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研究成果の概要（和文）：ナルディライジン(NRDC)は、様々な機能を有する多機能プロテアーゼであり、急性冠
症候群(ACS)の超急性期で血液中に分泌される。血小板は、骨髄において成熟巨核球の細胞質がちぎれる血小板
シェディングにより産生される。最近、培養装置で発生させた乱流刺激により、NRDCが成熟巨核球より分泌され
血小板シェディングを正に調節すること、酵素活性が必要であることが示された。本研究では、NRDCによる血小
板産生機構およびその酵素活性の意義、ACSにおける血小板とNRDCの役割を解明することを目的とし、遺伝子改
変マウスを主体とした基礎研究およびNRDCのACS診断バイオマーカーとしての前向き臨床研究を行った。

研究成果の概要（英文）：Nardilysin (NRDC) is a multifunctional protease that is secreted during the 
very early phase of acute coronary syndromes (ACS). Platelets, essential components in thrombus 
formation, are generated through platelet shedding, involving the release of cytoplasm from mature 
megakaryocytes in the bone marrow. Recent findings indicate that NRDC secretion from mature 
megakaryocytes is stimulated by turbulence, positively influencing platelet shedding. Moreover, the 
enzymatic activity of NRDC is important for the platelet shedding. In this study, we aimed to 
investigate the mechanisms underlying platelet production mediated by NRDC, elucidate the 
significance of its enzymatic activity, and explore the role of platelets and secreted NRDC in ACS. 
Through comprehensive research employing genetically engineered mice, we conducted basic 
investigations, alongside prospective clinical studies assessing NRDC as a potential diagnostic 
biomarker for ACS.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ACSの本態はプラーク破裂を契機とする血栓形成にあり、血小板が重要な役割を有する。ACS発症時の血小板数増
加が多くの臨床論文で示されたがその機序は明らかではなかった。NRDCは血小板産生促進因子であることから、
ACSにおける血小板増加が、NRDC分泌亢進（血清濃度上昇）を介して生じている可能性が示唆された。乱流刺激
によって巨核球からNRDCが分泌される機構やACSで分泌が亢進する意義を明らかにすることで、NRDCのホルモン
様作用について解明できる可能性がある。これらの機序を明らかにすることで、抗NRDC抗体や酵素活性を抑制す
る小分子化合物などの新規治療法の開発につながる可能性がある。

※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 
血小板は、成熟巨核球の細胞質がちぎれて放出されるというユニークな形式で産生される。 

この血小板産生の最終段階を血小板シェディングとよぶが、その分子機序は未だ十分解明され 
ていない。我々は、京都大学 iPS 細胞研究所 江藤浩之博士との共同研究により、乱流刺激が
ヒト iPS 細胞由来巨核球 (imMKCL) からの血小板産生効率を大幅に高めること、その過程にお
いてナルディライジン (N-Arginine Dibasic Convertase: NRDC) が重要な働きを持つことを明
らかにした (Nakamura et al. Cell 2018)。 NRDC は imMKCL に高度に発現しており、乱流刺激
により核から細胞膜へと移行し、乱流強度依存性に培養上清中に分泌されることが示された
（図1）。また、imMKCLの培地中にNRDCタンパク質を加えると血小板産生が増加したことから、
乱流刺激による血小板産生増加の一部は NRDC 分泌に依存することが示唆された。酵素活性欠失
型変異 NRDC (NRDC E>A) を加えても血小板産生は増加しなかったことから、NRDC が細胞外で酵
素活性依存性に血小板シェディングに寄与していることが示唆された。   

急性冠症候群 (Acute coronary syndrome: 
ACS)の本態は、冠動脈の動脈硬化性プラー
ク破裂を契機とする血栓形成にあり、血小
板が重要な役割を有することが明らかであ
る。また、ACS において血小板数の増加はそ
の予後不良因子の一つであることが知られ
ている。さらに、抗血小板薬がACSの二次予
防に有効であること、ステント血栓症の予
防に必須であることも、血小板の重要性を
示す強固なエビデンスである。我々は、ACS
の超早期診断マーカーとして血清 NRDC 値が

有用であることを報告したが（Ohno, Chen et al.IJC 2017）、その意義や血小板数との関連に
ついては不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、 
(1) 生体での血小板産生における NRDC の役割 
(2) 血小板産生における NRDC の酵素活性の役割 
(3) ACS における血小板と NRDC の役割      の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
① 生体での血小板産生における NRDC の役割； 
①-1：巨核球特異的 Nrdc 欠損マウス (Pf4-Nrdc-KO) の解析：野生型及び Pf4-Nrdc-KO の末梢
血を採取し、血小板数を測定した。次に、血小板を除去する刺激（LPS あるいは抗 CD41 抗体を
腹腔内投与）を行い、投与後 24 時間～96 時間まで経時的に血小板数を測定した。さらにこれ
らの骨髄を採取し、組織学的解析を行った。 
①-2：巨核球特異的Nrdc欠損マウス (Pf4-Nrdc-KO) と全身性Nrdcヘテロ欠損マウス(Nrdc+/-)
の交配による解析： 
①-1 で明らかな表現型を認めなかったことから、骨髄巨核球における NRDC 発現量をさらに低
下させるために全身性 Nrdc ヘテロ欠損マウス(Nrdc+/-)との交配を行い解析した。 
② NRDC の酵素活性の血小板産生における役割； 
NRDC の酵素活性中心の一アミノ酸を変異させてノックインした、酵素活性欠失型 Nrdc ノック
インマウス (NrdcE>A KI/KI) の作製と解析を行った。 
③ ACS における血小板と分泌 NRDC の役割； 
Nardi-ACS study サブ解析: 救急外来を受診した胸痛患者における NRDC の ACS 診断能の評価を
行うため、「急性冠症候群におけるナルディライジン Nardilysin の診断バイオマーカーとし
ての有用性の検討」と題した多施設前向きコホート研究(Prospective evaluation of 

