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研究成果の概要（和文）：蘇生後脳症に対する脳低体温療法を実施した9症例の低体温導入直前、導入24時間経過後、
復温終了の3時点で採血した。血漿サンプルのプロテオミクス解析にて、188個の蛋白質を同定し、低体温導入と復温に
よる蛋白質発現変化をバイオインフォマティクスにて解析した。低体温導入により、セリンプロテアーゼインヒビター
、免疫関連蛋白質が有意に増加し、復温によりこれらのタンパクの他に、アポリポプロテイン、補体成分の有意な増加
を認めた。全9症例のうち、3症例は全く後遺症なく退院したが、6症例は死亡1例を含め高度脳障害を認めた。蛋白質発
現変化と予後との関連を検討すると、複数のタンパクで予後との関連が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Therapeutic hypothermia after cardiac arrest is increasingly utilized, but its ple
iotropic effects are as yet incompletely elucidated. In order to analyze these mechanisms, we comparativel
y investigated plasma proteomic changes induced by both induction of hypothermia and rewarming in nine pat
ients undergoing therapeutic hypothermia. We utilized iTRAQ labeling tandem mass spectrometry to assess qu
antitative protein changes. In total, the analysis identified 188 proteins. Bioinformatic analyses showed 
significant up-regulation of serine protease inhibitor and defense/immunity protein at hypothermia. After 
rewarming, both apolipoprotein and complement component proteins were also significantly up-regulated. Out
 of nine patients, three patients have recovered without any neurological complications, but the other six
 patients have had serious neurological defects. These outcomes were associated with the levels of several
 proteins belonging to oxidative stress and innate immunity.

研究分野：
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様 式

１． 研究
 
心停止後蘇生後脳症に対する軽度低体温療
法は急速に
体温が生体に与える影響やその臓器保護メカ
ニズムについて
いない。低体温療法の生体に及ぼす影響
面的であるため
手法はⅰ）
また厳しい患者の臨床背景よりⅱ）サンプル
採取はより低侵襲でなければならない。蛋白
質発現
ス解析）により、
でなく、赤血球、血小板、好中球、リンパ球、
単球）のプロテオミクス解析が可能となれば、
脳低体温療法が生体に与える影響をより低侵
襲かつ強力に探索することが可能となる。
 
 
２． 研究の目的
 
心停止蘇生後脳症に対して
実施する
して血液全成分に対するプロテオミクス解析
に挑戦し、血清・血小板・好中球・リンパ球・
単球中の蛋白質発現変化の網羅的解析により
低体温が生体に与える諸変化のバイオインフ
ォマティクス解析に挑戦する。
 
 
３． 研究の方法
 
心停止後蘇生後脳症に対する脳低体温療法
の適応があり、実施予定の症例に対して、倫
理委員会で承認されたプロトコールに基づい
て、まずご家族の承諾を頂いた症例
低体温導入前、
終了後の
血液サンプルを血漿成分と細胞成分に分け、
細胞成分は密度勾配遠心分離
球、好中球を分離し、単球は
separation 
各成分のプロテオミクス解析は蛋白処理後に、
それぞれ別々の
Tags for Relative and Absolute Quantiation
でラベルした
導入後、復温後）を混合し、強陽イオン交換
カラムで
ロマトグラフィーによりフラクショネーショ
ン後
援レーザー脱離イオン化
計）法により測定する
software
クス解析を行う。
 
 
４． 研究成果
 
研究期間中、
して解析を行った。その症例の内訳を表１に

式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

研究開始当初

心停止後蘇生後脳症に対する軽度低体温療
急速に臨床現場に普及しつつ

体温が生体に与える影響やその臓器保護メカ
ニズムについては
いない。低体温療法の生体に及ぼす影響
面的であるため(p
手法はⅰ）体系的・網羅的でなければならず、
また厳しい患者の臨床背景よりⅱ）サンプル
採取はより低侵襲でなければならない。蛋白
質発現レベルでの網羅的解析（プロテオミク
ス解析）により、
でなく、赤血球、血小板、好中球、リンパ球、
単球）のプロテオミクス解析が可能となれば、
脳低体温療法が生体に与える影響をより低侵
襲かつ強力に探索することが可能となる。

