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研究成果の概要（和文）： 
心筋梗塞（MI）感受性分子 BRAP に結合するタンパク質の同定を網羅的に進め、さらにその分子
群をコードする遺伝子領域について SNP 関連解析を試行した。BRAP 結合タンパクとしては
IKK-signalosome を構成する分子群等、炎症や細胞増殖に強く関連する分子を同定するととも
に、さらにこれら結合分子の中で E3 ubiquitin ligase 様の分子をコードする遺伝子領域の SNP
がまた MI と強い関連を示すことを発見した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To clarify detailed function of BRAP in the pathogenesis of MI, we searched for its binding 
partners comprehensively, and found several molecules related with inflammation and cell 
proliferation, such as major components of IKK-signalosome. Furthermore, we found that 
the SNP in gene encoding E3 ubiquitin ligase like protein binds BRAP also associated with 
risk of MI. 
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１．研究開始当初の背景 
心筋梗塞（MI）の遺伝的背景の同定から虚血
性心疾患（CAD）のエビデンスに基づく予防、
治療を目標として、これまでに一塩基多型 
(SNP)を用いたケース・コントロール関連解
析を基盤とした遺伝統計学および分子生物
学的手法により、リンホトキシンアルファ 
(LTA)，および独自に探索した LTA 結合タン
パク質であるガレクン-2 (LGALS2)が MI 感受
性分子であることを見出し、MI の発症、進展

には炎症が一要因であることを報告してき
た  (Ozaki K et al. Nature Genet. 32, 
650-654 (2002), Ozaki K et al. Nature 429, 
72-75 (2004))。また、この一連の研究から、
LTA シグナルの細胞内調節分子である 20S 
プロテアソームのサブユニット、プロテアソ
ームサブユニットアルファタイプ 6 (PSMA6)
内の SNP もまた MI 感受性であることを示し
ており(Ozaki K et al. Nature Genet. 38, 
921-925 (2006))、LTA カスケードの異常、す
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なわち冠動脈血管における炎症反応の異常
が MI の発症、進展に関わることを報告して
きた。さらに最近、ガレクチン-2 に新たに結
合することを発見した BRCA1 associated 
protein (BRAP)は Nuclear Factor kappa B 
(NFkB)を介して炎症反応の中心的なメディ
エータとして働くことを突き止め、この分子
をコードする遺伝子内の SNP もまた MI と非
常に強い関連があることを報告している（患
者、一般集団それぞれ約 3,500 人、約 3,900
人による関連解析の P値; < 10-20、オッズ比; 
1.5、Ozaki K et al. Nature Genet. 41, 
329-333, (2009)）。この結果を踏まえて、本
研究ではこの BRAP の機能を調節する分子に
ついてプロテオミクス解析を通して網羅的
に明らかにし、ゲノム、統計学、分子生物学
的解析により MI との関連を精査することに
より、さらに詳細な MI の発症、進展機構を
解明すること、新規疾患関連分子の生体内の
機能の解明、疾患発症における役割を明らか
とし、創薬関連分子（治療のターゲット分子）
を探索する狙いがある。また、これらの分子
をコードする遺伝子内の多型を用いた遺伝
統計学的解析を通して新たなリスク因子の
同定、解析し、これらリスク因子を組み合わ
せることによって疾患の新規予知、予防法を
開発することも目標にしている。 
 
２．研究の目的 
心筋梗塞（MI）の発症、進展には環境因子お
よび遺伝的素因の双方が複雑に関連してお
り、遺伝的素因の同定は少なからず MI の発
症、進展機構解明の糸口となると考えられる。
これまでにゲノム遺伝統計学的解析および
分子・細胞生物学的手法を基盤として MI 感
受性分子の同定を進め、炎症のカスケードに
関連した複数の分子が MI に関連しているこ
とを発見してきた。今回の研究課題ではこれ
までの研究をさらに発展させ、①網羅的プロ
テオミクス解析を基盤として MI の発症、進
展機構を分子レベルで解明し、創薬の分子タ
ーゲットを発掘すること②さらなる遺伝的
リスクファクターを同定し、精度良く疾患の
発症を予知できるリスクファクターの組み
合わせを選別し、新たな疾患発症予知法の開
発を行うことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
BRAP タンパクに結合する生体内タンパクを
同定するために、当初はBRAP 配列に
S-tag-TEV protease site-His-tagを付加する
ことで２段階精製による方法（タンデムアフ
ィニティー精製法）2)を試みたが、精製段階
で強制発現したBRAP を著しくロスしてしま
うというアクシデントに遭遇したため、
S-tag:S-protein の系のみを用いたプルダウ
ン法を利用した。細胞はHEK293 細胞、冠動脈

