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巻　頭　言

財団法人　磁気健康科学研究振興財団

理事長　齋　藤　正　男

　生物は、長い進化の歴史を地球の磁気に囲まれて過ごしてきた。生活環境には地磁気だけで
なく、岩石の残留磁気や落雷時の電流による磁気もある。生物にとって避けられない磁気が、
生きる上でどのように作用しているかについては、古くから大勢の人が関心を持ち、研究がな
されてきた。その作用は「こうすればこうなる」というように単純に記述できるものではない
のだが、完全な理解に到達しないままに病気の治療や健康の増進を目的としてさまざまな応用
が試みられ、多くの経験的な知識が集積されている。
　実際、磁気を応用した健康と治療の機器、技術が、一部の国では盛んに試みられている。わ
が国においても、医療費の増加等の情勢の変化に伴って、その役割がしだいに重要になってい
くものと予想される。さらに最近の医療技術においては、単に自然界と類似の磁界を加えるだ
けでなく、人工磁石や強力な磁界、あるいは交流磁界を利用することによって、体内のさまざ
まな現象を誘発し、加速・減速するなどの作用を与え、診断と治療に役立てることが研究され
ている。
　本財団はこのような情勢に基づき、生体磁気現象を通して国民の医療と健康に貢献すること
を目的として、学術研究を助成し、講演会を開催するなど、社会に向けた活動をしている。し
かし磁気の作用は、基礎的現象から始まり、体内の複雑な相互作用への関与を通して生じるも
のであり、短期間の実験試行ではなく、長期間腰を落ち着けて追求して初めて明らかにされる
ことが多い。
　いっぽう昨今の学界においては、短期間に成果を挙げ、学位や業績に結びつけようとする雰
囲気が強く、原因結果の関係が明白な現象や、客観的に説明できる現象に関心が集中するよう
に見受けられる。これに対して本財団は、性急に成果を求めようとするよりも、長期間にわた
る努力を覚悟して特定の問題に取り組む学究の徒を支援したいと考えている。
　この報告書は、平成20年度に助成した研究の報告書を、原文のままにまとめたものである。
基礎面から実際の応用にいたる広い範囲の研究が含まれているが、いずれもこの領域に新しい
道を拓くことを目指している。この報告書が契機になって、志を同じくする研究者の間に連絡
が始まり、磁気健康科学の発展に貢献することを期待している。
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播種することで行った。重層化細胞シート上への
細胞の磁気パターニングは、磁力を用いて作製し
たC2C12細胞シート上に磁気標識したHUVECを
播種することで行った。この時、磁気パターニン
グは「G」の字状に埋め込まれた鉄板による磁気
集束デバイスを用いて行った。

血管内皮細胞のマイクロパターンを含む三次元
組織構築は以下の通りの手順で行った（Fig. 2Aに
手順を示す）。まず、C2C12細胞の重層化組織を、
磁力を用いて構築した。次に、磁石上に磁気集束
デバイス（直線状のパターンを持つ）を設置して、
磁気標識したHUVECを細胞シート上に播種した。
さらに磁気集束デバイスを外して磁気標識した
C2C12細胞をその上に磁力を用いて積層化し、さ
らに向きを90℃変えて磁気集束デバイスを設置
し、作製した組織の上にHUVECを播種し、最後
に磁気集束デバイスを外して磁気標識したC2C12
細胞をその上に磁力を用いて積層化した。

結果：

まず、我々はC2C12細胞の単層培養上に
HUVECの磁気パターニングができるかを調べた
ところ、磁気標識したHUVECは磁気集束デバイ
スのマイクロパターン通りにC2C12細胞上に並
ぶことを確認した。

次に、磁力で作製したC2C12細胞の重層化細胞
シート上に磁気標識したHUVECを並べることがで
きるかを調べた。この実験では、200µmの幅を持
つ「G」の字状の磁気集束デバイス（Fig. 1A）を
使用したところ、200µmの幅を持つ「G」の字状
にHUVECを配置することに成功した（Fig. 1B）。

これらの結果を受けて、我々はHUVECのパ
ターンを組織内に含む重層化細胞組織の作製を
行った。Fig. 2Aに示すような手順で、組織の作
製を行ったところ、Fig. 2Bに示すように、
HUVECのパターンが十の字状に組織内に配置・
配列されたC2C12細胞の組織を構築することに
成功した。

これらの結果から、細胞の磁気パターニングと
三次元組織構築法を組み合わせた本方法は、再生
医工学における有用なアプローチとなりえると考
えられる。

文献：

［1］Hui, E.,E., and Bhatia, S.,N., 2007,
Micromechanical control of cell-cell inter-
actions. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A., 104:
5722-5726.

［2］Ino, K., Ito, A., Honda, H., 2007, Cell pat-
terning using magnetite nanoparticles and
magnetic force, Biotechnol. Bioeng.,
97:1309-1317.

