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研究成果の概要（和文）：大動脈弁狭窄症（AS）は、加齢性と、二尖弁などの先天性のものが知られているが、
その発症メカニズムは未だ不明であり、薬物治療法もいまだ存在しない。本研究では、AS発症の分子機構を解明
するとともに、AS早期診断のためのバイオマーカーの探索研究を実施した。その結果、大動脈弁石灰化に伴って
弁間質細胞（VIC）に発現亢進する遺伝子として脂質代謝分子COX-1を同定した。COX-1はVICの骨芽細胞分化時特
異的に発現亢進するが、RNA干渉法を用いて発現抑制すると骨芽細胞分化が完全に抑制されることがわかった。
従って、本分子は、AS治療標的として最適である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The main causes of AS are heart disorders such as bicuspid aortic valve and 
the degeneration of valves resulting from atherosclerosis. However, the medical therapy for 
prevention of calcification has not been established yet, because the molecular mechanism underlying
 calcium deposition remain unknown. In this study, we aimed to clarify the molecular mechanism and 
develop the novel diagnostic methods for aortic valve stenosis. As the results, we successfully 
identified COX-1 as a calcification-specific factor in aortic valves. When valve interstitial cells 
(VICs) were stimulated by osteogenic media, COX-1 was strongly induced. However, osteoblast 
differentiations were completely abrogated by COX1-depletion. Our data suggested that COX-1 might be
 novel drug target for AS treatment.  

研究分野：心臓血管外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本邦において、ASの罹患率は増加傾向にある。心臓外科領域におけるAS治療は、TAVI（経カテーテル的大動脈弁
留置術）の導入などにより飛躍的に進歩したが、AS発症の分子機序が不明であるため根治療法のための薬剤開発
も未だ進んでいない。本研究で得られた新規知見は、この問題解決に資するものであり、今後の研究発展の可能
性が大いに期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 大動脈弁狭窄症（AS）発症の分子メカニズムは未だ分かっていない。ASは、加齢性のものと、
生まれつき二枚しかない先天性のものが知られているが、いずれも大動脈弁が石灰化すること
により発症する。AS は聴診やエコーにより診断されることが一般的であるが、息切れや動悸な
どの症状が現れた時点で心不全が合併している場合、予後不良である。現在の AS 治療法は、外
科的に石灰化した大動脈弁を切除し、人工弁を移植する、大動脈弁置換術（AVR）が一般的であ
るが、薬剤を用いた根治療法はいまだに存在せず、基礎研究介入による分子メカニズムの解明は
必須である。これまでの国外において、遺伝子発現プロファイルの網羅的解析研究が散見される
が(Circ Cardiovasc Genet. 2009)、日本人を対象とした分子レベルでの解析は実際ほとんど進
んでいないのが現状である。そこで我々は、愛媛大学医学部附属病院臨床研究倫理審査委員会の
承認のもと、AVR 適用となった AS 患者由来大動脈弁を用いて分子および組織学的解析を詳細に
実施することにした。 
 
２．研究の目的 
 AS 早期発見、または AS発症機序の解明のため、遺伝子発現網羅的解析およびプロテオミクス
解析手法を用いて、疾患特異的に変動する因子の同定を目指した。また、これまで心臓発生過程
における弁形成に必須のタンパク質である heparin binding-epidermal growth factor-like 
growth factor (HB-EGF)に着目し、AS発症における役割を明らかにすることを併せて目指した。 
 
３．研究の方法 
 AVR 手術適用となった患者由来大動脈弁から大動脈弁間質細胞（VIC）を単離・培養した。こ
の時、石灰化組織および非石灰化組織部位に分けた（それぞれ Calc-VIC、Noncalc-VIC と命名）。
それぞれの VIC から total RNA または total protein を抽出し、網羅的遺伝子発現解析および
プロテオミクス解析を実施し、HB-EGF を含めた各遺伝子の発現変動パターンを明らかにすると
ともに、Calc-VIC 特異的に過剰発現する因子の探索解析を実施した。また、AS 患者血清サンプ
ルから、エクソソームを精製し、バイオマーカーの候補となる miRNA 分子を探索し、Calc-VIC 由
来 miRNA プロファイリングと比較解析することで、発現細胞の特定解析を実施した。 
 
