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研究成果の概要（和文）：大動脈瘤患者血清を用いてのテネイシン X（TNX）の酵素免疫測定

（ELISA）法の開発と、血管疾患の病変組織及び患者血清の網羅的発現差異プロテオミクス解析

を行った。その結果、近傍正常組織と比較して石灰化大動脈弁（CAV）組織において、TNXが最

も発現減少する蛋白質であることが明らかとなった。また、近傍正常組織に比べての腹部大動

脈瘤（AAA）組織や胸部大動脈瘤（TAA）組織における各蛋白質の発現差異蛋白質の解析により、

AAA病変組織と TAA病変組織の両方において発現変動蛋白質として同定された 121 個の蛋白質

の内、テネイシン C（TNC）を含む 58個の蛋白質の発現パターンが AAA病変組織と TAA病変組

織間で有意に異なることが明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）： We developed ELISA system for measurement of serum tenascin-X 
(TNX) concentration and performed proteomic analysis of vascular lesion tissues and sera 
in patients with vascular diseases. In calcified aortic valve (CAV) tissues, TNX showed 
the greatest decrease in expression compared to normal adjacent tissues. Furthermore, 
fifty-eight proteins including tenascin-C (TNC) in which expression patterns were 
distinct between abdominal aortic aneurysm (AAA) and thoracic aortic aneurysms (TAA) 
were found among 121 differentially expressed proteins identified in both of AAA and 
TAA compared to normal adjacent tissues. 
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１．研究開始当初の背景 
 生活習慣の欧米化や高齢化により、大動脈
等における動脈瘤や石灰化などの血管疾患

や心臓弁膜症等の心疾患は急速に増加し
つつある。そのため、分子レベルでその発
症機構を理解し、さらには得られた知見を
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基にした治療法の開発が必要となっている。 
 我々は、細胞外マトリックス（ECM）・テ
ネイシン（TN）ファミリー（テネイシン C（TNC）、
テネイシン R（TNR）、テネイシン X（TNX）、
テネイシン W（TNW））に属するメンバーであ
る TNX を同定して以来（Matsumoto et al., 
Genomics 12, 485-491, 1992; Matsumoto et 
al., J. Cell Biol. 125, 483-493, 1994）、
TNX の機能の解明を目指し、in vivo 系と in 
vitro 系の両面から解析を行ってきた。TNX
は血管内皮増殖因子 VEGF-Bと結合し、TNXと
VEGF-B の共存下では、VEGF-B のみの存在下
に比べ、血管内皮細胞の増殖を促進させるこ
とが明らかとなり、TNX は血管形成に関与す
る TN ファミリーメンバーであることが示唆
された（Ikuta et al.,Genes Cells 5, 913-928, 
2000）。また、他のグループにより、TNX が
腹部大動脈瘤患者の血清で高値を示す事も
示された（Zweers et al., Circulation 113, 
1702-1707, 2006）。一方、TNC はアテローム
性動脈硬化の粥状隆起部（Wallner et al., 
Circulation 99, 1284-1289, 1999）、上行大
動脈瘤（ Majumdar et al., Cardiovasc. 
Pathol. 16, 144-150, 2007）、血管石灰化を
伴っての大動脈弁狭窄部（Jian et al., Am. 
J. Pathol. 150, 1349-1360, 1997）等にお
ける高い発現が報告された。 
 
 
２．研究の目的 
 TNファミリーは、血管疾患の病態の進行に
深く関与していることが推測されてきた。し
かしながら、TNファミリーの血管疾患におけ
る包括的な分子レベルでの作用機序の解明
はまだ為されていなかった。本研究において
は、TNファミリーが深く関わっていることが
推測される血管疾患の分子レベルでの全体
像を明らかにするために、プロテオミクス解
析により、TNファミリー（特に TNXと TNC）
と発現相関する蛋白質の同定と解析を、患者
病変血管組織や患者血清を用いて包括的に
行なった。 
 また、各血管疾患患者の血清を用いて、TN
ファミリーの発現量と血管疾患の病態との
関連を調べることを目的として、TNファミリ
ー（特に TNX）の血中濃度測定のための酵素
免疫測定（ELISA）系の開発を行なった。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）血清 TNXの濃度測定のための、サンド
イッチ ELISA法の確立（Satoh et al., Biol. 
Pharm. Bull. 33, 1898-1902, 2010） 
 