［3］Shinkai, M., Yanase, M., Honda, H.,
Wakabayashi, T., Yoshida, J., and
Kobayashi, T., 1996, Intracellular hyper-
thermia for cancer using magnetite cation-
ic liposomes: in vitro study, Jpn. J. Cancer
Res., 87: 1179-1183.
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Fig. 1 重層化筋芽細胞シート上への血管内皮細胞の
「G」の字状のパターニング
（A）磁気集束デバイス。（B）作製した組織。

Fig. 2 パターンされた血管内皮細胞を含んだ三次元
筋組織の構築。
（A）作製方法。（B）作製した組織。
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目的

マグネタイトなどの強磁性セラミックスをがん
の腫瘍部付近に埋入し，外部からの交流磁場照射
により患部を加温する温熱治療が低侵襲のがん治
療法として注目されている。温熱種となる強磁性
体を粒径20〜30 µmの中空微小球（マイクロカ
プセル）にしておけば，がん細胞付近の血管を塞
栓することで栄養補給を遮断する効果も期待で
き，しかも相対密度を小さくできるので，血管内
で滞留し難く腫瘍部に到達しやすくなる1）。これ
までに強磁性マイクロカプセルの作製を試みた報
告はいくつかなされているものの，その多くは
500µm程度の粒子を多く含んでおり，最適な粒
径の強磁性マイクロカプセルを多量に得る方法を
見出した報告は少ない2）。本研究では，水相（W）
が油相（O）に分散したW/Oエマルションからの
水酸化鉄の析出反応を利用してマグネタイトから
なるマイクロカプセルを作製するとともに，粒径
20〜30 µmの粒子が得られる条件の追究を目的
とした3）。

実験方法

硝酸鉄（III）九水和物15 gを超純水20 mLに溶
解した。この溶液に28質量%アンモニア水を溶液

が無色透明になるまで滴下した。生成した沈殿を
遠心分離し，洗液が中性を示すまで超純水で洗浄
を繰り返した。この沈殿に0.2 M硝酸15 mLを加
え，攪拌しながら80℃で1時間加熱した。こうし
て得られた水酸化鉄ゾルを，非イオン性界面活性
剤Span80を種々の量添加した2-エチル-1-ヘキサ
ノール50 mLに加え，ホモジナイザを用いて回転
数1000〜2500 rpmで10分間攪拌してW/Oエマ
ルションを得た。このエマルションを1-ブタノー
ル150 mLへ直ちに加えて10分間攪拌した。得ら
れた沈殿を，尿素を1.6質量%含むエチレングリ
コール中200℃で16時間オートクレーブ処理し
た。試料の微細構造を粉末X線回折及び走査電子
顕微鏡（SEM）観察により調べた。さらに得ら
れたマイクロカプセル10mgを6gの寒天水溶液に
分散させ，これを交流磁場下に置き，発熱特性を
調べた。

結果と考察

W/Oエマルションをブタノールに加えて得ら
れた沈殿は，非晶質の水酸化鉄からなるマイクロ
カプセルの形態を取っていた。その粒径は，ホモ
ジナイザの回転数が高くなるにつれ，あるいは
Span80濃度が増加するにつれ小さくなる傾向を
示した。特に油相中のSpan80濃度を0.35質量%

がん温熱治療に適した強磁性セラミック
マイクロカプセルの調製と評価

（Preparation and Evaluation of Ferromagnetic Microcapsules Suitable for
Hyperthermia of Cancer）

九州工業大学大学院生命体工学研究科　　宮　崎　敏　樹
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とし，回転数1500 rpmとした場合に粒径20〜
30µm程度の粒子が最も多く観察された。オート
クレーブ処理後の試料の表面及び断面のSEM写
真を図1に示す。同処理後にも球が破壊されるこ
となくマイクロカプセルの形状が維持されてい
た。粉末X線回折によれば，オートクレーブ処理
後の試料はマグネタイトのみからなることが分
かった。

マイクロカプセルが得られるメカニズムは以下
のように考えられる。まず，エマルション中では
水酸化鉄ゾルが油相中に球状に分散している。こ
れをブタノールに加えると水相中へブタノールが
拡散し，代わって水がブタノール中へ拡散する。
水酸化鉄はブタノールにほとんど溶解しないた
め，水相と油相の界面付近で凝集し，マイクロカ
プセルの外殻を形成する。従って，攪拌速度や界

面活性剤濃度を増加させると，水相と油相の界面
の面積が増加しても安定となるので水相が小さく
なり，これを反映してマイクロカプセルも小さく
なると考えられる。

交流磁場の下で発熱特性を調べた結果，著しい
発熱は認められなかった。強磁性体の発熱特性は，
その結晶構造だけでなく，一次粒子径にも影響を
受けることが知られている。今後は水熱処理時の
温度や処理時間などを変化させて，高い発熱特性
を示す粒子が得られる条件を探る必要がある。

本研究の結果から，エマルション中のゾル-ゲ
ル反応を利用して，エマルションに分散する水相
の径を制御することで，がん温熱治療に適した大
きさを有する強磁性マイクロカプセルが多量に得
られることが分かった。

参考文献

1） M. Kawashita, Int. J. Appl. Ceram. Tech., 2, 173-
183 （2005）.

