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Ⅰ．総括研究報告 
 
厚生労働科学研究費補助金（循環器疾患・糖尿病等生活習慣病対策総合研究事業） 

総括研究報告書 

血中自己抗体検出と新規炎症マーカーを用いた急性冠症候群予知因子 

および治療標的の探索 

 

研究代表者：西 英一郎（京都大学大学院医学研究科 循環器内科学 特定准教授） 

 

研究要旨 

ACS による死亡の約半数を占める発症早期の院外死をいかに抑制するかは喫緊の課題である。我々は、

1) ACS 発症の予知が可能で、かつ 2) 病因論的にも重要で治療標的になり得る新たな ACS マーカーの

同定を目指す。ACS 発症後早期に上昇している自己抗体は発症前から出現していること、我々が見出

した新規炎症マーカー：ナルディライジン（NRDc）が慢性炎症の病態をよく反映していることから、

予知マーカーの探索に関して、血中自己抗体検出および血清 NRDc 濃度に注目した。本研究では、1) ACS

患者血清の自己抗体発現パターンの解析、2) NRDc 濃度の解析、を行い ACS 予知マーカーの同定を行

う。さらに NRDc の炎症における役割、マーカー、治療標的としての有用性を明らかにするため、遺

伝子改変マウスを用いて3) ACSや非アルコール性脂肪性肝炎などにおけるNRDcの役割の解明を行い、

将来的には治療薬の開発を目指す。 

 

Ａ．研究目的  

 本研究の目的は、急性冠症候群発症（ACS）の

予知を可能にするバイオマーカーを開発すること、

そして ACS による死亡の約半数を占める、突然死

をふくむ院外死を抑制することにある。将来的に

治療薬の開発につながるよう、病因論的にも重要

で、病態の本質を反映するマーカーの同定を目指

す。 

 予知マーカー探索にあたり、我々は血中自己抗

体検出に注目した。その理由は、1) 抗体産生には

２週間以上かかることから、ACS 発症後早期に上

昇している自己抗体は発症前から出現しているこ

と、2)生活習慣病の共通基盤である慢性炎症に自

己抗体が関与している可能性が高いこと、である。 

 一方我々はメタロプロテアーゼ、ナルディライ

ジン（NRDc）を、HB-EGF 結合タンパク質として同

定し、1）NRDc が HB-EGF や TNF-αの細胞外ドメイ

ンシェディングを活性化すること、2) NRDc 欠損

マウスが、メタボリックシンドロームや NASH モデ

ルにおいて顕著な炎症抵抗性を呈すこと、3）ACS

症例において血清 NRDc が上昇すること、を明らか

にした。これらの結果は、NRDc 濃度が慢性炎症を

基盤として発症する ACS の病態をよく反映してい

る可能性を示唆した。 

 

 本研究では、ACS患者血清の①自己抗体発現パ

ターンの解析、②血清NRDcの解析を並行して行

う。①では、タンパク質アレイを用いて ACSで特

異的に上昇する自己抗体のスクリーニングを行い、

候補自己抗体の測定系構築および、ACS多症例で

の測定を行う。さらに当科入院症例の保存血清を

用いた後ろ向きコホート研究にて、その後のイベ

ント発生などとの関連を検討し、最も有効に ACS

発症を予知し得るマーカー、あるいはその組み合

わせを同定する。 

 患者血清の解析とともに、NRDc を標的とする

治療薬の開発を実現するため、マウスを用いた基

礎研究も行う。特に NRDcの阻害が炎症抑制につ
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ながるかどうかを、NRDc 遺伝子改変マウスと

ACS、NASHモデルを用いて検討する。 

 

Ｂ．研究方法  

1) ACS 患者血清の自己抗体発現パターンの解

析：プロテインアレイを用いた自己抗体スクリー

ニング： ACS患者血清（発症 6時間以内）、コン

トロール血清それぞれ 6例分を用いて、血清中の

自己抗体出現パターンを解析し、ACS症例で特異

的上昇を呈する抗原候補タンパク質を抽出する。

一方、すでに施行した脳梗塞症例のスクリーニン

グで同定し、測定系（AlphaLISA）を確立できた

約 100種類の抗原候補タンパク質に対する自己抗

体価を、ACS症例血清を用いて検討する。 

2) ACS患者血清 NRDc濃度の解析：独自に開発

したヒト血清 NRDc 高感度 ELISA を（測定感度

50pg/ml）を用いて、ACS入院症例の血清 NRDc

を測定する。ACS 発症後時間採血により血清

NRDc値の時間経過の検討も行う。 

3) ACS・NASHにおける NRDcの病態生理学的

意義の解明：野生型と NRDc欠損マウスを、1) 冠

動脈結紮による ACS モデル、2) コリン欠乏食に

よる NASHモデルに供し、NRDcの疾患における

役割を検討する。全身性 NRDc-KOマウスでは神

経、内分泌系表現型による影響が除外できないた

め、心筋細胞、肝細胞特異的 NRDc-KOマウスを

作製する。さらに、NRDc の酵素活性の疾患にお

ける意義を明らかにするため、非活性型 NRDcノ

ックイン（KI）マウスを作製する。 

 

