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研究成果の概要(和文)：血清 DNase I を一過性心筋虚血の“診断マーカー”として利用するため

の基礎的・臨床的研究を行い、以下の成果を得た。(1)従来の診断マーカーが利用できない不安

定狭心症や非 ST 上昇型心筋梗塞の急性期において血清 DNase I は高い診断率を示した。血清

DNase I は一過性心筋虚血を惹起するこれら疾患の胸痛発作後の有効な早期診断マーカーとな

ることが期待できる。（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）DNase I および I-like 3 遺伝子内の非同義置換型 SNP には酵素活性の消失

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 evaluate utilization of serum DNase I as a 
novel diagnostic biomarker of transient myocardial ischemia; (1) A high diagnostic efficacy of 
serum DNase I activity levels could be observed in the early phase, even in unstable pectoris or 
non-ST segment elevation myocardial infarction patients who did not show elevation of 
conventional cardiac biomarkers.  Thus, serum DNase I activity can be a useful biomarkers for the 
early diagnosis of these diseases inducing a transient myocardial ischemia after the onset of chest 
pain. (2) A transient elevation of the serum DNase I activity induced by a myocardial ischemia 
could in partial result from hypoxia-response of DNase I gene. (3) In non-synonymous SNPs of 
DNase I and I-like 3 genes, specific alleles producing an inactive/low activity-harboring enzyme 
were found. These alleles might be one of several factors involved in genetic predisposition to 
autoimmune diseases. 
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(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。さらに、典型的な心電図変化や生化
学的異常などを呈さない症例がしばしば経
験され、一過性心筋虚血を誘起する急性冠症
候群の早期診断を困難なものにしている。そ
こで、心筋マーカーの逸脱にまで至らない一
過性心筋虚血を鋭敏に検出しうる血液生化
学的診断マーカーが利用できれば、AMI のみ
ならず不安定狭心症(UAP)などの急性冠症候
群の早期診断を可能にするものと考えられ
る。しかし、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は知られて
いない。 

最近、報告者らは AMI 患者において発症
直後に血清 DNase I 活性の急激な上昇が見ら
れることを見出した。従来の心筋マーカーで
ある troponin T (cTnT)等に比して血清
DNase I 活性変動は発症後より早期に検出さ
れ、このような活性上昇は心不全、安定狭心
症、脳梗塞、急性膵炎、急性腎不全などでは
観察されなかった（Circulation 2004, 109, 
2400）。従って、血清 DNase I 活性変動は AMI
の急性期における新規な血液生化学的診断
マーカーになりうることが期待された。さら
に、一過性心筋虚血を惹起する経皮的冠動脈
形成術または冠攣縮誘発試験施行後血清
DNase I が有意に上昇することを報告した
(Eur. Heart J., 2005, 26, 2375; 2007, 28, 2992))。 

そこで、このような病態生理学的解析の成
果から、急性冠症候群によって誘起される一
過性心筋虚血を検出しうる急性期の血液生
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。 
①一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。 

②一過性心筋虚血に伴う血清 DNase I 活性
上昇機構を明らかにするため、低酸素ス
トレスへの DNase I 遺伝子発現応答を解
析する。 

③診断マーカーとして活用するには正常値
の遺伝的基盤が明らかにされなければな
らない。そこで、DNase I を含むヒト DNase 
family について、in vivo 活性に影響する可

能性のある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： UAP および非 ST 上昇型心筋梗
塞(NSTEMI)の検討 

胸痛発作後 24時間以内に来院した UAP ま
たは NSTEMI を疑われた患者のうち、冠動脈
造影、心電図検査等によって診断された患者
33 名を対象とした(UAP/NSTEMI 群)。さら
に、胸痛発作症候群患者 10 名を対照群とし
た(CPS 群)。両患者群の、年齢、性別、冠動
脈疾患危険因子等の臨床背景には有意差は
認められなかった。さらに、両患者群から胸
痛発作後 3時間以内、3～6時間以内、6時間
以降に来院したものをそれぞれ１群、２群、
３群と分類した。血清 DNase I 活性測定には、
来院直後、3、6，12，24 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。 
 