①ヒト血清 TNXを検出できる 2種類の抗体の
作製とその精製 

 ヒト TNX のフィブロネクチンタイプ III
様（FNIII）配列の 2ヶ所（第 30番目の FNIII
配列と第 31番目の FNIII配列）の cDNA領
域をクローニングし、その領域の組換え体
蛋白質（hu30 蛋白質と hu31 蛋白質）を得
た。また、サンドイッチ ELISA測定時の標
準物質として使用する hu30-31蛋白質を同
様に精製した。次に、精製した hu30 蛋白
質と hu31 蛋白質をウサギに免疫し、ヒト
血中 TNXに特異性の高い抗血清を得、抗原
アフィニティークロマトグラフィーによ
り 2種類の TNX抗体（捕捉用 -hu30抗体
と検出用 -hu31抗体）を精製した。 
 
②サンドイッチ ELISA法 
 捕捉用 TNX抗体（ -hu30）を 96-ウエル・
マイクロタイタープレートに固相化を行
い、その後そのプレートを Tween 20を含
む PBSにより（PBST）洗浄後、ウシアルブ
ミン（BSA）により各プレートのブロッキ
ングを行った。その後、PBSTで洗浄後、血
管疾患患者の血清（5倍希釈液）を各ウエ
ルに添加し、室温で各ウエルに固相化され
た -hu30抗体と 1.5時間反応させた。そ
の後、各ウエルを良く洗浄後、ペルオキシ
ダーゼ（HRP）標識した検出用 TNX抗体
（ -hu31抗体）を添加し、1.5時間反応
させた。そして、各ウエルを良く洗浄後、
HRP発色基質である
tetramethyl-benzidene液を添加し、3分
間の反応を行った。その後、450 nmにより
吸光度の測定を行いヒト血中 TNX濃度の測
定を行った。 
 
（2）発現差異プロテオミクス解析 
 
①血管疾患病変組織の近傍正常組織と比
較してのプロテオミクス解析（Matsumoto 
et al., Int. J. Mol. Med. 30, 417-429, 
2012; Matsumoto et al., Connect. Tissue 
Res. 53, 460-468, 2012） 
 血管疾患[腹部大動脈瘤(AAA)・胸部大動
脈瘤（TAA）組織、石灰化腹部大動脈瘤
（CAA）・胸部大動脈瘤（CTA）組織、石灰
化大動脈弁組織（CAV）等]の病変組織とそ
の近傍正常組織より、蛋白質を抽出した。
各々の蛋白質を、変性、還元、アルキル化、
トリプシン消化後、各々異なる isobaric 
tag for relative and absolute 
quantitation（iTRAQ）試薬により標識を
行い、標識された各々のサンプルを混ぜ、
過剰量の iTRAQの除去とペプチドの分画の
ために、陽イオン交換クロマトグラフィー
を行い、6分画に分けた。次に、各分画を
ナノ液体クロマトグラフィー（NanoLC）に
より 171分画に分け、 matrix-assisted 
laser desorption ionization（MALDI）用



 

 

マトリックス溶液である
-cyano-4-hydroxycinnamic acid（ -CHCA）

と混ぜながら、直接、MALDI-飛行時間型質量
分析計 [MALDI-time of flight（TOF）/TOF ] 
のプレートに滴下した。次に、MALDI-TOF/TOF
質量分析計で mass spectrometry（MS）解析
を、そして続いて MS/MS解析を行った。その
MS/MS解析結果に基づき、ProteinPilotソフ
トウエアを用いて発現変動蛋白質の同定を
行なった。 
 
②血管疾患患者の術前・術後血清を用いての
プロテオミクス解析（学術論文投稿中） 
 腹部大動脈瘤（AAA）患者 7名と胸部大動
脈瘤（TAA）患者 7名から、手術前（平均 7.1
日）と手術後（平均 9.3日）の臨床検査の残
余の血清を得た。また、コントロールとして、
ボランティアの健常人 4名の血清を、約 2週
間の間隔で得た。各血清より、血清中に多量
に存在するアルブミンや免疫グロブリン
（IgG）を、アルブミン・IgG除去スピンカラ
ムにより除去した。次に、各患者由来の術前、
術後サンプルを、変性、還元、アルキル化、
トリプシン消化後、各々異なる iTRAQ試薬に
より標識を行い、標識された各々のサンプル
を混ぜた。以下、先に述べた血管疾患病変組
織におけるプロテオミクス解析と同様の方
法で、術前血清中と術後血清中において、量
的変動のある蛋白質の同定を行った。さらに、
AAA患者、TAA患者の各々7名中 6名以上にお
いて共通に同定され、かつ各々の蛋白質の術
後／術前の iTRAQ比が 1.3倍以上または 0.77
倍未満の値を示す蛋白質を、有意な発現変動
蛋白質として同定した。さらに、AAA患者血
清と TAA患者血清において同定された発現変
動蛋白質の内、4名の健常人の血清の内 2名
以上の血清の 2時点の血清サンプルの比較に
おいて、その蛋白質の iTRAQ比が 1.3倍以上
または 0.77倍未満の変動値を示した場合は、
その蛋白質は健常人においても有意に発現
変動を示す蛋白質と見做し、それらの変動蛋
白質を除外した。さらに残った変動蛋白質の
内、患者グループと健常人グループで有意な
発現量の差が見られた蛋白質（p < 0.05）を
最終的に選んだ。 
 