（倫理面への配慮）  

本研究は、京都大学医学部・医学研究科医の倫

理委員会および千葉大学大学院医学研究科倫理委

員会で審査を受け承認されたものである。本研究

は、疫学研究に関する倫理指針に基づいて実施す

る。また、個人情報の保護に関する(平成 15 年法

律第 57 号)の規定を遵守し、個人データの安全管

理のための必要かつ適切な処置、個人情報の取り

扱いに関する苦情の処理その他の個人情報の適正

な取り扱いを確保するために必要な措置を講じ、

かつ、当該措置の内容を公表するよう努める。動

物実験計画は全て、京都大学動物実験委員会での

審査を経て承認されたものである。京都大学の動

物実験に関する指針に従い、動物に対する苦痛負

荷は極力抑え、倫理的に問題のない状態で行う。

本研究計画は、組み替え DNA 実験を含む研究計

画であり、京都大学において『組み替え DNA 実

験申請』の承認を受けている。 

 

Ｃ．研究結果  

1) ACS 患者血清の自己抗体発現パターンの解析：

プロテインアレイによる血中自己抗体のスクリー

ニング（ACS 患者および健常ボランティア）の結

果、ACS 症例で有意に上昇している自己抗体（抗

原タンパク質）を約 30 種類抽出した。一方、同様

の手法ですでに同定した脳梗塞マーカーを ACS お

よび対照症例で検討したところ、115 種類のマー

カーのうち76種類ものマーカーがACSで有意に上

昇していた。引き続き行う２次スクリーニングで

は、より多くの ACS 症例血清が必要になるため、

大阪赤十字病院など関連施設で保存している ACS

症例血清を本課題にて使用できるよう、本課題に

沿った申請書を京都大学および他院の倫理委員会

に提出し承認された。 

2) ACS 患者血清 NRDc 濃度の解析：当院入院の ACS

症例について、引き続き血清 NRDc の測定を行って

いる。安定労作性狭心症患者では血清 NRDc の有意

な上昇を認めないが、心筋壊死に至らない不安定

狭心症群では高値を認めたことから、NRDc が心筋

壊死量だけを反映しているのではないことが示唆

された。 

3) ACS・NASH における NRDc の病態生理学的意義

の解明：マウス ACS モデル（冠動脈結紮）におけ

る免疫染色法を用いた検討から、虚血にさらされ

た心筋は壊死に至る前の非常に早い段階から

NRDc を細胞外に放出することが明らかになった。

この現象は、初代培養ラット心筋細胞をカルシウ

ムイオノフォアや過酸化水素で刺激する実験にお
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いても再現できた。一方マウス NASH モデル（コリ

ン欠乏食、高脂肪食）において、NRDc 欠損マウス

は野生型と比較して、脂肪肝、肝機能障害、肝線

維化の程度は軽度であることが明らかになった。 

 

Ｄ．考察  

 経皮的冠動脈インターベンション（PCI）の進

歩、普及により、ACSの治療成績は飛躍的に向上

し、院内死亡率は５％前後にまで低下した。一方、

ACS による死亡の約半数を占める発症早期の院

外死をいかに抑制するかは喫緊の課題である。今

のところ、発症前に症状のない無症候性心筋虚血、

あるいは有意狭窄のない冠動脈プラーク破裂によ

る発症を簡便に予知する方法はない。 

 現在 ACS 診断に用いられているバイオマーカ

ーは虚血による心筋障害の結果漏出するものであ

る。本申請で我々は、1) ACS発症の予知が可能で、

かつ 2) 病因論的にも重要で治療標的になり得る

新たな ACSマーカーの同定を目指す。予知マーカ

ーの探索に関して、我々は血中自己抗体検出に注

目した。抗体産生には２週間以上かかることから、

ACS発症後早期に上昇している自己抗体は、発症

前から出現していたはずであり、自己抗体をスク

リーニングすれば予知マーカー探索が可能になる

と考えられた。 

 今回新たに施行したプロテインアレイによるス

クリーニングで、ACSで特異的に上昇している約

30種類のマーカー候補タンパク質を同定した。一

方、同様の手法ですでに同定した脳梗塞マーカー

を ACSおよび対照症例で検討したところ、多くの

マーカーが ACSでも有意に上昇していた。動脈硬

化という共通の病態基盤の存在によると考えられ

るが、興味深いことに、今回新たに抽出した ACS

マーカー候補タンパク質のうち、脳梗塞マーカー

として同定されていたタンパク質はわずか 1種類

にとどまった。これらの中に理想の ACS予知マー

カーが含まれているかどうか今後さらに多症例で

の検証を続け、感度、特異度とも優れた予知マー

カーの同定を目指す。 

 今年度得られた重要な結果は、1) 血清 NRDc

が心筋壊死に至らない不安定狭心症群でも高値を

認めたこと、さらに 2) マウス ACS モデルにて、

虚血心筋は壊死に至る前の非常に早い段階から

NRDc を細胞外に放出したこと、である。これら

の結果は、血清 NRDcが心筋壊死量だけを反映し

ているのではないことを明確に示しており、虚血

マーカー、ACS予知マーカーとして期待できるこ

とが示唆された。 

 

Ｅ．結論  

本研究の目的は、1) ACS 発症の予知が可能で、

かつ 2) 病因論的にも重要で治療標的になり得る

新たな ACS マーカーの同定を目指すことにあるが、

平成 25 年度に得られた臨床および基礎研究の結

果は、NRDc が有効な ACS 予知マーカーとしての可

能性を有することを示唆した。新たな ACS 予知マ

ーカーの網羅的スクリーニングでは、約 30 種類の

候補タンパク質同定に成功した。 

 

