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  新新眼眼科科診診療療機機器器  ススママーートトアアイイカカメメララのの臨臨床床実実用用化化  清清水水  映映輔輔  

 
【【目目的的】】失明および視機能障害は、患者の視覚の質や日常生活動作だけでなく、大きな障害調整生命年や経済的

損失をもたらす。失明の原因の 51％は白内障であり、手術で治癒が可能な白内障は、医療機器不足と医師不足に
より、2020 年現在においても解決されない世界的問題である。この問題は国連が定義する「持続可能な開発   

目標」の 3 番目にユニバーサル・ヘルス・カバレッジの内容と合致し、早急な課題解決が求められており、    

全世界で 720 兆円の損失を生んでいると推定される。この問題を解決するために、我々は、眼科診療を場所は  

どこでも誰でも行うことを可能としたスマートフォンアタッチメント型医療機器 smart eye camera（SEC）を
開発した。本研究においては、SEC の白内障診断に対する有用性を既存の細隙灯顕微鏡と言う眼科診療機器と 

比較し、SECが既存の細隙灯顕微鏡の代替となる可能性を検討した。 
【【方方法法】】本研究は、前向きに 2019年 7月から 9月の間に、64人 128眼の白内障症例を対象に行われた。既存の
細隙灯顕微鏡と、SECで試験者の水晶体を撮影し、白内障のWHO分類を用いて、それぞれ眼科専門医が重症度
評価を行った。また、既存の細隙灯顕微鏡は評価者と別の眼科専門医が撮影を行い、SECは視能訓練士が撮影を
行った。白内障重症度分類の相関や、聞き手の評価結果の一致率などの解析が行われた。 
【【結結果果】】眼科専門医によって診断された、白内障重症度は細隙灯顕微鏡および SEC との間に有意な高い正の  

相関を認めた（r＝0.871［95％CI：0.821 to 0.907、P＜0.001］）。SEC による既存の細隙灯顕微鏡に対する   

診断精度は有意に高いことが認められた（weighted κ＝0.807［95％CI：0.798 to 0.816、P＜0.001］）。      

これらの結果により、SEC は既存の細隙灯顕微鏡と比較し、白内障の診断及び重症度評価において、高い診断 

精度が認められ、場所を選ばず白内障診断が行えるとともに、今後遠隔診療や人工知能を用いた、新しい    

白内障診断方法の開発につながる可能性が示唆された。なお、当該研究は、以下の通り報告した。 
Yazu H, Shimizu E, Okuyama S, et al. Evaluation of Nuclear Cataract with Smartphone-Attachable Slit-
Lamp Device. Diagnostics (Basel). 2020;10(8):E576. Published 2020 Aug 9. doi:10.3390/diagnostics10080576 
 
 

SECと既存機器の図 
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 再再構構成成系系をを用用いいたた振振動動すするる人人工工遺遺伝伝子子回回路路のの構構築築  外外岡岡  大大志志  

 
【【目目的的】】近年の再構成系での人工遺伝子回路関連の研究の進展によって、再構成系を用いて人工遺伝子回路により振動

現象を創り出すことが可能となりつつある。例えば、Niederholtmeyerらはマイクロ流体デバイスを用いることにより、

無細胞タンパク質発現系を封入したマイクロチャンバに溶液交換機能を付加し、DNA 濃度を一定に保ちつつ、合成   
されたタンパク質を一定の割合で拡散により除去するシステムを構築した。これにより人工遺伝子回路を用いて     
マイクロチャンバ内での遺伝子発現を振動させることに成功した。また、Karzbrunらは、マイクロ流体デバイス中の

マイクロチャンバ内に DNA を固定する技術を開発し、さらに前出の研究と類似した溶液交換機能を付加することに 
より、DNA がマイクロチャンバ内にとどまり続け、合成されたタンパク質を一定の割合で拡散により除去する       
システムを構築した。これにより前出の研究と同様にマイクロチャンバ内での遺伝子発現を振動させることに成功した。

しかし、これらの振動系は、いずれも合成されたタンパク質を拡散によりマイクロチャンバ外部に排出することで成り

立っており、実際に細胞内で起こっているタンパク質の分解によるタンパク質濃度の低減を反映していない。今後、   
振動する人工遺伝子回路を用いて細胞内での現象や人工細胞内の反応を制御するためには、実際に細胞内での現象を  
反映した「タンパク質の分解による振動回路の構築とその理解」が必要であると考えられる。そこで本研究では、      
タンパク質の分解機能を付加した再構成系を作製し、タンパク質分解による振動回路の構築を目的とする。 
【【方方法法】】タンパク質分解酵素（ClpX）を発現した大腸菌から細胞抽出液を作製した。この細胞抽出液を用いて無細胞 
タンパク質合成・分解系を作製することにより、タンパク質の合成と分解を同時に可能な再構成系を構築した。       
また、大腸菌の細胞内で遺伝子発現が振動することが示されている人工遺伝子回路を参考に、再構成系で振動する    
人工遺伝子回路の設計と、それを実現するプラスミドの作製を行った。人工遺伝子回路を構成するプラスミドDNAを

マイクロ流体デバイス中のマイクロチャンバ内に固定化し、マイクロチャンバ内に無細胞タンパク質合成・分解系を  
供給することにより、長時間に渡って再構成系を動作させ、その挙動を観察することが可能となった。 
【【結結果果】】マイクロ流体デバイス中のマイクロチャンバ内に遺伝子発現が経時的に振動する人工遺伝子回路を構成する 
プラスミドDNAを固定化し、その遺伝子回路の挙動を蛍光顕微鏡により観察した。この人工遺伝子回路は、振動回路

を構成する部分と、レポーター回路を構成する部分から成り、レポーター回路によって遺伝子回路の挙動をGFP 由来

の蛍光強度から推測することができる。実際にマイクロチャンバ内の蛍光強度の経時変化を計測したところ、経時的な

振動現象を示す結果となった。 
 
 

振動する人工遺伝子回路を封入したマイクロチャンバ内の蛍光強度の経時変化 
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 オオルルガガノノイイドドアアレレイイ構構築築用用のの超超並並列列細細胞胞ププリリンンタタのの開開発発  永永井井  萌萌土土  