2） M. Kawashita, K. Sadaoka, T. Kokubo, T.
Saito, M. Takano, N. Araki and M. Hiraoka,
J. Mater. Sci.: Mater. Med., 17, 605-610 （2006）.

3） J.G. Liu and D.L. Wilcox Sr., J. Mater. Res.,

10, 84-94 （1995）.
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目的

概日リズムはホルモン分泌等の基本的生理現象
の周期を、外界からの刺激を利用して外環境に適
応させ、維持する機構である（1）。この異常は
発癌や糖尿病等の代謝異常といった現代社会を脅
かす疾患を含む多くの病態に関与している（図
1）。概日リズムは全身の個々の細胞に存在する
転写/翻訳に依存したフィードバックループ（分
子時計）により制御されている。この分子時計は
CLOCK, BMAL1, 及びCRYの3つの因子（時計蛋
白質）により構成される約24時間の周期性をも
つ転写/翻訳に依存したフィードバックループで
ある（図1）。CLOCKとBMAL1は二量体を形成し
Cryの 転 写 を 活 性 化 す る 。 CRYは 翻 訳 後 、
CLOCK:BMAL1二量体に直接結合しその転写を
抑制する。光、温度変化、摂食等の多くの刺激が
この分子時計の周期の外環境の周期への同調に関
与することが知られている（1）。

本研究は、脊椎動物培養細胞を用いて磁場が分
子時計による転写制御に与える影響について解析
した。特に本研究は、磁場が細胞内のMAPキ
ナーゼシグナル経路を活性化すること及びこのシ
グナル経路の活性化を介して時計遺伝子Cryの転
写を誘導することを見出した。

方法

私は、細胞内酸化還元状態の変化や光照射と
いった刺激に応答する脊椎動物（ゼブラフィシュ）
の培養細胞を樹立している（2）。この実験系は、
外界からの刺激によりに細胞内の分子時計を簡便
に制御することが可能である。また、ゼブラフィ
シュの分子時計は哺乳動物と同様の構成因子によ
り制御され、従って、この実験系は一般的な概日
リズムの制御過程を細胞レベルで解析するのに適
している（3）。本研究はこの実験系を用いた分
子生物学・生化学的解析により、磁場が分子時計
の制御機構に与える影響について検討した。

結果

磁場はMAPキナーゼ経路を活性化する

分子時計の光同調が観察される脊椎動物培養細

磁場が概日リズム制御機構に与える影響に
関する研究

（Effect of Magnetic field on Circadian Regulation）

東京医科歯科大学　難治疾患研究所　　平　山　　　順



胞に磁場（30mT）を与え、細胞内のMAPキナー
ゼシグナル経路（ERK系及びJNK系）の活性化状
態を制御因子のリン酸化を指標にウエスタンブ
ロットで経時的に評価した。（図2）磁場により、
細胞内のERK系及びJNK系の活性化が磁場処理後
5分をピークに観察された。

MAPキナーゼ経路の活性化は分子時計制御遺伝

子の転写を誘導する

分子時計の光同調が観察される脊椎動物培養細
胞に磁場（30mT）を与え、細胞内の分子時計制
御遺伝子zCry1aの活性化をReal-Time（RT）-
PCR法で評価した。磁場照射により、zCry1aの転
写が誘導された（図3A）。このzCRY1aは分子時
計の周期を同調させた（結果は割愛）。さらに、
このzCry1aの転写誘導はERKシグナル系の阻害剤
により抑制された（図3B）。

考察

本研究は「磁場が分子時計の同調シグナルとし
て機能する」ことを見出した。分子時計は、細胞
周期制御因子Wee1や癌遺伝子c-Myc等の転写制御を
介して他の細胞機能に影響を与える（4）。また、
分子時計はターゲット遺伝子の発現調節領域のク
ロマチンリモデリングを行うが、これは分子時計

が細胞のエピジェネティック応答を担う可能性を
示唆する（5）。従って、本研究の知見は、磁場が
これらの分子時計による細胞機能の制御を介して
生体に影響を与えることを強く示唆している。

研究成果の発表

本研究の成果は以下の2件の招待講演にて発表
した。
1.平山順

磁場による概日リズム転写制御：ゼブラ
フィッシュにおける概日リズムと磁場効果

［磁気科学会　有機・バイオ　サテライトシン
ポジウム：生物磁気現象の歴史と最近の話
題／2009年 11月 松本］

2.平山順

時計蛋白質を含む生化学反応系に対する磁場
効果

［千葉大学大学院 工学研究科　第4回生体磁気
科学セミナー／2009年 12月 千葉］

参考文献

1. Hirayama, J., and Sassone-Corsi, P. （2005）
Curr Opin Genet Dev 15, 548-556 

2. Hirayama, J., Cho, S., and Sassone-Corsi, P.
（2007） Proc Natl Acad Sci U S A 104,

3. Hirayama, J., et. al. （2005） Methods Enzymol

393, 186-204
4. Matsuo, T.,et. al. （2003） Science 302, 255-

259
5. Doi, M., Hirayama, J., and Sassone-Corsi, P.