F．健康危険情報  

該当なし 
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Ⅱ．分担研究報告書 

１．梗塞前狭心症の有無に注目した急性心筋梗塞患者の臨床的背景、予後の調査 

 

厚生労働科学研究費補助金（循環器疾患・糖尿病等生活習慣病対策総合研究事業） 

分担研究報告書 

血中自己抗体検出と新規炎症マーカーを用いた急性冠症候群予知因子 

および治療標的の探索 

―梗塞前狭心症の有無に注目した急性心筋梗塞患者の臨床的背景、予後の調査― 

 

研究分担者：木村 剛（京都大学大学院医学研究科 循環器内科学 教授） 

 

研究要旨 

急性冠症候群予知因子を探索するにあたり、どのような疾患背景を有する患者群で予知因子の有用性

が高いかを理解することは重要である。今回我々は大規模コホート研究 The CREDO-Kyoto AMI 

Registryの登録症例を対象として梗塞前狭心症の有無に注目した急性心筋梗塞患者の臨床的背景、予

後の調査を行った。病院到着前 48時間以内に 30分以内の胸痛を梗塞前狭心症と定義した。梗塞前狭

心症がある心筋梗塞患者の梗塞サイズは有意に減少し、長期予後は総虚血時間に比例せず、良好であ

った。しかし、梗塞前狭心症がない患者では総虚血時間に比例して長期予後が悪化していた。 

以上の結果は、前駆症状である狭心症状を呈さなかった患者群における発症予知が可能になれば、そ

の意義は極めて大きいことを示唆している。 

 

 

Ａ．研究目的  

急性冠症候群予知因子を探索するにあたり、ど

のような疾患背景を有する患者群で、特に予知因

子の有用性が高いかについて充分な情報が得られ

ているとは言えない。 

 本研究は、緊急冠動脈インターベンション治療

を行っている急性期病院で治療を受けた急性心筋

梗塞患者の、発症前の前駆狭心症状に注目し、診

療実態や予後を調査することを目的とした。 

 

Ｂ．研究方法  

 The CREDO-Kyoto AMI Registryに登録され

た症例のうち、発症から 24 時間以内にカテーテ

ルによる緊急冠血行再建術を受け、梗塞前狭心症

の有無について情報収集できた 3476 例の急性心

筋梗塞（STEMI）患者を対象に、梗塞前狭心症の

有無について注目し、その臨床的背景、治療成績、 

 

予後の調査を行った。 

 

（倫理面への配慮）  

「心血管疾患患者における血中バイオマーカー

およびRNA発現レベルと病態との関連の検討（ヒ

ト遺伝子解析承認番号 G-322）」は倫理委員会にて

承認ずみであり、倫理面で問題のないように進め

る。 

 

Ｃ．研究結果  

緊急冠血行再建術を受けた The CREDO-Kyoto 

AMI Registry登録症例での検討では、平均年齢：

梗塞前狭心症あり群 66.1±11.7歳、梗塞前狭心症

なし群 67.5±12.4歳と、梗塞前狭心症あり群のほ

うが約 1.4歳若年であった。発症-治療時間（平均
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（四分位範囲））が梗塞前狭心症なし群 4.1

（2.8-6.9）時間に対して梗塞前狭心症あり群 4.9

（3.1-9.1）時間と梗塞前狭心症あり群で有意に長

い（p<0.001）一方で、病院到着-治療時間は梗塞

前狭心症あり群 90（60-132）分、梗塞前狭心症な

し群 90（60-132）分と差がないため、発症から治

療までの時間の差は、発症からカテーテル治療を

行う医療機関に到着するまでの時間の差によると

考えられた。患者背景の比較では梗塞前狭心症あ

り群のほうで心不全既往が少なく（0.6% 対 1.9%, 

p=0.02）、心房細動が少なく（5.9% 対 9.9%, 

p=0.001）、血管造影時の完全閉塞所見が少なかっ

た（54% 対 60%, p=0.006）。 

急性期の比較では、CPK最大値にて評価した梗塞

サイズ（平均（四分位範囲））は梗塞前狭心症あり

群 2141（965-3867）IU/L、梗塞前狭心症なし群

2462（1257-4495）IU/Lと、梗塞前狭心症あり群

で有意に低く（p<0.001）、5年間での累積死亡率

は梗塞前狭心症あり群 12.4%、梗塞前狭心症なし

群 20.7%と梗塞前狭心症あり群で低く、年齢その

他の臨床的背景の違いを補正しても差は有意であ

った(図 3、図 4)。総虚血時間（発症-治療時間）

別で見ると、梗塞前狭心症なし群では、総虚血時

間が長くなるほど 5年死亡率は上昇するが、梗塞

前狭心症あり群では総虚血時間に影響されなかっ

た。また、梗塞前狭心症あり群かつ総虚血時間

3-24時間の死亡率は、梗塞前狭心症なし群かつ総

虚血時間 3時間未満の死亡率と同等であったこと

から、梗塞前狭心症は梗塞進展に影響を及ぼして

いることが示唆された（図 5）。総虚血時間、TIMI 

flow grade、心原性ショックの有無、心不全の有

無、梗塞部位、DMの有無で感受性解析を行った

が、5年死亡率はいずれの解析でも梗塞前狭心症

あり群で良好な結果であった。 

 

