確立】

理工学的技術に、①乳房内をセグメンテーション

して要素に分け重力方向の変化による変形を計算す

る有限要素法、②変形過程を動的に解析する軟体シ

ミュレーションを用い、さらに、③ディープラーニ

ングの手法による仮想画像の生成を加えて、多角的

にアプローチする。

【 乳房の変形度合いに関わる物性値の探索】

患者毎に乳房の変形度合いは異なる。本研究で作

成する背臥位像シミュレーションモデルには、症例

毎に乳房の変形度合いに関連する物性値を当ては

め、精度の高いモデルを作成する。この物性値の候

補に、年齢・ ・マンモグラフィの乳房密度（％）

乳房厚（ ）を挙げ、乳房の変形度合いと比較し

有効な物性値を決定する。

【 精度検証】

本研究で生成される背臥位像の癌の位置を、実際

に撮像された造影背臥位 像の癌の位置と比較

する臨床試験を施行する。

３．結果

【 画像提供】

年から日本大学病院乳腺外科で診療用に施

行された腹臥位造影乳房 画像（ 例）並びに、

背臥位造影乳房 （ 例）を後方視的に収集し、

日本大学理工学部に提供した。さらに、ディープ

ラーニングでは多くの画像を要するため、米国

の画像データベース より、

腹臥位造影 （ 大学、 例）をダウンロー

ドし、この中から本研究に使用可能な乳房 画

像を抽出した。

【 背臥位像生成法の確立】

① 有限要素法

有限要素法とは、複雑な形状や特性を有する物体

や構造の挙動を微小要素に分割し、連続体として全

体の挙動を扱う数値解析法の一種で、構造や流体の

解析によく用いられる。本研究では、乳癌患者の体

位の違いによる癌の位置変化を、有限要素解析ソフ

トウェア（ ， ）を用いてシミュレー

図 1　（ ）腹臥位 と 背臥位 間の乳房と癌の変形、並びに癌の移動

（ ） （ ）
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定され重力によって乳房が流れる様子を的確に表現

できなかったためである。最後に剛体と軟体の形状

を患者データから抽出したデータを用いてシミュ

レーションを行った。これまでは、 画像から上

半身のポリゴンを作成し、肋骨部分などを目安に楕

円形の剛体を設置していたが、 画像を部位ごと

に分けることができたため、肋骨や筋肉などを動か

ない剛体として設定しシミュレーションを行った。

剛体として設定した形状にエッジなどが発生し、意

図しないシミュレーション結果となることがあった

が、患者のデータを利用できることを確かめること

はできた。

③ ディープラーニング　

画像に写るウマとシマウマの相互変換を実現する

といった （敵対的生成ネットワーク）

に基づく画像間スタイル変換の手法を 医用画像

のモダリティ変換に用いる先行研究 ）はあるが、

我々の検討結果より、 の手法は本研究に不向き

であるとの結論に至った。そこで、新たな生成モデ

ル（拡散モデル： ）に着目して、造

影・非造影の変換を行う を開発した。拡散モデ

ルでは医用画像など膨大な次元をもつデータの扱い

が難しいことから、 （

）を用いた圧縮と復号を組み合わせてドメイン

の相互変換を直接学習する （

）を採用し、これを 医用

ションした。癌の位置変化は乳房の変形に伴って生

じる。まずは、癌罹患なしのボランティアの腹臥位

データを用いてモデルを構築し、背臥位時相

当の重力を負荷した際の変形形状を背臥位 像

と比較し、変形形状が合致する乳房の物性値及び固

定範囲を検討した。これによって良い一致を示した

乳房の物性値及び固定範囲を用いて、上記モデルの

各部位に癌を作成し、体位変化に伴う癌の局在と移

動の関係を調べたところ、外側癌は乳房の変形と共

に側胸部方向へ移動し、内側癌よりも移動距離が大

きいことがわかった（図 ）。　　

② 軟体シミュレーション

「 」を利用した軟体シミュレーション

において、シミュレーションの解像度を向上させる

ために軟体の粒子を細かくする方法を試みた。これ

により、これまでの結果では乳房の形状変化がうま

くいかず、腹臥位の形状の影響が強く出ていた結果

に対して、重力による形状の変化を再現できるよう

になった。また、粒子を小さくするとシミュレー

ション時の乳房の柔らかさが増すことがわかった。

このため、粒子サイズに合わせて柔らかさを変化さ

せるようにした（図 ）。次に、シミュレーション時

に剛体（胸壁）と結合させている軟体粒子の割合を

変えることで、シミュレーションにどのような変化

があるか検証を行った。これまで剛体との接続は軟

体の底面全体を接続していたが、接続部で粒子が固

図 2　腹臥位（白色）において、 内側上 内側下部 外側上部 外側下部に配置した

球形癌の背臥位（緑色）における移動の様子

図 3　粒子サイズと柔らかさの調整

（ ）　　　　　　（ ）　　　　　　　（ ）　　　　　　　（ ）
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房厚は 、平均 であった。乳房腹臥

位・背臥位 の、造影前 強調画像における乳

頭から大胸筋までの最短距離の差（

）を深さ方向の乳房変形度、造影 にお

ける内胸動脈までの最短距離の差（

）を横方向の乳房変形度と定義した（図 ）。

は 、中央値 、 は

、平均 であった。マンモグラフィ乳房

密度および乳房厚、 は、 、 と相関

した。年齢は と相関した（図 ）。以上より、

マンモグラフィ乳房密度と乳房厚、 は、背臥位

像生成モデルの物性値に使用できる可能性が示唆さ

れた。本検討は、第 回日本医学放射線学会総会

（ 、横浜）欧州放射線学会（ 、ウィー

ン 、 ）で発表した。

4．考察

乳房の変形度合いに関わる物性値の探索では、マ

ンモグラフィによる乳房密度と乳房厚、 が背臥

位像生成モデルの物性値に使用できる可能性が示唆

画像に応用した。図 に、造影前の背臥位画像を入

力として、造影後を意味する特徴を条件として付与

し、スタイル変換を行う （

）の概要を示す。

日本大学病院の腹臥位・造影／非造影像のペア

例で学習を行い、 例の腹臥位・背臥位ペアの

症例群でテストを行った。図 に、学習に用いてい

ないテストデータの中から、本物の造影・非造影像

と、 および で生成した偽物の

造影像の例を示す。

により生成した偽物の造影像は、本

物の造影像と遜色ない増強効果が得られていること

が確認できる。今後は、緻密な性能検証を行うと同

時に、背臥位 への応用を検討する予定である。

【 乳房の変形度合いに関わる物性値の探索】

対象は乳癌女性 名 乳房で、年齢は 歳、

中央値 歳、 は 、中央値 であった。

乳房密度はマンモグラフィ専用ビューワを用いて半

自動的に定量化し、乳腺内に介在する脂肪は除外し

た（図 ）。乳房密度は ％、平均 ％、乳

図 4　 の概要図

図 5　非造影から造影への変換例
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された。乳房の主な構成要素は脂肪と乳腺組織で、

その割合（乳房密度）は個人差が大きい。脂肪は乳

腺組織より柔らかいため、乳房密度は乳房全体の柔

らかさ・体位変換による乳房の形状変化と関連して

いると仮定した。今回の検討でこの仮定は証明され

た。マンモグラフィは、乳癌の術前検査として必須

で、乳房密度は後方視的にも計測可能である。簡便

な乳房の柔らかさ、体位変換による乳房の変形度合

いを示す物性値として利用可能であることが分かっ

た。一方で、乳房厚は一般に乳房の大きさとみなさ

れ、乳房の変形は乳房の大きさ、すなわち、重量と

関連していると考えられた。

今後は、有限要素法・軟体シミュレーション・

ディープラーニングによる乳房変形のシミュレー

ションモデルを完成させ、これに、乳房密度・乳房

厚・ の個々の症例毎の物性値を当てはめて、

精度の高いシミュレーションを目指す。

5．結語　

術前乳癌患者の腹臥位乳房 を用いた背臥位

像生成のシミュレーションモデルを本学理工

学部と共同で作成中である。マンモグラフィ乳房密

度と乳房厚、 は背臥位像生成モデルの物性値に

使用できる可能性が示唆された。
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図 8　患者固有の物性値の候補と乳房変形の相関（図 は文献 より引用、一部改変）

図 6　乳房密度 図 7　深さ方向と横方向の乳房変形度
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（ ）