（2006） Cell 125, 497-508
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目的

ヒトの鼓膜および耳小骨は、広い帯域の音を効
率よく伝音することが出来る。しかし、その受動
的伝音効率には限界があり、能動的増幅により聴
覚とQOLの向上が得られる難聴者は多い。入力
された音を増幅し音として出力するのが気導補聴
器であり、振動として出力するのが埋め込み型補
聴器（implantable hearing aid）である。埋め込
まれた振動子が耳小骨を駆動し内耳に伝音するの
が耳小骨駆動型であり、耳小骨以外の骨（主に側
頭骨）を駆動するのが骨導型であるが、本邦で認
可されている人工中耳はない。現在、骨導型の代
表であるコクレア社のBAHA（bone anchored
hearing aid）は認可申請中である。イアホン型
の気導補聴器と比較し、埋め込み型補聴器の利点
は、1）音質が自然、2）騒音環境下での明瞭度
が良好、3）ハウリングが少ない、4）耳栓が不
要で外耳道の閉塞感がない等が挙げられる。一方、
欠点としては、1）手術が必要、2）高価、3）長
期耐久性が不確実、4）高度感音難聴に適応がな
い等がある。埋め込むための手術は不可避である
が、その他の欠点は克服可能である。開発中のデ
バイスは、安価、安全、安定、高出力の全条件を
満たす超磁歪素子の振動子を採用することで、従
来の埋め込み型補聴器の利点は維持し、欠点を克

服することが可能と考えている。

研究結果

1）振動子設計とシミュレーション 超磁歪素子
の振動子のデザインは、コンピューターシ
ミュレーションの結果、2 x 15 mmの円柱状
形状が最適であると判断した。この超磁歪素
子にシミュレーションで磁場を与えると十分
な出力が得られ、500 x 500 x 5mmの骨板で
は、500Hzと8000Hzで同等の加振力が得ら
れることが明らかとなった。

2）振動子の作製と発生力の確認 GMMテック
社の協力下にシミュレーションで最適形状と
考えられた超磁歪素子を成形し、コイルで磁
場を発生させ、トランスデューサーで発生力
を確認し

3）た。結果、0.5、1.0、2.0、4.0kHzで発生力
が確認され、これまでの人工中耳の限界を超
える、高出力の振動子が完成した。

4）体内、体外ユニット間の経皮伝送方法の検証

本デバイスは体内部に複雑な回路や電池を必
要としない。外部ユニットにマイクとプロ
セッサ、電池、送信コイルを置き、経皮伝送
で内部ユニットのコイルに十分な磁場を発生
させる必要がある。これは信号伝送にAM波

超磁歪子を用いた埋め込み型補聴器の開発研究

（Development of Implanted bone-conduction Hearing aid with with giant mag-
netostrictive material ）
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を用いること、超磁歪素子の自己復調力を利
用することで問題点をクリアした。

5）試作機の音響および振動解析 チタンカプセ
ル内に超磁歪素子振動子と受信コイルを入れ
る大型と、受信コイルを別にする小型の2種
類の試作機（図3）を作製し発生力の評価を
行った。ハイドロキシアパタイトの側頭骨モ
デルとヒト献体で検証した。大型と小型で発
生音圧に差はなく、モデルと献体間でも同様
の結果であった。なお、発生音圧は入力電流
に対し線形性があり、外耳道に超磁歪素子の
長径が垂直に近くなるよう設置した方が高出
力であった。

考察

我が国で補聴器を必要とする難聴者の数は、推
定で1250万人とも言われ、今後高齢化社会を迎
え益々増加していくと予想される。気導補聴器の
進歩も目覚しいが、その補聴効果に満足せずハウ
リングや外耳道の不快感を訴える難聴者も多い。
埋め込み型補聴器は、過渡応答特性に優れ周波数
歪みのない音信号を内耳に伝える特性を持つた
め、人工中耳が最良の補聴手段である難聴者は少
なからず存在する。特に、通常の気導型補聴器の
装用が困難な、先天性外耳道閉鎖や耳漏を伴う中
耳炎患者にとって、開発する埋め込み型骨導補聴
器は社会参加を可能とする画期的ツールである。
高度感音難聴にも対応可能な、より良いデバイス
が開発されることにより、埋め込み型補聴治療が
一般化され、多くの難聴者のQOL改善手段とな
ることが期待される。
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【目的】

本申請課題は、新規の腫瘍血管マーカーに対す
る抗体分子を単離し、MRI腫瘍造影剤として知ら
れている酸化鉄ナノ粒子（SPIO）に付与するこ
とで、腫瘍の種類を問わず微小病巣をも造影可能
な、新規MRI腫瘍造影剤の開発を目指すものであ
る。

【方法】

○ PEG修飾金複合SPIOの創製と特性評価

MRI造影剤として、既に世界的に上市されてい
るSPIOであるFeridex®をコア素材とし、その表
面に金コロイドを担持したAu／Feridexを合成し
た。金はチオール基との間に強固なAu-S結合を
形成することができるため、様々な分子を
Feridex®へと結合するための足場素材となり得
る。次に、我々は、水溶性高分子であるPEGにチ
オール基を結合させたSH標識PEG（HS-PEG）を
用い、Au／FeridexのPEG修飾を施すことで、
PEGの立体反発効果に伴うFeridexの血中滞留性
の向上、肝集積の軽減、さらにはEPR効果による
腫瘍集積性の向上を目指した。本実験では、作成
したPEG-Au／Feridexを用い、腫瘍移植モデルに
対するMRI造影効果を検証した。

