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研究要旨 

我々はこれまで動脈硬化に関係する血清自己抗体マーカーを探索した結果、そのうちのいくつか

は急性冠症候群（ACS）にも関連することが判明した。そこで本研究において、新たにプロテインア

レイ法による一次スクリーニングを行ない、約 70 種類の候補マーカーを同定した。これらの精製タ

ンパク質、または合成ペプチドを抗原として、血清抗体レベルを AlphaLISA法により測定し、二次、

及び三次スクリーニングの選別を行なった。その結果、ACS患者検体における 3種類の抗原に対する

抗体レベルは健常者検体のみならず、疾患対照検体と比較しても有意に高かった。これらの自己抗体

レベルを測定することにより ACSの発症を予測できる可能性が示唆された。 

 

Ａ．研究目的  

ACS は発症前に予知することが最も重要であ

る。しかしながら、発症前の患者検体を入手する

ことは極めて困難であり、発症後の検体を調べて

もそのほとんどは結果を見ているに過ぎない。そ

の意味において、発症直後に特異的に出現する抗

体は、発症が原因となって出現したとは考えられ

ず、発症前から存在していたと推定される。即ち、

そのような抗体は発症予測マーカーとなり得る。

そこで、ACSの発症直後の検体に特異的に出現す

る抗体を同定し、予知マーカーとなり得るかどう

かを検証する。 

前年度の一次スクリーニングとして施行され

たプロトアレイ解析において、約 70 種類の候補

抗原が選別された。そこでこれらの中に有用マー

カーが含まれているかどうかを二次、及び三次ス

クリーニングによって調べた。 

 

Ｂ．研究方法  

二次スクリーニング用の抗原として用いるた

めに、市販品のタンパク質抗原 33種類を入手し 

 

た。また、独自にサイトカイン類 11種類を精製し

た。ペプチド抗原は 49 種類の抗原タンパク質の

エピトープ部位として 95 種類を設計し、その未

精製品を用いた。 

それらの抗原に対する血清抗体レベルを

AlphaLISA 法により調べた。タンパク質抗原は

10μg/mlに希釈し、glutathione−ドナービーズ、

または Nickel chelate−ドナービーズと抗ヒト

IgG-アクセプタービーズを用いた Alpha 

(Amplified Luminescence Proximity 

Homogeneous Assay) LISA法により血清抗体レ

ベルを解析した。ペプチド抗原は 400 ng/mlに希

釈し、Avidin−ドナービーズと抗ヒト IgG-アクセ

プタービーズを用いた。 

血清検体は HD コントロールとして健康診断

受信者（柏戸クリニック）96 例、及び、ACS 群

として、京都大学附属病院の ACS検体 93例、及

び、千葉大附属病院の AMI検体 3例を用いた。 

三次スクリーニングとして、二次スクリーニン

グで選別されたタンパク質 10 種類、及びペプチ

ド 7種類、動脈硬化関連マーカーである抗原ペプ
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チド 3 種類、さらにサイトカイン 23 種類、プロ

テアーゼ類 6 種類、合わせて 49 種類の抗原を用

いて同様に血清抗体レベルを AlphaLISA 法によ

り調べた。用いた血清検体は、健常者検体 192例、

ACS 患者検体 380 例、疾患対照検体 196 例であ

った。 

 

（倫理面への配慮）  

急性冠症候群、及びその関連疾患の患者血清を

用いる研究については、「動脈硬化関連疾患のバ

イオマーカーの開発」（実施責任者：日和佐隆樹）

の課題名で千葉大学大学院医学研究院倫理委員会

に申請し、平成 22年 3月 30日に承認を受け、さ

らにその修正版が平成 27年 2月 20日付けで承認

されている（承認番号：千大医総第 110 号）。そ

の申請書の記載に従って使用している。協力病院

はそれぞれの倫理審査委員会の承認を得ている。

検体はインフォームドコンセントを得て採取して

いる。 

 

Ｃ．研究結果  

二次スクリーニングの結果、プロトアレイ選別

マーカーのうち、タンパク質抗原 8種類、及びペ

プチド抗原5種類に対する血清抗体レベルはACS

患者検体において健常者検体よりも有意に高かっ

た。ペプチド抗原 5 種類のうち、3 種類はタンパ

ク質抗原で有意差を示したものと共通しており、

この 3種類（PIK、GDN、SEL）は有用マーカー

であると考えられた。これらの精製品の供給を理

化学研究所に依頼した。 

その他、サイトカイン類 4種類に対する抗体レ

ベルも ACS患者検体において高かった。 

上記の二次スクリーニングにおいて選別され

た抗原についてさらに別の検体セットを用いてバ

リデーションテストを行なった。ペプチドは精製

品を用いた。さらに ACSに影響を及ぼす可能性の

あるサイトカインやプロテアーゼ類についても調

べた。その結果、タンパク質抗原 5種類、ペプチ

ド抗原 3種類について、健常者検体、及び疾患対

照検体に比べ、ACS患者検体は有意に高いレベル

を示した。この中には NRD も含まれていた。こ

れら 8種類が現時点での最有力マーカーである。 

一方で、前回の ACS患者検体 6例を用いたプ

ロトアレイの結果をもとに、今回、別の健常者検

体 5 例を解析し、両者の比較により新たに 17 種

類の候補抗原を同定した。 

 

Ｄ．考察  

二次スクリーニングで選別された抗原タンパク

質のうち 3種類、及び三次スクリーニングで選別

された抗原のうち 2種類はAktを介するシグナル

伝達経路に関係するタンパク質であった。このシ

グナル経路が心筋細胞のアポトーシスを抑制する

という既報に関係すると推定される。 

NRDは抗原だけでなく抗体レベルも ACSマー

カーとして有用であると考えられた。 

最初のプロトアレイ法により選別された候補マ

ーカーのうち、現段階までに有用マーカーとして

残ったのは 2種類である。それは当初の段階で特

異マーカーとして選別されたものが少なかったた

めと思われる。そこで、今回、別の健常者検体の

プロトアレイ解析を行ない、前回の ACS患者検体

の結果と比較し、新たに 17 抗原を同定した。こ

れらの中により有用なマーカーが含まれていると

期待される。 

ACS はさまざまな要因により発症すると考え

られており、それぞれの要因によって対応するマ

ーカーが異なることもあり得る。従って、詳細で

正確な診断のためには、より多くのマーカーを同

定することが必要である。 

 

Ｅ．結論  

現段階において選別された 3種類の有用マーカ

ーは ACSの発症予測に適用できると推定された。 
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