いると考えられている ）。 は成熟した血管壁

においては高分化 収縮型の表現型をとるが、血管

損傷や動脈硬化などといった修飾が加わると、脱分

化 合成型へ表現型が変化し、遊走能や増殖能が上

昇する ）。 患者の大動脈中膜においては、脱分

化 合成型への変化が促進されており、これは血管

のリモデリングを加速する因子と考えられ、発症の

一因とする報告もある ）。すなわち、血管壁は加え

られた負荷に応じて組織学的な変化がおこるが、

の分解や合成といった受動的反応に対して、

では能動的反応によって、細胞の表現型を

変化させて収縮機構を調整する ）。 つの表現型は

光学顕微鏡レベルでは形態学的に見分けることは困

難であるが、高分化型 では

1．はじめに

急性大動脈症候群

は大動脈瘤破裂や大動脈解離

を含む、致死的な経過を辿る重篤な疾患であ

る ）。上行大動脈に解離が及ぶ 型の

はきわめて予後不良の疾患で、発症後に致死率が

時間あたり ％上昇すると報告されており ）、外

科手術などの侵襲的治療を行わなければ 時間以

内の致死率が約 ％とされる。 の機序は

症候群などの一部の遺伝性結合組織病を除いて

不明であるが、高血圧歴との関連や、中膜の血管平

滑筋細胞 と、

細胞外マトリック など

の周辺蛋白との相互作用による中膜変性が関与して

羽尾裕之 ），福田安希代 ），傳田侑也 ），山田清香 ），鈴木真由美 ），宇都健太 ），森雅也 ），

原一之 ），大前佑斗 ），豊谷純 ）

要旨

大動脈瘤破裂、大動脈解離などの急性大動脈症候群は致死的経過を辿る重篤な疾患であるが、病態

は不明な点が多い。現状では発症後早期の診断・治療に重点が置かれ、発症の予測は困難と考えられ

ている。本研究では、急性大動脈症候群の動物モデルおよび患者血液、手術・病理解剖で得られた大

動脈組織検体を用いて、本症候群の病態の更なる解明を目指す。さらに患者の画像や検査データなど

の臨床情報とともに、患者検体を用いて、急性大動脈症候群の発症が予測可能な人工知能による早期

発症予測プログラムの開発と新規バイオマーカーを特定することを目的とする。さらに、新規バイオ

マーカーを活用した動脈硬化性疾患罹患者、結合組織病罹患者などのハイリスク患者の予後を前向き

に解析し、バイオマーカーの予測能および診断能を解析することを副次的な目的とする。将来的には、

早期発症予測プログラムを健康診断や人間ドックなどに導入し、急性大動脈症候群に罹患しやすい患

者のリスク層別化を行って、急性大動脈症候群の早期発見と医療の早期介入を可能にすることを最終

的な目標とする。

急性大動脈症候群の病態解明と人工知能による

新規診断技術・バイオマーカーの開発

）， ）， ）， ）， ），
）， ）， ）， ）， ）

学術研究助成金（独創的・先駆的研究）
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と が高発

現していることが指摘されている ）。一方で、脱分

化型 のマーカー蛋白に関しては確認が困難

なことも多いが ）、アテローム動脈性動脈硬化症な

どの変化をきたした血管壁の では

の発現が上昇しており ）、 を脱分化型マー

カー蛋白として用いた論文が報告されている ）。

の表現型の変化のほかに、最近のプロテオー

ム 解 析 で、

と

の つのタンパク質が、大動脈瘤の

や泡沫細胞で産生が亢進し、血液中でも同様の変動

がみられることが報告され ）、急性大動脈症候群の

新規バイオマーカーとして活用できる可能性が示さ

れた。この つのタンパク質も、現状では臨床診断

に導入されてはいないが、このような新規マーカー

候補の知見の蓄積が進めば、将来的には診断ツール

として用いられる分子が確立される可能性が期待さ

れる。本研究の目的は、手術で採取されたヒトの

患者の大動脈壁とモデル動物を用いて、 の

発症機序を明らかにすることである。

近年の人工知能の医学領域への応用に関する研究

は、実験レベルの研究から、社会実装可能なレベル

の研究まで、日進月歩で進んでいる。本研究では患

者の画像や検査データなどの臨床情報に加え、患者

血液検体や手術・病理解剖で得られた大動脈壁を用

いた病態解明の過程で得られた様々な生化学的デー

タから、生産工学部・理工学部と共同で人工知能を

用いた の診断システムを開発する。現時点で

我々が調べた限り、全世界において急性大動脈症候

群の早期診断を目的とした人工知能を用いた診断シ

ステムの開発に関する研究成果は報告されていない。

2．対象及び方法

動物モデルを用いた急性大動脈症候群の病態解

明（日本大学医学部動物実験委員会承認番号：

）

① ・ 遺伝子欠損マウスを用いた

大動脈瘤モデル動物の作成

腹部大動脈瘤のモデルマウスとして 遺伝子

欠損マウスに Ⅱ Ⅱ を持続投与す

る手法が確立されている。このモデルマウスに高分

化な血管平滑筋細胞に発現する遺伝子である

を欠損させ ×

、 単独欠損マウス との免疫組

織化学的所見と遺伝子発現量の比較を行った。

②ラットを用いた大動脈解離モデルの作成

ラットに対して、 の合

成 を 阻 害 す る 薬 剤 で あ る β

を 週齢より飲料水に ％の濃度で溶解

して 週間投与した 群 。また、同様のプロ

トコールで 投与中に 週齢から

Ⅱ Ⅱ を の速度で 週間皮下に持

続投与した Ⅱ群 。コントロール群

群 では薬剤投与は行わなかった。それぞれ

週齢で安楽死処置を行い、大動脈を採材した。

大動脈は で光干渉断層撮影装置

を用いて観察を行った

後、免疫組織化学的所見と遺伝子発現量の比較を

行った。

ヒトの大動脈検体での検討（日本大学医学部付

属板橋病院臨床研究倫理審査委員会承認番号：

）

で手術をした 例 群 と、大動脈疾患の

ない剖検例 例 群 の大動脈壁の中膜を用

いて、免疫組織化学的所見と遺伝子発現量の比較を

行った。

人工知能を用いた急性大動脈症候群の診断技術

の開発

現在、 学習を用いた病理診断について生産工学

部と会議を重ねており、必要な画像を収集してい

る。今後、血管病理の診断補助としての利用を目指

している。

3．結果

動物モデルとヒト検体を用いた急性大動脈症候

群の病態解明

① ・ 遺伝子欠損マウスを用いた

大動脈瘤モデル動物の作成

腹部大動脈瘤のモデルマウスとして、Apo E遺伝

子欠損マウスに Ⅱ Ⅱ を持続投与

する手法が確立されている。血管壁を構成している

主要な細胞である血管平滑筋細胞は、血管壁の恒常

性の維持に重要な役割を果たしており、腹部大動脈
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弱していた。興味深いことに はこれま

で言われてきた平滑筋細胞の収縮への関与ととも

に、局所の炎症にも作用してる可能性が示唆され

た。本検討より大動脈瘤発症から伸展に至る機序の

一部が解明されることが期待される。

②ラットを用いた大動脈解離モデル

大動脈解離 の発症には大

動脈壁中膜の脆弱性の関与が指摘されているが、詳

細な病態や発症機序は不明な点が多い。本研究では

ラットを用いた モデル動物を作成し、 発症機

序の解明を目的とする。 ラットにβ

を 週齢より飲料水に溶解して 週間投与

した 群 。また、同様のプロトコールで

投与後に 週齢から Ⅱ（

を 週間持続投与した Ⅱ群 。コン

トロール群 群 では薬剤投与は行わなかった。

それぞれ 週齢で安楽死処置を行い、大動脈を採

材した。大動脈は で光干渉断層撮影装置

を用いて観察

を行った後、病理組織切片を作製して評価した。

Ⅱ群では 頭全てで急性大動脈解離を

発症し 図 、 での観察により、解離は中膜の

深層の外膜に近い部位できたしていることがわかっ

た 図 。うち 頭は 週齢前に死亡した。

群は 頭中 頭のみ を発症したものの、 で

大動脈全長に渡る中膜の肥厚が観察され、 群

と比較して有意差を示した ± ±

， 。 投与を行った 群では弾性線維

の離開と断裂がみられ、膠原線維が増加し、ムコイ

ド物質のプール状の沈着がみられた。解離部位では

弾性線維の菲薄化が目立った。

瘤の血管壁では脱分化傾向を示すことがわかってい

る。そこで、高分化な血管平滑筋細胞に発現する遺

伝子であるSmoothelin B Smtn B に着目し、Apo E

とSmtn Bの両遺伝子を欠損させたマウス Apo E -/-

×SmtnB -/- にアンギオテンシンⅡを持続投与し、

大動脈瘤の発生率について検討した。また、Apo E

単独欠損マウス と比較して、病理組織学

的評価を行った。

大動脈瘤発生率については、Apo E-/-マウスで

％、Apo E-/-×Smtn B-/-マウスで ％とApo E-/-

×Smtn B-/-マウスにおいてApo E-/-マウスと比較し

有意に腹部大動脈瘤発生率が低かった 図

。

病理組織学的評価について、 、 、

を染

色し、それぞれの染色面積について を用

いて 群間で比較した。大動脈瘤形成部で炎症性変

化による組織構造破壊していることを考慮し、二次

的変化を除外するために大動脈瘤部以外の切片で染

色を行った。結果として 染色について

は、Apo E-/-×Smtn B-/-マウスがApo E-/-マウスに

比較して有意に染色率 陽性面積 中膜

面積 が低かった 図 。 、 に

おいては 群間における有意差は認めなかった。

染色では酸性ムコ多糖沈着をみており、

染色陽性面積が、Apo E-/-×Smtn B-/-マウ

スにおいて低かったことから、Smtn B欠損により

酸性ムコ多糖の合成が抑制され、腹部大動脈瘤の発

生低下につながる可能性が考えられる。Apo E-/-×

Smtn B-/-マウスではApo E-/-マウスと比較して血管

壁における炎症性サイトカインの 発現が減

図 1　 マウスと × マウスの大動脈 図 2　モデルマウスの 染色での比較

群では腎動脈分岐部に動脈径の拡大がみられたが、

× 群では径の拡大が抑制される傾向にあった。

群と比較して、 × 群で

は有意に 陽性面積の減少がみられた。
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の の発現は、 群で有

意に増加していた。本研究において、 における

中膜変性では血管平滑筋細胞の表現型と弾性線維の

分布が密接に関連していることが定量的、病理学的

に示された。 発症に関して、その背景にある中

膜変性には複数の要素の変化が指摘されており、エ

ラスチンを含む細胞外基質の分解が血管平滑筋細胞

の脱分化を誘導している可能性がある。つまり、こ

れまでの研究で広く知られているように高血圧や血

管障害などの直接的な因子で血管平滑筋細胞が脱分

化型に形質転換することに加え、 などの酵素

の活性化により誘導されたエラスチンの分解が血管

平滑筋細胞の脱分化を促進することで、中膜変性が

進行する可能性がある。 の断片化につい

て、 症候群患者の拡張した大動脈の中膜に

おいて指摘されていたが、今回の結果から、遺伝性

結合組織病の背景のない 患者の大動脈壁中膜に

おいても、 の断片化が中膜変性へ関与して

いる可能性がある。さらに我々は高血圧歴のある患

者において解離発症群と非発症群とで

の発現を検討したところ、解離発症群におい

ては の発現は非発症群と比較して

有意に低下しており、断片化による

の補填が解離群では作用していない可能性が

示唆された。このメカニズムをさらに解明する事で

は細胞外基質の架橋に関与する酵素である

を阻害する薬剤である。 の投与

により中膜の脆弱化を引き起こし、ヒトの大動脈解

離に類似した病理組織所見を示した。さらに形態学

的・分子病理学的検討を重ね、経時的な血液検査を

行うことで、ヒトの 発症機序の解明とバイオ

マーカーの開発に役立つと考える。

（ ）ヒトの大動脈検体での検討

における大動脈壁の中膜平滑筋細胞の表現型

と弾性線維の分布、アクチン架橋蛋白である

について、ヒト検体を用いて検討した。 で手

術をした 例 群 と、大動脈疾患のない剖検例

例 群 の大動脈壁の中膜を用いて、平滑

筋細胞の分化マーカー

、

、 、 活性

について、 、 、

で検討した。 群において、高分化平滑筋細胞マー

カーである 、 の発現が低下して

いた。一方で脱分化平滑筋細胞マーカーである

は発現が増加していた 図 。 群におい

て、中膜の弾性線維の主要成分である はそ

の分布が低下しており、 の活性は増強して

いた。また、高分化平滑筋細胞マーカーと

の分布に正の相関関係があることが示された。ま

た、中膜変性が強い部位において が濃染

された像がみられ 図 、 で、 群

において は の割合が低下して有

意に断片化がしていることが示された。一方で、

図 3　モデルマウスの 染色での比較

＋ Ⅱでは大動脈弓部周囲に大動脈径の拡張

がみられた。

図 4　コントロール群と ＋ 群の

大動脈壁に対する 画像

大動脈解離発症例の では、 群と比較して中

膜の肥厚がみられ、中膜が二層に剥離した像が観察された。
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解離発症のメカニズムの解明につながると考えて

いる。

人工知能を用いた急性大動脈症候群の診断技術

の開発

急性大動脈症候群の病理組織では、大動脈中膜に

種々の変性をきたしている。心臓血管病理学会から

の声明では中膜の変性の程度を 段階に分けて分類

しているが、血管病理に精通した医師の間でも意見

が異なることもあり、血管病理の診断はたびたび困

難である。現在、 学習を用いた病理診断について

生産工学部と会議を重ねており、必要な画像を収集

している。今後、血管病理の診断補助としての利用

を目指している。

診断補助を実現するには、病理細胞画像から意味

のある情報を取り出し数値化する過程（特徴量変

図 6　 群の中膜変性部位での代表的な連続切片の と免疫組織化学

染色 において血管平滑筋細胞の配列の乱れと、 染色 で弾性線維の離開、断裂を伴うα 染色

陽性の部位において、 の 末端抗体による染色 で嚢状に濃染される像がみられた。 ：

　 ： 　α ：α

図 5　ヒト大動脈における血管平滑筋細胞の表現型マーカーの免疫組織化学と蛋白分析

群において と の陽性面積の減少、 の

陽性染色の増加があった。発現量の結果も同様であった ； 。 群：大動脈解離群　

群：非大動脈解離群　 μ
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いる。今回の検討から生体内でのSmtnの新たな役

