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研究成果の概要(和文)：血清 DNase I を急性心筋梗塞の“鑑別診断マーカー”として利用する

ための基礎的研究を行い、以下の成果を得た。(1) 血清 DNase I は心筋虚血によって一過的に

上昇し、心筋虚血の新規な診断マーカーとして活用できる。（2）DNase I 遺伝子の低酸素応答

が心筋虚血に伴う血清 DNase I の一過的上昇に関与する。（3）ELISA 法を利用した血清 DNase I

の高感度・迅速な定量法が開発でき、血清 DNase I の法医実務・臨床応用を可能とした。(4)DNase 

I family である DNase II 及び DNase I-like 3 遺伝子内の非同義置換型 SNP に酵素活性の消失

を引き起こすアレルが分布し、これらアレルは自己免疫疾患の疾患感受性遺伝子となることが

示唆された。 

 
研究成果の概要(英文)：The aim of this study was to confirm a molecular basis for utilization of 
serum DNase I as a diagnostic marker of death due to acute myocardial infarction; (1) Since DNase 
I activity in serum was significantly elevated by a transient myocardial ischemia, serum DNase I 
could be used as a novel marker of a myocardial ischemia. (2) Hypoxia-response of DNase I gene 
was partially responsible for a transient elevation of the serum DNase I activity induced by a 
myocardial ischemia. (3) Useful detection system of DNase I protein in serum using an ELISA 
method was developed. (4) In non-synonymous SNPs of DNase I-like 3 and DNase II, a DNase I 
family, genes, specific alleles producing an inactive enzyme were distributed. These alleles might 
be one of several factors involved in genetic predisposition to autoimmune diseases. 
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１． 研究開始当初の背景 

虚血性心疾患は内因性急死の大きな割合
を占め、心筋梗塞が死因となる事例は多数に

のぼる。しかし、解剖時に病理学的に心筋の
梗塞所見があれば鑑別診断上問題はないが、
発症直後に死亡した急死例では冠状動脈硬
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化症の所見のみが確認されることが多く、心
筋梗塞死の鑑別診断が困難な場合が多い。さ
らに、死体検案に際して、心筋梗塞死の鑑別
診断が困難であることは言うに及ばない。他
方、3 大死因である心疾患のうち、急性心筋
梗塞(AMI)は致命率が 35～50％に及び、AMI
患者において梗塞サイズが致命率・予後を左
右する要因のひとつである。そこで、梗塞サ
イズを減少するためには出来る限り早期の
診断・迅速な処置が必須である。しかし、AMI
診断基準となっている、AMI によって惹起さ
れる心筋障害によって血中に逸脱するトロ
ポニン Tなどの心筋マーカーは発症直後の急
性期にはレスポンスしないことが知られて
おり、発症直後の急性期における AMI の確定
診断が困難な場合が多い。このように法医学
領域における解剖・検案体の AMI 鑑別診断法
および臨床医学領域における急性期の AMI診
断法の開発・実用化が望まれているにもかか
わらず、それらに活用でき、さらに検査が簡
便な血液生化学的診断マーカーはほとんど
知られていない。また、一過性心筋虚血を鋭
敏に検出しうる血液生化学的診断マーカー
も知られていない。 

最近、報告者らは AMI 患者において発症直
後に血清 deoxyribonuclease I (DNase I)活
性の急激な上昇が見られることを見出した。
そこで、AMI など急性冠症候群の急性期の血
液生化学的診断マーカーとして血清 DNase I
を活用することを着想し、本研究を実施した。 

 
２． 研究の目的 
本研究では、以下の具体的目的を達成でき

るよう研究を推進した。 
①AMI のみならず、一過性心筋虚血を鋭敏に
検出しうる診断マーカーとしての血清
DNase I の有用性を検証する。 

②心筋梗塞発症に伴う血清 DNase I 活性上
昇機構を明らかにするため、培養細胞系
を用いた DNase I 遺伝子発現の解析等を
行う。 

③法医解剖・検案事例の血液試料および救
急現場での患者血液試料に適用できる、
より高感度・迅速な DNase I 定量法を開
発・実用化する。 

④DNase I family について、疾患との関連
性を明らかにする基盤として、DNase I 
family 遺伝子内非同義置換型 SNP の集団
遺伝学的・生化学的調査を実施する。 

