様式Ｈ－Ⅱ－2

研究プロジェクト調書
	法人番号
	
	法人名
	学校法人岩手医科大学
	大学名
	岩　手　医　科　大　学

	プロジェクトの主体となる組織名
	医学部医学研究科および先端医療研究センター

	研究プロジェクト番号・名称
	3．神経組織損傷時の生体反応の分子形態学的および機能的研究

	プロジェクトに参加する研究者数
	                    ２８ 人
	研究期間
	平成16年～平成20年

	プロジェクトの研究代表者
	（職）      教授     （所属） 医学部     （氏名）佐藤　洋一

	１　研究プロジェクトの研究の概要

	○研究分野
本研究プロジェクトは、脳血管障害後の修復に関わる要因を解析し、予防・治療法の開発に発展させうる研究成果をあげるために企画された。神経科学（神経解剖学・神経生理学）・分子生物学・法医学・薬理学・微生物学・神経内科学・血液内科学の各研究分野と関連し、基礎医学・社会医学・臨床医学からの研究者により構成される分野横断的な有機的プロジェクトチームである。
○研究内容
脳血管障害後の神経組織修復を目指し、有効な診断法・治療法を開発し、ひいては予防法開発の糸口を探ることが本プロジェクトの目標である。有効な治療法を開発するためには、脳障害過程を正確に把握し、そのメカニズムを解明する必要がある。本研究では、血管障害により引き起こされる虚血・低栄養環境に加えて、物理的損傷、細菌由来毒素・神経親和性ウイルス感染など多様な脳侵襲要因を取り上げ、これと関連する多様な病態モデルを作製し、細胞の動態・細胞内情報伝達機構を機能形態学的・分子生物学的に解析する。病態モデルはアメフラシ、マウス（GFP遺伝子導入マウスを含む）、ラット、ウサギなどin vivoで作製すると共にラット脳スライス標本、培養細胞（海馬ニューロン、PC12など）in vitroでの特性を活用する。　また、本研究では、分子生化学・生物学的解析（遺伝子強制発現やsiRNAによる発現抑制など）、電気生理学的解析（パッチクランプ法など）・バイオイメージング解析などの最新機能的解析法を駆使すると共に、超微細形態での分子局在解明に有効な新たな凍結手法を中心とした新たな研究手法の開発も目指す。また、本学の共同研究施設を十二分に活用して有機的な研究活動を実施する。
○達成目標
3年目までに基本的な解析手法を確立する。計画した主要関連物質の少なくとも三分の一程度について解明の端緒を得る。5年目までには、計画した関連物質8割の機能解明を目指す。論文数は国際誌掲載分として、3年で15編、5年で25編を目標とする。毎年、本学自己評価委員会による研究業績評価が行われている。これに加えて、研究実施者で構成される３部門合同のプロジェクト推進委員会を毎月開催し、分担研究者自身による研究内容の相互チェックをおこない、これに基づき、当該研究費を各研究グループに傾斜配分する。
○期待される効果（社会への貢献及び学術上の意義等について記述してください。）
脳・脊髄組織損傷後の修復に関わる未知要因の解明を通して基礎科学へ貢献できる。さらに、予防・治療法の開発を目指すプロジェクトであるので、医療への貢献を通し、大きな社会貢献ができる。特に脳血管障害の多発地域である東北各県民への貢献は大である。また、本プロジェクトを通して、地域における高等教育の中核となり、我が国における生命科学を担う研究者の裾野を広げ、広く優秀な若手人材の発掘・育成に寄与できる。
○学内の他の研究機関等との協力体制
In vivo での研究においては、超高磁場MRI研究施設の協力を得て、MRI画像を用いた病態モデル解析を実施する。
さらに、共同研究部門である電子顕微鏡室、動物実験センター、DNA解析室、アイソトープセンター、サイクロトロンセンターと超高磁場MRI研究施設など適宜必要に応じて活用できる体制は整っている。特に、本学の各研究施設には研究支援の主体となる優れた専門技術員が多数配置されている。学内に加えて、国内3大学（岩手大学農学部、東京大学大学院医学研究科、関西大学）、国外1大学（英国ロンドン大学（University College London）生命科学学部）、２公立医療機関（都立駒込病院、岩手県高次救急センター）、１独行法人（理化学研究所脳科学総合研究センター）、民間１施設（リムロイドサイエンス（株））の協力を得る予定である。
○研究成果の公表の計画
専門学術誌への論文掲載、学会（国内・国際）での発表に加え、隔年（あるいは研究期間内に計2～3回）の公開シンポジウムを開催する。この際、各関連分野の国内外の第一人者を招聘し、講演および本プロジェクトの成果について評価・討論を実施する。