研究の目的 

心停止蘇生後脳症に対して
実施する症例より
血液全成分に対するプロテオミクス解析

に挑戦し、血清・血小板・好中球・リンパ球・
単球中の蛋白質発現変化の網羅的解析により
低体温が生体に与える諸変化のバイオインフ
ォマティクス解析に挑戦する。

研究の方法 

心停止後蘇生後脳症に対する脳低体温療法
の適応があり、実施予定の症例に対して、倫
理委員会で承認されたプロトコールに基づい
て、まずご家族の承諾を頂いた症例
低体温導入前、導入後
終了後の 3 回血液サンプルを採取する。この
血液サンプルを血漿成分と細胞成分に分け、
細胞成分は密度勾配遠心分離
球、好中球を分離し、単球は
separation 法にて分離する。
各成分のプロテオミクス解析は蛋白処理後に、
それぞれ別々の iTRAQ
Tags for Relative and Absolute Quantiation
でラベルした 3 サンプル（低体温前、低体温
導入後、復温後）を混合し、強陽イオン交換
カラムで 6分画に分離し
ロマトグラフィーによりフラクショネーショ
ン後 MALDI-TOF/TOF MS/MS
援レーザー脱離イオン化
計）法により測定する
softwareなどを用いて
クス解析を行う。

研究成果 

研究期間中、9
して解析を行った。その症例の内訳を表１に

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

開始当初の背景 

心停止後蘇生後脳症に対する軽度低体温療
臨床現場に普及しつつ

体温が生体に与える影響やその臓器保護メカ
は限定的な理解しか得られて

いない。低体温療法の生体に及ぼす影響
(pleiotropic effect)

体系的・網羅的でなければならず、
また厳しい患者の臨床背景よりⅱ）サンプル
採取はより低侵襲でなければならない。蛋白
レベルでの網羅的解析（プロテオミク

ス解析）により、血液中の諸成分（血清のみ
でなく、赤血球、血小板、好中球、リンパ球、
単球）のプロテオミクス解析が可能となれば、
脳低体温療法が生体に与える影響をより低侵
襲かつ強力に探索することが可能となる。

 

心停止蘇生後脳症に対して
より少量の血液

血液全成分に対するプロテオミクス解析
に挑戦し、血清・血小板・好中球・リンパ球・
単球中の蛋白質発現変化の網羅的解析により
低体温が生体に与える諸変化のバイオインフ
ォマティクス解析に挑戦する。

 

心停止後蘇生後脳症に対する脳低体温療法
の適応があり、実施予定の症例に対して、倫
理委員会で承認されたプロトコールに基づい
て、まずご家族の承諾を頂いた症例

導入後 24時間経過時点、復温
回血液サンプルを採取する。この

血液サンプルを血漿成分と細胞成分に分け、
細胞成分は密度勾配遠心分離
球、好中球を分離し、単球は

法にて分離する。
各成分のプロテオミクス解析は蛋白処理後に、

iTRAQ 試薬（
Tags for Relative and Absolute Quantiation

サンプル（低体温前、低体温
導入後、復温後）を混合し、強陽イオン交換

分画に分離し、各分画を
ロマトグラフィーによりフラクショネーショ

TOF/TOF MS/MS （マトリック
援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析
計）法により測定する。その後

などを用いてバイオインフォマティ
クス解析を行う。 

9 症例の血液サンプルを採取
して解析を行った。その症例の内訳を表１に

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）

心停止後蘇生後脳症に対する軽度低体温療
臨床現場に普及しつつあるが、

体温が生体に与える影響やその臓器保護メカ
限定的な理解しか得られて

いない。低体温療法の生体に及ぼす影響は多
leiotropic effect)、研究

体系的・網羅的でなければならず、
また厳しい患者の臨床背景よりⅱ）サンプル
採取はより低侵襲でなければならない。蛋白
レベルでの網羅的解析（プロテオミク

血液中の諸成分（血清のみ
でなく、赤血球、血小板、好中球、リンパ球、
単球）のプロテオミクス解析が可能となれば、
脳低体温療法が生体に与える影響をより低侵
襲かつ強力に探索することが可能となる。

