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研究成果の概要（和文）：血管外科手術施行時は術者の経験と肉眼所見で「健常性」を判断している。しかし、
動脈硬化や変性のある動脈に対する適切な客観性のある「健常性」の定義が必要である。特定の酵素に対して反
応するアミノペプチダーゼと蛍光を組み合わせたプローブを用い、動脈組織中の酵素活性を調べた。健常と考え
られる大動脈壁と拡張し破裂に危機に瀕している大動脈瘤壁を採取し、それぞれに300種類以上のプローブ中か
ら反応性の違いを検出した。そして、二次元電気泳動であるDiced Electrophoresis Gel (DEG) 法を用い「健
常」と考えられる動脈壁に認められる酵素の同定をおこなった。

研究成果の概要（英文）：At performing vascular surgery, “healthiness" in vasculature is determined 
by the surgeon's experience and gross findings. However, an appropriate and objective definition of
 "healthiness" for arteries with atherosclerosis or degeneration is needed. We examined enzyme 
activity in arterial tissue using a probe that combines fluorescence and aminopeptidase, which 
reacts to specific enzymes. Aortic walls that were considered healthy and aortic aneurysm walls that
 were dilated and in danger of rupturing were collected. Differences in reactivity were detected in 
each among more than 300 different probes. The Diced Electrophoresis Gel (DEG) method, a 
two-dimensional electrophoresis technique, was then used to identify the enzymes found in the “
healthy" arterial wall.

研究分野： 血管外科学　生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で用いたプローブは、組織に噴霧するだけで短時間で酵素を特異的に検出できる画期的な技術である。時
間的に制限のある手術や処置においても充分対応可能と考えられる。血管の健常性を担保する酵素の同定は学問
的に動脈硬化、変性、加齢などの学術的研究に寄与するだけでなく、適切な手術術式の選択に寄与する可能性が
高く、その社会的意義は高い。

※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、研究者個人に帰属します。
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1．研究開始当初の背景 
動脈硬化は全身性疾患であり、画像診断上あるいは術中の触診上一見硬化性変化が乏しい病変
であっても実際は硬化性変化を認めることは多い。血行再建を行う血管外科手術において「健常」
部に対し血管吻合操作を行うべく「健常部」を判断するが、術者の主観によらない「健常」の定
義は現時点では困難である。その理由は生化学に立脚した客観的評価基準がないためである。本
研究では特異的な酵素活性により緑色蛍光発光を得るアミノペプチダーゼ反応 (HMRG; 
Hydroxymethyl Rhodamine Green)プローブに注目し動脈壁の性状による酵素反応に注目し血
管性状と関連する生化学的性質の検討を行った。 
 
2．研究の目的 
動脈硬化などの病的血管といわゆる「健常部」で酵素活性に対する反応性の異なるプローブの同
定することにより、客観的な診断基準の確立を目指す。また、プローブに反応するターゲット酵
素を同定する。この結果より、動脈疾患の学術的探査に寄与するとともに、このプローブを術中
に使用するなどの臨床応用を目指すことを目的とする。 
 
3．研究の方法 
1) 臨床動脈サンプル収集  
解析に供する血管切片の収集を行った。あくまで手術治療で切除された病変を対象とし、本研究
のためだけの追加切除は施行していない。 
 
2)動脈壁と反応するプローブ選択 
(1) In vitro スクリーニング  
大量のプローブから反応するプローブを選択するため、第一に 3 症例で採取された非拡張部動
脈壁の内膜層をホモジナイズすることで得られた上清を 383 種類のプローブと混和し蛍光強度
を測定した。蛍光検出器 Envision®により 1時間での蛍光強度変化を指標とした。 
(2) Ex vivo スクリーニング  
次の段階として、ターゲット酵素の局在やプローベの膜透過性の影響を考慮し、血管壁のままで
蛍光反応が得られるプローブ選択に移った。前段階で絞りこんだプローブを単一の標本にアプ
ライし蛍光反応を評価した。方法として候補である 20 種類のプローベを針の先端に充填させた
スタンプを作成した。非拡張部血管壁の内腔側面よりスタンプを押しプローブを圧着させるこ
とにより反応させ、蛍光強度評価機器蛍光強度 Maestro®により蛍光強度を測定した。 
 