	２　年度別の具体的研究内容

	平成16年度
	初年度は各病態モデル系の確立を目指し、基本的解析法の諸条件を決定する。以下詳細項目を記す。
1. アメフラシを用いて受容体応答発現に際して単量体G蛋白（Rhoなど）が果す機能を解析する。
2. 16年度は脳損傷モデルを用いて、脳損傷急性期におけるサイトカイン発現量を経時的に追跡する。
3. ベロ毒素によるヒトの脳症（痙攣や意識障害、脳の浮腫）のウサギモデルを使用し、髄液中および血清中の炎症性サイトカイン（とくにTNF-）のELISAによる検出系を確立し定量化する。
4. ARB（AT1阻害薬）が低酸素性神経細胞死を抑制するのか否かをin vitro低酸素負荷モデルで確認する。
5. 低酸素や低栄養による海馬ニューロン、PC12細胞とC6細胞障害に対する天然物由来活性物質およびステロイドの効果とそのメカニズムを検討する。
6. 脳海馬標本（スライス標本、培養細胞）を用いて、薬物誘導による神経細胞障害と修復に対する評価法を検討する。
上記各病態モデルの電子顕微鏡レベルでの基本形態解析法として、急速凍結条件を確定する。

	平成17年度
	本年度は、確立された病態モデル系を使い、分子解析を含むデータ取得を行う。以下詳細を記す。
1. アメフラシを用いて受容体応答発現に際して単量体G蛋白が果す機能を解析し、さらに同様な解析をラット脳スライス標本で試みる。
2. 脳損傷亜急性期、慢性期におけるサイトカイン発現量の経時的変動を追跡し、組織学的所見とサイトカイン発現の関連について考察する。また平成16年度のデータとあわせ、各サイトカインの損傷修復における役割を明らかにしていく。
3. 大脳・脳幹におけるGb3の発現増強により、ベロ毒素に対する感受性が亢進することを確認する。臨床症状、病理組織像、画像所見の検討および脳内の炎症性サイトカインmRNA（とくにTNF-）の発現を検討する。神経細胞・グリア細胞・血管内皮細胞におけるアポトーシスについても検索する。
4. ARBの神経保護作用がAT1阻害によるのか、AT2の作用によるのか、あるいは両者からの細胞内シグナルバランスによるのかを明らかにする。
5. 前年度に引き続き、神経細胞障害に対するステロイドの保護作用と修復作用を検討する。
得られたデータの公表（学会・論文）を積極的に行う。

	平成18年度
	前年度に引き続き、同様な実験を行い、データを積み上げる。また、応用可能な成果は速やかに病態治療法への開発に着手する。
1. 平成16、17年度中の検討で受傷後、有意に変動していると認められたサイトカインについて、その発現細胞の経時的動態を検索する。
2. 広汎にサイトカイン産生を抑制する薬剤（たとえばanisodamineやJT67）や抗凝固剤の投与による効果を、平成16・17年度と比較し、有用な治療法または阻害法を検討する。
3. AⅡ受容体と神経細胞の生存・細胞死、分化シグナルとの関わりを分子生物学的に明らかにする。
また、各グループの中間的自己評価を実施する。評価に基づき、有望な成果を選定し人的・経費的重点配分を行い、治療法等（予防法・法医学的応用も含む）の開発の実現のため可能な環境を整える。

	平成19年度
	得られたデータに基づき、治療法の開発を目指した研究を発展的に展開するための挑戦的実験を実施する。
1. 前年度までの検討で有用と考えられた因子について、実際の剖検例組織を用いて検索を進め、具体的な診断法の構築を試みる。また受傷部位、損傷の程度と発現動態の関連について検討する。さらに年齢別に発現動態を比較することで、損傷に伴うサイトカイン発現の世代別の特徴を考察する。
2. 遺伝子改変ウサギの作製。とくにTNF-のノックアウトウサギの作製を試みる。
3. 開発された急速凍結手法により、電子顕微鏡での細胞分子特性の解析・各種関連分子局在の解析を実施すると共に新しい標識法の開発を行う。
得られたデータは随時学会発表・論文として、国際水準の学会誌等に発表する。