心停止蘇生後脳症に対して脳低体温療法
少量の血液サンプルを採取

血液全成分に対するプロテオミクス解析
に挑戦し、血清・血小板・好中球・リンパ球・
単球中の蛋白質発現変化の網羅的解析により
低体温が生体に与える諸変化のバイオインフ
ォマティクス解析に挑戦する。 

心停止後蘇生後脳症に対する脳低体温療法
の適応があり、実施予定の症例に対して、倫
理委員会で承認されたプロトコールに基づい
て、まずご家族の承諾を頂いた症例において

時間経過時点、復温
回血液サンプルを採取する。この

血液サンプルを血漿成分と細胞成分に分け、
細胞成分は密度勾配遠心分離法によりリンパ
球、好中球を分離し、単球は magnetic cell 

法にて分離する。 
各成分のプロテオミクス解析は蛋白処理後に、

試薬（iTRAQ=isobaric 
Tags for Relative and Absolute Quantiation

サンプル（低体温前、低体温
導入後、復温後）を混合し、強陽イオン交換

、各分画を NanoLC 
ロマトグラフィーによりフラクショネーショ

（マトリックス支
飛行時間型質量分析
その後 PANTHER 

バイオインフォマティ

症例の血液サンプルを採取
して解析を行った。その症例の内訳を表１に

Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

心停止後蘇生後脳症に対する軽度低体温療
あるが、低

体温が生体に与える影響やその臓器保護メカ
限定的な理解しか得られて

は多
、研究

体系的・網羅的でなければならず、
また厳しい患者の臨床背景よりⅱ）サンプル
採取はより低侵襲でなければならない。蛋白
レベルでの網羅的解析（プロテオミク

血液中の諸成分（血清のみ
でなく、赤血球、血小板、好中球、リンパ球、
単球）のプロテオミクス解析が可能となれば、
脳低体温療法が生体に与える影響をより低侵
襲かつ強力に探索することが可能となる。 

脳低体温療法を
サンプルを採取

血液全成分に対するプロテオミクス解析
に挑戦し、血清・血小板・好中球・リンパ球・
単球中の蛋白質発現変化の網羅的解析により
低体温が生体に与える諸変化のバイオインフ

心停止後蘇生後脳症に対する脳低体温療法
の適応があり、実施予定の症例に対して、倫
理委員会で承認されたプロトコールに基づい

において
時間経過時点、復温

回血液サンプルを採取する。この
血液サンプルを血漿成分と細胞成分に分け、

法によりリンパ
magnetic cell 

各成分のプロテオミクス解析は蛋白処理後に、
iTRAQ=isobaric 

Tags for Relative and Absolute Quantiation）
サンプル（低体温前、低体温

導入後、復温後）を混合し、強陽イオン交換
NanoLC ク

ロマトグラフィーによりフラクショネーショ
ス支

飛行時間型質量分析
PANTHER 

バイオインフォマティ

症例の血液サンプルを採取
して解析を行った。その症例の内訳を表１に

示す。
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血漿タンパク質のプロテオミクス解析により
188
中 5
温導入前と比較して
群について、
した
温終了後：
減少した蛋白は少数のため解析を施行できな
かった。
て、
24 時間経過後：図１、復温終了時：図２）。
 
 

図１．低体温導入
パク質解析
 

 

示す。 

表 1．心停止蘇生後脳症に対する脳低体温療
法例の内訳 

Age/sex 

 78/F 

 78/F 

 91/M 

 46/F 

 65/F 

 62/M 

 86/M 

 75/M 

 76/F 

：Japan Coma Scale; 
ショック 

血漿タンパク質のプロテオミクス解析により
188 個の蛋白質を同定した。このうち、
5 症例以上で同定できた蛋白質
温導入前と比較して
群について、PANTHER software
した（低体温導入後サンプル：
温終了後：32 蛋白質）
減少した蛋白は少数のため解析を施行できな
かった。各蛋白質を
て、biological process
時間経過後：図１、復温終了時：図２）。