○ 腫瘍血管特異的モノクローナル抗体の単離

3種の腫瘍血管マーカー（VEGFR2, Robo4,
TEM7）の蛋白質をマウスへと免疫し、誘導され
た抗体をコードするcDNAを脾臓mRNAよりPCR
により増幅した。増幅した抗体cDNAライブラリ
は、ファージミドベクターへとライゲーションし、
大腸菌TG1株へと形質転換した。この大腸菌から
ファージを産生させ、免疫ファージ抗体ライブラ
リとし、その中から腫瘍血管マーカー特異抗体を
単離した。得られたクローンのIgG型のリコンビ
ナント抗体は、CHO抗体産生システムを用い、
発現・精製した。

○ PEG-Au／SPIOの抗体修飾

Au／SPIOのPEG修飾には、HS-PEGとHS-
PEG-COOHを用いた。このカルボキシル基は、
カップリング試薬（EDC及びsulfo-NHS）を用い
ることでモノクローナル抗体と結合することがで
きる。これにより作成された抗VEGFR2抗体

（DC101）修飾SPIO（DC101-PEG-Au／SPIO）
の標的分子結合性を評価する目的で、VEGFR2発
現MS1細胞に対する結合試験を、Prussian bule
染色により行った。
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【結果及び考察】

○ 腫瘍MR造影剤としてのPEG-Au／SPIO

PEG-Au／Feridex、Au／Feridex、Feridex®を
Meth-A担がんモデルマウスへと静脈内投与し、1
時間後の腫瘍をMRIにより撮像した。T2強調画
像においてPEG-Au／Feridex投与群では、腫瘍の
シグナル強度の顕著な低下が観察された。一方、
Au／Feridex及びFeridex®投与群では、このよう
な現象は観察されなかったため、本造影効果は
PEG修飾によりもたらされたものであると推察さ
れた（Fig. 1a-f）。このような傾向は、B16BL6担
がんモデルマウスでも観察された（Fig. 1g-l）。
これらの結果は、PEG-Au／Feridexが様々な種類
の腫瘍を検出できる可能性を示唆している。

○ PEG-Au／SPIOの抗体修飾

PEG-Au／SPIOの性能を実用化レベルまで高め
るためには、更なる腫瘍ターゲティング能の付与
が必要である。この点、モノクローナル抗体によ
るPEG-Au／SPIOの修飾は、腫瘍移行性向上に有

望であると考えられる。ファージ表面提示法を用
いたモノクローナル抗体の単離において、我々は、
3種の腫瘍血管内皮特異マーカー（VEGFR2、
Robo4、TEM7）に対するモノクローナル抗体の
取得に成功した。次いで、モノクローナル修飾
PEG-Au／SPIOを創製するため、VEGFR2に対す
るモノクローナル抗体（クローンDC101）を用
い以下の検討を行った。作製したDC101修飾
PEG-Au／SPIO（DC101-PEG-Au／SPIO）の
VEGFR2選択性を評価すべく、VEGFR2発現MS1
細胞とVEGFR2非発現NIH3T3細胞を用いた結合
性試験を行った。

その結果、DC101-PEG-Au／SPIOは、MS1の
みに結合し、NIH3T3へは結合しなかった（Fig.
2a-b）。一方、抗体を修飾していないPEG-Au／
SPIOは、MS1にもNIH3T3へも結合しないこと
が示された（Fig. 2c-d）。以上の結果は、DC101-
PEG-Au／SPIOが細胞表面のVEGFR2を特異的に
認識することができることを示しており、これは、
in vivoでの腫瘍ターゲティングに期待が持てる結
果であった。

○ 将来展望

本研究において、Au／SPIOのPEG化はその腫
瘍特異的ターゲティングを達成し、SPIOでは検
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出不能であった腫瘍を効率的にMRIで検出可能で
あった。また、我々は、VEGFR2、Robo4、
TEM7といった腫瘍血管マーカー特異的モノク
ローナル抗体の樹立に成功し、これらを修飾した
PEG-Au／SPIOが更なる腫瘍選択性に優れた造影
剤に成り得る可能性を示唆した。現在、我々はこ
の抗体修飾PEG-Au／SPIOを用い、そのin vivo腫
瘍MRIへと展開しているところである。

【成果発表】

国内発表8件

1. 向　洋平, Antibody Drug Conjugate製剤の開
発を目指した細胞内侵入抗体の効率的探索法,
技術情報協会セミナー「次世代抗体医薬品開
発に向けた最新研究動向」, 2010年1月25日,
東京