Ｄ．考察  

 The CREDO-Kyoto AMI Registry登録症例全

体での解析結果から、梗塞前狭心症あり群では、

梗塞サイズの減少ならびに、長期予後も良好であ

ることが示された。梗塞前狭心症があると、梗塞

進展に影響を及ぼす影響があり、心保護効果があ

ると思われた。従来総虚血時間が短くすることが

予後改善につながるとされ、総虚血時間の短縮に

注力されてきたが、総虚血時間に影響されない患

者群がいるのは興味深い。 

一方で、梗塞前狭心症がない群では、総虚血時間

に比例して 5年死亡率が上昇していることから、 

急性心筋梗塞に対する治療のさらなる改善を目指

すためには、梗塞前狭心症がない患者におけるよ

り早期の治療開始が解決すべき重要な問題である

ことを示している。 

梗塞前狭心症は医療介入できないものであるが、

昨今 Ischemic Conditioning 領域では、Remote 

Ischemic Post-conditioning(RIPC)という概念が

注目を集めている。STEMI 患者の救急搬送中に

上腕圧迫で心筋梗塞サイズが減少するという

RCT が発表された（参考文献 Crimi G, et al. 

Remote ischemic post-conditioning of the lower 

limb during primary percutaneous coronary 

intervention safely reduces enzymatic infarct 

size in anterior myocardial infarction: a 

randomized controlled trial. JACC Cardiovasc 

Interv. 2013;6(10):1055-63.）。これは、ST上昇か

つ前壁梗塞の心筋梗塞患者 100 人を対象に、

PCI+RIPC か PCI のみかの 2 群に割り付けし、

CPK area under curveによる梗塞サイズを比較

したものである。RIPC の具体的な方法は、下肢

の圧迫/解放を 5分/5分で 3サイクル行うものであ

る。結果は、PCI＋RIPC 群で PCI のみ群に比較

して 12％の梗塞サイズ減少であった。予後に及ぼ

す影響までは検討されていないが、もし予後改善

効果が期待できるのであれば、心筋梗塞発症後で

あっても介入できること、救急搬送中より開始で

きることは大変興味深い。胸痛患者を搬送する救

急車内で心電図を記録、データを医師に転送し、

心筋梗塞と判定したならば、血行再建可能な病院

に搬送する段階から、下肢圧迫を施行しながら搬

送し、PCIを迅速に行うというシステム構築は、
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急性心筋梗塞患者の予後を改善させる可能性があ

ると考える。 

 

Ｅ．結論  

 今回の解析結果から、前駆狭心症状を呈さなか

った患者群の予後が悪いことが明らかになった。

したがって、これら前駆症状を呈さない症例にお

ける発症予知が可能になれば、その意義は極めて

大きい。 
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２．動脈硬化関連疾患自己抗体マーカーの ACS症例における定量評価 

 

厚生労働科学研究費補助金（循環器疾患・糖尿病等生活習慣病対策総合研究事業） 

分担研究報告書 

血中自己抗体検出と新規炎症マーカーを用いた急性冠症候群予知因子 

および治療標的の探索 

―動脈硬化関連疾患自己抗体マーカーの ACS症例における定量評価― 

 

研究分担者：日和佐 隆樹（千葉大学大学院医学研究院 遺伝子生化学 准教授） 

 

研究要旨 

急性冠症候群（ACS）は動脈硬化に密接に関係していると考えられている。我々は動脈硬化に関

係する血清自己抗体マーカーを発現クローニング法、及び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 650種類の候補マーカーを同定した。これらのうち、二次スクリーニングで選別さ

れた 115種類の抗原について、ACSの患者血清と健常者血清の抗体レベルを AlphaLISA法により測

定し比較した。その結果、タンパク質抗原では AP3D1、ZRF等、また、ペプチド抗原では XRCC4、

RPA2、CLDND1等に対する抗体レベルが健常者に比べ ACS患者検体において有意に高かった。ACS

に関わる自己抗体の存在が確認できたことから、これらの自己抗体レベルを測定することにより発症

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。 

初年度の研究において、当教室において既に同

定し、選別された動脈硬化／脳梗塞の自己抗体マ

ーカー115種類についてACSに関連したマーカー

が含まれているかどうかを調べた。 

 

Ｂ．研究方法  

ACSの患者血清は京都大学附属病院、愛知学 

 

院大学、及び千葉大学附属病院からそれぞれ 93

検体、91 検体、67 検体を収集し、100 倍に希釈

して用いた。健常者血清は千葉大学職員、及び下

志津病院職員の検体を 128検体用いた。抗原は動

脈硬化／脳梗塞の候補マーカーとして一次スクリ

ーニングで選別された約 650種類のうち、二次ス

クリーニングで選別されたタンパク質抗原とペプ

チド抗原をそれぞれ 77 種類と 38 種類準備した。

タンパク質抗原は 10μ g/ml に希釈し、

glutathione-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。 

 

（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
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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 23年 10月 17日付けで承

認されている（承認番号：千大医総第 44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  

既知候補自己抗体マーカーの定量評価：

AlphaLISA 法により各抗原に対する血清抗体レ

ベルを調べた。ACS患者検体と健常者検体の数値

を有意差検定した結果、P値が最も低かったのは、

タンパク質抗原では AP3D1 と ZRF でそれぞれ

0.00002と 0.00012であった。健常者の平均値＋

2SD をカットオフ値とした時の陽性率が最も高

かったのは AP3D1と PACRGで、ともに 15.1％

であった。77 種類中、53 種類について健常者と

ACS患者検体で有意差が認められた。 

一方、ペプチド抗原では XRCC4 と RPA2 と

CLDND1 でに対する抗体レベルの有意差検定の

P 値は 10-6以下であり、陽性率はそれぞれ 29％、

38％、42％であった。38 種類中、23 種類につい

て健常者と患者検体で有意差が認められた。 

 

