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研究成果の概要（和文）：冠動脈狭窄症の治療として広く実施されている心臓カテーテル治療では、冠動脈薬剤
溶出ステント全盛期の現在でも未だ約１割の症例で再狭窄が認められる。これはインターベンション療法の限界
の一つであり、診断ならびに予測支援に用いることが可能なバイオマーカーの開発は急務である。本研究では、
新たに薬物溶出性冠動脈ステント治療の安全性予測バイオマーカーを開発する。自治医科大学附属病院循環器内
科に入院した患者から同意取得後、血液を採取した。メタボローム解析を行い、再狭窄例に特異的に変動した14
化合物（コントロールに対して高い又は低い）を同定した。

研究成果の概要（英文）：In cardiac catheterization widely used for the treatment of coronary artery 
stenosis, restenosis is still observed in about 10% of cases still in the heyday of coronary artery 
drug-eluting stents. This is one of the limitations of interventional therapy, and the development 
of biomarkers that can be used for diagnostic as well as predictive support is urgently needed. In 
this study, we will develop new safety prediction biomarkers for drug-eluting coronary stent 
treatment. Blood was collected after consent was obtained from a patient admitted to the Department 
of Cardiology, Jichi Medical University Hospital. Metabolomic analysis was performed to identify 14 
compounds (high or low relative to control) that varied specifically in restenosis cases.

研究分野： 生体情報内科学およびその関連分野

キーワード： 応用薬理学

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
狭心症の治療法として実施されている心臓カテーテル治療では、冠動脈薬剤溶出ステントが広く普及したが、現
在でも未だ１割以上の症例では、カテーテルで広げた血管が再び狭くなる再狭窄が認められる。これはインター
ベンション療法の限界の一つであり、診断ならびに予測支援に用いることが可能なバイオマーカーの開発は急務
である。本研究では最新のメタボローム解析法を用いて、再狭窄例に特異的に変動した14化合物を同定した。こ
れらは、狭心症の診断ならびにカテーテル治療後の予後予測支援への応用が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 冠動脈狭窄症の治療として年間 20 万件以上実施されている経皮的冠動脈インターベンショ
ン治療では、冠動脈薬物溶出ステント全盛期の現在においても、未だ１割以上の症例でステン
トによる拡張部位が再び狭くなる、再狭窄と呼ばれる現象が認められる。これはインターベン
ション療法の限界の一つであり、診断ならびに予測支援に用いることが可能なバイオマーカー
の開発は急務である。我々は、長年、薬物有害反応バイオマーカーの抽出およびその検証を目
的としてバイオマーカー研究を行ってきた。これまでに厚生労働省、萌芽的先端医療技術推進
研究事業、化学物質リスク研究事業、創薬基盤推進研究事業等により患者を対象とした臨床研
究を実施してきた。これらの研究によって薬物の適正使用に貢献すると考えられる複数のバイ
オマーカーを抽出し、国際誌に多数発表した実績を有す。それらの開発実績をもとに、本研究
では、薬物溶出ステントの有害反応のひとつである再狭窄のバイオマーカーを開発し、冠動脈
薬物溶出ステントの安全性向上を目指す。 
 
２．研究の目的 
 冠動脈インターベンション治療後の再狭窄診断ならびに予測支援に用いることが可能なバイ
オマーカーを開発することを目的とする。臨床検体として用いる血液は自治医科大学附属病院
循環器内科に入院した患者のうち、インフォームドコンセントの得られた患者から採取する。
これらの検体は詳細な臨床情報が付与されている電子カルテシステムと連動しており、必要に
応じてその情報を取得する。このような詳細な臨床情報の付与された質の高い検体が収集でき
ることは疾患診断マーカーを探索・開発する上で非常に重要な条件であるため、本研究でその
ワークフローの構築も目的とする。 
 
３．研究の方法 
 患者から臨床検体として血液を採取し、血清ないし血漿を分離した上、測定まで-80℃で凍結
保存した。これらの検体について電子カルテシステムから詳細な臨床情報を取得する。このよ
うにして、回収した血液検体に付随する患者の臨床データベースを構築した。バイオマーカー
探索するとともに、そのメカニズムを解明する。具体的な分析手順は以下の通りである。なお、
本研究実施に際し、必要な倫理申請手続きを行い、本学倫理委員会の承認を得る。 
 
(1)ガスクロマトグラフ質量分析法（GC-MS）を用いたメタボローム解析 
ガスクロマトグラフ質量分析法（GC-MS）を用いて臨床検体のメタボローム解析を行い、試料
由来で検出された成分について、コントロールサンプルに対する各検体のピーク面積比（検出
成分のピーク面積を内標準物質のピーク面積で除した値）の比較を行う。 
 