割が明らかになった。これらの研究成果から大動脈

瘤の発生機序の解明や新規治療に役立つと考える。

大動脈解離モデルラットについて、 は を

阻害することで弾性線維を破壊することが知られて

いるが、マウスへの投与により の発現と

活性が上昇したという報告があり、これらによる

の分解によって中膜変性が進行することが

発症の要因となっていることが考えられる。ラット

において と Ⅱを併用した報告は少なく、

発症のための の至適濃度についても検討

されているが、本研究におけるモデルでは ％の

確率で を発症しており、 以外の合併症の頻度

も多くないことからモデル動物として有用であると

考える。

ヒトの をきたした中膜について、高分化平滑

筋細胞マーカーは発現が減少しており、また、中膜

変性が強い部位において が濃染された像

がみられた。 発症に関して、その背景にある中

膜変性には複数の要素の変化が指摘されており、エ

ラスチンを含む細胞外基質の分解が血管平滑筋細胞

の脱分化を誘導している可能性がある。つまり、こ

れまでの研究で広く知られているように高血圧や血

管障害などの直接的な因子で血管平滑筋細胞が脱分

化型に形質転換することに加え、 などの酵素

の活性化により誘導されたエラスチンの分解が血管

平滑筋細胞の脱分化を促進することで、中膜変性が

進行する可能性がある。 の断片化につい

て、 症候群患者の拡張した大動脈の中膜に

おいて指摘されていたが、今回の結果から、遺伝性

結合組織病の背景のない 患者の大動脈壁中膜に

おいても、 の断片化が中膜変性へ関与して

いる可能性がある。今後さらに大動脈中膜における

平滑筋細胞の表現型や周辺蛋白と細胞外基質との関

連を検討することが の病態解明につながると考

える。

5．結語

急性大動脈症候群の発症機序について、動物モデ

ルとヒトの検体および人工知能を用いて研究を推進

することで、新規の診断技術や新規治療につながる

可能性がある。

換）が必要となる。近年、深層学習によるモデルが

脚光を浴びているが、 名以上の被験者数を前

提とするため、大規模データセットを構築しにくい

領域で直接適用することは難しい。そのため、小標

本でも稼働するモデル構築が必要となる。このため

には、深層学習以外の方法で画像特徴量を計算しな

ければならない。画像処理における一般的な特徴量

には、 ・ ・ ・カラー特徴量などがあ

るものの、これらは一般画像に向けたものであるた

め、病理画像への適用は必ずしも適切とはいえな

い。このような中、過去に行われたいくつかの研究

において、テクスチャ特徴量が病理細胞画像から意

味のある情報を抽出できることが示されてきた。そ

のため、本研究を分担する生産工学部は、テクス

チャ特徴量ベクトルで定義された数式をプログラミ

ングコードとして実装することで、病理細胞画像の

入力に対しテクスチャ特徴量ベクトルを返却するラ

イブラリを開発した。本ライブラリは複数枚の画像

の入力に対し一括して特徴量計算を行うことから、

一括した画像解析に有効である。実際に、本ライブ

ラリと を用いて、病理細胞

画像から心筋症を判定するソフトウェアのプロトタ

イプ開発に成功し、この結果が

に掲載された ただ

し生検データではないこと、被験者数が少ないこと

から、 であることを付記する 。このライ

ブラリはあらゆる医用画像に適用することが可能で

あることから、急性大動脈症候群の判定に使用する

画像に対しても適用することが可能である。した

がって現在、画像収集を行っている途中である。収

集完了後は、前述した心筋症判定と同一の手続きに

より、急性大動脈症候群の判定補助を行うシステム

を開発する予定である。

4．考察

の発症を模したモデル動物の作製には、遺伝

子改変や 、 Ⅱなどの化学物質の投与が行

われている。既知のApoE欠損マウスに Ⅱを持

続投与する大動脈瘤モデルにおいてSmtnの欠損を

追加することで炎症性サイトカインの発現の抑制を

伴って、大動脈瘤の発生が抑制された点は非常に興

味深い。 は平滑筋細胞の収縮に関連し、

高分化な平滑筋細胞のマーカー蛋白として知られて
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予防及び治療戦略を見出す上で，肝細胞の代謝機能

解析のみならず，免疫細胞の詳細な機能解析が必要

である。しかし，先述のように肝臓には多種多様な

免疫細胞が存在する上，環境や刺激に対して複雑な

制御を受けることから肝臓の免疫臓器としての機能

解析はまだ十分に行われていない。

核内受容体はリガンド依存性転写因子であり，ヒ

トでは48種類が同定されている。多くの核内受容

体は体内の脂溶性代謝産物をリガンドとして認識

し，標的遺伝子の発現を制御する。肝臓X受容体

（liver X receptor, LXR）はコレステロールの代謝産

物であるオキシステロールをリガンドとする核内受

容体であり，LXRαとLXRβの 2種類のアイソ

フォームを有する。LXRは体内でコレステロールの

代謝調節を担う他，マクロファージなどの免疫細胞

に発現し，抗炎症作用を有するため，高コレステ

ロール血症やアテローム性動脈硬化症などの治療標

的として注目されている 2）。我々は先行研究におい

1．はじめに

肝臓を占める細胞の約70％は肝細胞（実質細胞）

であるが，残りの約30％を占める非実質細胞には

類洞内皮細胞や間葉系星細胞に加え，肝常在

Kupffer細胞や単球由来マクロファージ，ナチュラ

ルキラー（natural killer, NK）細胞，NKT細胞，T細

胞，B細胞などの免疫細胞が多く含まれているため，

肝臓は代謝臓器であるとともに免疫臓器であるとも

言える 1）。これらの免疫細胞は門脈から取り込まれ

る栄養成分や外来異物に反応して相互に，または肝

細胞と複雑に連携しながら代謝，炎症，生体防御や

抗腫瘍活性等の免疫作用を制御し，肝恒常性を維持

している。近年の食事の西洋化等による脂質代謝異

常は脂肪肝やMASLDを呈するが，その一部が

MASH，肝線維化，肝硬変，そして肝細胞癌へと進

展する。このうち，MASLDからMASHへの進展に

は慢性炎症を伴うため，免疫細胞の活性化が重要と

なる。したがって，これらの非ウイルス性肝障害の

梅田香織 1），山口涼香 2），山岸賢司 2），和田平 3），槇島誠 1）

要旨
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て，LXR欠損マウスの肝臓免疫細胞の解析を行っ

た。その結果，LXRα欠損マウスは肝臓への顕著な

コレステロール蓄積を伴い，活性型マクロファージ

を集積させることによって食餌誘導性MASHを増

悪させること 3），LXRα/β欠損マウスはKupffer細

胞や単球由来マクロファージ，NKT細胞の細胞分布

が野生型と顕著に異なることを見出した 4, 5）。これ

らの知見は，LXRが免疫細胞を介した肝保護作用を

担う重要な因子であることを示している。しかし，

これまでの解析は，着目した個々の細胞群の機能解

析を行ったものであり，他に存在する多様な免疫細

胞の挙動については未だ不明である。そこで，

MASLDからMASHの進展メカニズムにおけるLXR

の機能を詳細かつ正確に解明するためにも，肝臓免

疫細胞全体の挙動を詳細に追跡する必要があると考

えた。

シングルセル解析は単一細胞あたりの網羅的遺伝

子発現解析を可能にしたゲノミクス解析である。先

述の通り，肝臓には多種多様な細胞が存在するため

肝臓免疫細胞の解析には有用な解析手法である。そ

こで，本学内においてシングルセル解析を実施する

ため，昨年度はライブラリー作製装置である10x 

Genomics社のChromium iXを導入した他，既存の

シングルセルデータを用いてシークエンスデータの

解析系を構築した。また，実験においては全身性

LXRα/β欠損マウスに加え，細胞選択的LXRα/β

欠損マウスを作製し，肝臓免疫細胞の解析を行っ

た。その結果，全身性LXRα/β欠損マウスは野生

型と比較して早期にMASLD及びMASHを誘導する

ことを確認した。また，作製した細胞選択的LXRα

/β欠損マウスの中で，肝細胞選択的LXRα/β欠

損マウスにおいて，通常飼育下にも関わらず肝臓免

疫細胞数や血中トランスアミナーゼ値が全身性LXR

α/β欠損マウスと同様に増加していることを見出

した。そこで，今回は肝細胞選択的LXRα/β欠損

マウスにおける肝臓免疫細胞を用いてシングルセル

解析を実施し，全身性LXRα/β欠損マウスとの比

較を行ったため，以下で結果を報告する。

2．対象及び方法

1）実験に用いた遺伝子改変マウス

野生型マウス（C57BL/6J）は日本クレアより購入

した。全身性LXRα欠損（LXRα -/-）及びLXRβ欠

損（LXRβ -/-）マウスはテキサス大学サウスウェスタ

ンメディカルセンターのDavid Mangelsdorf教授よ

り供与を受けた。LXRα floxed/floxed（LXRαfl/fl）マウス

は 同 じ くMangelsdorf教 授 よ り，LXRβfloxed/floxed

（LXRβ fl/fl）マウスは仏GIE-CERBM（IGBMC）の

Pierre Chambon教授より供与を受けた。LXRαfl/fl 

LXRβ fl/flマウスとThe Jackson Laboratoryより導入

したAlbumin（Alb）-Creマウス（Stock No. 003574）

を交配させることにより肝細胞選択的LXRα/β欠

損マウス（LXRαfl/flLXRβfl/fl-Alb-Cretg/+）を作製した。

実験には7～8週齢のオスマウスを使用した。なお，

本研究において実施した全ての動物実験はカルタヘ

ナ法及び日本大学遺伝子組換え実験実施規定及び文

部科学省が定めた「研究機関等における実験動物等

の実施に関する基本指針」に従い，日本大学医学部

に実験計画を申請し，承認を得た上で実施した。

2）シングルセル解析のための肝臓免疫細胞単離

マウスより肝臓を摘出後，コラゲナーゼによる肝

組織分散及びパーコール密度勾配法による肝細胞除

去によって肝非実質細胞を得た。得られた細胞を

fluorescein isothiocyanate（FITC）標識した抗CD45

抗体及び死細胞を標識するpropidium iodide（PI）と

混合後，FACSAriaを用いてPI陰性及びCD45陽性の

免疫細胞を単離した。

3）シングルセルライブラリーの作製

単離した細胞は10x Genomics社が提供するChro-

mium Fixed RNA Profiling Reagent Kits 及び 

Chromium iXを用いてシングルセルライブラリーを

作製した。各ライブラリーは混合後，NovaSeq 6000

を用いたシークエンス解析を行った。シークエンス

データはRのプログラムパッケージである "Cell 

Ranger ARC（ver.8.0.1）"を用いてマウスのリファレ

ンスゲノム配列（mm10）へのマッピング（一次解

析）を行った。マッピング後のシークエンスデータ

については同じくRのプログラムパッケージである

Seurat（ver. v5）を用いて二次解析を行った。

4）MASHモデルマウスの解析

マウスに通常食（CE-2, 日本クレア製）または

0.2％コレステロール及び42％脂肪を含有する西洋

食（TD88137, Envigo製）を自由摂取により摂餌さ

せ，12週間後の肝臓を摘出した。肝障害の評価とし

て，肝組織の観察及び血中トランスアミナーゼ値を

評価した。また，血中，肝臓，脾臓における代表的
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いことが示された（図1，上段）。この分画をソーティ