Ｄ．考察  

AlphaLISA 法による血清抗体レベルの測定は

プレートの洗浄の必要がなく、ELISAに代わる方

法として近年注目されている。しかし一方で、

AlphaLISA法は光、温度、空気中の酸素等の影響

を受け、エッジ効果等の誤差を生じやすい。我々

は多くの試行実験により本方法を習得し、再現性

よくデータを出すことに成功した。 

この方法により血清抗体レベルを調べた結果、

多くの動脈硬化マーカーは ACS の検体において

も有意に高いレベルを示すことがわかった。ACS

に関わる血清抗体マーカーを同定したのは本研究

が初めてである。 

タンパク質抗原と比べて、ペプチド抗原を用い

た時には非特異的反応が減少し、バックグラウン

ドが安定するので患者検体の陽性率が高くなり、

有意差検定の P値が低くなる傾向が見られた。 

ペプチド抗原で高い陽性数と低い P値が認めら

れた XRCC4と RPA2はともに DNA二重鎖切断

の修復に関わるタンパク質である。虚血により

DNA 二重鎖切断が誘導されると報告されている

ことから、虚血後にこれらのタンパク質が高発現

することが自己抗体の産生につながると推定され

た。 

その他の AP3D1、ZRF、PACRG、CLDND1

は患者データとの関係を調べたところ、いずれも

プラークスコアと相関していることが判明した。

即ち、これらのマーカーは動脈硬化性の冠動脈疾

患を検出していると推定された。 

 

Ｅ．結論  

血清自己抗体は ACS 発症の直後に出現するわ

けではなく、発症前から存在していたと推定され

る。即ち、発症直後に特異的に検出される自己抗

体マーカーを同定することにより発症を予測する

ことが可能になると考えられた。 

 

Ｆ．研究発表  

１．論文発表  

1. Iwase, K., Ishihara, A., Yoshimura, S., 

Andoh, Y., Kato, M., Seki, N., Matsumoto, 

E., Hiwasa, T., Muller, D., Fukunaga, K. 

and Takiguchi, M. The secretogranin II 

gene Is a coincidence detector of glutamate 

and dopamine inputs. J. Neurochem. 128, 

233-245, 2014. 

 

2．学会発表 

1. 日和佐隆樹、張暁萌、瀧口正樹、峯清一郎、

岩立康男、佐伯直勝、森雅裕、桑原聡、竹本

稔、小林一貴、河村治清、横手幸太郎、上司
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郁男、和田猛、青墳章代、町田利生、島田英

昭、工藤孝、土居洋文、中村利華、冨吉郷、

新免奈津子、黒田英行、糖尿病性脳梗塞の診

断に有用な血清抗体マーカーTUBB2Cの同定．

第 86回日本生化学会（2013年 9月 11日-13

日、横浜） 

2. 日和佐隆樹、島田英昭、岩立康男、松谷智郎、

星野敢、松原久裕、野村文夫、食道癌または

グリオーマの患者血清における SEREX 抗原

CENPF に対する血清抗体レベルの上昇．第

72回日本癌学会（2013年 10月 3日-5日、横

浜） 

3. 日和佐隆樹、張暁萌、瀧口正樹、峯清一郎、

岩立康男、佐伯直勝、森雅裕、武藤真弓、鵜

沢顕之、桑原聡、町田利生、工藤孝、土居洋

文、中村利華、冨吉郷、新免奈津子、黒田英

行、脳梗塞の進行に対応する血清抗体マーカ

ーの同定．第 86 回日本分子生物学会（2013

年 12月 3日-6日、神戸） 

 

Ｇ．知的所有権の取得状況  

 １．特許取得  

「脳梗塞の診断マーカー及び診断キット」平成

26年 1月 6日出願、発明者：後藤憲一郎、日和

佐隆樹、松村竜太郎、杉山隆夫；出願者：千葉

大学及びヒューマンサイエンス振興財団、出願

番号：特願２０１４−０００４１７号 

 

 ２．実用新案登録  

該当なし 

 

 ３．その他  

該当なし 
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３．急性冠症候群バイオマーカーとしてのマイクロ RNAの可能性について 

 

厚生労働科学研究費補助金（循環器疾患・糖尿病等生活習慣病対策総合研究事業） 

分担研究報告書 

血中自己抗体検出と新規炎症マーカーを用いた急性冠症候群予知因子 

および治療標的の探索 

―急性冠症候群バイオマーカーとしてのマイクロ RNAの可能性について― 

 

研究分担者：尾野 亘（京都大学大学院医学研究科 循環器内科学 講師） 

 

研究要旨 

細胞の中だけでなく、血液を含む体液中にもマイクロ RNA が脂質膜に包まれて存在している。我々

は心血管疾患の患者血清中のマイクロ RNA について検討した。その結果、急性冠症候群において、

胸痛発症後トロポニンＴよりも早期に末梢血に miR-133が上昇し、これがトロポニンＴとよく相関す

ることを見出した。さらに、この血中マイクロＲＮＡが臓器間において情報を伝達する可能性につい

ても明らかにした(Kuwabara Y et al. Circulation: Cardiovascular Genetics. 2011;4:446-454.)。さらに心血

管疾患症例において血中および体液中の診断マーカー、情報伝達について検討をつづけている。 

 