 
３．研究の方法 
(1) 一過性心筋虚血診断マーカー及び左室

リモデリング予測マーカーとしての血
清 DNase I 

当施設において冠動脈造影(CAG)を施行し
た冠攣縮性狭心症(VSAP)が疑われた患者 29
名を対象とした。さらに、CAG のみを施行さ

れた患者 12 名を CAG 群とした。冠攣縮誘発
試験ではエルゴノビンを投与し、胸痛発作お
よび心電図での ST 変化などを示した患者を
試験陽性と判定した。冠攣縮誘発試験を施行
した29名は試験陽性(VSAP-陽性群)13名と試
験陰性(VSAP-陰性群)16 名に分類された。血
清 DNase I 活性の測定は、患者から検査施行
前および検査施行直後、3時間後、6時間後、
12-24 時間後に採血した血液から分離した血
清を用いた。なお、本研究について本学医学
部倫理審査委員会の承認を得ており、すべて
の患者から文書にて同意を得た上で実施し
ている。 
さらに、AMI 患者 45 名について、発症後 4

時間以内の血清 DNase I 活性レベルと発症 6
ヵ月後左室駆出率（LVEF）、左室拡張末期容
量（LVEDV）及び左室収縮末期容量(LVESV)の
相関を精査した。 
 

(2) ヒト DNase I 遺伝子の低酸素応答 
ヒトすい臓がん由来培養細胞 QGP-1 を

hypoxia(低酸素、2%O2)に暴露し、DNase I 活
性、DNase I mRNA 量、プロモーター活性を測
定し、normoxia(正常酸素、21%O2)で培養した
QGP-1 細胞のそれらと比較した。さらに、
electrophoretic mobility shift(EMSA)及び
chromatin immunoprecipitation (ChIP) 
assay 等を行い、関連する転写因子の挙動を
検討した。 
 
(3) 高感度・迅速な DNase I 定量法の開発 

ヒト DNase I に対するポリクローナル及び
モノクローナル抗体を用いたsandwich ELISA
法を確立した。検出は peroxidase-labeled 
ABC法を利用した。同法によって測定した AMI
患者の血中 DNase I 量と酵素活性レベルの相
関性を精査した。 
 
(4) DNase Il3 および DNase II 遺伝子内にお

ける非同義置換型 SNP の解析 
疾患との関連が報告されているヒト DNase 

I family である DNase I-like 3 (DNase Il3)
および DNase II について、機能に関連する
非同義置換型 SNP に着目し、多集団における
SNP 分布及び酵素学的性状を解析した。 
それぞれの非同義置換型 SNP について、

mismatched PCR-RFLP 法を用いた遺伝子型判
定法を確立した。日本人（342 名）、韓国人（192
名）、モンゴル人（192 名）、トルコ人（192
名）、ドイツ人（91 名）、メキシコ人（315 名）、
オバンボス人（192 名）,コーサ人（96 名）
及びガーナ人（96名）等由来DNA試料を用い、
それぞれの遺伝子型を判定した。さらに、
Wild-type、それぞれの SNP に対応する変異
型発現ベクターを作製し、遺伝子導入した
COS-7 細胞における発現酵素の DNase 活性を
測定した。 