(2) 一過性心筋虚血による血清 DNase I 活性
上昇機構の解明：DNase I 遺伝子の低酸
素応答 

DNase I を産生する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、normoxia(正常酸素、21%O2)で培養し
た QGP-1 細胞と比較した。それらの細胞群に
ついて、single radial enzyme diffusion 法によっ
て DNase I 活性、real-time PCR 法によって
DNase I mRNA 量、promoter 活性などをそれ
ぞれ測定し。 
 
 (3) DNase I および DNase I-like 3（DNase 

1l3）遺伝子内における非同義置換型SNP
の解析 

DNase I および自己免疫疾患との関連が報
告されているヒト DNase family である DNase 
Il3 について、正常値に相当する in vivo 活性
に影響する非同義置換型 SNP に着目し、多集
団における SNP 分布および遺伝子型―活性
相関を解析した。 

それぞれの非同義置換型 SNP について、
mismatched PCR-RFLP 法などを用いた遺伝子
型判定法などを確立した。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）およびガーナ人（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 に対応するアミノ酸置換型酵素発現ベ
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。 
なお、(2)および（3）の研究にはそれぞれ

群馬大学医学系大学院小湊慶彦教授、島根大
学医学部竹下治男教授と藤原純子博士から
多大なる支援を頂いた。 

 
 
４．研究成果 
(1) 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： UAP および NSTEMI の検討 

今回、早期診断マーカーとして有用なもの
が知られていない UAP および NSTEMI に着目
した。両疾患では一過性心筋虚血が惹起され、
従前の研究成果から鑑み、血清 DNase I が有
効な診断マーカーとなることが期待された。 
初めに、患者の血清 DNase I 活性の経時的

変動を精査したところ、殆どの UAP/NSTEMI
群では胸痛発作後６時間以内に活性レベル
のピークを有す一過的な活性上昇が観察さ
れた。このような活性変動は AMI 患者に観察
されたものと同様であった。他方、CPS 群に
はこのような活性変動は見られなかった。来
院時の活性レベルは UAP/NSTEMI 群で 16.0±
9.5 U/L であり、CPS 群(9.5±2.5 U/L)に比
べ有意に高値であった。特に、UAP/NSTEMI１
群(19.3±11.2 U/L)は CPS 群(8.4±1.5) に
比べ有意に高値であったが、２群および３群
では CPS 群との間に血清 DNase I 活性の有意
差は認められなかった。従前の研究から、一
過性心筋虚血を検出するには活性レベルの
変動に比べ活性の変動率（来院時に対する 3
時間後の活性レベルの変動）が鋭敏であるこ
とを明らかにした。そこで、両患者群の活性
変動率を算出すると、UAP/NSTEMI 群において
来院 3時間後での血清 DNase I 活性の変動率
の中央値は 18.1%(25th and 75th percentile；
9.7 and 36.0%)であった。他方、CPS 群では
有意な変動は認められなかった。そこで、 
DNase I 活性の個人内変動等に基づき算定し
たカットオフ値を考慮し、活性レベルの上昇、
変動率、および両指標によって UAP/NSTEMI
と診断されたものの割合（診断率）を求めた
（表１）。 

 
表１血清 DNase I 活性による UAP および

NSTEMI の診断率 1)（％） 
 
 １群 ２群 ３群 
 
活性上昇：陽性 47 30 25 
変動率：陽性 67 60 50 
活性上昇＋ 
変動率：陽性 80 70 50 
1)カットオフ値よりも高値を示した患者を陽性と判定

した。診断率は患者群のうち陽性を示した患者の割合

(%)で示した。 

これらの結果に基づき、血清 DNase I 活性に
よる UAP/NSTEMI 診断の感度、特異性、
positive predictive value (PPV)、negative 
predictive value(NPV)をそれぞれ求めたと
ころ、１群では 80%、80%、92%、67％、２群
では 70%、100%、100%、50％、３群では 50%、
100%、100%、33％であった。 
次に、血清 DNase I の診断率を従来から活