Nardilysin for the early detection 
of patients with Acute coronary 
syndrome: Nardi-ACS study、倫理委員
会承認番号 R0653、UMIN000024577) を
施行した（左図）。サブ解析として血
清 NRDC 値と血小板数の相関性や、発症
30 日後の予後（心事故発生率：MACE）
との相関性を検討した。 

  



４．研究成果 
① 生体での血小板産生における NRDC の役割； 
①-1：巨核球特異的 Nrdc 欠損マウス（Pf4-KO, Pf4 Cre+/-::Nrdc flox/flox）の血小板数は野
生型と比較して有意な差を認めなかった。さらにこれらのマウスに LPS や抗 CD41 抗体を腹腔内
投与し、血小板除去後の回復過程を投与後 24 時間～96 時間まで経時的に解析したが、野生型
と比較して血小板数に変化を認めなかった。骨髄由来巨核球を単離し、NRDC の mRNA 発現レベ
ルを確認したところ、野生型と比較して半分程度の減少にとどまった。また、骨髄における組
織学的解析では、巨核球の数や形態に変化を認めず、抗 NRDC 抗体による免疫染色法において、
巨核球に発現する NRDC の減少程度は野生型と比較しわずかであった。以上より、Pf4 プロモー
ターCre リコンビナーゼによる血小板での NRDC の欠損程度は半分までにとどまっており、この
系での血小板特異的な NRDC の効果を評価することは困難であると判断した。 
①-2：①-1の結果を受けて、NRDC の全身性ヘテロ欠損マウス(Nrdc+/-)と巨核球特異的 Nrdc 欠
損 マ ウ ス （ Pf4-KO, Pf4 Cre+/-::Nrdc flox/flox ） を 交 配 し 、 Pf4 Cre+/-::Nrdc 
flox/flox::Nrdc+/-の解析を行うこととした。全身性 NRDC 欠損マウスは不妊であるため用いる
ことが出来なかった。Pf4 Cre+/-::Nrdc flox/flox::Nrdc+/-では、骨髄巨核球におけるｍRNA
レベルでの NRDC 発現量は、野生型の 1割程度までノックアウトできたが、定常状態での血小板
数に有意な差を認めなかった。一方、平均血小板容積（MPV）は増加していた。以上より、生体
内における血小板の産生には、NRDC の機能を代償する機構が存在すると考えられた。 
 
② NRDC の酵素活性の血小板産生における役割； 
NRDC 酵素活性による血小板産生機構を明らかにするため、Nrdc E>A KI/KI の解析を行った。
Nrdc E>A KI/KI は遺伝子背景が C57Bl6 の場合、生後 2日齢で全て死亡することが明らかとなっ
た。胎生期にはメンデルの法則に則って存在するが、生後早期には死亡していた。死亡理由は
複数推察されるが、少なくとも血小板減少による出血などの所見は認められなかった。そこで、
遺伝的背景を ICR に 6 世代バッククロスすることで、成体 Nrdc E>A KI/KI を得ることができ
た。現在のところ、生体 Nrdc E>A KI/KI（ICR）は、これまでに我々が報告してきた、全身性
NRDC 欠損マウスに類似した表現型を呈している。バッククロスに時間を要したため、血球系の
解析は未着手であるが、今後各種負荷試験を行い、血小板産生に変化がないか解析予定である。 
 
③ ACS における血小板と分泌 NRDC の役割； 
ACS における血小板と分泌 NRDC の役割について、ACS 症例における血清 NRDC 値の多施設前向き
コホート研究（Nardi-ACS study）の解析を行った。先行論文と同様、NRDCが ACS発症超早期の
診断に有用であることを明らかにした。また、高感度トロポニン I（hsTnI）と併用することで、
hsTnI陰性のACS症例の検出が可能であった。本研究の着眼点である、血小板数とACS発症に正
の相関が認められるかどうかを検討したが、ACS において来院時血小板数が増加している症例
が少なく、統計学的有意差が出るところまでの結果は得られなかった。また、ACS 発症 30 日後
の新規心事故発生率（MACE）は、追跡調査が可能であった 881 例中、34 例（3.4％）で認めら
れた。MACE の有無と血清 NRDC 値との関係性を見ると、MACE 有りの症例で有意に血清 NRDC 値が
高値を示した。一方、血小板数と発症 30 日後の予後との相関性については明らかではなかった。
Nardi-ACS study の結果については、現在論文投稿中（under review）である。 
 また今後、分泌 NRDC の役割を明らかにするため、動物実験系においても検討予定である。 
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Nardilysin controls cardiac sympathetic innervation patterning through regulation of p75 neurotrophin receptor.
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