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研究成果の概要（和文）：動脈硬化の発症および進展を予測可能にする新規バイオマーカーを血

清から発見した。これは、単球由来マクロファージから分泌される高マンノース型の 20kDa サ

イズの糖タンパク質であり、Mφ由来動脈硬化発症因子（Mφ-ADF,	
 Macrophage-derived	
 

-Atherosclerosis	
 Developing	
 Factor）と命名した。この Mφ-ADF 蛋白を定量可能にするサン

ドイッチ ELISA 法を開発し、臨床検体への応用を行った。	
 

 
研究成果の概要（英文）：We	
 newly	
 identified	
 biomarker	
 in	
 serum	
 which	
 may	
 predict	
 the	
 
development	
 and	
 progress	
 of	
 arteriosclerosis.	
 It	
 was	
 a	
 glycoprotein	
 of	
 the	
 20kDa	
 size	
 
of	
 the	
 high	
 mannose	
 type	
 secreted	
 by	
 a	
 monocyte-derived	
 macrophage	
 and	
 named	
 this	
 a	
 
macrophage-derived	
 -Atherosclerosis	
 Developing 	
 Factor 	
 (M φ -ADF).We	
 developed 	
 the	
 
sandwich	
 ELISA	
 method	
 for	
 the	
 quantification	
 of	
 Mφ-ADF	
 protein	
 and	
 applied	
 this	
 method	
 
to	
 clinical	
 samples.	
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１．研究開始当初の背景  
	
 	
 動脈硬化が原因で心（脳）血管の狭窄で発

症する虚血性心疾患や脳梗塞は、日本におけ

る死因の 30％を占めており、動脈硬化性血管

病の予防・診断・治療法の確立は、国民の健

康推進活動において極めて重要な課題であ

る。特に、21 世紀の医療目標は、オーダーメ

イド予防医学である。	
 

	
 動脈硬化の発症には、内皮細胞の障害と酸

化 LDL(低比重リポ蛋白)が関与するが、LDL

降下療法の治療効率は約 30％程度であり、他

の動脈硬化への危険因子に対するアプロー

チが必要とされている。最近、生活習慣病で

ある高血圧、糖尿病や高トリグリセリド(TG)

血症等が合併した病態(メタボリックシンド

ローム)が、動脈硬化性心血管病への危険因

子となり、治療対象となっている。高 TG 血

症の持続により、TG とコレステロールエステ

ル(CE)に富む動脈硬化惹起性リポ蛋白の蓄

積が認められる。我々は、動脈硬化惹起性高
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TG 血症が遺伝素因としてリポ蛋白の TG を水

解する酵素である LPL遺伝子の欠損へテロ接

合体に環境因子として粗悪な生活習慣が負

荷することで、高頻度に発症することを報告

している。	
 

	
 動脈硬化は無症状で進展し、図１に示すよ

うに、冠動脈等に単球由来のマクロファージ	
 

(Mφ)が内膜内に侵入し、Mφは動脈硬化惹起

性リポ蛋白を取込み、細胞内に CE を異常蓄

積して泡沫細胞になり、粥状動脈硬化巣を形

成することが病理学的に確認されている。動

脈硬化巣の進展による破裂と血栓形成で急

激な血流障害が生じ、急性心筋梗塞等が発症

し、死に至る場合がある。	
 

	
 	
 動脈硬化性疾患の診断は、脈派伝導速度
(PWV)測定	
 、頸動脈エコーによる内膜肥厚測
定、造影剤を用いる心臓カテーテル検査や
MD-CT （ multi-detector	
 computed	
 
tomography）法の画像検査にて行われ、冠動
脈の狭窄度が評価されている。また、炎症マ
ーカー（CRP：C-reactive	
 protein）や可溶
型 LOX-1(Lectin	
 ‒ like	
 oxidized 	
 LDL	
 
receptor-1)の血中濃度測定により、心血管
イベントの予測に関する研究も行われてい
る。しかし、これらの診断法は、いずれも動
脈硬化性疾患の初期病変の検出には困難性
を伴っている。	
 
 
２．研究の目的  
	
 動脈硬化性疾患の発症に直結するバイオ
マーカーとして、単球由来マクロファージ（M
φ）から分泌された動脈硬化巣の形成・進展
に必須の M φ -ADF	
 (Macrophage -derived	
 
-Atherosclerosis	
 Developing	
 Factor：Mφ
由来動脈硬化発症因子)	
 蛋白をヒト血中か
ら新規に発見した。本申請において、微量の
血液検体で、多検体のスクリーニングを可能
にする Mφ-ADF 蛋白の定量法（サンドイッチ
ELISA 法）を確立し、動脈硬化性疾患の早期
診断・進展予防および Mφ-ADF を標的とした
治療法の開発を目的とする。	
 