(2)前処理 
試料 50 μL をとり、内部標準（IS） 含有抽出溶媒 250 μL 加え、1200 rpm 37℃30 分間で振と
うする。この液を 4℃ 16000 g 5 分間で遠心分離し、上清 150 μL とり、水 140 μL 加え、3000 rpm 
30 秒間ボルテックスミキサーで撹拌する。この液を 4℃ 16000 g 5 分間で遠心分離し、上清 180 
μL とり、遠心乾燥 60 分間行った後、凍結乾燥を 12 時間以上行う。乾固後の試料にメトキシ
アミン溶液 80 μL 加え、37℃30 分間振とうする。この液に MSTFA () 40 μL 加え、1200 rpm 37℃
30 分間で振とうする。この液を室温 16000 g 5 分間で遠心分離し、上清をとり、試料溶液とす
る。また、試料の代わりに精製水を用いて、同様の操作を行って得られた溶液をブランク溶液
とする。試料溶液およびブランク溶液について、各試料 1 回調製する。 
 
(3)装置 
ガスクロマトグラフ質量分析計：GCMS-QP2010Ultra（株式会社島津製作所）を使用する。 
 
(4)解析方法 
データベース（SHIMADZU Smart Metabolites Database）に収載されている 411 種の代謝物（誘
導体化物では 568 種）の中で，試料由来で検出された化合物についてピックアップする。各化
合物の面積値を内標準物質のピーク面積値（IS 面積値）で除した値（ピーク面積比）を算出す
る。計算式は以下の通りとする。 
ピーク面積比＝（測定溶液中各化合物の面積値）／（測定溶液中の面積値） 
 

コントロールに対する各検体について求めたピーク面積比の割合を求める。計算式は以下の通
りとする。 
割合＝（各検体の各化合物ピーク面積比平均）／（コントロール測定溶液中の各化合物ピー

ク面積比） 
  
この値が 1.5 倍以上または 0.5 倍未満となったものをコントロールに対して変動が見られた化
合物とする。なお，面積値が全て 1,000 未満であった化合物については定量下限とみなし“‐”
と表示し、ピーク面積比平均を求めない。 
 



４．研究成果 
  

各検体のピーク面積比平均、CV 値及びコントロールのピーク面積比に対する割合の結果を
表 1 及び表 2 に示した。 

 
コントロールに対して比が 1.5 倍以上になった化合物のセルを赤字、0.5 倍未満になった化

合物のセルを青字で表した。また、コントロールでピーク面積値が 1,000 未満であったが、そ
の他の検体ではピークが検出されピーク面積比平均を求めた化合物については赤色の上矢印
（ ）、反対にコントロールではピークが検出されピーク面積比を求めたが，その他の検体では
下限未満となった化合物のセルを青色の下矢印（ ）で示した。 
操作ブランクでピークを検出した化合物について、備考欄に「BL あり」と記載した。ブラ

ンクピークが検出された化合物は、試料の測定溶液で検出されたピーク中にも操作ブランクと
同程度のピーク面積が含まれていると考えられる。Glycine のように、試料の測定溶液に対し
て操作ブランクのピーク面積値が十分に小さい化合物では、操作ブランクの影響は小さいと考
えられた。一方で Phosphoric acid のように試料の測定溶液と操作ブランクのピーク面積値が同
程度であったものは試料の測定溶液中に検出されたピークは操作ブランクに由来するものが多
いと推察された。 



 
再狭窄例に特異的に変動した化合物（コントロールに対して高い又は低い）は，14 化合物で

あり、具体的には Proline，3-Hydroxyisovaleric acid、Indol-3-acetic acid、Arabinose，Sucrose、Trehalose
と Maltose の合算、Elaidic acid、Linoleic acid, Myristic acid、Oleic acid、Palmitic acid、Palmitoleic 
acid、Stearic acid、Glycerol であった。また、安定狭心症に特異的に変動した化合物（コントロ
ールに対して高い又は低い）は、11 化合物であり、具体的には Aspartic acid、Cystine、Proline、
3-Hydroxybutyric acid、3-Hydroxyisovaleric acid、Indol-3-acetic acid、succinic acid、soubitol、Elaidic 
acid、Myristic acid、Oleic acid であった。 
以上の結果より、冠動脈インターベンション治療後の再狭窄に特異的な化合物が明らかにな

った。今後は各化合物ないし、複数の化合物を組み合わせて再狭窄との関連を解析することに
より、冠動脈薬物溶出ステントの有害反応を早期診断し、薬物溶出ステントの適正使用に資す



るバイオマーカーとして臨床的に検証の上、実用化を目指す。 
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