血管平滑筋細胞 (HCASMC)を用いた。pTriEx4 
vector（ノバジェン社）にBRAP 遺伝子をクロ
ーニングし、S-protein-HRP を用いてその発
現を確認後した。HEK293細胞はHCASMCともに
fugene によるトランスフェクションを施行
した（HCASMC の場合fugene を用いるとその
導入効率は低下したが、エレクトロポレーシ
ョン法による場合、ほとんどの細胞が死滅し
てしまうためfugene 法を採用した）。BRAP 
siRNAはインビトロジェン社より購入した。細
胞（15cm シャーレ使用、BRAP およびコント
ロールそれぞれ10 枚）が70-80 %コンフレン
トの状態でsiRNAを導入して20～24 時間後に
発現ベクターを導入した。コントロールベク
ターとしてはS-tagベクターを用い、24時間
後細胞を回収し、細胞抽出液を調整し、
S-protein によるプルダウン後、ラージゲル
を用いたSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳
動 (SDS-PASE)を行った。銀染色（和光純薬社）
後、目的のバンド（BRAP レーンのみに存在す
るバンド）を切り出し、2-3 バンドを混合し
てペプチドマスフィンガープリンティング 
(PMF)分析（島津テクノリサーチ）により解析
した。PMF 分析によりBRAP タンパク結合候補
タンパクとして同定した分子はそれぞれの分
子をS-tag やMyc-tag あるいはFLAG-tag と
のタグタンパク質として調整し、COS7 細胞を
用いた免疫沈降法により結合の確認を試みた。
結合が確認できた分子についてはさらにこれ
らをコードする遺伝子領域（その遺伝子を含
んでいる連鎖不平衡ブロック領域）のタグ（代
表）SNPs を選択しMI との関連解析をスクリ
ーニングとしてケース約1,000 例、コントロ
ール約1,000 例用いて、high-throughput 
multiplex PCR-invader assay system より施
行した。ジェノタイプデータは優性モデル, 
劣性モデル, アレル頻度における比較をカイ
二乗検定により統計解析し、P 値が0.05 未満
のSNP についてはさらにサンプル数を増加す
る戦略をとった。また、ここで用いたＤＮＡ
試料はは各施設において提供者からの文章に
よる同意を得たものであり、この研究は理化
学研究所 横浜研究所における倫理員会にお
いて遂行することを承認されている。 
 
４．研究成果 
心筋梗塞感受性遺伝子 BRAP がコードするタ
ンパクに結合する新規分子を S-tagを用いた
プルダウン法により行い、ペプチドマスフィ
ンガープリンティング (PMF)分析により網
羅的に解析した。図１に示したように、
HEL293 細胞、ヒト冠動脈血管平滑筋細胞
（HCASMC）を用いて、内在性の BRAP を siRNA
によりノックダウンした状態でプルダウン
を試行し、S-tag BRAP のレーンで特異的に銀
染色されるバンドをピックアップし、ＰＭＦ
解析を行った。 



 

 

 
図１BRAP 結合候補タンパクの同定 

 
PMF分析によりBRAPタンパク結合候補タンパ
クとして同定した分子はそれぞれの分子を
S-tag や Myc-tag あるいは FLAG-tag とのタ
グタンパク質として調整し、順次 COS7 細胞
を用いた免疫沈降法により結合の確認を進
めた。結果的に BRAP の結合タンパクとして
RASA1 (RAS p21 protein activator (GTPase 
activating protein) 1 )、  RASSF6 (Ras 
association (RalGDS/AF-6) domain family 
member 6)、 TRAP1 (TNF receptor-associated 
protein 1) 、  TRAF5 (TNF 
receptor-associated factor 5),、SHC4 (Src 
homology 2 domain containing) family, 
member 4)、NFKBIB (nuclear factor of kappa 
light polypeptide gene enhancer in B-cells 
inhibitor, beta) 、 IKBKB (inhibitor of 
kappa light polypeptide gene enhancer in 
B-cells, kinase beta)を同定している。興
味深いことに、BRAP は NFKBIB に結合するが
NFKBIA には結合しない（図２）。 