2. 向　洋平, 金磁性複合ナノ粒子のバイオ・
DDS分野への展開, 第3回「ナノメディスン・
アプリケーション研究会」, 2009年9月16日,
大阪

3. 向　洋平, 金磁性複合ナノ粒子のバイオ分野へ
の応用, 第31回 ナノバイオ磁気工学専門研究
会, 2009年7月23日, 大阪

4. 吉川 舞、向 洋平、久保 貴、吉岡靖雄、岡田
直 貴 、 堤 康 央 、 角 田 慎 一 、 中 川 晋 作 ,
immuno-conjugate製剤の開発に適う細胞内侵
入抗体の効率的創製法の確立, 日本薬剤学会第
24年会, 2009年5月22日, 静岡

5. 小島拓記、向 洋平、森田将史、犬伏俊郎、山
本孝夫、吉岡靖雄、岡田直貴、清野智史、中
川晋作, 微細超常磁性酸化鉄粒子 （USPIO）
をコアとしたPEG化金磁性ナノ粒子の創製と
そのMRI腫瘍造影剤としての有用性評価, 日本
薬剤学会第24年会, 2009年5月22日, 静岡

6. 吉川 舞、向 洋平、吉岡靖雄、岡田直貴、堤
康央、角田慎一、中川晋作, High-throughput
screening method of “Cell-internalizing
monoclonal antibodies”, potent anti-tumor
drug delivery carriers, 第68回日本癌学会学術

総会, 2009年10月2日, 横浜
7. 吉川舞、向 洋平、吉岡靖雄、岡田直貴、堤康

央、角田慎一、中川晋作, Antibody-drug con-
jugateの開発に適う細胞内侵入抗体の効率的
探索法, 第8回ファーマ・バイオフォーラム,
2009年11月14日, 名古屋

8. 吉川 舞、向 洋平、中川晋作, 抗体-薬物複合
体；Antibody-drug conjugateの開発に適う細
胞内侵入抗体の効率的探索法, 日本薬学会第
130年会, 2010年3月30日, 岡山

国際発表1件

1. Hiroki Kojima, Yohei Mukai, Kazumasa
Kamei, Satoshi Seino, Masashi Morita,
Toshiro Inubushi, Yasuo Yoshioka, Naoki
Okada, Shinsaku Nakagawa., : Design of
tumor targeting magnetic resonance imaging

（MRI） agent based on gold／iron-oxide
composite nanoparticle., ECCO 15 and 34th

ESMO Multidisciplinary Congress, Berlin
（Germany）, 20-24 September, 2009

14



（目的）

小脳は主に協調運動の調整しており、一次運動
野（M1）の出力をどのように修飾しているか研
究がなされてきた。M1を頭皮上から磁気刺激す
ると手などの筋に収縮が見られる（運動誘発電位、
MEP）。M1を刺激する5-7ミリ秒前に小脳に磁気
刺激（TMS）を加えるとMEPが抑制されるため、
小脳はM1に対して抑制性に働くと考えられる1）。
一方M1によるMEPのうち90ミリ秒前後で出る後
期反応は純粋な小脳失調患者では出現しにくいこ
とが我々の研究により明らかとなった2）。よって
小脳は運動機能に促進的に働く面もあることがわ
かる。つまり小脳は促進性・抑制性の両面の働き
があり、時間によりその働きが変わっている可能
性がある。

時系列的な促進・抑制の効果を見るためPSTH
（PeriStimulus Time Histogram）を用いることが
有用と考えられる。PSTHとは刺激の時刻を基準
として筋の運動単位（MUP）の発火パターンの
増減を見るもので、興奮性の増減が発火数の増減
として表示される。刺激を100回程度繰り返し、
発火時刻のヒストグラム（PSTH）を作成すると、
刺激後に脊髄運動ニューロンの興奮性が高まる時
間と抑制される時間を評価できる。ただPSTHの
記録にはMUPの計測が必須で、従来針筋電図が

用いられていた。針を刺入したまま筋収縮の程度
と針先の位置を一定に保ったまま10-15分維持す
る必要があり、苦痛が強い検査である。

この針筋電図に伴う不快を軽減するため我々は
多極表面筋電図を開発した（図1）3）。今回 小脳
が脊髄運動ニューロンに与える影響を明らかにす
ることを目的に、多極表面筋電図を用いて、小脳
TMSによる脊髄α運動ニューロンの発火パターン
をPSTHで計測した。

（方法）

対象は5名の健常成人男性とした（年齢 20-40歳）。
1. 小脳磁気刺激

磁気刺激装置： Magstim200 （Magstim社製）
にダブルコーンコイルを接続して用いた。刺激部
位は外後頭隆起を基準とし、外後頭隆起と乳様突
起を結ぶ線に沿って3cm外側の点にコイルの中心
を合わせた。刺激強度は被検筋を弱収縮した条件
で脳幹刺激により誘発されるMEPが刺激回数の
半分で誘発される最低強度を閾値とし、閾値-5%
を刺激強度とした。
2. PSTHの作成

記録は右手第一背側骨間筋（FDI）に多極表面
筋電図電極（図1）を置き、筋の弱収縮を保ちな
がら小脳刺激を100回繰り返した。刺激間隔は5
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秒とした。
記録電極はに表面筋電図を置きニューロパック