 
【【目目的的】】健康長寿社会に向けて、慢性疾患の解明と治療が望まれる。ヒトによる疾患の解明と薬効試験は困難さがある

ため、in vitro にて疾患を模擬した組織・臓器モデルが代替手段となる。例えば細胞スフェロイドにより腫瘍研究、     
抗がん剤探索がなされる。ただし生体外でのスフェロイドは、細胞種も限定的で単一細胞間の相互作用の再現が欠けて

いることから、in vivoでの現象の再現性には懐疑的な見方がある。そこで本研究の最終目的は、直径約10μmの10４

の単一細胞を対象にして、超並列かつμm の精度で空間的に再配置し、オルガノイド（in vitro での 3 次元臓器）       
アレイの構築につながる超並列細胞プリンタを開発することである。本研究では、細胞配置のスループットを異なる  
次元に増大させるために、単一ノズルの計測制御を取り除く。つまり流体力学的な自動配置をベースにし、      

ノズルアレイへの流体抵抗を低くして、単一細胞を配置する。加えて光硬化性樹脂での細胞の被覆、ノズルからの外部

への吐出も実現する。 
【【方方法法】】超並列細胞プリンタの主要素は、細胞吐出を行うノズルアレイである。特にエポキシ系フォトレジスト SU-8
とシリコーンゴムである PDMSを組み合わせ、単一細胞への光硬化性樹脂の被覆機能を統合したノズルアレイの作製
を行った。ここでは空圧流路も組み込むことで、細胞の捕獲と吐出を切り替えられるバルブも設けた。この作製した   
ノズルアレイを利用して、単一の細胞や粒子の捕獲、被覆、吐出特性を評価した。 
【【結結果果】】細胞用流路、PDMS可変膜、空圧用流路を組み合わせた多層構造を達成した。開口部と捕獲部を隣接して設計
することで、被覆された単一細胞の輸送距離を約20 mmから約110μmへと大幅に短縮した。PDMS可変膜と空圧用
流路により 0.25 s 以下での PDMS 可変膜の開閉を実現した。HeLa 細胞と同等の大きさのトレーサ粒子を導入し、   
単一粒子の捕獲を達成した。被覆時の非活性流体としてMineral Oilに 1 v／v％ Span80で混合した溶液を導入し、
単一粒子の被覆を達成した。吐出の際は液滴が粒子より先行し、続いて単一粒子が吐出された。HeLa細胞を導入する
と、その集団の一部がノズルアレイのチャンバに引き込まれ、捕獲された。ただし、すべての細胞が捕獲されたわけ    
ではないため、その理由を検証した。バイパス流路を通過する HeLa 細胞に比べ、チャンバに流入する粒子の方が     
サイズが大きいことから、十分な割合の細胞が捕獲されないことを見出した。  
 
 

単一細胞プリンティングの原理図と作製した単一細胞吐出用ノズルアレイの顕微鏡像 
 

 

 

STEP A STEP B STEP C STEP D
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 脳脳血血管管へへ接接着着しし脳脳実実質質へへ浸浸潤潤すするる白白血血球球模模倣倣ナナノノDDDDSS  福福田田  達達也也  

 
【【目目的的】】我々はこれまでに、脳梗塞部位にて生じる血液脳関門（BBB）の透過性亢進を利用することで、ナノサイズの

リポソームを用いた脳実質への受動的な薬物送達が、脳梗塞からの血流再開後に生じる二次的な障害、脳虚血／再灌流

障害の治療に有効であることを報告してきた。しかしリポソームの、BBB に生じた血管間隙突破と脳実質への移行に

は時間的制限が存在し、患部への薬物送達効率を向上させるためには、脳梗塞部位のBBBを能動的に突破可能な技術

が求められる。ところが血液中を循環する白血球は、リポソームが脳実質へ移行できない条件下においても、         
膜タンパク質機能を利用して炎症性の BBB へ接着し透過することができる。そこで本研究では、リポソーム膜へ     
白血球膜タンパク質を搭載することで、白血球のように炎症血管、さらには脳梗塞部位のBBBを能動的に突破可能な

白血球ミミックリポソーム（Leukocyte-mimetic liposome：LM-Lipo）を構築することを目的とした。 
【【方方法法】】リポソームへの白血球膜タンパク質の再構成法として、リポソームと細胞膜が一過的に部分融合した際に    
生じる脂質膜間移行法を用いた。白血球モデル細胞として好中球様に分化させた前骨髄性白血病細胞 HL-60 を用い、

リポソームへの膜タンパク質の移行をウエスタンブロッティングにて確認した。また、腫瘍壊死因子（TNF-α）で     
炎症処理したヒト臍帯静脈血管内皮細胞HUVECを用い、LM-Lipoの炎症血管内皮細胞に対する親和性を評価すると

ともに、トランズウェル上に形成した細胞層に対する透過性をそれぞれ評価した。また、LM-Lipo で処理した際の

HUVEC 細胞骨格、および細胞間接着タンパク質に対する影響を、免疫蛍光染色および共焦点顕微鏡観察にて        
評価した。 
【【結結果果】】リポソームと好中球様分化HL-60細胞を混合することにより、炎症血管に高発現する接着因子 ICAM-1への

結合性を有する白血球膜タンパク質 CD11a、CD11b のリポソーム膜への移行が確認された。また、TNF-α処理に     
より ICAM-1 発現を誘導した HUVEC へ LM-Lipo を添加したところ、通常のリポソームと比較して有意に高い      
親和性を示した。さらに、トランズウェル上に形成した炎症血管内皮層に対して蛍光標識LM-Lipoを添加したところ、

対照群と比較して高い透過性を示した。メカニズム解析の結果、LM-LipoによりHUVECのアクチン骨格の変化と、

細胞間接着タンパク質である VE カドヘリンの有意な発現減少が認められた。以上より、リポソーム膜上の白血球     
膜タンパク質の機能により細胞間接着が変化し、それにより LM-Lipo が炎症血管内皮細胞層を突破したことが       
示唆された。 
 
 