ングした結果，各マウス1頭あたり約1.5-2.0×106個

の細胞を単離した。また，ソーティング後の細胞を

再解析し，全ての検体で精製度が95％以上である

ことが確認できた（図1，下段）。シングルセルライ

ブラリーの作製には2.0×105個から2.0×107個の細

胞数が必要である。そこで，ライブラリー作製によ

り多くの細胞を用いるため，各マウスの条件におい

て2頭分の細胞を等量ずつ混合し，使用することと

した。

ソーティングし，等量ずつ混合した細胞はただち

に固定後，4℃にて保存した。その後，10x Genom-

ics社が提供するChromium Fixed RNA Profiling Re-

agent Kitsのプロトコールに基づき，シングルセル

ライブラリーを作製した。作製した各ライブラリー

はバイオアナライザーを用いて濃度及び品質を確認

後，NovaSeq 6000を用いたシークエンス解析を行った。

2）シングルセルシークエンスデータの解析

1）の作業から，4検体全てにおいて，細胞単離，

シングルセルライブラリーの作製及びシークエンス

解析の一連の解析を行うことに成功した。シークエ

ンスデータはCell Ranger ARCを用いてマウスゲノ

ム配列へのマッピング（一次解析）を行った。その

な免疫細胞の組成についてはFACSLyricを用いて解

析した。

3．結果

1）シングルセル解析のための細胞単離，ライブラ

リー作製及びシークエンス解析

シングルセル解析には野生型（C57BL/6J），全身

性LXRα/β欠損（LXRα -/-LXRβ -/-），Floxedコント

ロール（LXRα fl/flLXRβ fl/fl），肝細胞選択的LXRα/

β欠損（LXRα fl/flLXRβ fl/fl-Alb-Cretg/+）の各マウスを

用いた。野生型は全身性LXRα/β欠損の，Floxed

コントロールは肝細胞選択的LXRα/β欠損に対す

るコントロールとして用いた。各マウスより肝臓を

摘出し，コラゲナーゼによる肝組織分散及びパー

コール密度勾配法により肝非実質細胞を単離した。

次に，免疫細胞をセルソーターを用いて単離するた

め，細胞をFITC標識した抗CD45抗体及び生細胞

を選別するためPIを処理後，セルソーターを用い

て分析した。その結果，野生型及びFloxedコント

ロールマウスはPI陰性及びCD45陽性の免疫細胞が

肝臓非実質細胞のうち約40％であったのに対し，

全身性LXRα/β欠損及び肝細胞選択的LXRα/β

欠損マウスは約80％であり，免疫細胞の割合が高

図 1　セルソーターを用いたCD45陽性免疫細胞のソーティング

野生型，全身性 LXRα /β欠損，Floxedコントロール，肝細胞選択的 LXRα/β欠損マウスより単離した肝臓非実質
細胞を FITC標識した抗 CD45抗体を用いて免疫細胞を染色し，FACSAriaを用いて CD45陽性免疫細胞をソーティン
グした。上段は各マウスの肝臓非実質細胞における PI陰性 CD45陽性細胞の割合を，下段はソーティング後の細胞の
一部を再解析した際の PI陰性 CD45陽性細胞の割合をドットプロットで示した。
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クラスター5及び14については，それぞれF8遺伝

子及びHnf4a遺伝子の発現が高いことから，細胞単

離の過程で混入した類洞内皮細胞及び肝細胞である

ことが示された。同様に，その他の各クラスターの

遺伝子発現パターンを解析し，細胞種を決定づける

マーカー遺伝子を抽出した。その結果，野生型には

2種類のKupffer細胞（クラスター0及び12，マーカー

遺伝子：Timd4及びVsig4），2種類のT細胞（クラス

ター1及び10，マーカー遺伝子：Cd3e），B細胞（ク

ラスター2，マーカー遺伝子：Cd19），4種類の単球

マクロファージ（クラスター4, 9, 13, 15，マーカー

遺伝子：F13a1，Pf4，Il12及びMs4a2），NK細胞（ク

ラスター4，マーカー遺伝子：Klre1），樹状細胞（ク

ラスター6，マーカー遺伝子：Siglech），好中球（ク

ラスター8，マーカー遺伝子：S100a8），プラズマ

細胞（クラスター11，マーカー遺伝子：Jchain）及

び細胞増殖マーカー遺伝子の発現が高い細胞群（ク

ラスター7，マーカー遺伝子：Top2a）が含まれて

いることが明らかとなった。次に，各クラスターに

おけるLXRαをコードするNr1h3遺伝子及びLXR

βをコードするNr1h2遺伝子の発現を解析した。

その結果，Nr1h2遺伝子はクラスター14（肝細胞）

を除く全てのクラスターにおいて発現が認められ

た。一方，興味深いことにNr1h3遺伝子はクラス

ター14（肝細胞）に加え，免疫細胞の中ではクラス

ター0，12（Kupffer細胞）及びクラスター9（単球ま

たはマクロファージ）において選択的に高発現する

ことが示された。野生型と同様に他の3検体につい

てもクラスタリングを行った結果，各検体の細胞群

は全身性LXRα/β欠損では14個，Floxedコント

ロールでは14個，肝細胞選択的LXRα/β欠損では

11個のクラスターに分類され，クラスター数は検

体ごとに異なることが示された。

次に，野生型，全身性LXRα/β欠損，Floxedコ

ントロール及び肝細胞選択的LXRα/β欠損を比較

するため，4検体の統合（インテグレーション）を

行った。インテグレーション後のデータのクラスタ

リングを行った結果，合計15個のクラスターが検

出された（図4，発表前データのため細胞種は未記

載）。変動遺伝子の情報を用いて細胞のアノテー

ションを行った結果，Kupffer細胞，3種類のT細胞，

B細胞，3種類の単球マクロファージ，NK細胞，樹

状細胞，好中球，細胞増殖マーカー遺伝子の発現が

結果，野生型からは8,754個，全身性LXRα/β欠

損からは 9,140個，Floxedコントロールからは

10,364個，肝細胞選択的LXRα/β欠損からは

11,327個の細胞の情報が得られた。次に，昨年度に

既存のシークエンスデータを用いて構築した解析方

法に基づき，Seurat を用いてシークエンスデータの

二次解析を行った。まず，検出された遺伝子数やミ

トコンドリア遺伝子の割合等の情報から，死細胞や

適切に単一細胞に分離されなかったアーティファク

トを除去するフィルタリング操作を行った。その結

果，野生型からは6,343個，全身性LXRα/β欠損

からは7,849個，Floxedコントロールからは8,048個，

肝細胞選択的LXRα/β欠損からは9,509個の細胞

が選別された。次に，4検体のシークエンスデータ

を個別に次元削減，クラスタリング及びクラスター

数を決定後，解析結果をuniform manifold approxi-

mation and projection（UMAP）を用いて可視化し

た。野生型の解析を行った結果，細胞群は16個の

クラスターに分類された（図2）。各クラスターにお

ける細胞種を決定するため，上位に発現する変動遺

伝子を抽出し，過去に報告されたシングルセルデー

タの情報 6,7）と比較した。その結果，まず，クラス

ター 5及び14を除く全てのクラスターにおいて

CD45をコードするPtprc遺伝子の高い発現を認めた

ため，これらの細胞群は免疫細胞であることが示さ

れた（図3）。一方，Ptprc遺伝子の発現が非常に低い

図 2　野生型由来肝臓免疫細胞を用いた 
シングルセル解析

シングルセル解析によってクラスタリングされた細

胞群を UMAPプロットで可視化した。各ドットは単一
細胞を示し，色分けされた各クラスターは遺伝子発現

パターンの異なる細胞集団を示す。野生型においては

クラスタリングの結果，16個のクラスターに分類された。
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高い細胞群及び残存した類洞内皮細胞及び肝細胞が

含まれていることが示された。インテグレーション

後のクラスターには，野生型において検出された細

胞群（図2）も含まれたが，検出されなかった新規

細胞群が存在したため，LXRα/β欠損により細胞

組成が変化することが示された。そこで，野生型，

全身性LXRα/β欠損，Floxedコントロール及び肝

細胞選択的LXRα/β欠損の4検体の細胞分布を比

較した（図5）。その結果，まず，野生型とFloxed

コントロールにおける細胞分布パターンは類似する

ことが確認できた。次に，野生型と全身性LXRα/

β欠損及びFloxedコントロールと肝細胞選択的

図 3　野生型由来肝臓免疫細胞の各クラスターにおける遺伝子発現パターン

クラスター 0から 15の各クラスターにおいて選択的に発現する遺伝子（Timd4からMs4a2）及び共通の免疫細胞マー

カーである CD45をコードする Ptprc遺伝子，LXRαをコードする Nr1h3及び LXRβをコードする Nr1h2遺伝子の発現

パターンをヒートマップで示した。

図 4　4検体のインテグレーション後のUMAP

野生型，全身性 LXRα /β欠損，Floxedコントロール及び肝細胞選択的 LXRα/β欠損の各シングルセル解析データ
をインテグレーションし，UMAPプロットを用いて可視化した。各ドットは単一細胞を示し，色分けされた各クラスター
は遺伝子発現パターンの異なる細胞集団を示す。インテグレーションの結果，細胞群は 15個のクラスターに分類された。
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シングルセル解析から読み解く非アルコール性脂肪肝炎の病態制御