図１．低体温導入
パク質解析 

．心停止蘇生後脳症に対する脳低体温療

原因 

窒息 

縊頚 

窒息 

代謝性

acidosis 

縊頚 

AnS# 

窒息 

窒息 

窒息 

Japan Coma Scale; #: アナフィラキシー

血漿タンパク質のプロテオミクス解析により
個の蛋白質を同定した。このうち、
症例以上で同定できた蛋白質

温導入前と比較して 1.2 倍以上増加した蛋白
PANTHER software

（低体温導入後サンプル：
蛋白質）。なお、

減少した蛋白は少数のため解析を施行できな
各蛋白質を Gene Ontology
biological process で分類した（低体温
時間経過後：図１、復温終了時：図２）。

図１．低体温導入 24 時間経過時増加血漿タン

．心停止蘇生後脳症に対する脳低体温療
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アナフィラキシー

血漿タンパク質のプロテオミクス解析により
個の蛋白質を同定した。このうち、9
症例以上で同定できた蛋白質でかつ

倍以上増加した蛋白
PANTHER software を用いて解析

（低体温導入後サンプル：29 蛋白質、復
なお、0.83 倍以下に

減少した蛋白は少数のため解析を施行できな
Gene Ontology に基づい
で分類した（低体温

時間経過後：図１、復温終了時：図２）。

時間経過時増加血漿タン

．心停止蘇生後脳症に対する脳低体温療

 

 

 

アナフィラキシー

血漿タンパク質のプロテオミクス解析により
9症例

でかつ低体
倍以上増加した蛋白
を用いて解析
蛋白質、復
倍以下に

減少した蛋白は少数のため解析を施行できな
に基づい

で分類した（低体温
時間経過後：図１、復温終了時：図２）。 

時間経過時増加血漿タン
 



 

図 2．復温終了時増加蛋白質解析
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に up
 
 
表 2．低体温導入
パク質の解析（
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．復温終了時増加蛋白質解析

PANTHER protein class
statistical overrepresentation 
施したところ、低体温
serine protease inhibitor
defense/immunity protein
意に up-regulation
復温終了時ではさらに
complement component
up-regulation

．低体温導入
パク質の解析（
statistical over representation test

Homo 

sapiens

(RF) 

No of 

genes

Serine protease 

inhibitor 

119 

Protease inhibitor 193 

Defense/immunity 

protein 

572 

Signaling 

molecule 

1048 

Transfer/carrier 

protein 

439 

Antibacterial 

response protein 

118 

．復温終了時増加蛋白質解析

PANTHER protein class で 分 類 し て
statistical overrepresentation 
施したところ、低体温 24 時間経過時では、
serine protease inhibitor
defense/immunity protein などが統計学に有
regulation していた（表

復温終了時ではさらに apolipoprotein, 
complement component 蛋白が統計学的に有意
regulation していた（表

．低体温導入 24 時間経過時増加血漿タン
パク質の解析（PANTHER protein class

ver representation test

Homo 

sapiens

 

Plasma sample

No of 

genes 

No of 

observed 

genes 

 6 

 6 

 6 

 7 

 5 

 3 

．復温終了時増加蛋白質解析 

で 分 類 し て
statistical overrepresentation test を実

時間経過時では、
serine protease inhibitor

などが統計学に有
していた（表 2）。一方、
apolipoprotein, 

蛋白が統計学的に有意
していた（表 3）。 

時間経過時増加血漿タン
PANTHER protein class
ver representation test）

Plasma sample 

No of 

expected 

genes 

value

0.13 4.43E

07

0.20 7.68E

06

0.60 4.03E

03

1.11 1.32E

02

0.46 1.48E

02

0.12 4.66E

02

 

で 分 類 し て
を実

時間経過時では、
serine protease inhibitor 、

などが統計学に有
）。一方、

apolipoprotein, 
蛋白が統計学的に有意

時間経過時増加血漿タン
PANTHER protein class の

） 

p 

value 

4.43E-

07 

7.68E-

06 

4.03E-

03 
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血球成分の分離精度について、分離法を各種
工夫してフローサイトメトリー法でその分離
純度を検討したが、研究期間中に基準となる
95%以上の純度を安定的に達成することはで
きなかった（好中球では純度 79%~97%）。 
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