	平成20年度
	総合的に成果を評価し、必要な実験を継続して実施する。最終年度として可能であれば次の課題を達成したい。
1. 剖検例組織を用い、死後経過時間、死後変化とサイトカイン検出能との関連を検討し、測定結果に影響を与える環境因子を明らかにしていく。
2. ノックアウトウサギを用いて同様にベロ毒素を投与し、平成16・17年度と比較検討すると共にTNF-の脳症発症における役割を確認する。
19年度までに得られた結果をもとに、各グループは論文をまとめ発表し、これらをまとめて、本プロジェクトとしての総括を行う。　他のプロジェクトグループと共に公開シンポジウムを開催し、得られた成果を公表する。


	３　研究プロジェクトに参加する研究者の主な研究業績（最近５ヶ年において発表した主な学術研究論文（掲載された雑誌名を必ず記載してください。ただし，口頭発表は含みません。），学術研究著書を研究者ごとに発表年次の順に記入してください。）（構想調書作成上の留意事項を参照し，研究プロジェクトに関連する業績を中心に十分に記入してください。）
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	*Satoh Y, Williams MR, Habara Y: Effects of AlF4- and ATP on intracellular calcium dynamics of crypt epithelial cells in mouse small intestine.  Cell Tissue Res 298: 295-305
*Cui Z-J, Habara Y, Satoh Y: Photodynamic modulation of adrenergic receptors in the isolated rat hepatocytes.  Biochem Bioph Res Co 277: 705-710
*Mori S, Saino T, Satoh Y: Effect of low temperatures on compound 48/80-induced intracellular Ca2+ changes and exocytosis of rat peritoneal mast cells.  Arch Histol Cytol 63: 261-270
*Gesase AP, Satoh Y: Sexual differences effects of castration on secretory mode and intracellular calcium ion dynamics of golden hamster harderian gland.  Cell Tissue Res 304: 81-90
*Warashina A, Satoh Y: Modes of secretagogue-induced [Ca2+]i responses in individual chromaffin cells of the perfused rat adrenal medulla.  Cell Calcium 30: 395-401
*Masumiya H, Kase J, Kawanishi T, Hayakawa T, Miyata S, Sato Y, Nakamura R, Tanaka H, Shigenobu K: Effect of T-type and L-type Ca2+ channel blockade on early phase Ca2+ transients in rat atrial and ventricular cardiomyocytes.  Bioimages 9: 87-93
*Hashikura S, Satoh Y, Cui ZJ, Habara Y: Photodynamic action inhibits compound 48/80-induced exocytosis in rat peritoneal mast cells.  Jpn J Vet Res 49: 239-247
*Tanaka H, Masumiya H, Sekine T, Kase J, Kawanishi T, Hayakawa T, Miyata S, Sato Y, Nakamura R, Shigenobu K: Involvement of Ca2+ waves in excitation-contraction coupling of rat atrial cardiomyocytes.  Life Sci 70: 715-726
*Saino T, Matsuura M, Satoh Y: Application of real-time confocal microscopy to intracellular calcium ion dynamics in rat arterioles.  Histochem Cell Biol 117: 295-305
*Saino T, Matsuura M, Satoh Y: Comparison of the effect of ATP on intracellular calcium ion dynamics between rat testicular and cerebral arteriole smooth muscle cells.  Cell Calcium 32: 153-163
*Kubo-Watanabe S, Satoh Y, Saino T: Adenosine-5'-triphosphate-induced intracellular calcium changes through gap-junctional communication in the corneal epithelium.  Jpn J Ophthalmol 46: 479-487
*Kubo-Watanabe S, Goto S, Saino T, Tazawa Y, Satoh Y: ATP-induced [Ca2+]i changes in the human corneal epithelium.  Arch Histol Cytol 66: 63-72
*Cui ZJ, Zhou YD, Satoh Y, Habara Y: A physiological role for protoporphyrin IX photodynamic action in the rat Harderian gland?  Acta  Physiol Scand 179: 149-154
*Saino T, Satoh Y: Application of real-time confocal laser scanning microscopy to observe living cells in tissue specimens.   J Electron Microsc
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	*Tohgi H, Utsugisawa K, Nagane Y: Protective effect of nicotine through nicotinic acetylcholine receptor alpha 7 on hypoxia-induced membrane disintegration and DNA fragmentation of cultured PC12 cells. Neurosci Lett.285:91-94

