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研究成果の概要（和文）：　本研究では心血管疾患の解明に必要な経時的解析を考慮した革新的な３次元プロテオーム
解析を行った。疾患関連因子について疾患プロテオーム解析の方法論に基づき、その生理活性の検討を行い、病態への
関与を調べた。冠動脈カテーテル治療後の再造影検査を受けた症例では、再狭窄を生じていた患者の末梢血中で、BNP
フラグメント比（BNP(5-32)/BNP(3-32)）が有意に低くなっていた。また、この疾患関連因子の生成メカニズムについ
て検討を加え、ある種のプロテアーゼが関与している知見を得た。今後は、このプロテアーゼが臨床検体においてどの
ような活性を有しているかを検討することで、心血管疾患の病態解明をめざす。

研究成果の概要（英文）：We analyzed innovative three-dimensional proteome in consideration of the diachron
ic analysis that was necessary for the elucidation of the cardiovascular disease in this study. We perform
ed the bioactive examination based on methodology of the disease proteome analysis about a disease-related
 factor and checked participation in disease condition of a patient. Our initial clinical experience shows
 that it is strongly associated with presence of restenosis. Reduced levels of the amino-terminal processe
d peptide, BNP(5-32), relative to BNP(3-32) (as the index parameter BNP[5-32]/BNP[3-32] ratio), were seen 
in patients with restenosis. In addition, we added examination about the generation mechanism of this dise
ase-related factor and got the knowledge that certain protease participated in. We will consider what kind
 of activity this protease has in blood and will aim at the condition of a patient elucidation of the card
iovascular disease in future.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 心血管疾患は長年にわたる炎症や変性の
過程を経て生じるため、多様な病態を示す。
従来から分子機能の解析など個々の要素の
研究は進められてきたが、全貌解明までは
至っていない。一方、ヒトゲノム配列の解
読により、ヒトには遺伝子が２万個程度し
か存在せず、ヒトの多様性において蛋白質
の制御が中心的な役割を果たすことが明ら
かになった。現在におけるライフサイエン
スの研究では、遺伝子研究からその応用・
産物である蛋白質を対象とした研究へと主
眼が移りつつある。疾患病態の多くは疾患
関連蛋白質による制御がその中心的な役割
を果たすため、心血管疾患のように多様な
病態は蛋白質の解析が最も成果が期待でき、
また必要としている領域のひとつと考えら
れる。 
 具体的には、病態には疾患関連蛋白質の
生成ないし分泌・放出、またこれらによる
標的細胞ないし分子への作用、さらに疾患
蛋白質の相互作用制御ならびに修飾（リン
酸化、ユビキチン化）とプロセシング（活
性体への変換また不活化分解等）が関わる。
これら多段階にわたる複雑な疾患関連蛋白
質の病態時の制御ならびに作用を包括的に
解明しなければ、病態の一元的な理解はで
きない。また、疾患発症に最終的に関わる
蛋白質のパスウェーないしネットワークは、
ただでさえ複雑であるが、これらをまず理
解しなければそこに至るまでの遺伝子、分
子さらに細胞レベルで行われる制御ないし
ネットワークのプロセスを理解することは
不可能と考える。仮に上流の解析ができた
としても最終的な作用点となる蛋白質レベ
ルでの制御の解明は不可避である。よって、
病態発症に関わる蛋白質の包括的な解析が
病態の全貌解明への鍵となると考えられる。
従来からも疾患関連蛋白質の包括的な解析
が病態の理解を加速させる鍵となると広く
考えられていたが、方法論が十分に確立さ
れていなかったために実現しなかった。 
 我々は、世界でも有数のプロテオーム解
析技術の先駆者として、黎明期より技術開
発に着手し、病態解析へいち早く導入して
きたことで広く知られている。世界ヒトプ
ロテオーム機構(HUPO)の心血管領域のメン
バーに属する唯一の日本人でもあり、心血
管系の疾患関連蛋白質を包括的に解析する
ための技術ならびに実績を有する。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、我々が長年にわたって培っ
てきたプロテオーム解析術を駆使し、疾患
病態制御の理解を目的とした蛋白質解析を
実施し、心血管疾患の病態制御の理解を目
指す。最終的には、心血管疾患の病態関連
蛋白質の新規発見ないし病態メカニズムの

