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研究成果の概要（和文）：大動脈弁の硬化・石灰化が原因である大動脈弁狭窄症は重症化すると突然死・急性心
不全など致命的転帰をたどる代表的な心臓疾患のひとつである。大動脈弁置換術の際に採取した患者の大動脈弁
を石灰化部・非石灰化部(正常部+硬化部)に分割し、治療標的分子や病態予測マーカー候補タンパク質の同定を
目指してプロテオミクス解析を行った。その結果、両者で明らかに発現量が異なる約50 kDaの分子量を持つタン
パク質分子を新たに発見した。このタンパク質分子は非石灰化組織で高発現するものの石灰化部位では消失する
ことから、大動脈弁狭窄症における抗石灰化療法ならびに疾患バイオマーカーの標的分子となる可能性が強く示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Aortic valve stenosis (AS), which is caused by sclerosis and calcification 
of the aortic valve, is one of the most common cardiac diseases with fatal outcomes such as sudden 
death and acute heart failure. We divided aortic valve samples obtained during aortic valve 
replacement surgery into calcified and non-calcified (normal and sclerotic) lesions. Two-dimensional
 gel electrophoresis and mass spectrometry were performed to identify the candidate molecules for 
therapeutic targets and predictive markers of AS. Protein molecule with a molecular weight of 
approximately 50 kDa was newly discovered. This molecule was strongly detected in non-calcified 
tissues but not in calcified tissues. These results indicate that the discovered molecule may be a 
potential target for anti-calcification therapy and predictive biomarker of AS.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： 大動脈弁狭窄症　石灰化　網羅解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
大動脈弁狭窄症（Aortic stenosis: AS）は心臓から全身に血液を送るための出口にある扉が肥厚し固く石灰化
し開かなくなる心臓の重症疾患である。重症化すると突然死・急性心不全など命に関わる急激な転帰をたどる。
高齢化の進展に伴い患者数は増加傾向にあるが、有効な治療薬は存在せず手術を実施する他ない。この理由はAS
の発症・進展の主体である、弁組織の変性と石灰化に関わるメカニズムがわからないことに起因する。
ASの発症・進展に関わる分子を発見することで治療戦略の開発に繋げることができると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 

⼤動脈弁狭窄症（Aortic stenosis: AS）の罹患率は、先進国では６５歳以上で２−４％と⾼
く、今後もなお増加の⼀途を辿ると⾔われている。⼀般的に AS は加齢による動脈硬化様変
化により弁膜の硬化・狭窄を⽣じることが知られており、⻑期間無症状で経過する進⾏性
の疾患である。ひとたび症状が出現し、重症化すると突然死・急性⼼不全などを⽣じ致死率
が⾮常に⾼くなり、その根本的治療は⼼臓弁置換⼿術しかない。また、AS の進⾏抑制戦略
は動脈硬化危険因⼦の是正程度で、その治療を施⾏しても進⾏を遅らせることは困難であ
るため、AS の発症・病態進展に関わるメカニズム解明ならびに新規治療標的分⼦の同定は
急務である。近年、AS と動脈硬化性疾患の関連性が数多く指摘されており、AS と動脈硬
化病変は脂質沈着、⽯灰化、炎症細胞浸潤、⾎管新⽣など病理学的にも⾮常に類似した特徴
を有することが報告されている。AS の病態解明に動脈硬化の発症機序の理解が重要である
と考えられるが、その研究は⼗分になされておらず、詳細なメカニズムも明らかではない。
また AS は動脈硬化の進⾏抑制に効果的であるスタチン製剤の有効性が乏しい事などから、
その病態形成は動脈硬化とは全く別のシグナル伝達経路によっても制御されていることが
⽰唆される。 
AS が⽇本国⺠の⽣命を脅かし⽣活の QOL を著しく障害しているにも関わらず、その発

症・進展のメカニズムは明らかでなく進⾏を抑制する薬物治療も存在しない。加えて 100
万⼈存在すると⾔われる潜在患者を⾒つけるためのバイオマーカーもない。 
 

 
２．研究の⽬的 
 

本研究では以下の⼆点の⽬的を達成するため、⼤動脈弁置換術を施⾏された AS 患者の臨
床検体(⼿術・⾎液サンプル)を⽤いてタンパク質の発現プロファイルを網羅的に解析した。 
 
１）AS の病態進⾏に関わる分⼦機構解明 
２）AS 患者⾎清中の疾患バイオマーカーの同定 
 

 
３．研究の⽅法 
 

⼤動脈弁置換術の際に採取した患者の
⼤動脈弁を⽯灰化部・⾮⽯灰化部（正常
部＋硬化部）に分割し保存した（図 1）。
純粋な AS 発症機序の解明を⽬指すた
め、糖尿病、脂質異常症、冠動脈疾患の
合併した患者を除外し、２次元電気泳動
を施⾏した。 
また同時に、それぞれの組織から単離・
培養した弁間質細胞を⽤いてマイクロ
アレイにより遺伝⼦発現プロファイル
を網羅的に解析した。 
２次元電気泳動を⾏い同様の発現パタ
ーンを⽰すターゲットタンパクを選別し、そのタンパク質を識別するため患者⼤動脈弁で⾮
⽯灰化部（正常部＋硬化部）と⽯灰化部で発現に差のあるタンパク質を同定するために質量
分析を施⾏した。質量分析については国⽴⼤学法⼈ 徳島⼤学⼤学院医⻭薬学研究部総合研究
⽀援センター 先端医療研究部⾨と共同でOrbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific, USA)を
⽤いた⾼精度タンパク質同定解析システムを使⽤した。加えてプロテオミクス解析によって
⽯灰化組織特異的に発現変動するタンパク質として同定した因⼦について、さらに定量的に
発現差を確認・検証するためにウエスタンブロティングを施⾏した。 

図 1 摘出した⼤動脈弁を正常部、硬化部（⻩⾊調）、⽯灰
化部に分割し、プロテオミクス解析を実施した.  