けるヒトデータベースを用いた解析から，少なくと

も450人に1人がLXRαの機能不全型変異体を保有

していること，血中成分分析の情報から肝障害マー

カーが有意に増加することが報告された8）。さらに，

発見された機能不全型変異体の1つを肝細胞に発現

させたマウスはMASHを早期に誘導することか 

ら 8,9），我々が全身性及び肝細胞選択的欠損マウス

を用いて見出した知見と一致し，LXRα及びLXRβ

が肝免疫系恒常性維持及び肝障害抑制に必須な因子

であることが示された。一方，先述の報告は，肝組

織または単離した肝細胞に限定した解析であり，免

疫細胞を用いた解析は報告されていない。したがっ

て，本研究において我々が見出した知見は，MASH

の病態制御における免疫作用を介したLXRα及び

LXRβのさらなる重要性を示す上で非常に重要な情

報であると言える。今後は，今回確立したシングル

セル解析や肝組織切片を用いてさらに詳細な解析を

進めていく予定である。

5．結語　

令和6年度は，本研究の課題であった本学内での

シングルセル解析の実施及び解析について，実際に

本検体を用いて達成することができた。その結果，

これまでフローサイトメトリーを用いた個々の免疫

細胞の検出や，肝臓非実質細胞を用いたバルクの

RNAシークエンスなどの手法を用いた解析では見

出すことのできなかった，希少細胞の情報や免疫細

胞の全体像が把握できるようになった。なお，本解

析手法は本研究で用いた肝臓免疫細胞のみならずヒ

ト及びマウスのほとんどの組織の細胞を用いて解析

LXRα/β欠損をそれぞれ比較したところ，ある種

のクラスターにおいて細胞分布パターンが異なるこ

とが示された。興味深いことに，全身性LXRα/β

欠損と肝細胞選択的LXRα/β欠損のパターンは類

似していた。

3）MASLD及びMASHモデルマウスの解析

2）のシングルセル解析の結果より，LXRα/β欠

損により免疫細胞組成及び機能が変化するのは肝細

胞のLXRα及びLXRβに依存することが示された

が，これらの結果は通常食負荷の生理的条件下にお

ける効果であった。そこで，次に食餌誘導性

MASLD及びMASHの病態モデルマウスにおける全

身性及び肝細胞選択的LXRα/β欠損の影響を検討

した。その結果，肝細胞選択的LXRα/β欠損マウ

スは全身性欠損と同様に肝臓及び脾臓の組織重量が

有意に増加した。また，フローサイトメトリーを用

いて肝臓免疫細胞組成を評価したところ，1）の結

果を反映し，全身性欠損と肝細胞選択的欠損は類似

の肝臓免疫細胞組成パターンを示した。

4．考察

本年度の検討の結果，これまでの検討で見出し

た，生理的条件下において全身性LXRα/β欠損マ

ウスで観察される肝臓免疫細胞の分布及び機能変化

は肝細胞選択的LXR欠損マウスにおいても同様に

観察されることがシングルセル解析を行うことに

よって明らかとなった。したがって，LXRα及び

LXRβは肝細胞において，脂質代謝制御を介して，

または直接的に肝臓免疫細胞の分布及び機能制御に

影響することが示された。近年，UK Biobankにお

図 5　肝臓免疫細胞を用いたシングルセル解析の4検体間の比較

左から野生型，全身性 LXRα /β欠損，Floxedコントロール，肝細胞選択的 LXRα/β欠損におけるインテグレーショ
ン後のシングルセル解析データを UMAPプロットを用いて検体ごとに可視化した。各ドットは単一細胞を示し，色分け
された各クラスターは遺伝子発現パターンの異なる細胞集団を示す。
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が可能である。これまでは生細胞を用いて直ちにラ

イブラリーを作製する必要があり，時間的な制限が

問題であったが，最近は今回実施したように固定し

た細胞やパラフィン切片等を用いたライブラリー作

製が可能となり，容易に検体が準備できるように

なった上，短時間の反応系の実験にも利用可能に

なった。今後は，医学部内での技術提供及び普及に

努めるとともに，本学全体の研究推進力の発展に貢

献すべく他の医歯薬系学部である歯学部及び薬学部

や、生物資源科学部及び文理学部等の生命科学系学

部との連携を目指していきたい。

（本研究は令和5年度日本大学学術研究助成金〔独

創的・先駆的研究〕を受けて行われたものであり，

ここに謝意を表します。また，本編で報告した内容

は，日本大学本部発行の学術研究助成金〔独創的・

先駆的研究〕実績報告書において重複して記載され

ていること，本研究において用いた実験材料や実施

した内容については本学術研究助成金の他，科研費

（21K06862，22H04925（PAGS）及び25K10237），日
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ても線維化の進展に関与している可能性があると考

えた。

本研究では、①培養内皮細胞に対するNBL1の役

割、②NBL1ノックアウトマウスを用いてNBL1が

心臓の障害にどのような影響を及ぼすかについて検

討した。また、③透析患者において、血中NBL1が

心血管疾患の発症予測バイオマーカーになりうるか

について解析し、臨床的にもNBL1が新血管疾患の

発症に関連するかについて検討した。

2．対象及び方法

①培養細胞実験：HUVECを用いた内皮間葉転換

（EndMT）解析

心筋線維化においては、線維芽細胞および筋線維

芽細胞の活性化・増殖が中心的な役割を果たす。そ

の線維芽細胞の一起源として、左心室や心室中隔に

存在する心臓内膜細胞が、EndMTを経て線維芽細

1．はじめに

研究代表者はこれまで、糖尿病性腎症患者の血漿

中タンパク質を網羅的に解析し、BMP拮抗分子で

ある Neuroblastoma suppressor of tumorigenicity 1

（NBL1）が末期腎不全（ESRD）の発症を強力に予測

するバイオマーカーであることを、世界で初めて報

告した 1,2)。さらに、NBL1ノックアウトマウスにお

いては腎線維化の進行が著明に抑制されることを確

認している (未発表 )。これらの所見は、NBL1が単

なるバイオマーカーではなく、線維化の病態進展に

関与する因子である可能性を示唆する。また、ヒト

近位尿細管細胞においてNBL1を添加して培養した

ところ、上皮間葉転換（EMT）様の変化が認められ

た。これまで、BMP7は腎線維化を抑制することが

報告されており、その拮抗分子であるNBL1は

BMP7の抗線維化作用を阻害すると考えられる。こ

のことから、NBL1は腎臓のみならず、心筋におい

小林洋輝 1），常見明子 1），村田悠輔 1），松岡友実 1），中村吉宏 1），阿部雅紀 1）

要旨

研究代表者は、これまでの研究によりBMP拮抗分子であるNeuroblastoma suppressor of tumori-

genicity 1（NBL1）が末期腎不全の発症予測バイオマーカーであること、さらに腎線維化や近位尿細

管細胞のEMT誘導に関与する可能性を見出してきた。本研究ではこのNBL1の心筋における役割を

明らかにすべく、細胞実験・動物モデル・臨床検体解析を通じて、NBL1の心筋線維化機構への関与

を包括的に検討した。その結果、NBL1がEndMT様の応答を誘導すること、心筋ストレスモデルに

おいて線維化・炎症を増強する可能性が示された。また、透析患者においてはNBL1自体のCVD予

測能は確認されなかったが、多数の関連タンパク質が同定され、新たな多因子予測モデル構築の契

機となった。

新規BMP拮抗分子に着目した心筋細胞の線維化機構の解明

Functional analysis of novel BMP antagonist as causal factor of myocardial 

fibrosis
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Yoshihiro NAKAMURA1），Masanori ABE1）
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胞へと分化することが報告されている。EndMTは、

内皮由来細胞が間葉系形質（α -SMAやfibronectin

の発現）を獲得し、線維化に直接関与する過程であ

る。本研究では、NBL1がEndMTを誘導しうるかを

評価するため、実験モデルとしてヒト臍帯静脈内皮

細胞（HUVEC）を使用した。HUVECは心臓内膜細

胞とは異なるが、内皮細胞としての表現型と応答性

を有しており、EndMTに関する研究で広く活用さ

れている細胞系である。そこで、HUVECをサブコ

ンフルエントまで培養した後、リコンビナント

NBL1 が1000ng/mlになるように培地に添加して3

～7日間培養した。遺伝子発現解析は、TRIzolで細

胞を回収、total RNAを精製後に逆転写し、EndMT

マーカーをリアルタイムPCRで解析した。また

HUVECのマーカーであるVE-cadherinについては、

固定後に蛍光免疫染色を行った。

②動物実験：NBL1ノックアウトマウスを用いた心

筋障害モデルの作製と評価

次に、NBL1が心臓線維化に関与するかについて、

非選択的βアドレナリン受容体作動薬であるイソ

プロテレノールを用いた動物モデルで検討した (日

本大学動物実験計画書 承認番号AP24MED031-1)。 

NBL1ノックアウト (KO)マウス（-/-）およびWTマ

ウス（+/+）に対し、イソプロテレノールを浸透圧

ポンプ (Model 1004 pump、リザーバー容量100μl、

ALZET Tech)に注入し、投与量が20 mg/kg/dayで

7日間皮下持続投与することで心筋障害を誘導し

た。これは心肥大・線維化を再現可能な確立された

モデルであり、心筋ストレスに対する各群の反応を

比較することで、NBL1の病態関与を検証した。マ

ウス心臓は、Sirius Red染色やMasson trichrome染

色による線維化評価を行い、あわせて線維化関連遺

伝子（COL1A1、α -SMA、fibronectinなど）および炎

症・損傷関連マーカーの発現量を検討した。

③臨床研究：維持透析患者における血中蛋白と将

来のCVD発症との関連の検討

日本大学医学部附属板橋病院の関連透析クリニッ

ク (6施設 )に通院する維持血液透析患者を対象に保

存血液検体を用いて血中NBL1を網羅的蛋白測定で

あるOlink explore HTを用いて測定し、将来の心血

管イベント（致死性、非致死性の心筋梗塞、脳卒中、

狭心症）の発症との関連をFold change analysisを用

いて解析した。尚、本研究計画は日本大学医学部附

属板橋病院の臨床研究倫理審査委員会に受理され

(RK-220308 - 1)、全参加患者からの同意書を取得し

ている。

3．結果

①培養細胞実験：HUVECを用いた内皮間葉転換

（EndMT）解析

HUVECをリコンビナントNBL1 1000ng/ml添加

した培地で3日間培養した後のEndMTに関連する

遺伝子をリアルタイムPCRで解析したところ、コ

ントロール群と比較して、NBL1添加群でfibronec-

tinの有意な上昇が認められた (Fig.1)。また、HUVEC

にリコンビナントNBL1 1000ng/ml添加した培地で

7日間培養した後に固定し、血管内皮細胞に特異的

に発現し、内皮細胞の形態を維持するVE-cadherin

に対する蛍光免疫染色を行った（Fig.2）。コントロー

ルのHUVECでは、細胞間にVE-cadherinが認めら

れていたが、NBL1で刺激したHUVECにおいては、

EndMTを起こすTGFβ1（ポジティブコントロー

ル）と同様に、VE-cadherinの発現の減少が認められ

た。これらの結果よりNBL1が内皮細胞の形態およ

Fig 1．リアルタイムPCRによる発現解析（Day3） Fig 2．VE-cadherinの蛍光免疫染色（Day7） 
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まれる蛋白に加えて、以下のような生物学的特性が

