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研究成果の概要（和文）： 

これまでに、血清中のDNase I 活性値の上昇が、急性心筋梗塞(AMI)の特異的診断マーカーにな

り得ることを報告している。 しかし、従来のSingle Radial Enzyme Diffusion (SRED) 法は判

定に長時間を要するため、短時間でDNase I 蛋白量を測定するELISA法を開発し、AMIの早期診断

に有用であることが確認された。AMI発作時の血清DNase I 上昇機構を解明するため、QGP-1培養

細胞を用いて、DNase I遺伝子の発現調節の検討を行った。法医領域では、ELISA法がAMIの鑑別

診断に応用できるか検討した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
DNase I activity was reported to increase in the early phase after onset of acute 
myocardial infarction (AMI). Up to now, DNase I activity has been quantified by the single 
radial enzyme diffusion (SRED) method, which requires a long incubation time. We have 
developed a faster and sensitive ELISA capable of measuring DNase I protein concentrations. 
A significant correlation was observed between DNase I concentration and enzyme activity. 
The average of serum DNase I in AMI patients within 0–12 h after chest pain was 
significantly higher than that in healthy individuals. Usefulness of this method in early 
diagnosis of AMI has been confirmed. To elucidate the mechanism for the elevation of serum 
DNase I activity induced by ischemia during AMI, we examined regulatory mechanism of 
hypoxia-induced DNase I gene expression in QGP-1 cells. 
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１．研究開始当初の背景 

社会の老齢化に伴い、心筋梗塞などの虚血
性心疾患が死因となる事例が増加している。

解剖時に病理学的な心筋の梗塞所見が無い
場合は、心筋梗塞の鑑別診断が困難な場合が
多い。そこで、法医解剖時に、簡単な血液検



査によって AMI鑑別診断がおこなえる方法が
開発・実用化されることが、切望される。既
に我々の研究グループは、AMI 患者血清中の
DNase I 活性が発症から 2, 3 時間後に平常
時の 2～3倍上昇し、およそ 12 時間後に平常
時の活性値に戻ることを見出した。この
DNase I 活性の一過性上昇は心筋梗塞に特異
的であった。従って、DNase I 酵素は、従来
の心筋梗塞(AMI)確定診断に活用されている
troponin T(TnT)や CK-MB に比べ、心筋梗塞
発症後早期に上昇するため、早期診断のため
の血液生化学診断マーカーになりうる事が
期待された。一方、経皮的冠動脈インターベ
ンション（PCI）前後の血清 DNase I 活性変
動パターンは、心筋梗塞のパターンに類似し
ており、低酸素状態が血清 DNase I を動員す
る可能性が考えられた。その後、膵臓由来の
培養細胞 QGP-1 を低酸素下で培養すると、培
養液や培養細胞中の DNase I 活性が上昇する
ことを発見し、心筋梗塞発作時の DNase I 活
性上昇現象は、おそらく AMI 発症に伴い、
DNase I を多く分布する、消化管への血流量
の低下により、DNase I 産生細胞が低酸素状
態に陥ることで、DNase I 遺伝子の発現が増
強されたことによるのではないかと推測さ
れた。更に、DNase I 遺伝子の発現について
検討した結果、低酸素暴露により転写が増強
されること、その転写調節に Sp1 転写因子が
関与している事を明らかにした。ひき続き
AMI 発症時の DNase I 酵素の発現機序を解明
することによって、これを基盤とした、高感
度・迅速・簡便な方法を開発することに繋が
る。また最近、DNase I 酵素活性が AMI 発症
後左室リモデリングに伴う左室肥大の予測
マーカーに活用出来る事も見出した。このよ
うに、DNase I 酵素が、急性期の AMI 診断マ
ーカーとして、法医解剖時の鑑別診断マーカ
ーとして、活用出来ることを期待し、この研
究に着手した。 

 
２．研究の目的 
1）DNase I 酵素活性は、現在 SRED 法により
測定しているが、最近我々は、サンドイッチ
ELISA 法を用いて血清 DNase I 酵素蛋白量を
定量する方法を開発し、SRED 法で測定した
活性値と相関関係があることを見出した。ま
たこの方法を用いて、AMI 患者の発症からの
経時的変化を測定したところ、血清中の
DNase I 酵素蛋白量も発症後に一過性の上昇
を示すことが認められた。さらに多数の AMI
患者の血清DNase I酵素蛋白量や酵素活性を
経時的に測定し、DNase I 酵素が心筋梗塞の
診断マーカーとして、有用なものである事を
確実にする。 
2）培養細胞を用いた実験系を利用し、心筋
梗塞発作時の血清 DNase I の動員機構を解
明する。 

3）心筋梗塞が死因とみられる法医解剖にお
いて、血清中の DNase I 酵素蛋白量や酵素
活性値を測定し、DNase I が診断マーカーに
利用できるかを検討する。 
 