3）動脈壁における in situ イメージング  
大動脈瘤壁及び非拡張部動脈壁に対して、前段階で絞り込みされた 3 種類のプローブ浸漬ゲル
を血管壁内腔側より適応し、Maestro®で蛍光強度を評価した。 
 
4)ターゲット酵素の同定と動脈壁における発現  
(1) 二方向電気泳動法（Diced Electrophoresis Gel; DEG）法で分離を行い、質量分析法
でターゲット酵素を同定した。 
(2) ターゲット酵素の動脈壁における発現の確認検討  
免疫染色法やウェスタンブロットを用いて行った。 
 
4. 研究成果 
1) 臨床動脈サンプル収集  
開腹大動脈瘤切除術における瘤壁と非拡張部動脈壁を本研究に用いることとし、以下の検討に
供した。標本は-80 度のフリーザーに匿名化の上凍結保存した。 
2) 動脈壁と反応するプローブ選択 
(1) In vitro スクリーニング  
3 症例で採取された非拡張部動脈壁の内膜層をホモジナイズすることで得られた上清をプロー
ブと混和し蛍光強度を測定した。測定開始後 1 時間のタイミングでの蛍光強度変化を指標とし
て 20 種類のプローブへ絞り込みを行った。 
 
(2) Ex vivo スクリーニング  
より反応の高い蛍光強度の高いプローブを 20 種類から 3種類まで絞り込みを行った。 
3) 動脈壁における in situ イメージング  
3 種類の HMRG プローブ全てにおいて瘤壁よりも非拡張部動脈で強い蛍光反応を示した。（図 1）
その中で最も蛍光強度において Cut off 値が高く、感度/特異度が優れているプローブを最も効
果的と判断した。このプローブは HMRG 基に methionine を付加したものである。 
 



  

図1 イメージングの実際及び蛍光強度の経時的変(赤線；非拡張部位、青線；瘤壁) 
 
4) ターゲット酵素の同定と動脈壁における発現  
(1) ターゲット酵素の同定 
絞り込んだ methionine― HMRG プローブのターゲット酵素を同定する目的で Diced 
Electrophoresis Gel 法（DEG 法）を施行した。非拡張部動脈壁では Spot が 3つ確認された。一
方、動脈瘤壁では Spot は２個のみであり、いわゆる Spot.3（図 2）が非拡張部（「県上部に近い
と考えられる」）動脈壁に特異的である可能性が示唆された。同 Spot3 は質量分析法にて
Puromycin sensitive aminopeptidase と Bleomycin hydrolase である可能性が示唆された。 
 

 
図 2 DEG 法による SPOT 発現 
 
(2) 動脈壁における酵素発現 
動脈壁において、Puromycin sensitive aminopeptidase と Bleomycin hydrolase がウエスタン
ブロッティング法で発現を認めた。Activity を測定計測したところ、Puromycin sensitive 
aminopeptidase とより強い相関があると考えられた。 
免疫染色では Puromycin sensitive aminopeptidase は吻合部動脈壁の内膜において瘤壁と比較
し発現を認めた。一方、Bleomycin hydrolase は吻合部動脈内膜側における有意な発現は認めな
かった。 
 
以上の結果により、methionine-HMRG のターゲット酵素としては Puromycin sensitive 
aminopeptidase の可能性が最も強いと考えられる。この明らかとなった生物学的性質を基盤と、
このプローブの蛍光強度の差を利用することで、血管性状を客観的に評価出来る可能性がある
と考えられた。 
今後は、Methionine-HMRG を使用した動脈瘤手術における術中評価を目指した動脈壁診断システ
ムの開発に加え、診断用薬剤としての創薬も念頭にした展開が考えられる。 
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