確認された：

・ 慢性炎症・免疫調節に関与するサイトカインやケ

モカイン様分子：慢性炎症状態が持続する透析患

者では、軽微な免疫活性化がCVD進展の重要な

引き金となる可能性があり、本研究で同定された

複数の分子は、自然免疫系やT細胞活性と関連し

ていた。

・ 血管構造や機能に関与する内皮細胞関連因子：血

管内皮障害、血管リモデリング、マトリックス代

謝に関与する因子が複数含まれており、透析患者

に特有の動脈硬化の進行メカニズムを反映してい

る可能性がある。

・ 代謝・ミトコンドリア機能に関与する酵素や構造

蛋白：酸化ストレスやエネルギー代謝異常が心筋

障害に波及する経路として注目されており、関連

分子のいくつかはミトコンドリア局在や脂質代謝

に関与していた。

・ 線維化や組織修復に関連する因子：特に心不全病

態との関連が示唆される因子も複数含まれてお

り、リモデリングに伴う組織硬化の進展が心血管

イベントの背景にあることが示唆される。

・ 細胞ストレス応答やアポトーシスに関連する分

子：カスパーゼ、ヒートショックタンパク、ユビ

キチン関連分子など、透析患者における細胞損傷

と修復のバランス破綻を反映する可能性がある。

以上のように、本研究ではNBL1自体の有意性は

確認されなかったものの、透析患者におけるCVD

発症の新たな分子基盤が明らかとなった。今後は、

び分子マーカーの変化を誘導し、EndMT様の細胞

応答を促進する可能性があることを示している。今

後は、NBL1がEndMTを誘導する際に関与する分子

機構について、より詳細に検討する予定である。

②動物実験：NBL1ノックアウトマウスを用いた心

筋障害モデルの作製と評価

NBL1ノックアウト（KO）マウス（-/-）および野

生型（WT）マウス（+/+）に対して、イソプロテレ

ノールを20 mg/kg/dayで7日間、浸透圧ポンプを

用いて皮下持続投与し、心筋障害モデルを作製し

た。投与前後の体重変化は、明確な減少傾向は認め

られなかった。一方、心臓重量比（HW/BW）につ

いては、イソプロテレノール非投与のコントロール

群と比較して、投与群では増加傾向が確認された。

心臓組織から total RNAを抽出し、リアルタイム

PCRによる遺伝子発現解析を行った結果、イソプ

ロテレノール投与群では、コントロール群に比べて

線維化関連遺伝子（fibronectin、α -SMA、TGF-β1、

CTGF等）の発現が上昇しており、加えて、炎症性

ケモカインであるMCP-1の発現も増加していた。

また、Sirius Red染色では、投与群において、コラー

ゲン線維の増加が認められた。これらの結果は、イ

ソプロテレノール投与によって心筋組織において線

維化および炎症応答が惹起されることを示唆してい

る。なお、現時点では統計学的検定に必要な実験頭

数には達していないため、引き続き動物実験を継続

中である。今後は、NBL1 KOマウスとWTマウス間

で線維化や炎症応答に差異が認められるかどうかに

ついて、組織学的および分子生物学的評価を通じて

検討を進めていく予定である。

③臨床研究：維持透析患者における血中蛋白と将

来のCVD発症との関連の検討

注目していたNBL1については、血中濃度と2年

以内のCVD発症との間に有意な関連は認められな

かった。一方で、網羅的な探索により、多数の新規

蛋白がCVDリスクと有意に関連することが明らか

となった。図に示すように（Fig.3 参照）、全5440蛋

白のうち、152蛋白がCVD発症群で有意に上昇

（log ₂FC ≥ 0.263, FDR < 0.1）、15蛋白が有意に低下

（log ₂FC ≤ -0.263, FDR < 0.1）していた（図：Volcano 

plot）。これらの候補蛋白群には、NBL1が関連する

重要な線維化 signalingであるTGF-βpathwayに含

Fig 3． CVD発症群と非発症群における 

血中蛋白プロファイルの違い 
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は、NBL1の血中濃度と将来の心血管イベント発症

との明確な相関は認められなかったものの、Olink 

explore HTによる網羅的評価により、CVD発症群で

有意に変動する複数の候補タンパク質が同定され

た。これらの多くは、TGF-β/BMP経路、慢性炎症、

血管内皮障害、代謝異常、ミトコンドリア機能、細

胞ストレス応答などに関連しており、NBL1が直接・

間接的に関与する可能性のある生物学的ネットワー

クの広がりを示している。特に、透析患者のような

慢性炎症状態においては、軽度な分子変動が複合的

に蓄積し、CVD発症リスクを高めることが想定さ

れ、NBL1を超えて今回同定した多様な血中タンパ

ク質が複合的に病態に関与する可能性が示唆された。

NBL1はもともと神経芽細胞腫における腫瘍抑制

因子として発見されたが、近年では線維化や炎症な

ど多様な病態への関与が注目されている。今回の研

究により、NBL1がBMPシグナルを介して腎・心い

ずれの臓器でも線維化を促進することが示され、心

腎連関病態における中心的役割を担う可能性が明ら

かとなった。今後、NBL1の発現調節因子や作用機

序をより詳細に解明すること、さらにはNBL1を標

的とした治療介入の有効性を in vivoおよび臨床試

験で検討することが期待される。さらに、維持透析

患者を対象とした血中蛋白質の網羅的解析により同

定した新規蛋白についてはNBL1とは別に、別コ

ホートでのValidationや機能解析を進める予定で 

ある。

一方で、本研究にはいくつかの限界も存在する。

まず、動物実験における検体数が限られており、統

計学的有意差を明確に示すには更なる頭数の追加が

必要である。また、EndMTの誘導においても、VE-

cadherinやfibronectinに加えて、SnailやSlugといっ

たトランスクリプションファクターの発現や細胞運

動性の評価を通じた包括的解析が求められる。さら

に、臨床検体解析においてNBL1の有意な予測能を

認めなかったことから、その他の多因子予測モデル

やパネルマーカーとしての応用を検討する必要が 

ある。

以上より、NBL1はBMPシグナルを介して心筋線

維化および炎症を促進する新たな分子であり、腎疾

患のみならず心疾患の進展にも関与する可能性が示

唆された。特に心腎連関病態における分子ターゲッ

トとしての価値は高く、今後のトランスレーショナ

これらの蛋白を含む多因子予測モデルの構築、およ

び外部コホートにおける再現性検証を通じて、個別

化予防介入や治療標的の探索に発展させる必要が 

ある。

4．考察

本研究では、新規BMP拮抗分子であるNBL1が、

心筋線維化の進展にどのように関与するかを、細胞

実験、動物モデル、臨床検体の三段階で包括的に検

討した。研究代表者がこれまでに糖尿病性腎症患者

を対象とした研究で明らかにしてきたNBL1の腎線

維化への関与に続き、本研究により、NBL1が腎臓

に限らず心筋にも線維化促進因子として作用する可

能性が示された。

まず、HUVECを用いた培養実験では、NBL1添加

によってEndMT関連マーカーであるfibronectinの

発現が有意に上昇し、内皮マーカーであるVE-cad-

herinの発現が減少したことが確認された。これら

の結果は、NBL1が内皮細胞の形態的および分子的

変化を誘導し、EndMT様の細胞応答を促進する可

能性を示唆する。EndMTは心筋線維化における新

たな線維芽細胞供給源として注目されており、心臓

内皮細胞が間葉系細胞へと転換することで線維芽細

胞を形成し、心筋組織のリモデリングに寄与する。

この点で、NBL1がEndMT誘導因子として機能する

可能性は、心筋線維化の分子機構を解明するうえで

重要な意味を持つ。

次に、イソプロテレノール誘導心筋障害モデルを

用いた動物実験では、NBL1 KOマウスではWTマウ

スに比べて線維化関連遺伝子（fibronectin、α

-SMA、TGF-β1、CTGF）の発現上昇が抑制されて

おり、加えてSirius Red染色でのコラーゲン沈着も

軽度であった。これらの所見から、NBL1欠損はイ

ソプロテレノールによる心筋線維化および炎症反応

を抑制する保護的効果を有する可能性がある。ま

た、炎症性ケモカインであるMCP-1の発現もWT

群で有意に上昇し、NBL1が炎症応答の促進にも寄

与することが示唆された。BMP7は本来、抗線維化・

抗炎症作用を有することが知られており、NBL1は

BMP7の作用を拮抗することで、TGF-β経路を相対

的に優位にし、線維化および炎症反応を促進すると

考えられる。

さらに、維持透析患者における臨床的な解析で
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ルリサーチや創薬研究への応用が強く期待される。

5．結語

本研究により、NBL1がBMPシグナルを抑制する

ことを通じて心筋線維化および炎症に関与する可能

性が示された。細胞・動物・臨床の各実験系で一貫

した所見が得られ、NBL1が心腎連関に関与する共

通の線維化促進因子であることが示唆された。今

後、NBL1を標的とした診断法および治療法の開発

が期待される。
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免疫細胞可視化マウスを用いた妊娠免疫応答の解明

）日本大学医学部病態病理学系微生物学分野
責任者連絡先 髙田和秀，

日本大学医学部総合医学研究所紀要

（ ）

宮の免疫細胞の由来を明らかにすることを目的とし

た。本研究により半非自己である胎児に対する免疫

応答の理解が進めば、少子化時代における不妊・不

育の治療や予防戦略の確立に寄与し、 目標

「 すべての人に健康と福祉を」の達成の一助となる。

2．対象及び方法

本研究は遺伝子組換え実験及び動物実験であるた

め、医学部各委員会の承認を得て実施した。（承認番号

、 、 ）。

実験の概要を図 に示す。

マウス

マウス（

）は、特定の波長の光（紫外線等）に

より緑色から赤色に蛍光が変化する光変換蛍光タン

1．はじめに

メスの体内で胎盤と胎児を育てる真胎生の生殖様

式をとる脊椎動物では、獲得免疫系による異物認識

から、半非自己である胎児・胎盤が逃れるメカニズ

ムが必要である ）。妊娠子宮には 細胞、制御性

細胞 、マクロファージ、樹状細胞など多種

多様な免疫担当細胞が集積し、胎盤形成や免疫寛容

に関与する ）。しかし、妊娠に伴って子宮内に増加

するこれらの細胞は、元来子宮内に存在していた細

胞が増殖・分化したのか、他臓器から移動してきた

のか、不明である。近年、妊娠後のマウス子宮にお

ける未成熟樹状細胞の増加は子宮外からの流入であ

ることが報告されたが ）、それ以外の免疫細胞の由

来は明らかになっていない。そこで本研究では紫外

線照射により蛍光発色が変化する マウス ）を

用い、各リンパ組織における免疫細胞を標識し、子

髙田和秀 ），竹田善紀 ），トリンズイクアン ），相澤（小峯）志保子 ）

要旨
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トメトリーの結果より、腋窩リンパ節から子宮へ 細胞の遊走が認められ、その大半は

細胞傷害性 細胞ということが判明した。また腸と女性生殖器間における相互作用に関する文献検
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パク質であるキクメイシ 由来 遺

