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研究成果の概要（和文）：放射光Ｘ線を用いて組織切片上の微量元素の蛍光Ｘ線シグナルを正確に検出解析でき
るように、試料作成・光学素子・検出装置・解析条件・運転モードによる標準化法を樹立した。ウィルソン病、
メンケス病、ヘモクロマトーシスなどの疾患組織切片で明瞭な銅、鉄、亜鉛などの同時描画を行う事が可能とな
った。微量元素異常疾患を組織学的に精密診断するとともに、治療効果判定、組織細胞内局在と病理所見の比較
検討を行うことが可能となった。非遺伝性のありふれた疾患の背景に元素異常の存在する場合、その解析が可能
となった。元素病理学と言うべき新しい分野のドアが開かれた。

研究成果の概要（英文）：Inherited metabolic disorders of trace elements are rare, but difficult to 
diagnose clinically as well as pathologically. We tried to incorporate synchrotron-generated 
brilliant X-ray to pathological examination and successfully detected trace elements in tissue 
sections; such as copper, iron and zinc. We also achieved to simultaneously create two-dimensional 
elemental maps. These elemental disorders, that have been impossible to capture pathological study, 
are now readily diagnosing by synchrotron X-ray fluorescence analysis. Now, we open the door to 
elemental pathology. The diagnosis and pathogenesis of abnormality in trace elements can be analyzed
 with a new aspect.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
ウィルソン病は Kinnier Wilson が

百年前に神経精神症状に肝硬変を伴う重篤
な疾患として報告した。臓器特異的な銅の蓄
積が根本にあり、銅のキレート剤治療によっ
て良好な生命予後が期待できるようになっ
た。本疾患は銅輸送トランスポーターATP7B
分子の異常による。ATP7B ゲノム遺伝子の
変異により、常染色体劣性遺伝形式をとる。
遺伝性疾患として日本人に比較的多い。この
ため、遺伝子検査に期待が寄せられた。しか
し、ウィルソン病の診断基準を満たしていて
も遺伝子変異が検出されない。あるいは、遺
伝子変異の解析結果から臨床病型が決めら
れない。さらに、病期ステージも決められな
い。など遺伝子検査からの診療解決には無理
があった。 
 肝臓の銅含有量を生化学的に定量
することはできる。原子吸光法から進化した
誘導結合プラズマ ICP 発光分析など微小な
肝生検組織から高精度の銅の定量ができる
ように測定機器の進歩があった。しかし、生
化学的手法では銅の組織の二次元蓄積分布
を測定できない。 
 電子顕微鏡を用いた電子線プロー
ブ微小分析EPMAは観察領域が極小である。 
 研究開始当初は銅の組織蓄積を解
析する適切な手法はなかった。 
 
２．研究の目的 
 日本のシンクロトロン放射光施設
は世界最高レベルにある。シンクロトロン放
射光を用いて新次元で、銅代謝異常ウィルソ
ン病の診断と病態を解明することを目的と
する。 
①微小領域の元素特異的蛍光 X 線を検出し、
組織元素を高感度で定量的に画像化する。②
社会的な要請への対応：症状が軽い小児ウィ
ルソン病(早期・発症前)を確実に補足する。
③肝臓の針生検の微量試料に適用可能とし、
低侵襲性で、かつ、信頼性の高い診断法を樹
立する。④治療の開始と治療効果判定、病型
と元素局在、発症機序や病態に新しい視点を
導入する。 
 ウィルソン病を疑う際には、生化学
的定量の目的以外でも、病変の活動性
activity、進行度 stage を判定するため、生
検が行われる。これらの残余組織検体を用い
て組織の銅を特異的かつ高感度に位置情報
(組織の二次元座標上の各点を網羅する)と量
の情報(二次元座標上の各点に対応する銅の
定量)から組織診断を構築する。この事で侵襲
性をあげずに診断精度を向上させることが
可能である。遺伝子診断の正確度をあげるこ
とと併せて、これまで困難であった発症前お
よび早期にウィルソン病を高精度に診断で
きるシステムを構築する。 
 この新しい解析手法は進行性銅蓄
積症であるウィルソン病の有用な診断法で
ある。さらに放射光科学の帝京する物理量を

用いて、放射光科学と医学を融合した放射光
病理学という新しい学際領域の総説に寄与
することを大きな目標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 放射光蛍光X線分析の病理標本解析への
応用 
高輝度マイクロビーム放射光 X 線をウィル
ソン病および対照組織切片に照射し、内殻電
子の放出に伴って生じる蛍光 X 線をエネル
ギー分散検出器(XEDS)で検出する。試料作
成方法(固定、凍結、処理過程、切片作成)、X
線ビーム条件、試料台とビームの角度、試料
台のスキャン法、検出機器(SSD, SDD, 検出
条 件 , 距 離 ) 、 画 像 化 (pixel, detection, 
analysis, 画像解析用プログラム開発 9 につ
いて検討し、至適条件を決定する。 
(2) ATP7B 遺伝子解析 
新規症例および変異を行っていない症例に
ついて、5’プロモーターから 21 個のエクソ
ン、スプライシング近傍配列についてゲノム
情報を得る。家族例など多数例のゲノム解析
は簡易に次世代シークエンサーを用いる。 
(3) 生化学的定量と組織染色 
試料の症例数と量に対して適切に、原子吸光
法、ICP 発光分析を選択し、測定用試料作成
の元素濃度に与える影響を検討した。試料と
なる組織の連続切片のエオジン＆ヘマトキ
シリン染色や銅染色などと、放射光イメージ
ングと比較する。 
 