Ａ．研究目的  

我々は、研究代表者と共同で、急性冠症候群患

者血清における自己抗体発現パターンの解析、血

清ナルディライジンの解析を行っている。一方で、

心血管病における病態生理学的意義がまだ充分解

明されていない核酸、特にマイクロ RNA の疾患

バイオマーカー、あるいは予知マーカーとしての

可能性を追求している。 

マイクロRNAは 22塩基程度のタンパクをコー

ドしない RNAであり、標的メッセンジャーRNA

の翻訳を抑制する作用がある。心血管疾患の発症

や進展にも深く関与していることが知られている。

最近、筋肉特異的マイクロ RNA が急性心筋梗塞

患者の血中において上昇する、という報告がなさ

れているが、その上昇の意義や由来については完

全には解明されていない。今回、急性心筋梗塞を

含む種々の心血管疾患において、血中マイクロ

RNA の診断における意義を解明することを目標

とする。 

 

 

 

Ｂ．研究方法  

京都大学循環器内科に入院した症例において、

血清を保存し、症例ごとに特異的な血中プロファ

イルを持つマイクロ RNA を探索する。具体的に

は代表的な症例を 5例ずつプールし、マイクロア

レイにて特異的な変動を示した候補マイクロ

RNAについて定量的 PCR法により集積した検体

において測定を行う。さらに培養細胞を用いて、

その機能、意義について検討を行う。 

 

（倫理面への配慮）  

「心血管疾患患者における血中バイオマーカー

およびRNA発現レベルと病態との関連の検討（ヒ

ト遺伝子解析承認番号 G-322）」は倫理委員会にて

承認ずみであり、倫理面で問題のないように進め

る。 

 

Ｃ．研究結果  

血清中マイクロ RNA-1と-133aが、急性冠症候群

に対するバイオマーカーとして有用かどうかを

Receiver Operating Characteristic曲線にて評価
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したところ、マイクロ RNA-133aの方がより有用

であった。また心筋傷害マーカーとして確立して

いる血清心筋トロポニン T値との相関を評価した

ところ、共に有意な相関を認め、その相関はマイ

クロ RNA-133aで特に強かった。 

また、Caイオノフォア刺激後にH9c2細胞培養液

からエキソソームを分離し、マイクロ RNA-133a

センサーベクターを導入した 293T細胞の培養液

に添加したところ、ルシフェラーゼ活性の有意な

低下を認めた。 

 

Ｄ．考察  

急性心筋梗塞症例において血清中にマイクロ

RNA-1および-133aが上昇する。これらの血中の

筋特異的マイクロ RNAはトロポニン Tと相関す

ることから、障害された筋肉から放出される可能

性がある。また、培養細胞実験から、放出された

マイクロ RNA が他の細胞に対して作用しうる可

能性が示唆された。今後さらに他の疾患も集積し、

病態との関連の検討を続けている。 

 

Ｅ．結論  

心血管疾患患者血清における筋肉特異的マイク

ロRNA-1と-133aの上昇は心筋傷害の存在を示唆

し、特にマイクロ RNA-133aは傷害心筋から放出

されることが示された。また放出されたエキソソ

ーム内マイクロ RNA-133aは、他細胞に取り込ま

れ、遺伝子発現に関与する可能性が示唆された。 

 

Ｆ．研究発表  

 １．論文発表  

1. Horie-T, Baba-O, Kuwabara-Y, Yokode-M, 

Kita-T, Kimura-T, Ono-K; MicroRNAs and 

lipoprotein metabolism. J Atheroscler 

Thromb. 2014;21:17-22. 

2. Nagao K, Sowa N, Inoue K, Tokunaga M, 

Fukuchi K, Uchiyama K, Ito H, Hayashi F, 

Makita T, Inada T, Tanaka M, Kimura T, 

and Ono K. Myocardial expression level of 

neural cell adhesion molecule correlates 

with reduced left ventricular function in 

human cardiomyopathy. Circulation; Heart 

Failure. 2014;7:351-8 

3. Horie T, Nishino T, Baba O, Kuwabara Y, 

Nakao T, Nishiga M, Usami S, Izuhara M, 

Sowa N, Yahagi N, Shimano H, Matsumura 

S, Inoue K, Marusawa H, Nakamura T, 

Hasegawa K, Kume N, Yokode M, Kita T, 

Kimura T, and Ono K; MicroRNA-33 

regulates sterol regulatory element-binding 

protein 1 expression in mice Nat Commun. 

2013;4:2883. doi: 10.1038/ncomms3883. 

4. Ono K; Seeing is believing - imaging of a 

plaque in the renal artery. J Cardiol Cases 

2013 in press 

5. Yamamoto E, Natsuaki M, Morimoto T, 

Furukawa Y, Nakagawa Y, Ono K, Mitsudo 

K, Nobuyoshi M, Doi O, Tamura T, Tanaka 

M, Kimura T; CREDO-Kyoto PCI/CABG 

Registry Cohort-2 Investigators. Long-Term 

Outcomes After Percutaneous Coronary 

Intervention for Chronic Total Occlusion 

(from the CREDO-Kyoto Registry Cohort-2). 

Am J Cardiol. 2013;112:767-74.  

6. Takanabe-Mori R, Ono K, Wada H, Takaya 

T, Ura S, Yamakage H, Satoh-Asahara N, 

Shimatsu A, Takahashi Y, Fujita M, Fujita 

Y, Sawamura T, Hasegawa K. Lectin-Like 

Oxidized Low-Density Lipoprotein 

Receptor-1 Plays an Important Role in 

Vascular Inflammation in Current Smokers. 