 
４．研究成果 
(1) 一過性心筋虚血診断マーカー及び左室

リモデリング予測マーカーとしての血
清 DNase I 

 
①一過性心筋虚血診断マーカーとしての血

清 DNase I(主要公表論文⑫) 
患者の血清 DNase I 活性の経時的変動を精

査したところ(図１)、VSAP-陽性群で 13名中
11 名に施行 3 時間後に有意な活性の上昇
(P=0.000012)が観察された；施行 3時間後で
の血清 DNase I 活性の変動率の中央値は
32.1%(25th and 75th percentile；28.6 and 
42.0%)であった。施行 24 時間後には施行前
のレベルに復帰し、その活性上昇は一過性で
あることが明らかとなった。そこで、DNase I
活性の個人内変動に基づき算定したカット
オフ値を考慮すると、VSAP-陽性群 13 名中 11
名(85%)が DNase I 活性上昇陽性と判定され
た。他方、VSAP-陰性群および CAG 群の全て
の患者で有意な DNase I 活性の変動は観察さ
れなかった。また、VSAP-陽性群において３
時間後に上昇した血清 DNase I 活性レベルは
VSAP-陰性のそれに較べ有意に(P=0.0029)高
値を示した。なお、血清 troponin T(TnT)レ
ベルはいずれの群においても上昇が認めら
れず、本試験によって明らかな心筋障害は惹
起されていないことが明らかとなった。 
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図 1 冠攣縮誘発試験に伴う血清 DNase I 活
性レベルの変動(変動率として表示) 

 
最近、報告者らは一過性心筋虚血を惹起す

る経皮的冠動脈形成術 (PCI)施行患者にお
いて血清 DNase I 活性が一過性に上昇するこ

とから、血清 DNase I 活性が一過性心筋虚血
を診断するマーカーになりうることを報告
した(Eur. Heart J. 26, 2375, 2005)。しか
し、PCI 施行時のバルーンによる血管障害の
影響など、DNase I 活性の変動が一過性虚血
に起因することは必ずしも確定していない。
本研究で着目した冠攣縮誘発試験は心筋障
害を起こさず、心筋虚血を惹起しうるもので
あり、一過性心筋虚血に対する血清 DNase I
活性の応答を評価する最適の in vivo モデル
である。VSAP-陰性群および CAG 群では血清
DNase I 活性の変動は観察されず、他方 VSAP-
陽性群で一過性の上昇を示したことから、
DNase I 活性の上昇はカテーテルの挿入、エ
ルゴノビン注入等による影響ではなく、冠攣
縮誘発試験によって惹起された一過性心筋
虚血によって引き起こされたものと考えら
れた。さらに、一過性心筋虚血ならびに AMI
発症後の 3時間以内では血清 TnT レベルは必
ずしも上昇しないことが報告されているが、
本研究において血清 DNase I 活性の上昇は検
査施行 3時間後に認められた。従って、血清
DNase I 活性は TnT に比較して一過性心筋虚
血の早期診断に適するものと考えられた。こ
のように、血清 DNase I 活性は一過性心筋虚
血を誘起する不安定狭心症を含む急性冠症
候群の早期診断に有益な血液生化学的診断
マーカーになることが期待できる。 
 

②左室リモデリング予測マーカーとしての
血清 DNase I(主要公表論文④) 
AMI 発症後に生じる左室リモデリングは重

要な予後因子である。今回、発症後 4時間以
内の血清 DNase I 活性と LVEF、LVEDV および
LVESV との相関を精査したところ、LVEDV と
の有意な正の相関(r=0.48, P<0.001)が認め
られた。さらに、AMI 発症後の高 DNase I 活
性患者群と低活性群で比較すると、前者の
LVEDV（118.0±28.2 ml）は後者のそれ(89.3
±24.5 ml)に比べ有意に高値を示した。従っ
て、AMI 患者の発症後血清 DNase I 活性レベ
ルは左室リモデリングに伴う左室肥大の予
測マーカーとして活用できることが示唆さ
れた。今後、左室肥大における DNase I の関
与機構を解明することとしている。 
 
(2) ヒト DNase I 遺伝子の低酸素応答(主要

公表論文⑭) 
 

血清 DNase I 活性上昇に基づく AMI の特
異的診断方法を確立する基盤として、活性上
昇の機構を明らかにしなければならない。従
前の研究で、DNASE1 遺伝子は 2 つの転写開
始エキソンをもち、それらの上流域にはプロ
モーター活性があり、エキソン 1a のプロモ
ーターに転写因子 Sp1 が結合し転写の活性
化に関わることを見出した(FEBS J. 273, 