*Utsugisawa K, Nagane Y, Obara D, Tohgi H: Increased expression of alpha7nAChR after transient hypoxia in PC12 cells. Neuroreport 11(10):2209-2212, 2000

*Tohgi H, Utsugisawa K, Nagane Y: Hypoxia-induced expression of C1q, a subcomponent of the complement system, in cultured rat PC12 cells. Neurosci Lett 291:151-154

*Utsugisawa K, Nagane Y, Obara D, Tohgi H: Over-expression of alpha7nicotinic acetylcholine receptor prevents G1-arrest and DNA fragmentation in PC12 cells after hypoxia. J Neurochem 81: 497-505

*Utsugisawa K, Nagane Y, Obara D, Tohgi H: Over-expression of alpha7nicotinic acetylcholine receptor induces sustained ERK phosphorylation and N-cadherin expression in PC12 cells. Mol Brain Res 106: 88-93

*Obara D, Utsugisawa K, Nagane Y, Tohgi H: Hypoxic condition interferes with phosphorylation of Akt at Thr308 in cultured rat PC12 cells. Neurosci Lett 332: 167-170

	医学部・助手

	高宮　正隆
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2003 Sep
	*Takamiya M, Saigusa K, Nakayashiki N, Aoki Y: A histological study on the mechanism of epidermal nuclear elongation in electrical and burn injuries. Int J Legal Med 115: 152-7

*Takamiya M, Saigusa K, Aoki Y: Immunohistochemical study of basic fibroblast growth factor and vascular endothelial growth factor expression for age determination of cutaneous wounds. Am J Forensic Med Pathol 23: 264-7
*Takamiya M, Saigusa K, Nakayashiki N, Aoki Y: Studies on mRNA expressions of basic fibroblast growth factor in wound healing for wound age determination. Int J Legal Med 117: 46-50, 2003 Feb

*Takamiya M, Niitsu H, Saigusa K, Kanetake J, Aoki Y: A case of acute gasoline intoxication at the scene of washing a petrol tank. Legal Medicine 5: 165-9, 2003 Sep

	医学部・助教授

	立川　英一

	1999 Jan
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1999 Mar

2000 Aug

2000 Aug

2001 Feb

2001 Sep

2001 Oct

2001 Oct

2002 Dec

2003 Dec
	*Ohta S, Nagai K, Maruyama M, Inoue H, Katsuyama Y, Atobe O, Ogata H, Yamato S, Tachikawa E, Zenda H: Preparation and characteristics of antibacterial sepiolite containing povidone-iodine as a useful pharmaceutical product for patient care.  Biol Pharm Bull 22: 42-47
*Tachikawa E, Itoh K, Kudo K, Harada K, Kashimoto T, Hirota Y: Effects of interferons on cortisol production in bovine adrenal fasciculata cells stimulated by adrenocorticotropin.  J Pharm Pharmacol 51: 465-473

*Tachikawa E, Kudo K, Harada K, Kashimoto T, Miyate Y, Kakizaki A, Takahashi E: Effects of ginseng saponins on responses induced by various receptor stimuli.  Eur J Pharmacol 369: 23-32
*Tachikawa E, Takahashi M, Kashimoto T: Effects of extract and ingredients isolated from Magnolia obovata thunberg on catecholamine secretion from bovine adrenal chromaffin cells.  Biochem Pharmacol 60: 433-440

*Yamato S, Nakajima M, Kawakami N, Shimada K, Tachikawa E, Ohta S, Zenda H: Evidence for the degradation of maleate moiety in chlorpheniramine maleate solution using a stability-indicating HPLC method.  Chem Pharm Bull (Tokyo) 48: 1205-1207

*Utsunomiya K, Yanagihara N, Tachikawa E, Cheah TB, Kajiwara K, Toyohira Y, Ueno S, Izumi F: Stimulation of catecholamine synthesis in cultured bovine adrenal medullary cells by leptin.  J Neurochem 76: 926-934
*Ohta S, Misawa Y, Miyamoto H, Makino M, Nagai K, Shiraishi T, Nakagawa Y, Yamato S, Tachikawa E, Zenda H: A comparative study of characteristics of current-type and conventional-type cationic bactericides.  Biol Pharm Bull 24: 1093-1096 

*Tachikawa E, Mizuma K, Kudo K, Kashimoto T, Yamato S, Ohta S: Characterization of the functional subunit combination of nicotinic acetylcholine receptors in bovine adrenal chromaffin cells.  Neurosci Lett 312: 161-164