用されている生化学的診断マーカーである
C-TnT、creatine kinase MB isoenzyme 
(CK-MB)と比較した（表２）。特に、c-TnT  
 

表２UAP/NSTEMI 群における血清 DNase I、
c-TnT、CK-MB による診断率の比較 

  
 DNase I c-TnT CK-MB 
 
感度(%) 80 45 20 
特異性(%) 80 100 100 
PPV(%) 92 100  100  
NPV(%) 67 38  29 

 
または CK-MBの上昇が見られない１群および
２群において、89％の患者が血清 DNase I で
陽性となった；c-TnT および CK-MB 陰性
UAP/NSTEMI の血清 DNase I による診断の感度、
特異性、PPV、NPV はそれぞれ 89%、88%、89%、
88%であった。以上の結果より、胸痛発作後
３時間以内に来院した UAP/NSTEMI 患者の診
断には従来の c-TnT および CK-MB に比べ、感
度、特異性等から鑑みて、血清 DNase I は有
効な血液生化学的マーカーであることが明
らかとなった 
一過性心筋虚血を惹起する経皮的冠動脈

形成術施行患者、また心筋障害を起こさず心
筋虚血を惹起しうる冠攣縮誘発試験におい
て、血清 DNase I 活性の一過性の上昇を示し
たことから、DNase I 活性の上昇が一過性心
筋虚血によって引き起こされたものと考え
られた。本研究において、同様に一過性心筋
虚血を惹起する UAP および NSTEMI において
も血清 DNase I 活性は一過的な変動を示すこ
とが明らかとなった。特に、c-TnT や CK-MB
が上昇しない発症後早期において、血清
DNase I は優れた診断率を示した。従って、
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、非 ST 上昇型心筋梗塞を含
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) 一過性心筋虚血による血清 DNase I 活性

上昇機構の解明：DNase I 遺伝子の低酸
素応答 

一過性心筋虚血に伴い血清 DNase I 活性
上昇が惹起される機構の解明は特異的な診
断方法を確立する基盤となる。従前の研究で、



 

 

DNASE1 遺伝子のプロモーター領域に転写因
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)。そ
こで、一過性心筋虚血を局所の虚血と考え、
これらの知見に基づき、DNASE1 遺伝子発現
の低酸素応答を精査した。 

培養細胞 QGP-1 を hypoxia に 24 時間暴露
すると、細胞内外における DNase I 活性は
normoxia に比して約 2倍増加した。さらに、
転写産物量はnormoxiaに比して約15倍増加
した。また、promoter 活性を比較すると、
normoxia に比して約 2.5 倍の promoter 活性
の増加が認められた。なお、Sp1 結合部位に
変異を入れたレポーターベクターを用い解
析したところ、低酸素応答による promoter
活性増加には転写因子 Sp1 結合部位が必要
であった。従って、低酸素応答により転写因
子 Sp1 が関与し DNASE1 遺伝子の転写が促進
され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、
一過性心筋虚血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
低酸素応答が誘導され、DNASE1 遺伝子発現
の促進の結果血中 DNase I 活性レベルが一過
的に上昇したものと考えられた。現在、心筋
細胞等にも同様な DNASE1 遺伝子の低酸素応
答が見られるか検討している。 
 

 
(3) DNase I および DNase 1l3 遺伝子内にお

ける非同義置換型 SNP の解析 
① DNase I 遺伝子の SNP 解析 

近年、全身性エリテマトーデス (SLE) な
どの自己免疫疾患の疾患感受性遺伝子とし
て DNase I 遺伝子が注目され、自己免疫疾
患患者の血清 DNase I 活性が低値であるこ
とや null 型アレルが存在することが見出さ
れた。活性変動を誘起する可能性のある非同
義置換型SNP/変異部位計28座位がDNase I
遺伝子に座位しているが、正常値との関連、
病態と酵素活性レベルとを直接関係づける
遺伝的背景はまだ明らかになっていない。 