J Atheroscler Thromb. 2013;20:585-90. 

7. Morikami Y, Natsuaki M, Morimoto T, Ono 

K, Nakagawa Y, Furukawa Y, Sakata R, 

Aota M, Okada Y, Onoe M, Kawasuji M, 

Koshiji T, Nakajima H, Nishizawa J, 

Yamanaka K, Yamamoto H, Kimura T; 

CREDO-Kyoto PCI/CABG registry cohort-2 
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investigators. Impact of polyvascular 

disease on clinical outcomes in patients 

undergoing coronary revascularization: An 

observation from the CREDO-Kyoto 

Registry Cohort-2. Atherosclerosis. 

2013;228:426-31. 

8. Tamaki Y, Iwanaga Y, Niizuma S, 

Kawashima T, Kato T, Inuzuka Y, Horie T, 

Morooka H, Takase T, Akahashi Y, Kobuke 

K, Ono K, Shioi T, Sheikh SP, 

Ambartsumian N, Lukanidin E, Koshimizu 

TA, Miyazaki S, Kimura T. 

Metastasis-associated protein, S100A4 

mediates cardiac fibrosis potentially 

through the modulation of p53 in cardiac 

fibroblasts. J Mol Cell Cardiol. 

2013;57:72-81.  

9. Tokushige A, Shiomi H, Morimoto T, Ono K, 

Furukawa Y, Nakagawa Y, Kadota K, 

Iwabuchi M, Shizuta S, Tada T, Tazaki J, 

Kato Y, Hayano M, Abe M, Hamasaki S, Tei 

C, Nakashima H, Mitsudo K, Nobuyoshi M, 

Kita T, Kimura T. Influence of initial acute 

myocardial infarction presentation on the 

outcome of surgical procedures after 

coronary stent implantation: a report from 

the CREDO-Kyoto PCI/CABG Registry 

Cohort-2. Cardiovasc Interv Ther. 

2013 ;28:45-55. 

 

2．学会発表 

1.国際学会 

1. Takahiro Horie, Osamu Baba, Masataka 

Nishiga, Koji Hasegawa, Masayuki Yokode, 

Takeshi Kimura, Koh Ono. MicroRNA-33 

deficiency reduces atherosclerosis 

formation in vivo. 18th Annual Scientific 

Meeting of the International Society of 

Cardiovascular Pharmacotherapy 

28th-30th June 2014, Roma, Italy. 

2. Ono K. Use of miRNA for the Detection of 

Cardiotoxicity. 4th DIA Cardiac Safety 

Workshop in Japan July 11-12, 2013 | Ivy 

Hall, Shibuya, Tokyo. 

3. Ono K. Cardiac-specific inhibition of kinase 

activity in calcium/calmodulin-dependent 

kinase kinase-leads to accerelated left 

ventricular remodeling and heart failure 

after transverse aortic constriction in mice. 

Cold spring harbor laboratory meeting. 

Regulatory and non-coding RNA Aug. 13th 

to 17th in 2013 NY, U.S.A. 

4. Kuwabara Y. LincRNAs regulated by 

pressure-overload induce hypertrophy in 

neonatal mouse ventricular cardiomyocytes. 

Cold spring harbor laboratory meeting. 

Regulatory and non-coding RNA （ Aug. 

13th to 17th in 2013 NY, U.S.A.) 

5. Nishino T. MicroRNA-33a, embedded in 

Srebf2 gene, regulates lipogenic pathway in 

vivo. Cold spring harbor laboratory meeting. 

Regulatory and non-coding RNA (Aug. 13th 

to 17th in 2013 NY, U.S.A.) 

6. Koh Ono. MicroRNA encoded by an intron 

of Srebf2 regulates SREBP-1 in vivo. 平成

25 年度新学術領域「転写代謝システム」第 5

回 総 括 班 会 議 国 際 シ ン ポ ジ ウ ム

“ International Symposium on 

Transcription and Metabolism”（2013年 11

月 11日、淡路) 

7. Takahiro Horie. MicroRNA encoded by an 

intron of Srebf2 regulates SREBP-1 in vivo. 

平成 25年度新学術領域「転写代謝システム」

第 5 回総括班会議国際シンポジウム

“ International Symposium on 

Transcription and Metabolism”（2013年 11

月 11日、淡路） 

8. Kuwabara Y. MicroRNA-451 Exacerbates 
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４．NASHにおける NRDcの病態生理学的意義の検討 

 

厚生労働科学研究費補助金（循環器疾患・糖尿病等生活習慣病対策総合研究事業） 

分担研究報告書 

血中自己抗体検出と新規炎症マーカーを用いた急性冠症候群予知因子 

および治療標的の探索 

―NASHにおける NRDcの病態生理学的意義の検討― 

 

研究分担者：妹尾 浩（京都大学大学院医学研究科 消化器内科学 講師） 

 

研究要旨 

非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は、循環器疾患、糖尿病などとリンクした新しい生活習慣

病のひとつである。NASH における NRDc の病態生理学的意義を検討するために、平成２４年

度は NRDc ノックアウトマウスを用いて、NASH モデルを作成した。コリン欠乏食の投与によ

り、野生型マウスでは肝臓の脂肪沈着と炎症を認め、肝逸脱酵素が上昇した。しかし NRDcの欠

如により、肝臓に脂肪値着を認めても炎症は生じず、肝逸脱酵素も上昇しなかった。これらの検

討から、NRDcが NASHの病態に極めて重要な役割を果たしていることが示唆された。 

 