白血球ミミックリポソームによる白血球機能の模倣と炎症血管内皮細胞層の突破 
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 ゲゲノノムム編編集集とと一一細細胞胞解解析析をを用用いいたた転転写写ネネッットトワワーークク解解析析  北北條條  宏宏徳徳  

 
【【目目的的】】個体発生や細胞の運命決定において、マスター転写因子群が中心的な役割を果たす。これらの蛋白質は、      
エンハンサー領域と呼ばれるゲノム上の特定の転写制御領域に結合することで、標的遺伝子の発現を制御し生物学的  
機能を発揮する。次世代シーケンサーを用いたクロマチン免疫沈降―シークエンス（ChIP-seq）法の発展により、     
マスター転写因子群の結合部位がゲノムスケールで明らかになってきた。しかしながら、機能的に重要なエンハンサー

領域を明らかにする手法はほとんど開発されておらず、その機能解析は未だ困難を極めている。そこで本研究では、

CRISPR/Cas9システムを用いたゲノム編集技術と一細胞 RNA-seq解析技術を融合することで、転写制御領域の機能
を一細胞単位で解析する新しい研究手法の確立を目指した。 
【【方方法法】】骨発生エンハンサー候補選定のため、骨形成を担う骨芽細胞において、マスター転写因子群のゲノム結合部位

データ、エピゲノムデータ、転写産物データおよび脊椎動物ゲノム配列保存情報を用いた。各エンハンサー候補領域を

標的とするガイド RNA ウイルスライブラリーの作製のため、CROPseq ベクターを用いた。10x Genomics 社の 
Chromiumシステムを用いて一細胞RNA-seq解析を行った。 
【【結結果果】】エンハンサースクリーニングのため、エンハンサー候補領域群を標的とするガイドRNAを有するCROPseq
ベクター由来ウイルスライブラリーを作製した。本ライブラリーを、Cas9 恒常骨芽細胞株に感染させた後、骨誘導    
シグナル因子の rhBMP2を一週間曝露し骨芽細胞の分化を誘導した。その後、酵素処理により細胞を単離し、一細胞
ごとに 10x Genomics 社の Chromium システムによる一細胞バーコード（Droplet バーコード）付与を行った。       
本サンプルで一細胞RNA-seq解析を行うことで、各細胞におけるGenotype（エンハンサー欠損部位）と、Phenotype
（遺伝子発現プロファイル）を対応付けた。これにより、どのエンハンサー候補群が、骨芽細胞の分化に寄与するか    
絞り込み、有望なエンハンサー候補が同定した。さらに、選別された有望エンハンサー候補領域に対して、CRISPR/Cas9
システムを用いたエンハンサー欠損骨芽細胞株を作製し、骨芽細胞分化における候補エンハンサーの寄与を検討した。

その結果、エンハンサー領域のノックアウトにより標的遺伝子および骨芽細胞分化マーカー遺伝子の発現が減少する  
ことが確認された。以上より、骨格発生における転写制御ネットワークの一端が明らかになった。 
 
 

同定したエンハンサーの骨芽細胞分化に与える影響 
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 中中腎腎管管フファァイイババーーをを用用いいたた尿尿管管芽芽オオルルガガノノイイドドのの作作製製  前前  伸伸一一  

 
【【目目的的】】先天性腎尿路異常（Congenital Anomalies of the Kidney and Urinary Tract：CAKUT）は、腎尿路における
さまざまな形態形成異常、奇形、機能異常を伴う病態である。胎生組織である中腎管から派生する尿管芽の形成が障害

を受けることによってCAKUTが引き起こされる。腎不全の進行に伴い、保存期腎不全管理、透析療法などの対症療法
や腎移植が実施されているが、根治的な治療法は確立されていないのが現状である。したがって、CAKUT に対する  
予防および治療方法の確立や医薬品の開発が切望されており、そのためには新規病態モデルの開発に応用可能なヒト   
中腎管および尿管芽組織を確保することが急務である。ヒトのすべての体細胞に分化可能な iPS 細胞              
（人工多能性幹細胞）は、中腎管および尿管芽組織を作製するための有効な手段になりうる。国内外のグループに     
先駆け、我々はヒト iPS 細胞から中腎管細胞を平面培養によって高効率に分化誘導し、中腎管細胞から成る単層連続 
上皮組織を誘導することで、生体内と同様に極性を有し、幾度も分岐する尿管芽オルガノイドを作製することにも成功

している。しかしこの方法では、自己組織化を促すことで中腎管組織を誘導しているため、尿管芽オルガノイドの     
大きさや形を調節することが可能となっていない。腎尿路における形態形成の異常や奇形のような変化が生じることを

定量的に評価可能なモデルを構築するためには、大きさや形の違いを極力無くした均一なオルガノイドを作製すること

が必要である。そこで本研究では、中腎管細胞の増殖を促す細胞外基質を探索し、その細胞外基質との混合溶液を     
微小な管に流し、固定化することによって中腎管ファイバーの作製を試みる。そして、作製する中腎管ファイバーから

規則的に尿管芽を発芽させる培養方法の開発を目指す。 
【【方方法法】】中腎管ファイバーを作製するためには、iPS細胞から高効率に中腎管細胞を分化誘導することで必要な細胞数
を確保することが不可欠である。そこで、iPS細胞からの分化誘導の最初のステップである原始線条への分化誘導効率
を向上させる方法の開発を試みた。次に、中腎管細胞の分化や増殖を促す細胞外基質の探索を行い、尿管芽           
オルガノイドを作製可能な細胞外基質を検証した。そして、中腎管細胞を多糖類の一種であるアルギン酸カルシウムの

微小な管に充填することで中腎管ファイバーの作製を行い、尿管芽誘導因子を含む培地を用いて培養することで尿管芽

が形成されるか否かを検証した。 
【【結結果果】】iPS 細胞から中腎管細胞を効率良く分化誘導するためには、最初のステップである原始線条を高効率で作製  
することが重要であると考えた。そこで細胞骨格に着目することで、ROCK 阻害剤である Y-27632 を用いる方法を   
確立した。次に、中腎管細胞の分化や増殖を促す細胞外基質を探索し、マウス腫瘍由来の基底膜成分を含むGeltrexが
効果的であることを見出した。さらに、マトリゲルを用いることでのみ中腎管細胞塊から尿管芽オルガノイドを作製   
することができ、マトリゲルの主成分であるラミニンタンパク質では尿管芽オルガノイドを誘導できないことが     
分かった。そして、中腎管細胞塊とマトリゲルをアルギン酸カルシウムの微小な管に充填して培養したところ、一部に