４．研究成果 
AS 特異的 miRNA 探索研究 
 最近、腫瘍生物学の分野では、腫瘍細胞由来エクソソーム内に含まれる因子が、癌早期発見や
治療標的として有効であることが知られている（Yokoi A., Nat Commun. 2017., Grange C et 
al., Cancer Res. 2011）。そこで、AS患者エクソソーム中の miRNA の網羅的プロファイリング
を行うことで、AS の早期診断マーカーとなる核酸分子の同定を試みた。その結果、AS 患者特異
的に高発現する miRNA として 9種類、健常人に比べて有意に発現低下する miRNA として 98 種類
を新規に発見した。これらの多くは、欧米人を対象とした網羅的発現解析からも見出されていな
いことから、日本人における AS の早期発見のための分子マーカーの開発研究につながる可能性
がある。しかし、これらのほとんどは VIC 細胞内において Calc-VIC と Noncalc-VIC 間で差が認
められなかったことから、大動脈弁表層に局在する血管内皮細胞由来である可能性が考えられ
る。現在は、AS 患者血清中エクソソームにおいて特異的に過剰発現される miRNA について、検
体数を増やしてさらなる解析を進めているところである。 
 
AS 特異的に発現変動する遺伝子の探索研究 
 Calc-VIC および Noncalc-VIC（それぞれ n= 5）を単
離培養した。通常培養では両初代培養細胞ともに増殖
能力が低く、筋線維芽細胞への分化が顕著であった。そ
こで、これを回避するために低酸素培養法開発し、未分
化な状態を維持した多くのVICを得ることができた（図
1）。本法を用いて増殖させて得られた Calc-VIC と
Noncalc-VIC を対象にマイクロアレイ解析を実施した
ところ、Calc-VIC 特異的に過剰発現する脂質代謝タン
パク質 COX-1 を見出すことに成功した（Sakaue T et 
al., Ann Thorac Surg., 2019）。COX-1 はアラキドン酸
代謝カスケードの律速酵素であることが知られている
が、AS における機能については全くわかっていなかっ
た。見出した酵素に対する抗体を用いて、AS 患者由来
大動脈弁組織における局在性を免疫組織染色法により
解析した。その結果、剖検から得られた健常弁において
COX-1 の局在性は全く認められなかったものの、AS 患
者由来石灰化大動脈弁において、von Kossa 染色陽性の
石灰化組織周辺で顕著に認められた（図２）。近年、AS
患者石灰化大動脈弁においては RUNX2 陽性の骨芽細胞
の存在が認められており、VIC の骨芽細胞分化が着目さ

図1. HypoxiaおよびNormoxia培養条
件下における VIC の細胞形態 

図 2. AS 弁における COX-1 の局在解析 



れている。そこで、生体内大動脈弁石灰化における VIC による COX-1 過剰産生を in vitro で再
現するために、VIC を骨芽細胞分化培地で培養することで細胞分化誘導し、COX-1 の発現レベル
を Western blotting 法により解析した。その結果、骨芽細胞に分化誘導した VIC は強く COX-1
を過剰発現させることがわかった。さらに、COX-1 を RNA 干渉法により発現抑制すると、骨芽細
胞への分化が完全に抑制されることがわかった。今後、COX-1 を特異的に阻害する新規 AS 治療
法の確立を目指してさらなる解析を進める予定としている。 
 
AS における HB-EGF の解析 
 HB-EGF は心臓弁形成に極めて重要な役割を果たしており、hbegf-/-マ
ウスは心臓弁形成不全によって致死となる。そこで成人大動脈弁におけ
る HB-EGF が弁石灰化の過程で重要な役割を果たすものと考え、単離・培
養した VIC を用いて生化学的に詳細に解析を実施した。マイクロアレイ
およびリアルタイム RT-PCR 解析の結果、VIC における発現レベルは非常
に低値であることが判明したが、一方で HB-EGF は血管内皮細胞におい
ては高発現することがわかった。そこで、mRNA レベルでの解析結果につ
いてタンパク質レベルでも同様であることを明らかにするため、AVR 適
用となった AS 患者由来大動脈弁を用いて、抗 HB-EGF 抗体を用いて、
組織学的解析を実施した。その結果、HB-EGF は大動脈弁組織内部にお
いて、CD31 陽性の新生血管における血管内皮細胞に強い発現が認めら
れた（図３）。一般的に、大動脈弁組織内部は無血管組織であるが、弁
石灰化に伴って血管新生が強く誘導されることがよく知られている
（Fariba et al., Exp Cell Res. 2004）。HB-EGF はこの大動脈弁にお
ける血管新生において重要な役割を担っているものと考え、現在その
分子メカニズムのさらなる解析を進めているところである。 
 

図 3. 大動脈弁内部に
おける新生血管（赤：
CD31）に発現する HB-
EGF（緑：HB-EGF）の蛍
光免疫組織染色結果. 
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