Ａ．研究目的  

急性冠症候群やメタボリック・シンドロームに

代表される生活習慣病の病態やその治療標的をさ

ぐるうえで、研究分担者らは非アルコール性脂肪

性肝炎（Non alcoholic steatohepatitis、以下

NASH）に着目し、その病態と新規治療標的の探

索を検討課題とした。NASH、およびその終局的

な病態としての肝硬変、肝細胞癌の発症は近年と

くに頻度を増しつつあり、循環器疾患、糖尿病な

どとリンクした新しい生活習慣病のひとつとして、

その病態の解明と予防・治療法の探索が待ち望ま

れている。 

そこで平成２４年度は、NASHの病態においてナ

ルディライジン（以下 NRDc）が果たす役割と意

義の解明を、まずマウスを用いた基礎的実験を通

じて試みることとした。 

 

Ｂ．研究方法  

 野生型（WT）、および NRDcノックアウト（KO）

マウスに対して、NASHを生じさせるコリン欠乏

食、またはコントロール食を経口摂取させた。４、 

 

１２．２０週後に、各マウスから肝臓を採取し、

免疫組織学的検討、および TNF-alpha、IL6、

IL1-betaなど、各種増殖因子・サイトカインの  

 

RNAとタンパクの定量を行った。 

（倫理面への配慮）  

平成２４年度は、前臨床試験として、遺伝子改

変マウスを用いた検討を行った。それに際して、

組換え DNA 実験に関しては、京都大学組換え

DNA 実験安全委員会の承認のもと、「組換え

DNA実験指針」に基づいて実施した。動物実験に

関しては、京都大学動物実験委員会の承認のもと、

「動物の保護および管理に関する法律」、「実験動

物の飼育および保管に関する基準」、「大学等にお

ける実験動物の通知」に準拠し、動物実験が適切

かつ愛護的に行われるよう配慮した。なお、本研

究で該当する諸項目においては、上記京都大学の

各委員会に事前申請を行い、その承認を受けた。 

 

Ｃ．研究結果  

 コリン欠乏食を投与したWTマウスでは４週目
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から肝臓に脂肪の沈着を認め、１２，２０週と徐々

に脂肪沈着は増強した。コントロール食を投与し

たWTマウスでも同様の経過中、軽度の脂肪沈着

を認めた。一方、NRDc KOマウスでは、脂肪沈

着の程度はやや軽微であったが、経過中肝臓にや

はり脂肪沈着を認めた。肝臓中の中性脂肪を測定

したところ、WTマウスでも NRDc KOマウスで

も、組織像に比例して中性脂肪の増加を認めた。

しかし、血清中の肝逸脱酵素（ALT）は、コリン

欠乏食を投与した WT マウスのみで上昇し、

NRDc KO マウスでは上昇を認めなかった。IL6

や IL1-betaなどの炎症性サイトカインは、mRNA

とタンパクのいずれも、コリン欠乏食を投与した

WT マウスのみで上昇していた。しかし、

TNF-alphaの mRNAは、コリン欠乏食の投与に

よりWTマウスでもNRDcノックアウトマウスで

も上昇していた。TNF-alphaのタンパクは免疫染

色上、コリン欠乏食の投与によりWTマウスでも

NRDc ノックアウトマウスでも肝臓組織に発現し

ていた。肝臓組織を培養液中に浸し、TNF-alpha

の分泌を検討したところ、TNF-alpha の分泌が

NRDc KOマウスで有意に低下していることが示

された。 

 

Ｄ．考察  

コリン欠乏食の投与により、WT マウスおよび

NRDc KOマウスの肝臓には脂肪沈着を認め、ヒ

トの脂肪肝を良く再現するモデルと考えられた。

しかし、NRDc KOマウスでは、コリン欠乏食の

投与によっても血清中の肝逸脱酵素（ALT）が上

昇せず、IL6や IL1-betaなどの炎症性サイトカイ

ンが上昇しなかったことから、NRDc の欠如によ

り、単純性脂肪肝は生じても NASHに至らないこ

とが示された。その原因として、NRDc KOマウ

スの肝臓で TNF-alpha が産生はされても十分に

分泌されないことから、炎症性サイトカインのカ

スケードが遮断されてしまうことが原因と考えら

れた。 

 

Ｅ．結論  

コリン欠乏食投与による動物実験は、ヒト脂肪

肝および NASH を良く再現するモデルであるこ

とが確認された。NRDc の欠如によって、単純性

脂肪肝は生じても NASH を生じなかったことか

ら、NRDcは NASHの病態に極めて重要な役割を

果たすことが示唆された。今後は、肝硬変への進

展も含め、NRDcが NASHの病態に及ぼす影響を

検討する必要がある。 

 

Ｆ．研究発表  
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該当なし 
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cancer growth by activating intrinsic 

cytokine signaling. The 4th JCA-AACR 

Special Joint Conference. December 17-18, 

2013. Chiba, Japan, Bay Maihama Hotel 

Club Resort. 

2. Chiba T, Kanda K, Seno H, Nishi E. 

Nardilysin and ADAM proteases promote 

gastric cancer cell growth by activating 

intrinsic cytokine signaling. Singapore 

Gastric Cancer Consortium. 6th Annual 

Scientific Meeting. July 25, 2013. 

Singapore, NUHS Tower Block 

Auditorium. 
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