尿管芽の形成を認めた。しかし、細胞塊に含まれる中腎管以外の細胞の増殖も促され、ファイバーの大半はそれらの   
細胞が占めることが分かった。これらの結果から、今後はフローサイトメーターなどを用いることで単離した中腎管  
細胞のみから成るファイバーの作製方法の確立を試みる。そして、共培養などにより尿管芽の形成を制御する方法の  
開発を目指す。 

 
 

中腎管ファイバー作製の模式図 
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 力力ががモモニニタタリリンンググででききるる細細胞胞培培養養チチッッププのの開開発発  森森脇脇  健健司司  

 
【【目目的的】】細胞の機能を評価するうえで、その接着力や牽引力は重要な指標のひとつとなる。細胞の力の計測には、      
原子間力顕微鏡や蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）、マイクロピラープレートなどが利用されているが、3 次元的な 
力の向きと大きさを把握するのは難しい。一方、我々は感圧層の電気抵抗変化を利用したフィルム型力覚センサの開発

を行っている。電極の配置を工夫することで感圧部表面に作用する 3 次元的な力を検出できる。これまでに本センサ 
技術を細胞と培養皿表面間に作用する接着力分布のモニタリングに応用するため、電極と感圧層を導電ペーストで接着

することで引張力を計測可能とし、細胞接着力のような微弱な引張力も検出できる可能性を示した。本研究では、密着

方法の改良を行った後に多点センサを作製し、粘着ゲルの引き剥がしによって接着力分布のモニタリングを行った。 
【【方方法法】】フォトリソグラフィとウェットエッチングによってパタニングした 2 枚の銅ポリイミド積層フィルムで     
導電ゴムを挟むことで、圧力センサシートを作製した。感圧部の周辺に接着剤を塗布し、接合時に圧縮力をかけること

で、電極と感圧層を密着させた。測定部に圧力が作用すると導電ゴムが変形し電気抵抗値が変化するが、電子回路に   
より抵抗変化を電圧信号変化へと変換し、センサインターフェイスにより記録した。引張・圧縮試験機を用いて       
フィルム型センサに圧力を印加した際の電圧信号の変化を調べた。また、センサ上で粘着性ゲルの押当てと引き剥がし

動作を繰り返し、センサ信号の変化を捉えた。細胞評価に向けて、透明素材によってセンサを作製した。また、多点     
2軸力センサシートを細胞培養皿に貼り付けた。 
【【結結果果】】センサの電極と感圧層をあらかじめ密着させておくことにより、引張力が検出できた。1 kPa以下の力も検出
でき、細胞と培養皿間に作用する微弱な接着力の評価が可能だと考えられた。また、粘着性ゲルの押し当てと         
引き剥がしに合わせて圧縮力と引張力が検出された。10 Hz 以上のサンプリングが可能であることが確認できた。    
多点化も可能で、センサシートを押した位置と力や粘着ゲルを引き剥がした際の剥離点やその引張力の大きさを評価で

きた。酸化インジウムスズ（ITO）を成膜しフォトリソグラフィによりパタニングしたところ、透明電極が作製できた。
感圧層にはポリチオフェン系導電性高分子を用いることで、ほぼ透明なセンサ構造を作製することができた。        
また、細胞培養ディッシュに貼り付けるセンサシートを作製した。培養平面に対する垂直方向と半径方向の2軸の力が
検出でき、細胞とディッシュ間に作用する接着力や細胞同士の凝集力の把握に有用だと考えられる。 
 
 

センサ特性と細胞培養皿への貼り付け 
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 超超高高分分解解能能超超音音波波エエココーーをを目目指指ししたた圧圧電電体体材材料料のの開開発発  安安井井  伸伸太太郎郎  

 
【【目目的的】】超音波を用いた医療機器は超音波診断機（超音波エコー）を始め、超音波メス、超音波ネブライザー、超音波

マッサージ治療器、超音波骨折治療器など非常に幅広く存在する。これらの医療機器はどの分野においても先進医療を

提供する際に必要不可欠である。その超音波医療機器の更なる発展にて、いままでは不可能であったことを実現したり、

メスを入れなければ分からないことが分かるようになったりと、患者へ更なる安全安心な医療を提供することを可能と

する。超音波医療機器がさらに高性能化するためには、超音波発生材料の進化が必要不可欠となることは言うまでも 

無い。従って本研究では、超高分解能超音波エコーを実現するために超音波発生材料の高性能化を目指して研究を遂行

した。鉛系に変わるビスマス系圧電体材料を開発するに当たって、次の 2 点の特性を求めた。①大きな圧電 d 定数、 

②小さな比誘電率（εr）に関して、超音波出力は圧電d定数、入力はｇ定数（＝d／εrで書き表せる）、従って上記の

d 定数が大きく、比誘電率が小さければ、超音波としての特性は基本的に上昇する。これを達成するために我々が   

発見したビスマス系圧電体を用いて実験を行った。  
【【方方法法】】Bi（Zn1/2Ti1/2）O３-BiFeO３エピタキシャル薄膜の作製には、ターゲットを必要とせず、広い組成範囲で高品質
のエピタキシャル膜が作製可能な化学気相析出（Chemical Vapor Deposition：CVD）法を用いた。基板には、種々の
結晶方位が入手可能な SrTiO３単結晶を用いた。圧電性の評価を行う場合ために、圧電体膜を作製する前に下部電極と
して導電性酸化物の SrRuO３エピタキシャル膜を作製した。作製したサンプルの結晶構造は X 線回折（XRD）を    