3094, 2006)。これらの知見に基づき、心筋
梗塞を局所の虚血と考え、低酸素暴露による
DNASE1 遺伝子の発現を精査した。 

培養細胞 QGP-1 を hypoxia に 24 時間暴露
すると、①細胞内外における DNase I 活性
の増加（normoxia に比して約 2倍）が認め
られ、②real time PCR 法によりエキソン 1a
からの転写産物量の増加（normoxia に比し
て約 15 倍）が示され、③promoter assay で
はエキソン 1a のプロモーター活性の増加
（normoxia に比して約 2.5 倍）が認められ
た。また、Sp1 結合部位に変異を入れたレポ
ーターベクターを用いた promoter assay、
EMSA 及び ChIP assay から、④低酸素暴露に
よるエキソン 1a のプロモーター活性増加に
おいて転写因子 Sp1 結合部位が必要条件で
あることが明らかとなった。なお、低酸素応
答に関与する主な転写因子である
hypoxia-induced factor-1 の関与は認めら
れなかった。従って、低酸素暴露により
DNASE1 遺伝子は転写が増強され、その転写
調節には転写因子 Sp1 が関わることが明ら
かとなった。 

ヒト DNase I 遺伝子は膵臓、小腸などで高
レベルの発現を示し、血中 DNase I の起源臓
器と考えられている。このような結果から、
AMI発症に伴い消化器系への血流量の低下が
生じ、その結果 DNase I 産生細胞に低酸素暴
露が惹起され、DNase I 遺伝子発現の増強が
誘起された結果血中 DNase I 活性レベルが一
過的に上昇したものと考えられた。従って、
本研究で明らかにした DNase I 遺伝子の低酸
素応答は AMI などに伴う一過性虚血によっ
て惹起される血清 DNase I の上昇を一部説明
するものである。 
 
(3) 高感度・迅速な DNase I 定量法の開発(主

要公表論文③) 
 

報告者らは、DNase I 活性を高感度に測定
できる single radial enzyme diffusion 
(SRED)法を従前の研究で開発した。この方法
によって血清中の DNase I 活性を再現性・感
度良く測定することができ、AMI における
DNase I の診断マーカーとしての利用が可能
となっている。しかしながら、SRED 法は測定
時間が 12 時間以上必要であり、高感度では
あるが迅速性に乏しく、実用上支障がある。 

本研究では、抗 DNase I ポリクローナル抗
体を一次抗体として、ビオチン化した同モノ
クローナル抗体を二次抗体とした sandwich 
ELISA 法を開発した。DNase I 酵素標品およ
び血清 DNase I 定量に対する同法の
within-runおよびbetween-run変動はそれぞ
れ 3.7-4.4%、4.5-5.5％であり、SRED 法に比
べ遜色ないものであった。検出感度も
9.36μg/L であり、SRED 法と同程度の高感度

であった。さらに、健常人における DNase I
について、同法による DNase I 抗原量と SRED
法による活性レベルは良好な相関性を示し
た(r=0.839, P<0.001)。特に、測定に要する
時間は約 3時間であり、SRED 法のそれに比し
て、十分短縮された。このように、血清中の
DNase I 量を高感度かつ迅速に測定できる
ELISA 法が確立できた。 

そこで、同法を用いて AMI 患者の発症後の
血清 DNase I 量を定量した。AMI 発症後 12 時
間以内の酵素量中央値(48.9μg/L)は健常人
のそれ(36.3μg/L)に比べ、有意に高値であ
った(P<0.001)。酵素量は発症後の経過時間
と共に減少しており、AMI 発症血清 DNase I
量が一過的に上昇したものであることが明
らかとなった。従前の研究で、AMI 同様に一
過性虚血に伴い血清 DNase I 活性レベルの一
過性上昇が惹起されるが、これは酵素量の変
動か、あるいは G-actin などの内因性阻害剤
の変動に由来するのかが結論されていなか
った。一方、AMI 患者における酵素活性レベ
ルと酵素量の経時的変動パターンは類似し
ており、従って、AMI 発症に伴う血清酵素活
性レベルの変動は酵素量の変動に起因する
ことが確認された。今後、同法を臨床現場等
でも活用できるように、さらに改善を図るこ
ととしている。 