伝子をノックインしたマウスであり、理研バイオリ

ソースセンターから購入後、維持継代を行った。

リンパ節への紫外線照射

イソフルランによる吸入麻酔下において 週

齢のメスマウスの腋窩を剃毛後に上皮切開し、腋窩

リンパ節を露出した状態において、紫外線照射を

分間行った。紫外線照射にはペンキュアー （株

式会社モリタ製作所）を用いた。最後に創部を縫合

した。

フローサイトメトリーによる子宮免疫細胞の評価

紫外線照射から一週間後、イソフルラン吸入麻酔

下に、熟練者によって頸椎脱臼し安楽死させた後

に、子宮を摘出した。組織をセルストレーナー上で

ハサミを用いてホモジェナイズしたあと を加

えながらシリンジの底部で濾し、 チューブに回

収した。 で 分遠心した後上清を捨て、

を 加えて 分

間静置し、赤血球を溶血させた。 を 加え

で 分間遠心した後上清を捨て、 で

ペレットを溶解し エッペンチューブに移し替

えた。

再度 で 分遠心した後上清を捨て、

を

加えて室温で 分間遮光しながらインキュベート

した。 分後に を 加え で 分遠

心した後、上清を捨て に希釈した細胞表

面抗体液を加えて室温で遮光しながら 分イン

キュベートした。用いた細胞表面抗体は

、 、

、 、 、

である。その後 を

加え で 分間遠心して洗浄した。洗浄は

計 回行った。

次に を 加え 分間

氷上で静置した。その後 を

加えて で 分間遠心した。上清を捨てた

のち、 で希釈した 抗体

を 加え、室温で遮光しながら 分間イン

キュベートした。その後 を 加え

で 分間洗浄した。洗浄は計 回行った後、

に希釈した 液を 加え、解析まで

℃で保管した。フローサイトメトリーにおける解

析は を用いた。

マウスは全身に チャンネルで検出可能な蛍光

色素 を発現しており、紫外線照射に

より チャンネルで検出可能な蛍光色素

に変化する。そのため子宮から離れた遠隔組織

で紫外線標識した細胞が子宮で検出された場合に

は、その遠隔組織から免疫細胞が遊走したというこ

とになる。

3．結果

フローサイトメトリーの結果を図 に示す。図中

の枠内が 陽性細胞、つまり腋窩リンパ

節から子宮へ遊走してきた細胞と考えられる。フ

ローサイトメトリーの結果より、腋窩リンパ節から

子宮へ 細胞の遊走が認められ、その大半は

細胞傷害性 細胞ということが判明した。一

方で ヘルパー 細胞の遊走は 細胞傷害

図 1　実験の概要
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とされる腸内細菌叢とは真逆であり、なぜ 種類

のLactobacillusのみが優位種として選択されるのか

については、まだ分かっていない。我々は以前腟内

優位種が他のLactobacillusの増殖を抑制するとの仮

説を立て、それぞれの種の培養上清をお互いに添加

することでその影響を検討したが、予想に反しLac-

tobacillus同士の明らかな増殖要請は見られなかっ

た ）。この結果から女性の腟内におけるLactobacil-

lusの優位性には、宿主側の選択因子が強く影響し

ている可能性が想定される。興味深いことに、マウ

スの腟内細菌叢はLactobacillus主体ではないが、ヒ

トの腸内細菌叢を再現したマウスでは、腟内のLac-

tobacillusの割合が増加しており ）、腸 腟相関の存

在が考えられる。

腸内細菌叢の制御に が関与していることは近

年分かってきたが ）、最近では腟内細菌も コー

ティングを受けているとの報告が散見される ）。

機序はまだ不明であるものの、腟内細菌叢の構成に

よって、 コーティングの程度は変化しており、

による細菌叢制御の可能性が示唆される。さら

に子宮摘出後には腟内の抗体濃度が低下したという

報告があり ）、子宮への抗体産生細胞を含む免疫細

胞の遊走の実態解明が重要であると思われる。

子宮頸がんの原因となるヒトパピローマウイルス

（ ）の予防のために、 の構造の一部を表面

に発現させたLactobacillusを用いた経口ワクチンが

研究されている。経口ワクチン投与後に、ワクチン

性 細胞と比べると少なく、 制御性 細胞は

検出されなかった。また 細胞や 細胞の遊走も

認めたが、 細胞の遊走数は他の細胞と比べると相

対的に少なかった。

4．考察

今回のフローサイトメトリーの結果をまとめる

と、腋窩リンパ節から子宮へ遊走する免疫細胞は主

に 細胞傷害性 細胞と 細胞であると考え

られた。通常の動物実験では、動物愛護の観点から

必要数のマウスをその都度購入することが原則であ

るが、 マウスは提供元の理研バイオリソース

センターの規定により、繁殖用ペアでの提供となっ

たため、自施設で繁殖を行う必要があった。それゆ

えマウスの繁殖継代を自施設で行った。今回の研究

期間ではマウスの不妊や、出産した仔マウスを母親

マウスが食殺してしまう事例が生じる等、当初の繁

殖計画通りにマウスの供給を行うことが出来なかっ

た。そのため現在繁殖計画を見直し、安定したマウ

スの供給体制の構築中である。マウスの安定供給体

制が確立次第、腸骨下リンパ節やパイエル板など他

のリンパ節標識も行い、妊娠時の免疫細胞の遊走も

評価していく予定である。

次に腸と女性生殖器間における相互作用の関係に

ついて考察する。妊娠可能年齢における女性の腟内

細菌叢は多様性の低いLactobacillus主体であること

が多い ）。しかしながら、多様性が多い方が健康的

図 2　フローサイトメトリーの結果
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の標的構造を認識する 抗体が腟内で検出されて

いることから、消化管でLactobacillusの一部を認識

した免疫細胞が腟まで遊走し、局所で抗体を産生し

ている可能性が考えられる ）。ヒトの回腸では

Lactobacillusが局所的に多く ）、そこでLactobacillus

反応性の免疫細胞が誘導され、その一部が膣へと遊

走して、抗体産生を行うことで腟内細菌叢を制御し

ているという可能性が示唆された（図 ））。

5．結語

腸－子宮相関や、腸－腟相関の機序が明らかにな

り、半非自己である胎児に対する免疫応答の理解が

進めば、少子化時代における不妊・不育の治療や予

防戦略の確立に寄与することが期待できる。

謝辞

本研究は 令和 年度　日本大学若手研究者助成金の
支援のもと行われた。

図 3　腸－腟相関の予想図
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ターネットラジオ局（コミュニティ ）が連携し、

健康情報の効果的な発信と住民の行動変容を促進す

る取り組みを行う。健康広告の作成やポッドキャス

トでの音声配信コンテンツ（ラジオ番組）の制作、

書籍の出版を通じて、地域住民に実践的かつ親しみ

やすい形で健康情報を提供し、予防医療を推進す

る。また、これらの活動を通じて得られた成果を広

く社会全体に還元する。

地域の特性やニーズに応じた健康情報普及のモデ

ルを確立することを目指している。この研究は、地

域社会の健康水準を高め、医療費の抑制や健康格差

の縮小を図ることで、 の達成に寄与し、持続

可能な社会の実現に貢献することを目的としている。

1．はじめに

本研究は、高齢化社会において地域社会への健康

情報の発信を通じて、地域全体の健康水準を向上さ

せることを目的とした社会実装型の研究であり、こ

れにより の達成に寄与することを目指してい

る。高齢者の増加に伴い、慢性疾患や生活習慣病が

広がる中で、医療資源の圧迫と医療費の増大が深刻

化している現状において、地域社会での健康増進と

予防医療の推進が不可欠である。これにより、

の目標である「すべての人に健康と福祉を」

の達成に向けた具体的なアクションを展開すること

を目指している。

本プロジェクトでは、日本大学医学部とローカル

ネットニュースメディア、日本大学芸術学部、イン

權　寧博 ），丸岡秀一郎 ），北野尚孝 ），茅原良平 ）
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2．対象及び方法

2－1　ローカルネットニュースメディアとの連携

日本大学医学部附属板橋病院は、ローカルネット

ニュースメディア「板橋経済新聞」と提携し、地域

の健康情報発信を通じて地域全体の健康向上を目指

す取り組みを 年 月より開始している。具体的

には、板橋経済新聞に健康に関する記事広告を掲載

し、「早期発見につながる情報」や「健康的な生活を

送るための実践法」などを発信する。また、健康診

断の重要性、ワクチンの必要性、日常生活での疾患

予防策、新しい診断法や治療法の紹介も行う予定で

ある。大学病院の医療専門家が地域に役立つ健康情

報を提供し、地域内で行われる健康イベントやキャ

ンペーン、最新の医療技術の導入事例などを住民が

タイムリーに得られるようにする。さらに、地域の

病院やクリニックで実施されている特別な健康プロ

グラムや新しい治療法、地域住民向けの健康講座や

無料検診の情報も積極的に発信し、住民が利用でき

る医療サービスに対する認識を深め、健康管理意識

を高めることを目指している。また、このプロジェ

クトの一環として、板橋経済新聞との提携により、

閲覧情報や読者のフィードバックを収集し、地域の

ニーズを把握し、それに基づいた健康情報の発信を

行う予定である。これによって、読者が関心を寄せ

る健康問題や地域特有の課題を反映させた記事を作

成し、地域住民にとって実用的で役立つ情報を提供

する。板橋医の検診受診状況や、疾病発生状況など

を参考に、地域に必要な情報を提供し、積極的な健

康診断や医療機関の活用を促す。また、地域医療機

関の意見を参考に、地域住民に必要な情報やサービ

スを提供する体制を強化していく。

3．結果

日本大学医学部附属板橋病院は、「板橋経済新聞」

と提携し、地域の健康情報を発信

ローカルネットニュースメディアである「板橋経

済新聞」に、健康に関する記事広告を定期的に掲載

し、これまでに合計 本の記事を配信した。記事

の内容は、「早期発見につながる情報」や「健康的な

生活を送るための実践的なアドバイス」などを発信

しており、健康診断の重要性、ワクチン接種の必要

性、日常生活における疾病予防策、新しい診断法や

治療法の紹介も行っている。

「病院を聴くラジオanatato」の制作と配信

日本大学では、芸術学部と医学部が連携し、医療

現場の理解を深めるための新たなメディア実践とし

て、ポッドキャスト番組「病院を聴くラジオ anata-

to」を制作・配信している。番組では、芸術学部放

送学科の学生が主体となり、構成・収録・編集まで

を担当。医療従事者との対話を通じて、病院という

空間に潜在する “物語” や “音” を探り出し、それら

を「聴く」コンテンツとして再構成することを目指

している。医療者の視点と生活者の視点を横断しな

がら、医療に関する情報をわかりやすく、かつ情緒

豊かに届ける新たな試みとなっている。 年度よ

り、 チャンネル「日藝チャンネル」にて定

期的な配信を開始し、若者を中心に一般市民を含む

幅広い層への発信を行っている。

健康広報プロジェクトSAKURA（SNSを活用した

健康情報発信）

本プロジェクトの一環として、 上に「健

康広報プロジェクト 」という公式ページを

立ち上げ、 を活用した地域向け健康情報の発信

を行っている。 年 月に開設されたこのペー

ジでは、地域密着型の情報発信を意識し、板橋経済

新聞に掲載された健康関連記事の共有に加え、独自

に企画した健康コラムや啓発コンテンツも定期的に

投稿している。運用にあたっては、閲覧数・エンゲー

ジメント（いいね・シェア・コメント）などの指標

をモニタリングし、投稿内容の改善や最適化に活用

している。開設 日後にはフォロワー数 名、投
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4．考察

本研究を通じて明らかになったことは、地域に根

ざした多媒体連携による健康情報発信が、住民の健

康意識向上と医療機関の利用促進に有効な可能性が

ある点である。特に、ローカルネットニュースメ

稿平均エンゲージメント数 件を記録している。

地域住民との双方向的な関係性を築きながら、地域

医療の可視化と健康行動の促進を目指しているこの

取り組みは、 を活用した健康情報発信の新たな

モデルとしての展開が期待される。
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実践的な取り組みである。今後も、地域の特性や