４．研究成果 
放射光を病気の診断と病態解明に応用する
ことを目的とし、必要な技術開発およびその
疾患解析を行う。比較的多い遺伝性銅代謝異
常ウィルソン病は特に幼児・小児期の早期発
見と早期治療開始が予後・生活の質の向上・
病状の進展の防止に役立つことが知られて
いるため、銅を元素測定の対照としてシステ
ムを構築した。 
(1) 組織切片内銅の高感度検出 
ビームラインの基本構造は蓄積リングから
発生させた入射光を monochromator で単
色化し、さらに KB ミラーやゾーンプレート
などの光学素子を用いて試料測定ポイント
におけるビームサイズを絞り込んだ。入射 X
線のエネルギーは銅の検出に適した条件を
選択した。焦点を絞りやすい光学素子により、
X線は試料照射点において数～数十ミクロン
とし、目的により変更する。照射時間は蛍光
X線を検出する際に明白な強弱が得られかつ
全体の測定時間を短くするため、バックグラ
ウンド部位における蛍光 X 線 photon 
counts (光子数)を 0～5 とした。シグナルが
得られる領域で 100～50000 程度が得られ
た。生化学的に大量の銅が検出された症例を
陽性対照w1とし、陰性対照として特に肝機
能異常がみられなかった症例や肝移植ドナ
ー(ATP7B 変異保因者をのぞく)を用いた。生
化学的な銅の測定を施行できた肝疾患がな



い症例では、20ug/g dry weight を越えるこ
とはなかった。米国や欧州のウィルソン病診
療指針では正常は 50 ug/g 以内で 5 倍以上
(250 ug/g 以上)がウィルソン病判定の基準
とされている。胆汁うっ滞をきたした肝臓で
も 70ug/g を越えることはなかった。上記設
定条件で測定すると正常対照ではきわめて
少ないが一定量の銅シグナルが様々な測定
ポイントにあり、一カ所でスペクトルをとる
と低いピークがみられる。ウィルソン病 w1
ではきわめて強い急峻な銅ピークが得られ
た。 
(2) 画像化システムの確立 
ピクセル毎のデータを抽出し、元素毎に光子
数を算出し二次元座標上に描出した。Image 
J や IGORpro を基盤として部分的に新しい
コードをいくつかつないだ。計測絶対値と画
像の対応が双方向に検証可能であることに
注意を払った。 
(3) 銅イメージンング 
これまで 80 例の明らかなウィルソン病肝を 
測定した。典型例では肝実質の強い銅シグナ
ルを確認した。門脈行きや間質の銅シグナル
は、肝実質と比較すると総体的に低い。ウィ
ルソン病ではない症例群として代表的には
ウイルス性肝炎、ウイルス性肝硬変、自己免
疫性肝炎を測定した結果は、銅シグナルが弱
い。以前までの標準的な病理の組織診断法で
ある銅染色を同じ試料の連続切片に施した
結果、進行したウィルソン病肝硬変期で銅陽
性となる症例はあるが、ウィルソン病肝炎期
では銅陽性症例はなかった。 
 特記すべきは、ウィルソン病の肝組
織を放射光 X線診断した場合に、陰性症例が
なく、有力な診断法である根拠が示された。 
(4) 遺伝子変異解析 
本邦においても、部位や種類の異なる多彩な
変異が存在する。解析方法を検討しなおして
も、約 15%の症例が片方ないし両方のアリル
に病原変異が見つからなかった。 
(5) 統合確定診断の試み 
特に、小児科領域のウィルソン病は症状が無
いかごく軽度で、風邪や肺炎で入院した際に、
偶然肝機能障害がみつかり、持続性の肝機能
障害に対してウイルスや薬剤などの原因検
索を実施した後に、ウィルソン病を疑って銅
関連検査(セルロプラスミン低値、血清銅低値、
尿中銅増加)を実施して、はじめて病理に精査
が依頼される。肝における銅含有量を生化学
的に定量し増加を確認する場合には量的お
よび測定部位による偏倚による偽陰性を避
けるためには肝喫状切除術が必要であるが、
患児への侵襲性を考えると肝生検を行うの
が限度である。現在、臨床と連携して肝生検
試料を放射光 X線解析し、発症前ウィルソン
病の診断が可能となっている。 
 
 日本国内の代表的な放射光施設の
ビームラインを用いることにより至適条件
の設定ができた。検出感度を含めて施設ごと

に至適条件は異なるが、試料の放射光 X線測
定は可能である。現状は、解像度・検出範囲
が異なるので目的に応じた使い分けをして
いる。肝生検組織に局在する銅の量は、通常
の放射光 X 線の対象となる標準試料に対し
てとても少ない。ヒト試料測定時に得られる
光子数から、銅の定量値を算出する。 
尚、本研究は藤田保健衛生大学疫学・臨床研
究倫理審査委員会およびゲノム・遺伝子解析
研究倫理委審査委員会の承認を得て行われ
ている。 
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