 
 
４．研究成果 
 

⼤動脈弁置換術の際に採取した患者の⼤動脈弁を⾮⽯灰化部（正常部＋硬化部）と⽯灰化部
に分割し、２次元電気泳動⾏い両者の
タンパク質発現プロファイルを解析し
た（図 2）。その結果、両者で明らかに 
発現量の異なるタンパク質スポットを
発⾒した。⾼精度質量分析を⽤いて同
定を試みたところ、分⼦量約 50 kDa 
を持つ⾎漿タンパク質であることが明
らかとなった。この 50 kDaタンパク
質の分⼦量は、ゲノム情報をもとにし
た分⼦量サイズよりも低値であった
ため、分泌後に弁組織中において
Xa(C 末領域)と候補分⼦ Xb(N 末領域)の２つのフラグメントに加⽔分解を受けたものであ
ると推定された。2 次元電気泳動法と質量分析装置を⽤いた解析により、この 50 kDaタンパ
ク質の発現量が⽯灰化組織及び⾮⽯灰化組織において異なることから、その切断効率に⼤き
な差があるものと考えられた。なお、マイクロアレイ解析の結果、⾮⽯灰化部位と硬化部位
での遺伝⼦プロファイルにおいて統計学的有意な発現差を持つ遺伝⼦が⾒つからなかったた
め、硬化部での⼆次元電気泳動は⾏わず、今回の解析では⾮⽯灰化部と⽯灰化部との⽐較に
フォーカスした。 
次に 50 kDa タンパク質がプロテアーゼによる切断産物であるという仮説を証明するため

に、候補分⼦ Xaに対する抗体（ポリクローナル抗体）を⽤いてウエスタンブロティングを実
施した。その結果、予想通り、⾮⽯灰化組織由来 lysate 中においては 70 kDa 付近に切断前
と思われる intact な分⼦ X由来のバンドが検出され、その低分⼦領域に Xa(C末領域)に由来
するバンドが検出された。⼀⽅で、⽯灰化組織由来 lysate中には intact formに由来するバン
ドしか観察されなかったことから、本タンパク質は、健常⼈では⼤動脈弁組織中でプロテア
ーゼ等によってプロセシングを受けるものの、⽯灰化組織においてはプロセシングを受けな
いことが⽰唆された。 
次に、プロセシングを受けるタンパク質の切断部位を同定するために、50 kDaの分⼦サイ

ズを持つスポットに対して、エドマン分解法によるN末端アミノ酸シーケンス解析を実施し
た。その結果、50 kDaタンパク質は intact formのタンパク質のリジン残基にて切断された
フラグメントであることが新たに判明し、トリプシン様酵素によるプロセシングが⼤動脈弁
組織における病態進展に重要であるものと考えられた。 
これまでの解析結果をバリデーションするため、N末端シーケンスの結果をもとに、候補分

⼦ Xa (C 末領域)及び候補分⼦ Xb (N末領域)を特異的に認識するモノクローナル抗体を⽤い
て、6 ⼈の⼤動脈弁狭窄症由来弁検体を対象に⼆重蛍光イムノブロット解析及び免疫組織学
的解析を実施した。その結果、切断を受けていない intact な分⼦ Xは⾮⽯灰化部（正常部＋
硬化部）と⽯灰化部ともに発現を認めた。興味深いことに⾮⽯灰化部において候補分⼦ Xa (C
末領域)と候補分⼦ Xb (N末領域)の発現を認めるが、⽯灰化部ではその発現が認められなか
った。これらの結果から⽯灰化部位では候補分⼦ Xを切断する酵素が発現しないか不活化さ
れており、候補分⼦ Xa (C 末領域)と候補分⼦ Xb (N末領域)の存在を認めない可能性が⽰唆
された。⼀般的に、AS 病態進展過程に起こる⽯灰化は、⼤動脈弁組織において異所性の⾻芽
細胞分化が重要であると知られている（Kanno et al., Int J Mol Med. 2021）。⼤動脈弁間質細
胞は通常弁間質の恒常性維持にとって重要な役割を果たすが、様々なサイトカイン刺激によ
り⾻芽細胞へと分化し、リン酸カルシウムなどを沈着させることで⽯灰化病変を招くことが
知られている。現在は、タンパク質翻訳後にプロセシングを受けた切断型フォーム Xa 及び
Xbに対して、⾻芽細胞への分化における役割を明らかにするために、⾻芽分化アッセイ系を
⽤いて検討を進めているところである。また、この切断プラグメントの⾎漿中への分泌が、
AS の早期発⾒のためのバイオマーカーとなる可能性について併せて検討を進めている。 

図 2 ⼤動脈狭窄弁の⾮⽯灰化部と⽯灰化部で 

発現量が異なる 50 kDa タンパク質（⼆次元ゲル電気泳動）． 

非石灰化部 石灰化部

50 kDa

pI 10 pI 3 pI 10 pI 3
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