用いて評価した。構成されるサンプルの組成は蛍光 X 線分析（WDX）にて測定した。作製したサンプルの上部に          
100μmφの白金電極を電子線蒸着法にて作製した。LCR メータによってキャパシタンスを測定することで誘電率を、
圧電応答顕微鏡（PFM）によって歪曲線を測定することでd 33を求めた。 
【【結結果果】】この材料でも菱面体晶と正方晶の組成相境界に2相共存領域が存在していることが分かった。この薄膜の電気
特性を調査した結果、2相共存領域において誘電率が最大値を示すことが分かった。誘電率の組成依存と圧電性のそれ
は、経験的に一致することを考えると、この組成で局所的に圧電性が大きくなることを示唆する結果であるといえる。

ここで注目すべき点は、誘電率の値が最大でも100程度であり、鉛系圧電体のPZTと比べて一桁ほど小さい値である。
更に圧電性を調査した結果、d 33は約80 pm/Vであった。鉛系圧電体のPZTと比べて1／2〜1／3程度の値であった。
ここで超音波の性能に重要な圧電 g 定数（d 定数／誘電率）を考える。PZT と比較して本研究で開発した材料は     

3～5 倍大きなことが分かる。この結果は空間分解能の高性能化が十分に期待できる値であると考える。さらに     

キュリー温度は少なくとも 800℃以上であることが示唆されたことから、この材料は巨大圧電性、高キュリー温度  

そして高絶縁性が期待される結果であることが分かった。デバイス展開することで超高分解能エコーの作製が     

期待できる結果であった。 
 
 

作製したxBi（Zn1/2Ti1/2）O３-（1-x）BiFeO３エピタキシャル薄膜のX線回折パターンと極点図 
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 人人工工知知能能にによよるる臨臨床床エエビビデデンンススのの統統合合とと体体系系化化  山山田田  朋朋英英  

 
【【目目的的】】本研究の目的は以下の 4 つである。1．重要な臨床議案に関し質の高いネットワークメタアナリシスを行い、

臨床ガイドライン構築に貢献する。2．システマティックレビューの自動化を実現させる。3．人工知能による臨床      
エビデンスの統合と体系化を行う。世界のビッグデータを、人工知能やテキストマイニングの技術を用い解析する。   
これはプレシジョンメディシンの実現に寄与する。4．AIを用い、現場の医療者の作業の省力化や効率化、日本の医療

システムの維持と改善を目指す。 
【【方方法法】】人工知能（RobotAnalyst）は、英国マンチェスター大学コンピューターサイエンス学科、英国国立テキスト  
マイニングセンター（NaCTeM）で開発されたニューラルネットワークを介した人工知能である。RobotAnalyst は、

文章を読んだ人が重要だと判断する暗黙の基準を学習（ディープラーニング）し、多数の文書からその基準に沿った   
ものを抽出できる人工知能（AI）である（http://www.nactem.ac.uk/robotanalyst/）。RobotAnalystは、教師データを

学習する際に、教師データに含まれる単語ごとに教師データとの関連性と単語同士のつながりに関して伝達情報量を 
通して数値化し、ニューラルネットワークを介し、特徴量として利用している。教師データを学習した後、新たに      
評価用に投入されたデータにも同様の処理がなされ、教師データによって付与された特徴量により、それぞれの文章は

スコア化され、そのスコア（＝正解である予測確率）を基に教師データとの関連性を評価した。 
【【結結果果】】煩雑な作業を、専門家の暗黙知を学んだ人工知能が代行することで、人間はより創造的で生産的な仕事に     
従事することが可能となった。 
 
 

人工知能による臨床エビデンスの統合と体系化 
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 鏡鏡－－緒緒方方症症候候群群のの治治療療法法のの開開発発  石石野野  史史敏敏  

 
【【目目的的】】鏡−緒方症候群は染色体 14番父親性 2倍体によって引き起こされるゲノムインプリンティング疾患であり、
難病指定を受けている疾患である。呼吸不全による新生児致死、腹直筋乖離、胎盤の過形成生後成長遅延など重篤な   
症状を呈するが、胎盤の異常以外の主病態である筋肉関連異常の原因は長い間不明であった。我々はその主原因が 
PEG11/RTL1 の過剰発現であると考え、本研究ではマウスモデルにおける Peg11/Rtl1 の筋肉での発現と過剰発現に 
よる異常を明らかにし、アンチセンスRNAに含まれるmiRNAで過剰発現を抑制する遺伝子治療開発を試みる。 
【【方方法法】】ヒト染色体 14番の相同染色体であるマウス 12番染色体の父親性 2倍体、母親性 2倍体でもヒト同様の症状
が見られる。そこで、原因インプリンティング領域に含まれる Peg11/Rtl1 とそのアンチセンス RNA をコードする
antiPeg11/antiRtl1 領域を欠失したノックアウトマウスを作製した。この欠失を父親由来で伝達したマウスは    
Peg11 KO となり、母親由来で伝達した場合には antiPeg11/antiRtl1 KO マウスとなる。AntiPeg11/antiRtl1 には
Peg11/Rtl1を標的とする6個のmiRNAが含まれることから、このマウスではmiRNA欠失によりPeg11/Rtl1 mRNA
の過剰発現が誘導される。まず、野生型のマウスを用いて個体発生の各ステージでの Peg11/Rtl1の発現時期と部位の
詳細を明らかにし、筋肉での発現の有無を明らかにする。次に筋肉での発現が見られる発生ステージにおいて、

Peg11/Rtl1 の欠失と過剰発現による筋肉の異常を明らかにする。最終的に、antiPeg11/antiRtl1 に含まれる miRNA
またはantiPeg11/antiRtl1自身を導入が、実際に胎児期においてPeg11/Rtl1の抑制に機能するかを確認する。 
【【結結果果】】マウスにおいて胎児期および新生児期特異的に Peg11/Rtl1が骨格筋で発現することを確認した。これらには
肋間筋、腹筋、横隔膜など新生児の呼吸に重要な筋肉が含まれることから、これらが鏡−緒方症候群の新生児における
呼吸不全の原因になる可能性が高いことを突き止めた。また、新生児期のこれらの筋肉を調べると、固定化処理をした