 

図 2 BRAP は NFKBIB と結合し、NFKBIA とは結合しない  

 
これらの分子のほとんどは炎症に関連して
いるものであり、BRAP が炎症の過程で重要

な働きをしていることが示唆された。今回
発見した新規 BRAP 結合分子、既存の関連分
子について図 3にまとめている。          

 
図 3 MI 関連炎症カスケード 

 
BRAP に結合する分子の探索をさらに進める
と同時に、結合が確認できた分子群のそれぞ
れをコードする遺伝子を含むゲノム領域か
ら HapMap デ ー タ ベ ー ス
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) と
Haploview ソフトウェアを用いてタグ一塩基
多型（タグ SNP；連鎖不平衡の関係により選
択した代表 SNP）を選択し、MI のケース・コ
ントロール関連解析を施行した。一次スクリ
ーニングとして MI 患者由来および一般人由
来 DNA それぞれ約 1,000 例についてタイピン
グ、統計解析を行い、有意な SNP については
再検証としてさらに独立のケース・コントロ
ールサンプルをタイピングして解析を行っ
た。ここで再現性がとれた SNP についてはさ
らに異なるサンプルセットを用いたタイピ
ング、統計解析を行った。その結果、新規に
結合を確認した分子（仮称；BRAPBP）をコー
ドする遺伝子内に存在するタグ SNPはすべて
のサンプルセットにおいてカイ二乗検定で
の P 値が 0.01 未満を示し、全体を合計する
とさらに MIと強い関連を統計学的に示した。
この分子は細胞内に存在し、機能としては炎
症関連分子と結合し、炎症シグナルを調節し
ていることが知られている。また、BRAP のタ
ンパク構造には E3 ユビキチンライゲースド
メインがあり、これはプロテアソーム系を介
したタンパク分解に関係すると考えられる
ことから、この分子と BRAP が相互作用する
ことにより炎症関連分子の分解や安定性等
に関係している可能性が示唆される。 
さらに、BRAPBP 遺伝子を含む連鎖不平衡（LD)
領域の詳細なSNP遺伝的地図（LDマッピング）
の作成を行い、原因 SNP の同定を進めていっ
た。約 200kb にわたる BRAPBP 遺伝子を含む
LD 領域をダイレクトシークエンス法により
48 人の MI 患者由来 DNA を再シークエンスし
SNP の同定を行ったところ、マイナーアレル



 

 

頻度が 0.05（5％）以上の SNP を 125 個程度
同定した。これらの SNP の LD 解析によりタ
グ SNP を選抜し、タイピング行ったところ、
やはり元々のマーカーSNPがMIと最も強い関
連を示すことが判明した（P < 0.0000001, オ
ッズ比～1.23)。この SNP と同じ挙動を示す
（完全なLD)にあるSNPは他に16個存在して
おり、合計 17 個の SNP（すべて非翻訳領域に
存在）のいずれかが MI 感受性の原因になり
うることを突き止めた。これらの 17 個はす
べてアミノ酸の変化を伴わない SNP であり、
現在これらの SNP が BRAPBP 遺伝子の転写や
分解に与える影響を解析中である。この
BRAPBPもまた Nuclear factor kappa B (NFkB)
を介した炎症に中心的な役割を果たす
IKK-signalosome に関連した分子であること
が知られており、炎症が MI 発症に強く関わ
ることをさらに裏付ける結果となった。また、
これまでに発見した遺伝的因子を組み合わ
せることにより疾患に対するオッズ比は 30
を超えることが判明しており、発症の予知、
予防のための遺伝子検査が可能になること
を示唆している。 
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