 
(4) DNase Il3 および DNase II 遺伝子内にお

ける非同義置換型 SNP の解析 
 
① DNase Il3 遺伝子の SNP 解析(主要公表論

文②) 
DNase Il3 は自己免疫疾患発症に関与する

ものとして注目されている。機能に関連する
2座位の非同義置換型 SNP(rs35677470 は
C686T 置換であり、Arg206 の Cys への置換を
きたす。rs3772986 は G603A 置換であり、
Arg178 の His への置換をきたす)に着目し、
多集団における SNP分布及び酵素学的性状を
解析した。 
今回調査したアジア人集団について、日本

人、韓国人およびモンゴル人では G603A にお
ける G603 アレル、C686T における C686 アレ
ルのホモ接合体のみが観察された。同様に、
アフリカ人集団についても、オバンボス人、
ガーナ人及びコーサ人では G603A における
G603 アレル、C686T における C686 アレルの
ホモ接合体のみが観察された。一方、コーカ
ソイド集団（トルコ人、ドイツ人及びメキシ
コ人）では全て G603A における G603 ホモ接
合体であったが、C686T に関して、C686/T686
ヘテロ接合体が観察された：遺伝子型頻度は
それぞれの集団において 10.4%、15.4%及び
3.5%であった。コーカソイド集団における異
なる 3集団で共通に T686 アレルが分布して
いること、他方アジア人 3集団及びアフリカ



人 3集団には相当するアレルが見出されない
ことから、SNP C686T における T686 アレルは
コーカソイド特異的なものであることが明
らかとなった。さらに、R206C 置換型酵素で
は酵素活性は検出できなかった。従って、
Arg206のCysへの置換は酵素活性を消失する
効果があることが明らかとなった。 
核抗原からのDNA排除能を低下させるDNase
活性の消失は、全身性エリテマトーデスのよ
うな自己免疫疾患発症に関与することが示
唆されている。これに関係して、DNase Il3
の血中レベルは自己免疫疾患発症の要因と
なると考えられている。本研究では、DNase 
Il3 の非同義置換型 SNP においてコーカソイ
ド特異的 T686 アレルの遺伝子産物は酵素活
性が極めて低い DNase Il3 酵素を産生するこ
とを明らかにした。従って、T686/C686 ヘテ
ロ接合体の血中 DNase Il3 活性は低下してい
ると考えられる。コーカソイド集団ではヘテ
ロ接合体の出現頻度は 3.5-15.4%であり、そ
こで T686 アレルが自己免疫疾患の危険因子
になるかを明らかにするため、今後、自己免
疫疾患罹患や血中 DNase Il3 酵素活性レベル
と SNP C686T 分布の相関を検証する必要があ
る。 
 
② DNase II 遺伝子の SNP解析(主要公表論文

①) 
DNase IIも同様に自己免疫疾患発症に関与

するものとして注目されている。機能に関連
7 座位の非同義置換型 SNP が見出されている
が、多型性の検証を含め、遺伝的多様性は検
討されていない。 

今回、調査した 6集団のうち日本人、トル
コ人、ドイツ人、オバンボス人、ガーナ人集
団では、全ての SNP について mono-allelic
であり、韓国人集団においてのみ V190I に多
型性が認められた。従って、非同義置換を起
こす DNase II 遺伝子内 SNP には顕著な遺伝
多様性は見られないことが明らかとなった。 
各 SNP の minor allele に対応する変異型酵
素活性について、A58del、V284M、R298L 及び
Q322Term では酵素活性をほとんど消失して
いた。特に、V284M(rs35851337;Ｇ970 及び
A970 アレル)についてはヘテロ接合体が分布
していることが報告されており、ヘテロ接合
体の血中 DNase II 活性は低下していると考
えられる。そこで、A970 アレルが自己免疫疾
患の危険因子になるかを明らかにするため、
今後、自己免疫疾患罹患や血中 DNase II 酵
素活性レベルと SNP G970A 分布の相関を検証
する必要がある。 
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