DNase I遺伝子内 SNPの遺伝子型判定法
の開発：DNase I 遺伝子内全 SNP/変異部位
（計 28 座位）の遺伝子型判定を行うための、
ハイスループットな multiplex single base 
extension法およびmismatched PCR-RFLP
法を確立した。前者は NCBI SNP 
databaseに登録された 12座位の非同義置換
型 SNP の同時遺伝子型判定法であり、解析
目的に応じて両方法を選択できる。 

多集団における全 SNP の遺伝子型分布：
アジア人、アフリカ黒人、白人など 15 集団、
について、前項の判定法によって全てのSNP
の遺伝子型分布を解析した。非同義置換型

SNP12 座位のうち、Q222R はすべての集団
で多型性を示し、その頻度分布には明らかな
人種特性が認められた。R-21S と G105R は
アフリカ人集団で、Y95S は白人集団でのみ
多型性を示した。同義置換型 SNPL186L は
アフリカ黒人集団と白人集団で多型性を示
した。 

各 SNP に相当するアミノ酸置換の酵素活
性レベルへの影響の精査；遺伝子型―活性相
関：wild-type の活性と比較すると、非同義
置換型 SNP12 座位のうち、Q38H、R85G、
C209Y、Q222R、A224P において DNase I
活性の有意な低下が、他方 R-21S、G105R、
P132A、P197S は有意な上昇が認められた。
特に、R85G は活性が消失し、さらに Q222R
では活性が約半分に減弱した。 
以上の結果から、活性変動を惹起する非同

義置換型 SNP/変異型の多くは多型性を示さ
ず、広く多型性を示す Q222R、およびアフ
リカ人集団でのみ多型性が見られる R-21S
と G105R において、遺伝子型―in vivo 活性
レベル相関があるものと考えられた。さらに、
SLE 患者に見られる null 型と同様に、R85G
では活性が消失し、SLE などの危険因子とな
るものと考えられた。このように、多型性を
示す SNP には遺伝子型―in vivo 活性（正常
値）相関を示すものもあり、血清 DNase I
を臨床的に応用する場合配慮しなければな
らないことが明らかとなった。 
 
② DNase 1l3 遺伝子の SNP 解析 
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。in vivo 活性に
関連する可能性のある非同義置換型 SNP 全 5
座位が DNase 1l3 遺伝子に座位する。そこで、
多集団における SNP分布及び遺伝子型―活性
相関を解析した。 

DNase 1l3 遺伝子内 SNP の遺伝子型判定
法の開発：DNase 1l3 遺伝子内全 SNP/変異
部位の遺伝子型判定を行うため mismatched 
PCR-RFLP 法を確立した。 

多集団における全 SNP の遺伝子型分布： 
今回調査した SNP について、コーカソイド集
団（トルコ人、ドイツ人及びメキシコ人）の
み R206C に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。他方、アジア人お
よびアフリカ人集団では R206Cに多型性は見
られなかった。さらに、残りの４座位 G82R、
K96N、I243M には調査したすべての集団で多
型性は認められなかった。 

各 SNP に相当するアミノ酸置換の酵素活
性レベルへの影響の精査；遺伝子型―活性相
関：非同義置換型 SNP5 座位のうち、G82R
の活性は wild-type に比べ約 30％に低下し、
さらに R206C では殆ど活性を検出できなか
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 SLE 発症に関与すること
が示唆され、DNase Il3 の血中レベル低下は
自己免疫疾患発症の要因となると考えられ
ている。以上の結果より、DNase Il3 の非同
義置換型 SNP においてコーカソイド特異的
minor allele の遺伝子産物は低活性型 DNase 
Il3 酵素を産生することを明らかにした。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、R206C が自己免疫疾
患の危険因子になるものと考えられた。最近、
SLE 患者より R206C の minor allele のホモ接
合体が見出された。 
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