8 （日本光電製） もしくはMA1000 （TEAC製）
に接続し、10－3000 Hzの周波数帯域で増幅し
た。記録中FDIの収縮を一定に保つため筋電図を
モニタに表示し、被検者に視覚的にフィードバッ
クした。モニタ上で筋収縮が5-10%程度の弱収縮
を維持するよう教示を行った。

記録した筋電図は解析用のパソコン上の
Multiscope PSTH（メディカルトライシステム）
に取り込み、解析した。磁気刺激の時点を0点と
し、その後250ミリ秒について発火した時点と頻
度でヒストグラムを作成した。

（結果）

当初8極で記録を行い、任意の閾値でMUPを検
出したが、比較的規則的に発火するMUPが複数
含まれていた（図2）。

この状態でヒストグラムを作成したところ刺激
後50 ms、150 ms前後での抑制と200ms付近で
の亢進が観察できた（図3）。

次に多極表面筋電図から単一MUPの分離を試
みた。閾値の調整、テンプレートマッチング、主
成分分析、独立成分分析、クラスタリングといっ

た解析法を用いて分離を試みたが十分な分離が得
られなかった。16極の電極を作成し（図4）再度
解析を試みるもやはり十分な分離は得られなかっ
た。

（考察）

小脳刺激は後続のM1刺激MEPを抑制すること
からM1に対し抑制性に働くと考えられるが1）、自
発的な弱収縮によるM1の活性化に対し50 ms以降
の後期成分に対し抑制あるいは促進性の作用があ
ることが示された。従来磁気刺激では5-7msと
いった短潜時での反応を見ていたため、これらの
後期成分の反応については新たな知見と言える。

後頭部刺激時強度を上げていくと短潜時で
MEPが誘発され脳幹刺激の反応であることが示さ
れているが4）、この刺激閾値-5%の強度で刺激し
MEPによる短潜時の促進は見られなかった。よっ
てこの変化は小脳を刺激した反応と考えられる。

小脳刺激に対する反応としてはヒラメ筋の記録
で小脳刺激後100 msの後期反応が見られたと報
告されている5）。ただこれは立位で誘発され
soleus late response 6）と同様の姿勢関連の反応
である可能性があり、本実験と異なる機序が考え
られる。

今回単一運動単位の分離の解析を試みたが、十
分な精度を得られなかった。ただパラメータを細
かく検討したり、複数の手技を組み合わせること
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で精度が改善する可能性は残されているので今後
も解析を続ける予定である。

（発表予定）

Cerebellar influence on spinal motoneurons
using peristimulus time histogram. Ogata K, et
al, 29th International Congress of Clinical
Neurophysiology, 2010
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【目的】

中枢神経系損傷者に対して，運動観察（obser-
vation; OBS）や運動イメージ（motor imagery;
MI）がリハビリテーションで応用されている．
OBSでは他者の運動を観察することで大脳運動野
の興奮性が上昇し，その促通効果にはミラー
ニューロンシステムの働きが示唆されている

［1］．一方，MIでは実際の運動を行なわずにその
運動を想起することで大脳運動関連領域の興奮性
が上昇する［2,3］．しかし，OBSとMIの効果の
違いについては一致した見解が得られておらず，
その相乗効果については不明である．また，課題
遂行時に被験者自身の身体部位を見ることによる
効果の違いについては明らかではない．さらに，
動的な運動を観る，あるいはイメージすることで
大脳神経ネットワークの興奮性がダイナミックに
変化するが［4］，その経時的な変化に違いがあ
るかどうかは明らかではない．本研究は経頭蓋磁
気刺激法（transcranial magnetic stimulation;
TMS）を用いて，OBSに伴い，自分の手を見ず
にMIする（kinesthetic MI; KMI），あるいは自分
の手を見ながらMIする（visual MI; VMI）課題
を行ない，皮質脊髄路における興奮性の経時的変
化について検討した．

【方法】

被験者は右利きの健常成人9名（男3名，女6名，
年齢22-32歳）．実験に先立ち被験者には実験の
目的と方法を説明し，書面による実験参加の同意
を得た．

被験者は安静座位で実験課題を行ない，両手は
被験者の前に設置した自作ボックスに入れるよう
に指示した．ボックスの一面はスクリーンであり，
プロジェクターを用いて運動の映像を後上方から
スクリーンに投影し，被験者の正面に提示した．
あらかじめ準備した映像は右手の屈曲・伸展の反
復運動であり，0.5 Hzの速さで行ない撮影した．
被験者は以下3つの実験課題を行なった．1）運
動を観察する（OBS），2）運動の観察に伴い自
分の手を見ずに同様の運動のイメージをする

（KMI），3）運動の観察に伴い自分の手を見なが
ら同様の運動のイメージをする（VMI）．

TMS（Magstim200）は8の字コイル（Magstim
Company）を用いて被験者の左一次運動野に与
え，右第一背側骨間筋（first dorsal interosseous
muscle; FDI）の表面筋電図（surface elec-
tromyogram; EMG）から運動誘発電位（motor
evoked potential; MEP）を記録した．EMGは増
幅後2 kHzのサンプリング周波数でAD変換し