標本において筋繊維が筋細胞膜から剥離し、著しく収縮することを発見した（右図）。また、筋細胞において細胞核が

中央部に位置する未成熟タイプが多いことを発見した（右下図の矢印）。これらのことから、Peg11/Rtl1 の過剰発現
が、実際に呼吸関連の骨格筋の構造的異常を引き起こしていることが明らかになった。さらに胎児期に

antiPeg11/antiRtl1 に含まれる複数の miRNA を投与することにより、これらの筋肉に影響が出ることを確認した。 
投与量と投与時期を詳細に詰めることにより、この方法は鏡−緒方症候群の遺伝子治療となりうると考えている。 
 
 

Peg11/Rtl1の欠失（左）および過剰発現（右）は骨格筋の異常を引き起こす 
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 DDNNAA複複製製阻阻害害時時ののDDNNAA切切断断かかららゲゲノノムム恒恒常常性性をを維維持持すするる機機構構  佐佐々々木木  真真理理子子  

 
【【目目的的】】DNA 複製では、全 DNA 配列を正確にコピーする必要がある。しかし、DNA 上には様々な障害が存在する 

ため複製装置の進行は頻繁に阻害され、最も危険なDNA損傷であるDNA二本鎖切断（DNA double-strand break：
DSB）が生じる。DSB は誤って直されるとゲノム再編成を誘導しゲノムを不安定化し、がんや多くのゲノム疾患を  

引き起こす。細胞周期の中で S 期は、複製阻害によって DSB が最も頻繁にできやすい時期である。しかしこれまで 

複製阻害時のDSBを高頻度で検出できる領域が見つかっていなかったため、その修復過程をDNAレベルで解析する
ことが難しく複製阻害時の DSB 修復機構は不明であった。リボソーム RNA 遺伝子（rDNA）は真核生物で保存    

された反復配列であり、出芽酵母の rDNAは約150個の rDNA配列からなる巨大なクラスターを形成している。rDNA
配列は、リボソーム RNA 転写ユニットの他に複製開始点と複製阻害点が存在する。そして複製開始点から開始した 

複製は、複製阻害点に結合している Fob1 タンパク質によって進行阻害を受け、その結果 DSB が生じる。DSB の   

修復過程で 異常が起こると rDNA コピー数変動が起こりやすく rDNA 領域が不安定になると考えられているが、  

DSB修復機構は不明であった。研究代表者は先行研究において、rDNA領域で生じるDSBをサザンブロッティングに
よって 検出しその修復過程をDNAレベルで解析する実験系を立ち上げた。そしてDSB修復に必要な因子を調べた
ところ、複製阻害時のDSB修復には S期以外のDSB修復に必要な非相同末端結合や相同組換え因子は必要ではなか
ったことから、このDSBは新規の経路によって修復されることを明らかにした。そこで本研究課題では、この新規DSB
修復機構を明らかにすることにより、複製阻害時のDSBからゲノム恒常性を維持する機構を明らかにすることを目指
した。出芽酵母の rDNA領域で生じるDSBの修復因子が欠損した細胞は、Fob1発現時にはDSBが生じその修復が
できないため増殖阻害を示すが、Fob1 が発現しない条件では野生型と同様の増殖能を示すと予想される。そこで当初
の研究実施計画では、この表現型を示す遺伝子欠損株を網羅的に探索することによって DSB 修復因子を同定する      
スクリーニングを行う予定であった。しかし、その前にDSB修復因子欠損株において予想される増殖パターンが観察
されることを確認することにした。 
【【方方法法】】研究代表者は先行研究において、複製装置の構成因子である Ctf4 タンパク質は DSB の修復過程で作用し、
DSB修復時に rDNA過剰増幅が起こることを防ぐ因子であることを明らかにした。そこで、ctf4遺伝子欠損株と ctf4 
fob1二重変異株の増殖能を比較した。そのため、CTF4遺伝子と FOB1遺伝子の変異をヘテロに持つ二倍体を構築し
四分子解析を行うことによって、ctf4遺伝子欠損株と ctf4 fob1二重変異株を単離しそのコロニーサイズを比較した。 
【【結結果果】】すると ctf4∆変異株は、野生型に比べて増殖阻害を示した。そしてこの増殖阻害は、ctf4∆ fob1 二重変異株に 
おいては抑制されていた。よって、DSB 修復に関与する Ctf4 タンパク質が欠損した細胞は FOB1 遺伝子の発現に    
よって増殖阻害が誘導されることが明らかとなった。よって今後の研究においては、FOB1遺伝子の発現によって増殖
阻害が引き起こされる遺伝子欠損株を網羅的に探索するスクリーニングを行う予定である。 
 
 

Ctf4タンパク質はDSB修復制御因子であり rDNA過剰増幅を抑制する  
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 ヒヒスストトンン脱脱アアセセチチルル化化かかららNNEERRへへののアアププロローーチチ  丹丹伊伊田田  浩浩行行  

 
【【目目的的】】生物にとり遺伝情報を担うDNAの安定性を維持することは最も重要なことである。この任務を達成するため
に生物は様々なDNA損傷に対応する修復機構を発達させてきた。ヌクレオチド除去修復（NER）は最も多彩なDNA
損傷に働く修復機構である。最近の研究からNERが細胞内で効率よく働くために細胞内のクロマチン構造変換が重要
であることが明らかになってきた。本研究においてクロマチンの構造に影響を与えるヒストン脱アセチル化とNERの
関係を明らかにすることを目的とした。 
【【方方法法】】ヒト細胞株 U2OS細胞および HeLa細胞を用いヒストン脱アセチル化酵素 3（HDAC3）が担う NER への  
影響を調べた。方法として局所紫外線照射（Local UV irradiation）した細胞内の修復タンパクを免疫染色すること    
により定量した。またUVに対する感受性をコロニーアッセイ法により検討した。 
【【結結果果】】UV 照射によりクロマチンでヒストン H3 リジン 14（H3K14）が脱アセチル化されることがわかった。        
この脱アセチル化は主としてHDAC3が担うことを明らかにした。HDAC3のシクロブタン型ピリミジン二量体（CPD）
除去に関する影響を調べるとNERの遂行に必要とされることが明らかにされた。HDAC3が必要とされるNER経路
を調べるとDNA損傷の認識に必要なXeroderma pigmentosum, complementation group C（XPC）タンパクの損傷
部位への集積に関与することが示された。このため HDAC3 が欠損すると XPC の集積が阻害され NER の欠陥と     
紫外線感受性が出現するものと推測された。 
 