解明ならびに臨床応用を目的としている。 
 新規の病態関連蛋白質を単離・同定する
ために我々が今までに開発してきた技術や
手法を全て活用する。プロテオーム解析法
はまだ１０年程度の歴史の浅い分野である
が、中心的な役割を果たす質量分析技術な
らびにそれを駆使するためのノウハウは飛
躍的に進歩しており、我々はそのフロント
ラインに立つ。従来は包括的なショットガ
ン解析のスループットが十分でなかったた
め、我々は特定蛋白質に着目したフォーカ
スドプロテオミクスを実施してきた。その
成果として、島津製作所と共同で世界で初
めてとなる虚血性心疾患の予後予測を可能
としたプロテオーム・バイオマーカーを開
発した（Clin Chem. 2013 に発表、特許申請
済）。また NEC 社と共同で迅速解析が可能な
新しい２次元分離チップを開発し（H18-21 
NEDO プロジェクト）、解析法の技術開発に
も貢献してきた。研究計画の項で詳述する
が、従来は技術が伴わないことを主な理由
として十分な経時的解析が行われてこなか
ったため、病態解析等で必要とされる時間
的な変化の解析がされなかった。本研究で
は、病態解析に経時的な変化ならびに制御
を考慮した新しい３次元のプロテオーム解
析を実施する計画である。研究期間中に心
血管疾患の病態関連蛋白質の新規発見ない
し病態メカニズムの解明を目標としており、
臨床応用（診断・治療）の糸口としたい。 
 疾患プロテオーム解析はまだ十分に進ん
でいない領域である。プロテオーム解析は
技術的な検証を含め、定常状態の細胞ない
し組織を中心に行われている段階であり、
まだ疾患病態の解析までは十分に進んでい
ない。比較的進んでいるのが脳神経や癌の
領域であり、それぞれの領域において一定
の成果が得られ、疾患プロテオミクス解析
の有用性が示されている。他方、心血管領
域でのプロテオーム解析は現時点では内外
ではほとんど行われていない状況にあり、
ジョンスホプキンス大学のエイク教授、ロ
ンドン大学のダン教授、カリフォルニア大
学ロサンジェルス校のピング教授、そして
我々の研究グループが世界の４大拠点と考
えられている。 
 ヒトプロテオーム機構（HUPO）は２０１
１年９月の年会でヒトプロテオームプロジ
ェクトの発足を発表した。５年後までには
染色体単位の蛋白質解析を行い、１０年後
の２０２０年までには病態を含む全貌解析
を目指している。我が国からは糖鎖解析等
で参加している研究者もいるが、前述した
ように心血管領域では私だけである。重要
なことは、これから数年の間に世界ではヒ
トのプロテオームの解明を目指して、数多
くのグループが同時に研究を進め、情報交
換をしつつ、技術や結果について議論をし
ながら、統一的な理解を目指すことである。
私は HUPO に関わっている立場からこれら



の情報を入手かつ活用できる数少ない研究
者であり、さらに心血管領域の病態解析に
ついては逆に世界に向けて発信できると考
えている。 
 2002 年に質量分析計の開発により我が
国の研究者がノーベル賞を受賞したが、世
界の HUPO では限られた領域を除けば日本
人がリーダーシップをとれていない。質量
分析技術ないし研究は我が国で今でも発展
中であるが、分析化学の装置としてのカラ
ーが強く、臨床解析を最終的に目指してい
る海外の研究と方向性が異なる面がある。
我々は今後、いずれ広く行われるようにな
ることが予想される病態ないし臨床解析の
分野を心血管領域から進めて、世界に先駆
けて同領域から臨床的な有用性を示し、情
報発信するとともにリーダーシップをとる
構えである。 
 