*Tachikawa E, Kudo K, Nunokawa M, Kashimoto T, Takahashi E, Kitagawa S: Characterization of ginseng saponin ginsenoside-Rg3 inhibition of catecholamine secretion in bovine adrenal chromaffin cells.  Biochem Pharmacol 62: 943-951

*Kitagawa S, Tachikawa E, Kashimoto T: Transbilayer transport of a propyltrimethylammonium derivative of diphenylhexatriene (TMAP-DPH) in bovine blood platelets and adrenal chromaffin cells.  J Pharm Pharmacol 54: 1631-1636

*Tachikawa E, Kudo K, Hasegawa H, Kashimoto T, Sasaki K, Miyazaki M, Taira H, Lindstrom JM: In vitro inhibition of adrenal catecholamine secretion by steroidal metabolites of ginseng saponins  Biochem Pharmacol 66: 2213-2221

	
	
	
	

	医学部・助教授
	遠山　稿二郎
	1999 Feb

1999 Jul

2000 Mar

2001 Feb

2001 Mar

2001 Jul

2001 Oct

2002 Dec

2002 

Nov-Dec

2002 Dec

2003 Nov

online


	*Kitada,M., Mizoguchi,A., Tohyama,K., Ohtsubo, A., Fujimoto,E., Chakrabortty,S.,and Ide,C., : Comparison of the axonal and glial reactions between the caudal and rostral border in the cryoinjured dorsal funiculus of the rat spinal cord. Restractive, Neurol Neurosci 14:251-263

*Jia,Q., Ohka,S., Iwasaki,K., Tohyama,K. and Nomoto,A.,:Isolation and molecular characterization of a Poliovirus type 1 mutant that replicates in the spinal cords of mice.  J Virology 73:6041-6047

*Ozaki,M., Tohyama,K., Kishida, H., Buonanno, A., Yano, R., and Hashikawa, T., Roles of Neuregulin in Synaptogenesis between Mossy Fibers and Cerebellar Granule Cells.

J Neurosci Res 59:612-623

*Sapp,E., Kegel,KB., Aronin,N., Hashikawa,T., Uchiyama,Y., Tohyama,K., Bhide, PG., Vonsatel,JP., and DiFiglia,M.: Early and progressive accumulation of reactive microglia in the Huntington disease brain.  Journal of Neuropathol. Exp. Neurol. 60: 161-172
*Zang,Y., Tohyama,K., Winterbottom,JK., Haque, NSK., Schachner,M., Lieberman,AR. and Anderson, PN.:Correlation between putative inhibitory molecules at the dorsal root entry zone and failure of dorsal root axonal regeneration. Mol Cell Neurosci 17: 444-459

*Hirano, N., Sada, F., Haga, S. and Tohyama, K.: Susceptibility of rats of different ages to inoculation with swine hemagglutinating encephalomyelitis virus (a coronavirus) for rats by various routes.  J Comp Pathol 125(1): 8-14
*Ohka,S., Ohno,H., Tohyama,K. & Nomoto,A.,: Basolaterl sorting of human poliovirus receptor  involves an interaction with the 1B subunit of the clathrin adaaptor complex in polarized epithelial cells. Biochemical and Biophysical Research Communications. 287:941-948

*Hayashi,S.,Osawa,T.,and Tohyama,K.

Comparative observations on corneas, with special reference to Bowman's layer and Descemet's membrane in mammals and amphibians. Journal of Morphology,254(3):247-258,2002 

*Oikawa H, Sasaki M, Tamakawa Y, Ehara S, Tohyama K:

The substantia nigra in Parkinson disease: proton density weighted spin-echo and fast short inversion-time inversion-recovery MR findings. American Journal of Neuroradiology, 23:1747-1756, 2002

*Konno,D , Ko, J-A., Usui,S., Hori,K., Maruoka,H., Inui,M., Fujikado,T., Tano,Y., Suzuki,T., Tohyama, K., Sobue, K., : The postsynaptic density and dendritic raft localization of PSD-Zip70, which contains an N-myristoylation sequence and leucine-zipper motifs.  J Cell Sci, 115: 4695-4706, 2002

*Hirano N, Nomura R, Tawara T, and Tohyama K

Neurotropism of swine haemagglutinating encephalomyelitis virus (coronavirus) in mice depending upon host age and route of infection. Journal of Comparative Pathology. online publication,
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