 

紫外線照射による損傷部位におけるXPCタンパクの集積 
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   発発ががんんをを含含めめたた炎炎症症性性腸腸疾疾患患病病態態ににおおけけるるppllaassmmiinn  HHeeiissssiigg  BBeeaattee  

 
【【目目的的】】炎症性腸疾患（IBD）は潰瘍性大腸炎やクローン病等によって構成される慢性炎症性疾患である。       

近年、慢性炎症は発癌要因の一つと考えられており、IBDは、結腸直腸癌（CRC）の前癌病変と捉えられている。 
【【方方法法】】本研究では、アゾキシメタン／デキストラン硫酸ナトリウム誘発・発癌モデルとヒト検体を使用し、IBD・   

慢性炎症を基礎とした発癌における線溶系因子の役割を精査・検討した。 
【【結結果果】】CRCの疾患モデルとヒト検体の病変組織中で、有意に高い組織型プラスミノーゲンアクチベーター（tPA）の
発現が検出された。さらに CRC の疾患モデルにおける線溶系因子 tPA およびプラスミンの前駆体である       

プラスミノーゲンの遺伝子欠損、またはプラスミンの薬剤による活性阻害は、発癌、及び癌増殖の進行を抑制すること

が判明した。私共のデータは、プラスミンに対する分子標的療法、プラスミンの活性阻害が、IBDの発癌予防に有用で
ある可能性を示唆するものと考えている。 
 
 

ヒト結腸癌の組織アレイとヒト腫瘍（右）及び非腫瘍部（左）組織の tPAによる免疫染色切片 
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 局局所所進進行行非非小小細細胞胞肺肺癌癌にに対対すするる集集学学的的治治療療のの忍忍容容性性試試験験  井井上上  匡匡美美  

 
【【目目的的】】肺癌はがん死亡原因の第一位で、厚生労働省による 2015 年罹患数は 133,500 人、死亡数は 77,000 人と予測

され、社会の高齢化に伴い増加の一途をたどっている。その中で、早期非小細胞肺癌は外科的根治術により治癒する   
ことが期待できるが、リンパ節転移を伴ったいわゆる局所進行非小細胞肺癌は難治性であり外科手術と化学療法、    
さらには放射線照射などを組み合わせた集学的治療を要するが、その治療成績は満足できるものではない。そこで    
本試験では、集学的治療による忍容性を評価し、局所進行非小細胞肺癌の治療方法を確立する。 
【【方方法法】】術前に縦隔リンパ節転移（N2）が証明されたN2-3A／3B期非小細胞肺癌で完全切除が可能と判断された症例

を登録し、術前化学療法としてカルボプラチン（CBDCA）＋ナブパクリタキセル（nab-PTX）を3コース投与した後、

Response Evaluation Criteria in Solid Tumors（RECIST）基準にて PD でない症例に対して肺葉切除以上の肺癌   

根治術を施行し、さらに術後放射線照射 50 Gy を行う集学的治療の忍容性を明らかにすることを目的として本研究を   
計画した。主要評価項目は治療完遂割合とし、副次評価項目として術前化学療法奏効割合、治療関連有害事象、        
術後 2 年無増悪生存割合を解析した。倫理的な観点から全参加施設からの登録 25 例中 5 例で安全性評価を確認する  
こととした。 
【【結結果果】】2020年1月末現在、症例登録は1例であり、統計的解析による結果を得られていないが、2022年までとした

症例登録期間中に症例登録を進めていく。なお、本試験については UMIN000025010 and jRCT1051180028 として  
登録された。2019年7月には以下のように雑誌Medicineにプロトコ－ル論文が掲載された。 
Treatment rationale and design of the induction chemotherapy and adjuvant thoracic radiation in resectable N2-
3A/3B non-small cell lung cancer （ICAT） study. Tsunezuka H、 Inoue. M.Medicine （Baltimore）. 2019 Jul;98
（27）: e16298. doi: 10.1097 / MD.0000000000016298. 
 
 

ププロロトトココーールル治治療療  
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 時時計計細細胞胞がが睡睡眠眠ののタタイイミミンンググをを決決定定すするる神神経経機機構構 平平野野  有有沙沙  

 
【【目目的的】】睡眠は生物に不可欠な本能行動の一つである。睡眠は量的に充分であるだけではなく睡眠・覚醒のタイミング

も重要なファクターである。特に24時間型社会と呼ばれる現代社会では、概日リズム睡眠障害が社会的な問題であり、
癌、メタボリックシンドロームや鬱病などの重篤な病気と深く連関する。位相決定に重要な役割を果たす概日時計の 

中枢は視床下部の視交叉上核（SCN）に存在しており、個々の SCN 神経はそれぞれ細胞内に分子時計を内在する。  

個体においてはSCNから他の脳領域に時刻情報を出力することで、睡眠リズムをはじめ様々な生理リズムが生み出さ
れると考えられるが、SCN から行動に至る神経ネットワークの理解はほとんど進んでいない。本研究では、概日時計
の中枢である視交叉上核（SCN）を出発点として神経投射される細胞群の同定とその神経回路が生理リズムの基本で 

ある睡眠覚醒サイクル制御において果たす役割の解明を目指した。特に、SCN の中でも第三の神経群を形成しながら
その機能がわかっていないガストリン放出ペプチド（GRP）産生神経に注目し、GRP 神経の投射地図を作製すると  

ともに概日リズム制御における生理的意義を明らかにした。 
【【方方法法】】Grp 遺伝子プロモーターに駆動される Cre リコンビナーゼを発現する Cre ドライバーマウスとアデノ随伴  

ウイルス（AAV）を用いてGRP神経特異的な遺伝子操作を行った。GRP神経を特異的に蛍光タンパク質でラベルし、
その投射先マッピングを行った。さらに、GRP 神経特異的に破傷風毒素（テタヌス毒素, TeNT）を発現させて、    