 本研究で使用した全ての血管疾患の病変
組織サンプルや患者血清サンプル等は、共同
研究者の島根大学医学部循環器呼吸器外科
学講座・織田禎二教授より供与を受けた。尚、
本研究は、「テネイシンファミリー及び未同
定蛋白質の網羅的発現変動解析による循環
器疾患の病態解明と新規診断・治療法の開
発」（代表者：織田禎二教授；分担者：松本
健一）の課題名で、島根大学医学部・医の倫
理委員会から承認を受けた。 
 

 
４．研究成果 
（1）腹部大動脈瘤患者及び胸部大動脈瘤
患者血清における TNX 濃度の測定（Satoh 
et al., Biol. Pharm. Bull. 33, 1898-1902, 
2010） 
 開発した血清 TNX の濃度測定のための、
サンドイッチ ELISA法により、まず、健常
人血清を得（コントロール群）（N）、TNXの
血清濃度の測定を行ったところ、271.2±
7.2 ng/ml であった。それに対して、腹部
大動脈瘤（AAA）患者の血清 TNX 濃度は、
260.1±10.2 ng/mlで、胸部大動脈瘤（TAA）
患者血清の TNX濃度は、255.6±7.7 ng/ml
であった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. サンドイッチ ELISA 法による腹部大
動脈瘤患者及び胸部大動脈瘤患者血清中
の TNX濃度の測定 
N: コントロール血清 
TAA: 胸部大動脈瘤患者血清 
AAA: 腹部大動脈瘤患者血清 
 
 一方、AAA組織及び TAA組織から蛋白質
を抽出し、TNX の蛋白質レベルでの発現を
ウエスタンブロット解析により調べた。そ
の結果、正常血管組織に比べ TNXの発現は、
AAA及び TAAの組織において亢進している
ことが明らかとなった。以上のことより、
大動脈瘤患者の血清 TNX濃度は健常人のそ
れとほぼ同じ値を示すこと（図 1）とは異
なり、腹部・胸部大動脈瘤組織では、TNX
の高発現が見られることが明らかとなっ
た。以上のことより、大動脈瘤組織におけ
る TNXの発現亢進は、血中への TNXの漏出
を引き起こさないことが明らかとなった。 
 
（2）石灰化腹部・胸部大動脈瘤組織の発
現差異プロテオミクス解析（Matsumoto et 
al., Int. J. Mol. Med. 30, 417-429, 2012） 
 石灰化大動脈瘤の発症に関与する蛋白
質を包括的に明らかにするために、石灰化
腹部大動脈瘤（CAA）・胸部大動脈瘤（CTA）
組織を用いて、近傍の正常組織と比べ発現
変動を示す蛋白質の包括的な発現差異プ



 

 

ロテオミクス解析を行った。その結果、正常
組織と比べて、CAA組織においては 138個の、
また CTA組織においては 134個の発現差異蛋
白質を同定した。この中には、既に大動脈瘤
形成や血管石灰化に関与することが報告さ
れている I 型コラーゲン、マトリックス Gla
蛋白質、フィブリノーゲン , , 、フェ
チュイン A等が見出された。さらには、発現
変動を示す生化学経路（パスウエイ）を解析
したところ、CAA 組織においてはインテグリ
ンシグナル伝達経路等の蛋白質が、CTA 組織
においては血液凝固経路等の蛋白質が発現
増加していることが明らかとなった。一方、
CTA 組織においては、解糖系やサイトカイ
ン・ケモカインシグナル介在炎症経路等の蛋
白質が発現減少していることが明らかとな
った。 
 