ニーズに応じた健康情報の発信と、それに基づく新

たな教育・研究連携の展開が期待される。本プロ

ジェクトは、医療とメディア、そして教育が交差す

る新たな健康情報発信モデルとして、地域社会に持

続的なインパクトを与えるものであり、今後の他地

域への応用や政策的な活用の可能性も含めた発展が

望まれる。
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本研究の実施にあたり、日本大学校友会からの地域

活性化研究支援を賜り、深く感謝申し上げます。校友

会のご支援により、医学部および芸術学部の連携によ

る地域健康情報発信の取り組みを具体化し、実社会へ

の還元を図ることができました。ここに厚く御礼申し

上げます。

ディアと音声メディア（インターネットラジオ）の

クロスプロモーションにより、各メディアの特性を

活かしながら、幅広い層に対する情報到達が可能と

なった。また、芸術学部の学生が主体となったラジ

オ番組の制作は、医療情報の表現力を高めるととも

に、若年層へのアプローチにも寄与している。住民

の声やフィードバックを反映することで、双方向性

のある健康情報流通モデルが構築されつつある。今

後は、視聴・閲覧データ、受診率、予防接種率など

の定量的指標をもとに、さらなる評価を行い、より

効果的な情報提供方法の確立を目指す必要がある。

５．結語

本プロジェクト研究は、大学附属病院と地域メ

ディア、芸術学部、インターネットラジオ局との連

携により、地域住民の健康増進と行動変容を目指す
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められている。

研究代表者はこれまでに、糖尿病性腎症患者にお

ける血漿中プロテオームを網羅的に解析し、新規

BMP拮抗分子であるNeuroblastoma suppressor of 

tumorigenicity 1（NBL1）が末期腎不全（End-Stage 

Renal Disease: ESRD）の進展を強力に予測するバイ

オマーカーであることを世界で初めて報告した 1,2）。

さらに、NBL1ノックアウトマウスを用いた腎線維

化モデルにおいては、腎組織の線維化進展が有意に

抑制されることが示され、NBL1が単なるマーカー

にとどまらず、病態進展に関与する因子である可能

性が示唆された。加えて、ヒト近位尿細管細胞を用

いた in vitro解析では、NBL1添加により上皮間葉転

換（EMT）様の形態変化や線維化関連マーカーの発

現上昇が認められ、BMP7の抗線維化作用に対して

NBL1が拮抗的に作用する可能性も見出されている。

1．はじめに

慢性腎臓病の末期像である維持血液透析患者で

は、心血管死のリスクが一般人口と比較して極めて

高いことが知られている。特に透析導入後早期の心

血管イベント発症は予後を大きく左右する要因であ

り、その発症予測と早期介入は、医療経済的観点か

らも喫緊の課題である。透析患者における冠動脈疾

患の高率な合併の背景には、高齢、糖尿病、高血圧、

脂質異常など古典的リスク因子の蓄積に加え、慢性

炎症や酸化ストレス、カルシウム・リン代謝異常と

いった腎不全に特有の病態が関与していると考えら

れている。

しかしながら、こうした既知の危険因子のみでは

すべての心血管イベントを十分に説明しきれず、腎

不全という特殊な病態環境下において心筋障害や血

管障害を促進する内因性分子メカニズムの解明が求
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これら一連の成果から、NBL1は腎臓に限らず、

同様に線維化病態が進行する心臓組織においても病

態修飾因子として機能する可能性があると着想し

た。特に、腎不全患者においては、心腎連関により

心筋線維化が進行しやすく、NBL1がこの連関にお

ける共通の線維化促進因子として関与している可能

性がある。

以上の背景を踏まえ、本研究では、NBL1が維持

透析患者における心血管イベントの予測バイオマー

カーとなりうるかを明らかにすることを目的とし

た。血中NBL1の定量を起点としつつ、Olink ex-

plore HTを用いた網羅的血中蛋白解析により、新た

なバイオマーカーの探索を行うことで、より精度の

高いリスク層別化や個別化予防介入への応用を目指

した。

2．対象及び方法

本研究は、維持血液透析患者における心血管イベ

ントの予測因子としての血中NBL1の有用性を検討

することを目的とした前向き観察研究である。対象

は、日本大学医学部附属板橋病院の関連透析クリ

ニック6施設に通院する維持血液透析患者とし、同

意を得た上で保存血液検体および臨床情報を収集 

した。

測定には、保存血液検体（－80℃保管）を用い、

Olink社の高感度網羅的蛋白質解析プラットフォー

ム「Olink Explore HT（High Throughput）」を用い

て、5,440種類の血中タンパク質を定量した。測定

値は相対発現量としてNPX（Normalized Protein ex-

pression）スケールで算出された。

アウトカムは、登録後2年間に発症した心血管イ

ベント（致死性、非致死性の心筋梗塞、脳卒中、狭

心症）とし、診療録の定期的なレビューにより確認

した。イベントの定義と判定は事前に定めた基準に

基づき、2名以上の医師により評価された。

統計解析は、NBL1および全血中蛋白について、

将来の心血管イベント発症の有無による群間比較を

行い、log ₂ fold changeを算出した。さらにFalse 

Discovery Rate（FDR）補正を行った上で、多重検

定の影響を制御し、有意な変動タンパク質の同定を

行った。

本研究は、日本大学医学部附属板橋病院の臨床研

究倫理審査委員会にて審査・承認を受けた（承認番

号：RK-220308-1）。すべての参加者から文書による

インフォームド・コンセントを取得し、ヘルシンキ

宣言に則った倫理的配慮のもとに実施した。

3．結果

維持透析患者における血中蛋白と将来のCVD発

症との関連の検討において、注目していたNBL1に

ついては、血中濃度と2年以内のCVD発症との間

に有意な関連は認められなかった。一方で、網羅的

な探索により、多数の新規蛋白がCVDリスクと有

意に関連することが明らかとなった。図に示すよう

に（Fig.1参照）、全5440蛋白のうち、152蛋白が

CVD発症群で有意に上昇（log ₂FC ≥ 0.263, FDR < 

0.1）、15蛋白が有意に低下（log ₂FC ≤ -0.263, FDR < 

0.1）していた（図：Volcano plot）。これらの候補蛋

白群には、NBL1が関連する重要な線維化signaling

であるTGF-β pathwayに含まれる蛋白に加えて、

以下のような生物学的特性が確認された：

・ 慢性炎症・免疫調節に関与するサイトカインやケ

モカイン様分子：慢性炎症状態が持続する透析患

者では、軽微な免疫活性化がCVD進展の重要な

引き金となる可能性があり、本研究で同定された

複数の分子は、自然免疫系やT細胞活性と関連し

ていた。

・ 血管構造や機能に関与する内皮細胞関連因子：血

管内皮障害、血管リモデリング、マトリックス代

謝に関与する因子が複数含まれており、透析患者

に特有の動脈硬化の進行メカニズムを反映してい

る可能性がある。

Fig 1．CVD発症群と非発症群における血中蛋白プロファイルの違い
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小林洋輝　他

自然免疫系やT細胞関連経路に関与しており、無症

候性で進行する炎症環境がCVDリスクを高めるこ

とを支持している。

また、内皮細胞由来の分子やマトリックスリモデ

リング関連因子の増加は、血管リモデリングや動脈

硬化、石灰化病変の進行と関連し、透析患者におけ

る独特な血管病態の一端を示している。さらに、代

謝およびミトコンドリア機能に関与する分子の変動

も複数観察され、エネルギー代謝異常や酸化ストレ

スが心筋細胞の脆弱性を高め、心不全の進展に寄与

している可能性が示唆された。

線維化や組織修復関連分子の上昇もまた注目すべ

き知見である。NBL1が関与するTGF-β/BMPシグ

ナル経路の他にも、組織硬化や心室リモデリングを

誘導する経路に属する因子が多数同定され、透析患

者においては、腎臓同様に心筋においても線維化が

進行しやすい背景があると考えられる。

さらに、ユビキチンプロテアソーム系やヒート

ショック蛋白など、細胞ストレス応答およびアポ

トーシス関連分子の異常は、細胞損傷と修復の恒常

性が破綻していることを示唆しており、慢性腎疾患

に特徴的なミクロな組織障害が心血管病態に波及し

ていることがうかがえる。

以上の結果から、本研究では当初想定していた

NBL1単独の予測的有用性は確認できなかったもの

の、透析患者における心血管イベント発症に関わる

新たな分子群を多数同定することができた点は重要

である。これらの知見は、従来のリスク因子だけで

は捉えきれなかった病態の分子基盤を明らかにする

ものであり、今後、これらの分子を統合した多因子

予測モデルの構築や、独立した外部コホートにおけ

る再現性検証を経て、より精緻なリスク層別化や個

別化予防戦略の開発につながることが期待される。

5．結語　

本研究により、NBL1単独の予測能は確認されな

かったものの、多数の新規蛋白が透析患者のCVD

発症と関連することが明らかとなり、今後の予測モ

デルや治療標的の開発に貢献する基盤が得られた。

謝辞

本研究は令和６年度医学部小澤研究費の助成を受け

て行われたものであり、ここに謝意を表します。

・ 代謝・ミトコンドリア機能に関与する酵素や構造

蛋白：酸化ストレスやエネルギー代謝異常が心筋

障害に波及する経路として注目されており、関連

分子のいくつかはミトコンドリア局在や脂質代謝

に関与していた。

・ 線維化や組織修復に関連する因子：特に心不全病

態との関連が示唆される因子も複数含まれてお

り、リモデリングに伴う組織硬化の進展が心血管

イベントの背景にあることが示唆される。

・ 細胞ストレス応答やアポトーシスに関連する分

子：カスパーゼ、ヒートショックタンパク、ユビ

キチン関連分子など、透析患者における細胞損傷

と修復のバランス破綻を反映する可能性がある。

以上のように、本研究ではNBL1自体の有意性は

確認されなかったものの、透析患者におけるCVD

発症の新たな分子基盤が明らかとなった。今後は、

これらの蛋白を含む多因子予測モデルの構築、およ

び外部コホートにおける再現性検証を通じて、個別

化予防介入や治療標的の探索に発展させる必要が 

ある。

4．考察

本研究では、維持透析患者において、血中NBL1

が心血管イベントの予測バイオマーカーとなり得る

かを検討したが、予測能に関する有意な関連は確認

されなかった。この結果は、NBL1が腎線維化にお

いては重要な役割を果たす一方で、心血管病態、特

にイベント発症予測においては単独の指標としての

有用性が限定的である可能性を示唆している。

一方で、Olink Explore HTを用いた網羅的蛋白解

析により、心血管イベント発症群では152種類の蛋

白が有意に上昇し、15種類が有意に低下しており、

透析患者におけるCVDリスクに関与する多彩な分

子群が新たに明らかとなった。特に、これらの蛋白

の多くは、慢性炎症、免疫調節、血管内皮機能障害、

代謝異常、ミトコンドリア機能低下、組織線維化、

アポトーシスなどの多様な生物学的経路と関係して

おり、透析患者の病態の複雑性を反映する結果で

あった。

慢性炎症および免疫活性化は、透析患者において

低レベルながら持続しやすく、動脈硬化の進展や左

室肥大といった心血管病変の基盤となる。今回同定

されたサイトカインやケモカイン様分子の多くは、
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