３．研究の方法 
1) サンドイッチ ELISA 法による AMI 早期診
断マーカーへの検討： 
ヒト DNase I に対する抗体は自家製で、一

次抗体にはウサギ抗ヒトDNase Iポリクロー
ナル抗体、二次抗体にはビオチン標識したマ
ウス抗ヒトDNase Iモノクローナル抗体を用
いた。DNase I 酵素の検出は、HRP-labelled 
ABC 試薬を用いて、比色測定した。標準の
DNase I 標品は、COS-7 細胞に発現させた
recombinant DNase I の精製品を使用した。
ELISA 法によって得られた蛋白量の結果と、
SRED 法により得られた酵素活性の結果との
相関関係を調べ、ELISA 法の AMI 早期診断マ
ーカーとしての有用性を検討した。今回実験
に用いた健常人及び心筋梗塞患者の血清は、
各病院の倫理委員会の承認を経て、サンプル
の提供を受けたものである。 
2）DNase I 活性上昇の機構解明： 
①AMI発症時、DNase I酵素活性が上昇する原
因を探るため、DNase I酵素蛋白を産生・分
泌するヒト膵臓癌由来培養細胞QGP-1 を用い
て、in vitroでの遺伝子発現機構の検討を行
った。既に、QGP-1 細胞を用いた実験系では、
低酸素暴露(2%O2)の条件下で、DNase I活性が
上昇することを見出したが、DNase I遺伝子
発現を導く転写活性のメカニズムは未解明
である。今回、シグナル伝達経路を阻害する
各種阻害剤をQGP-1 細胞に添加し、培養液中
のDNase I酵素活性の測定を行って、活性の
阻害をもたらす試薬の種類から、シグナル伝
達経路を推測した。 
②QGP-1 細胞の培養液中に各種試薬類を添加
し、更に培養条件を変化させて、培養液や細
胞中の酵素活性の変動を測定した。 
③膵臓由来の QGP-1 細胞以外で、DNase I 酵
素を分泌する培養細胞を検索した。 
3)法医学領域への応用： 
法医解剖のご遺体から、血液型の検査や乱用
薬物スクリーニング検査のために採取した、
血液や尿を利用して、DNase I 酵素活性を
SRED法とサンドイッチELISA法を用いて酵素
の蛋白量を測定する。死因の確定診断後、心
筋梗塞による死亡例の血清中に、高値の
DNase I が証明出来るか否かを検討する。 
 
４．研究成果 
1）サンドイッチELISA法によるAMI早期診断マ
ーカーへの検討： 
これまで、DNase I 酵素はSRED法により活性
を測定しているが、判定までに長時間を要す
る。そこで、今後臨床診断に応用するため、



より短時間に血清中のDNase I 蛋白量を測定
するサンドイッチELISA法を開発し、酵素活性
法と比較検討した。その結果、サンドイッチ
ELISA法による精度は、SRED法とほぼ同程度で
あり、DNase I 蛋白量は、SRED法で測定した
活性値と強い相関関係が認められ、測定時間
も3時間以内に短縮出来た。ELISA法を用いて
AMI患者の血清DNase I 酵素蛋白量を経時的
に測定すると、胸痛発症後0-12時間以内の
DNase I 蛋白量は、健常人に比較して有意に
高い値が得られた。 更に、13-24時間後、25-48
時間後の経時的変化を測定すると、蛋白量は
発症後の経過時間とともに減少している事が
確認され、活性と同様に、一過性に上昇して
いることが確認された。以上のことから、サ
ンドイッチELISA法を用いることにより、
DNase Iを用いた急性心筋梗塞の迅速な診断
が可能であることが確認された。また、急性
心筋梗塞におけるDNase I活性値の増加は、酵
素量の低下やG-actinなどの内因性阻害物質
の低下によるものではなく、蛋白量の増加に
よるものであることが分かった。 
2）DNase I活性上昇の機構解明： 

QGP-1細胞における低酸素状態でのDNase I
の活性上昇のメカニズムを解明するため、シ
グナル伝達経路について調べた。 PI3Kの阻害
剤であるLY294002やMEK1 & 2 の阻害剤である
U0126をQGP-1細胞に作用させると、低酸素状
態でいずれもDNase I 活性が低下する事から
、低酸素状態におけるDNase I活性の上昇には
、PI3K-AktやMAPKのシグナル伝達系路が関与
している可能性が示唆された。QGP-1培養細胞
を用いて、低酸素の他にもDNase I活性の上昇
を誘導する物質を検索した。Lactate、Glucose
、Vitamin D、Insulin、CoCl3、NaN3を添加し
、normoxiaと低酸素状態でのDNase I活性を測
定したが、いずれも活性の上昇は認められな
かった。また、培養液のpH変化でも活性の上
昇は認められなかった。また、QGP-1細胞以外
にもDNase Iを発現する細胞を検索するため、
繊維芽細胞、正常ヒト皮膚由来微小血管内皮
細胞や冠状動脈血管内皮細胞などの培養細胞
を用いて、normoxiaおよび低酸素状態でDNase 
I活性レベルを測定したが、いずれも上昇は認
められなかった。 
3) 法医学領域への応用： 
心筋梗塞、虚血性心疾患、窒息、失血等の死
因が確定されたご遺体の血清を用いて、
DNase I 酵素蛋白量を測定したところ、活性
値とほぼ相関していた。しかしながら、心筋
梗塞による死亡例の中には血清 DNase I 酵素
活性や蛋白量の低いものもあり、特異性が認
められなかった。今後は、更に例数を増やす
ことや、ELISA 測定法に影響を及ぼす他の要
因についても考慮・検討し、AMI 鑑別診断に
用いられるよう改良してゆきたい。 
4）以前、DNase I 遺伝子 Gln222Arg 多型にお

ける対立遺伝子 DNASE1*2 が心筋梗塞発症の
遺伝的危険因子である事を確認しており、今
後は AMI の疾患感受性遺伝因子としての
DNase I 遺伝子の関与についても検討を進め
てゆきたい。 
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