神経小胞を機能阻害したときの行動リズムへの影響を解析した。その際にSCNの時計遺伝子発現リズムを調べるため
にPER2::LUCマウスにおける発光モニターを行った。さらに、赤色ルシフェラーゼであるAkaLucを用いて自由行動
下のマウスにおける脳深部の発光を観察することで、in vivoで神経活動を測定する実験系を立ち上げた。 
【【結結果果】】Grp-iCre ノックインマウスの SCN に ChR2-EYFP またはシナプトファイジン-GFP を発現する AAV を   

投与することにより、神経細胞の軸索を蛍光ラベルした。その結果、SCNのGRP神経は視床下部の視索前野（POA）、
視床室傍核（PVT）、室傍核下部領域（SPVZ）、視床下部室傍（PVH）、核視床下部背内側核（DMH）に密な投射を   

している一方、視床下部腹内側核（VMH）には投射しないことが判明した。さらに、TeNT を発現させたマウスに   

おいては行動リズムが大きく減弱することが明らかになった（図）。さらにそのときの SCN の PER2::LUC の発現  

リズムも大きく減弱していた。神経活動のイメージングに関しては、SCN のような脳深部でも完全な非侵襲系で   

ルシフェラーゼの発光を検出することが可能であった。今後、基質の連続投与の条件を確定させてGRP神経における
神経活動リズムを観察する予定である。 
 
 

TeNTを用いてGRP神経を抑制したときのマウス行動リズム 
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 心心血血管管病病ににおおけけるる脂脂質質ララジジカカルルをを標標的的ととししたた治治療療のの確確立立  池池田田  昌昌隆隆  

 
【【目目的的】】心血管病は本邦における死因の約 3 割を占める疾患群であり、さらなる病態解明とその治療法の確立が      
望まれる。以前より脂質化酸化物は心血管病の進展において重要な役割を果たしていることが報告されてきたが、    
依然として過酸化脂質が病態進展に寄与する分子機序は明らかではない。本研究では、近年新規に提唱された過剰な   
過酸化脂質に基づく制御性細胞死であるフェロトーシス（ferroptosis）とその主たる制御分子である        
glutathione peroxidase 4（GPx4）に着目し、心血管病の中でも特に過酸化脂質が病態に深く関与していることが     
示唆されているドキソルビシン心筋症でのこれらの役割についての解析を行った。 
【【方方法法】】C57BL/6J マウスおよび GPx4 過剰発現マウスにドキソルビシン心筋症モデルを作製し、心機能および       
生化学的な解析を行った。また新生仔ラットから得た単離培養心筋細胞にドキソルビシン刺激を加え、フェロトーシス

阻害剤である ferrostatin-1（Fer-1）およびアポトーシスの阻害剤である zVAD-FMK を用いて、ドキソルビシンに     
よって誘導される細胞死の詳細な解析を行った。 
【【結結果果】】ドキソルビシン心筋症モデルの心筋組織においては、心収縮能の低下や心筋細胞死といった心筋傷害とともに

GPx4 が有意に減少しており、過酸化脂質が増加していることが確認された。一方で、GPx4 の過剰発現マウスでは    
これらの心筋傷害が改善された。単離心筋細胞を用いた検討では、ドキソルビシンによる刺激により GPx4 の減少と 
ともに 6 割程度の細胞死が誘導された。脂質親和性抗酸化剤の一種であり、フェロトーシス阻害剤とされる Fer-1 の 
添加により、3割程度の細胞死が抑制され、またアポトーシスの阻害剤である zVAD-FMKの添加により、3割程度の
細胞死が抑制された。さらに Fer-1 と zVAD-FMK 両者の添加によりドキソルビシンによる細胞死がほぼ完全に抑制 
されることが示された。以上の結果より、ドキソルビシン心筋症における細胞死においてはアポトーシスとともにGPx4
の減少に伴うフェロトーシスが病態進展に重要な役割を果たしていることが示唆された。 
 
 

ドキソルビシンに伴うGPx4の減少とそれに伴うフェロトーシスは 
アポトーシスとともにドキソルビシン心筋症の病態進展に寄与する 
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 尿尿路路上上皮皮癌癌ににおおけけるる多多中中心心性性多多発発ののメメカカニニズズムムのの解解明明  佐佐藤藤  悠悠佑佑  

 
【【目目的的】】腎盂尿管癌や膀胱癌は、病理組織学的にその大半を尿路上皮癌が占める。本研究では、尿路上皮癌の最大の  

特徴の 1 つである多中心性多発に着目し、網羅的なゲノム解析を行うことによってその分子メカニズムの解明を   

試みた。 
【【方方法法】】腎盂尿管癌に対し手術を施行した5症例について、腫瘍ならびに非腫瘍部粘膜からDNAを抽出し、大量並列

シークエンサーを用いて網羅的に遺伝子変異の検出を行った。 
【【結結果果】】1症例の結果を以下の図に示す。解析の結果、腫瘍からはTP53遺伝子、KMT2D遺伝子、ATRX遺伝子など、

ドライバー変異と考えられる遺伝子変異のほか、パッセンジャー変異も含め 126 個の体細胞性変異を検出した。    

一方、非腫瘍部粘膜のうち腫瘍近傍および上部尿管粘膜では、それぞれ 63 個、44 個の体細胞性変異が見られ、   

TP53 遺伝子変異やKMT2D 遺伝子変異をはじめとして、その大部分は腫瘍部で見られた変異と同一のものであった。

このことは、非腫瘍部の粘膜に、病理組織学的に検出が困難な腫瘍細胞の播種が既に生じていることを示唆していると

考えられた。さらに、中部尿管ならびに下部尿管の粘膜からは、それぞれ 4 個、19 個の体細胞性変異を検出した。   

興味深いことに、それぞれの検体に KMT2D 遺伝子の変異を検出したが、いずれも腫瘍検体から検出されたものとは

異なる変異であった（腫瘍：Q4085fs、中部尿管：Q2800X、下部尿管：L3566P、Q3826X）。したがって、中部尿管や

下部尿管の粘膜では、腫瘍部分とは独立して KMT2D 遺伝子の変異が生じており、癌の多中心性多発の要因の 1 つで

ある field cancerizationが尿路上皮においても生じていることを示唆するものと考えられた。 
 
 

癌の播種と field cancerizationの双方が示唆された腎盂癌の1例 
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