３．研究の方法  
（１）Mφ-ADF 蛋白に対するモノクローナル
抗体の作成：精製した Mφ-ADF 蛋白をマウス
に免疫し、蛋白部分を認識する２種類のモノ
クローナル抗体（D2B2,B4D4）を作成した。
これら抗体は異なる蛋白部分を認識するの
で、Mφ-ADF 蛋白をサンドイッチする事が可
能であった。	
 
（２）モノクローナル抗体アフィニティーク
ロマトグラフィー、SDS-PAGE、ウエスタンブ
ロット法による Mφ-ADF 蛋白の検出：	
 
ヒト血液およびヒト単球由来 Mφの培養上清
から Mφ-ADF 蛋白に対するモノクローナル抗
体（B４D４）を結合したゲルを用いて、Mφ
-ADF 蛋白を分離精製した。この Mφ-ADF 蛋白
を 12％ゲル SDS-PAGE およびウエスタンブロ
ット法により解析した。蛋白は ECL(化学発
光)法と LAS4000（化学発光検出器）によって
検出した。	
 
（３）レクチンによる Mφ-ADF 蛋白の糖鎖検
出；末端のマンノースを認識する ConA,	
 末端
のガラクトースを認識する RCA120,	
 末端の
N-アセチルグルコサミンを認識する WGA,	
 末
端のシアル酸を認識する SSA,フコースを認
識する LCA と AAL,	
 末端の N-アセチルガラク
トサミンを認識する PNA を用いて、Mφ-ADF
蛋白の糖鎖を解析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）ウエスタンブロット法による健常者お
よび動脈硬化症患者の Mφ-ADF 蛋白サイズの
解析：動脈硬化症患者３名と健常者 2５名を
解析した。モノクローナル抗体アフィニティ
ークロマトグラフィーを用いて精製した健
常者由来の Mφ-ADF 蛋白を SDS-PAGE 法、ウ
エスタンブロット法および ECL法によって解
析した結果、健常者から２種類の分子サイズ
の Mφ-ADF 蛋白 22、Mφ-ADF 蛋白 21 が検出
された。一方、動脈硬化症患者からは、Mφ
-ADF蛋白21とMφ-ADF蛋白20が検出された。	
 
これらの結果から Mφ-ADF 蛋白 20 が動脈硬
化発症に関与すると推定された（図-2）。	
 
	
 

 

 



（２）健常者と動脈硬化症患者の Mφ-ADF 蛋
白の糖鎖とその識別：Mφ-ADF 蛋白を
SDS-PAGE 法、ウエスタンブロット法および酵
素(AP)標識レクチンによって解析した結果、
末端のマンノースを認識する ConA のみと強
く反応したが、ガラクトース、N-アセチルグ
ルコサミン、シアル酸、フコースおよび N-
アセチルガラクトサミンなどを特異的に認
識する他のレクチンとは、全く反応しなかっ
た。これらの結果から、３種類の分子サイズ
を持つ Mφ-ADF 蛋白は、N-結合型の高マンノ
ース型構造をもつ糖タンパク質と推定され
た。少数のマンノースをもつ高マンノース型
糖鎖に比較的特異的認識を示すレクチンに
よって、Mφ-ADF 蛋白 20 の検出が可能であっ
た。	
 
（３）Mφ-ADF 蛋白 20 の測定を可能にするサ
ンドイッチ ELISA 系の確立と臨床的意義：図
-３に示す様に、Mφ-ADF 蛋白 20 に特異的な
モノクローナル抗体と Mφ-ADF 蛋白の糖鎖を
認識する標識レクチンを用いるサンドイッ
チ ELISA 法の確立を試みた。	
 

免疫イムノグロブリンの H鎖（heavy	
 chain）
には、糖鎖が含まれていて、この測定系に用
いる標識レクチンと反応するので、この糖鎖
を含む Fc 部分をペプシン酵素によって切断
した F	
 (ab)2 部分を 96 穴プレイトに固定化
した。作成した 96 穴プレイトを用いて、健
常者および動脈硬化症患者からの血液検体
から Mφ-ADF 蛋白 20 の検出を試みた。Mφ
-ADF 蛋白 20 の検出は、動脈硬化患者におい
て検出できた。血液検体を用いての Mφ-ADF

蛋白 20 の測定は、図４に示す様に、動脈硬
化の発症・進展・破綻の予測および治療効果

の確認を可能にすることが期待された。	
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