（3）石灰化大動脈弁組織の発現差異プロテ
オミクス解析（Matsumoto et al., Connect. 
Tissue Res. 53, 460-468, 2012） 
 心臓の大動脈弁石灰化の分子機序を明ら
かにする目的で、石灰化大動脈弁（CAV）の
一部を用いて、近傍の正常大動脈弁組織に比
べ発現変動を示す蛋白質の網羅的な発現差
異プロテオミクス解析を行った。その結果、
発現差異が見られた 105個の蛋白質を同定し
た。その内、有為な発現差異が見られた 73
個の蛋白質を同定した。CAV 組織において最
も発現増加した蛋白質はフェチュイン A で、
最も発現減少した蛋白質は TNXであった。ま
た、パスウエイ解析により、血液凝固経路等
の蛋白質の発現増加が、一方インテグリンシ
グナル伝達経路等の蛋白質の発現減少が明
らかとなった。また、興味深いことに I型コ
ラーゲン、VI型コラーゲン、デコリン、フィ
ブロモジュリン等のコラーゲン線維形成調
節蛋白質の発現減少も明らかとなった。さら
に、コラーゲン線維形成調節蛋白質の発現減
少は、プロテオミクス解析には用いなかった
他の大動脈弁石灰化患者由来の CAV組織を用
いたウエスタンブロット解析においても確
認された（図 2）。コラーゲンを始めとする多
くの ECMの発現減少が明らかとなり、石灰化
大動脈弁組織での大規模な ECMの破壊が示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2.正常近傍大動脈弁組織（NV）と石灰化
大動脈弁組織（CAV）から抽出した蛋白質
を用い、ウエスタンブロット解析による、
CAV組織における TNX（a）、I型コラーゲ
ン（b）、デコリン（c）、フィブロモジュ
リン（d）のコラーゲン線維形成調節蛋白
質の発現減少の確認 
 
（4）腹部・胸部大動脈瘤の患者の血清を
用いて、手術前と手術後の血清蛋白質を比
較しての発現変動蛋白質の同定 
 腹部・胸部大動脈瘤の患者の術前と術後
の血清を用いて、術前と術後の血清蛋白質
を比較して、各々術前と術後の 7サンプル
の内 6サンプル以上において同定された発
現変動蛋白質の数は、腹部大動脈瘤（AAA）
患者血清においては 78 個、胸部大動脈瘤
（TAA）患者血清においては 86個、その内
共通に同定された蛋白質は 75個であった。
さらに上記の内、4 名の健常人血清の内 2
名以上において術後／術前の iTRAQ 比が
1.3倍以上または0.77倍未満の値を示した
発現変動の大きな蛋白質を除去すると、
AAA患者血清においては 63個、TAA患者血
清においては 71個、その内 61個の蛋白質
は AAA患者血清と TAA患者血清の共通に同
定された。さらに上記の内、術後／術前の
iTRAQ 比が 1.3 倍以上の値を示し、患者グ
ループと健常人グループで有意な発現量
の差を示した蛋白質は、最終的に、AAA 患
者血清においては 6個、TAA 患者血清にお
いては 8個であった。これら術後増加蛋白
質は、Serum amyloid A protein を始めて
として、全て炎症性マーカー蛋白質（acute 
phase protein）であった。一方、術後／
術前の iTRAQ 比が 0.77 倍未満の値を示す
発現変動蛋白質は、AAA 患者血清において
は 12個、TAA患者血清においては 17個で
あった。現在、これらの術後減少した蛋白
質の内、興味深い数個の蛋白質の発現変動
を、他の AAA患者や TAA患者の術前、術後
の血清サンプルを用いて確認していると
ころである。 
 



 

 

（5）腹部・胸部大動脈瘤組織の発現差異プ
ロテオミクス解析 
 近傍正常組織と比べての腹部大動脈瘤
（AAA）組織や胸部大動脈瘤（TTA）組織にお
ける発現差異プロテオミクス解析を行った
ところ、発現差異蛋白質として AAA病変組織
においては 55 個の特異的な蛋白質が同定さ
れ、TAA病変組織においては 68個の特異的な
蛋白質が同定された。また、AAA 病変組織と
TAA 病変組織において共通に発現変動蛋白質
として同定された 121個の蛋白質の内、テネ
イシン C（TNC）を含む 58個の蛋白質が、AAA
病変組織と TAA病変組織とで発現パターンに
相違が見られた。近傍正常組織に比べての
AAA 病変組織での TNC の発現量は、ほぼ変化
はないが（0.93倍）、一方、近傍正常組織に
比べての TAA 病変組織での TNC の発現量は、
1.86倍と増加していた。AAA組織や TAA組織
特異的発現差異蛋白質や、AAA 組織と TAA 組
織の間で発現パターンに相違が見られた TNC
を含む 58個の蛋白質が、AAA組織と TAA組織
の病変の相違に関与している可能性が示唆
された。 
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