（WE400，横河電機），コンピュータで記録した．
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LabVIEWプログラム（LabVIEW 8.5, National
Instruments）を用いて映像を提示し，手の屈
曲・伸展運動における4位相（伸展中期：Ext-1，
伸展終期：Ext-2，屈曲中期：Flex-1，屈曲終期：
Flex-2）でTMSを駆動した（図1）．各実験課題に
おける各位相，あるいは安静時では6-10回MEPを
記録し，位相の順番はランダム化した． 

MEPの振幅値を用いて皮質脊髄路の興奮性の
指標とした．各実験条件で得られたMEP振幅値
は安静時からの変化率で示した．統計解析につい
て，位相おける全課題では繰り返しのある二元配
置分散分析，post-hoc testはDunnett法と逐次棄
却型多重比較法を用いた．有意水準はP＜0.05と
し，結果は全て平均値と標準誤差で示した．

【結果】

全課題の4位相における全被験者のFDIのMEP
振幅値の変化率を図2に示す． 全課題の全位相に
おいてMEP振幅値の増大が認められた（P＜
0.05）．MEP振幅値は位相によって有意に異なり

（F=2.789, P＜0.05），KMIとVMIにおいてはExt-
1よりFlex-1でMEP振幅値が有意に大きかったが

（P＜0.05），OBSにおいては有意な差がみられな
かった．

【考察】

本研究結果によると，1）OBSでは皮質脊髄路
の興奮性が上昇したが，運動の位相間では差が認
められなかった；2）一方，KMIとVMIでは差が
みられずともに促通効果が認められたと同時に，
運動の位相に依存した促通パターンがみられた．

先行研究では，OBSに伴い皮質脊髄路の興奮性
が上昇する［1］，あるいは変化しない結果があ
り［5］，さらに前者については運動の位相に依
存する結果［4］と依存しない結果があり［6］，
一致した見解が得られていない．本研究結果では，
OBSによって4位相においてMEP振幅値が増大
し，位相間では差はみられなかった．先行研究［5］
では，被験者にイメージしないように指示したこ
とが運動野に抑制効果をもたらし，OBSによる促
通効果が検出できなかった可能性がある．一方，
位相差の有無については上下肢間の中枢支配の違
いによって異なる可能性があり［4,6］，また対象
筋の違いが理由として考えられる．本研究結果で
はOBSでは位相差がなかったのに対して，KMIと
VMI条件では位相差がみられた．したがって，先
行研究ではMIの潜在効果が示唆される［4］．

OBSにおいて，大脳運動前野のミラーニュー
ロンが興奮し，投射線維を経て運動野を興奮性
させることが考えられる．一方，OBSと同時に
MIを行なうことで，ミラーニューロンシステム
のほかに運動に関与する頭頂連合野や小脳といっ
た錐体外路系の興奮性が上昇し，それらが運動野
の興奮性を修飾していることが考えられる．結論
として，ミラーニューロンスステムを介するOBS
は促通効果をもたらすが，運動の位相に依存せず
に運動野の興奮性を一定に上昇させるのに対し
て，MIでは中枢運動指令が出力され下行するこ
とで位相に依存した運動野の興奮性の変化がみら
れることが示唆された．したがって，OBSに加え
積極的にMIを行なうことで，運動野において興
奮性の上昇だけではなく，運動の位相に依存した
特定な興奮性パターンを誘発する効果があり，リ
ハビリテーションでの応用が期待される．
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平成21年度　研究助成テーマ

平成21年度は、以下のように、基礎4名・基礎2名・テーマ指定1名の研究に対し助成が決定いたし
ました。

Ⅰ. 基礎研究
Ⅰ-1. 磁性スイッチ機能を有する機能性MRI造影剤による癌の悪性度診断法の開発
　　京都大学　工学研究科／田中　一生

Ⅰ-2. 超高磁場下のiPS細胞の挙動に関する基礎研究
　　独立行政法人労働安全衛生総合研究所／山口　さち子

Ⅰ-3. 磁気駆動ナノマシンを用いた細胞内小器官の機能制御
　　東京農工大学大学院　共生科学技術研究院／森島　圭祐

Ⅰ-4. 経頭蓋磁気刺激が測定脳波に与える影響のシミュレーションと除去の実用化に関する研究
　　九州大学大学院　システム情報科学研究院／片山　喜規

Ⅱ　応用研究
Ⅱ-1. 陽性荷電マグネトリポソームと交番磁場を用いた再発悪性腫瘍に対する温熱免疫治療の臨床研究
　　名古屋大学　医学部附属病院／菊森　豊根

Ⅱ-2. 拡散MRIを用いた脳梗塞ラットの細胞膜透過率評価
　　東京大学　医学部附属病院／今江　禄一

Ⅲ. 指定テーマ研究
Ⅲ-1. 反復径頭蓋磁気刺激によるアルツハイマー病治療のための基礎研究
　　金沢医科大学　医学部生理機能制御学／加藤　伸郎

なお、所属は研究助成決定当時のものです。
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