３．研究の方法 
 
 心血管疾患の病態関連蛋白質の新規発見
ないし病態メカニズムの解明、さらに臨床
応用（診断・治療）を目的とする。我々が
今までに開発してきた技術や手法を全て活
用する。とくに開発してきた複数の差分解
析分離法とそれらと組み合わせた最新の質
量分析計を最大限活用し、今までにない革
新的で経時的な疾患病態解析のアプローチ
を用いて実施する。重要なことは、開発し
た差分解析分離法（方法論については次項
で詳述）は全て液相での分離を可能にして
おり、ゲル泳動法と比し、解析時間を短縮
したことである。すなわち、ゲル泳動の場
合は、泳動・膜トランスファー・切り出し・
溶出と数日間にわたる行程が必要であるが、
液相の場合はワンステップで行えるため、
数時間で解析が可能である。スループット
が数日から数時間へと短縮したことにより、
従来法よりも処理能力、具体的には処理可
能なサンプル数が１０倍以上向上したため、
この技術的な進歩が本計画で実施する経時
的解析を可能にした。 
 病態発症時における多段階にわたるプロ
セシングや翻訳後修飾等の制御を探りなが
ら、最も重要な新しい心血管病態制御因子
ならびにメカニズムに迫るために、系統的
かつ包括的に病態解析を実施するうえで、
質的・量的変化に加え経時的制御の３つの
軸からなる３次元での経時的な疾患病態プ
ロテオーム解析を行う。分析試料として、
心血管疾患を有する患者血液検体、モデル
動物（遺伝子改変マウス等）、また病態を反
映する細胞モデル系（培養細胞系等）の３
種類を用いる。また、分析手法として、分
離・濃縮を行うターゲット・プロテオーム
の方法と、未知の心血管病態制御因子探索
のために高速液体クロマトグラフ(LC)/エ
レクトロスプレー(ESI)型質量分析計を用
いた網羅的プロテオーム解析の方法をとる。 

 従来のプロテオーム解析では、本研究計
画のような経時的な視点が欠如していた。
３点以上の経時的な比較は、疾患解析にお
いては我々を含め、報告がない。３点での
差分解析を可能にする試薬（安定同位体）
は最近市販されるようになったが、まだ疾
患解析に使用されていない。本研究で導入
しながら、我々が開発してきた差分解析法
との併用等を検討する。最良（最速、高感
度）の方法ないし組み合わせを用いる。こ
のように、経時的な疾患解析を行うために
必要な基礎技術の開発は進みつつある中で、
我々はその最前線にいる。 
 従来のプロテオーム解析では、主に質 
(等電点 pI 値、分子量等)と量の２つの状態
を比較する２次元電気泳動等を用いた差分
解析が広く行われてきた。我々も内外の企
業とともに臨床応用に向けて差分解析技術
の開発を進めてきた。代表的な成果のひと
つとして、新しい液相２次元電気泳動類似
解析法を導入し、肥満と動脈硬化等を示す
生活習慣病のモデル動物(OLETF ラット)を
解析して、新規の動脈硬化促進因子を発見
した(方法論は Biochem Biophys Res Commun, 
2006 に報告)。現在も取得した fetuin や新
規因子の解析を続けているが、動脈硬化の
メカニズムの理解につながる発見として期
待している。同解析法を用いて心血管疾患
の代表的な病態刺激である transforming 
growth factor beta (TGFβ)による新規の
血管における炎症制御パスウェーも明らか
にした(J Biol Chem, 2009)。また、NEDO 産
業技術研究助成事業では日本電気株式会社
（NEC）と共同で臨床解析用の液相２次元電
気泳動解析法の迅速解析を可能にするプロ
テインチップの開発を進めた。この手法を
用いて動脈硬化性疾患で特異的に出現する
酸化 LDL の新しいペプチドを明らかにした。
このように、我々は差分解析技術を複数開
発ないし導入しており、本研究で行う経時
的な病態解析に必要な技術を有する。 
 包括的な解析には液体クロマトグラフィ
ーLC 系の定量化法として開発が進められ
ている SRM /MRM 法 (single /multiple 
reaction monitoring)等についても検討す
る。具体的な成果として、新しい生理活性
ペプチドの発見を期待しているが、既知の
蛋白質の重要なプロセシング産物の発見も
期待している。ただ、SRM/MRM 法の開発・
導入は世界でも端緒についたばかりのため、
まだ LC 系の解析をこの方法論に限定する
のは時期尚早と考えており、現時点では従
来よりのショットガン法等も平行して行う
考えである。ターゲット・プロテオームの
標的因子として、心臓利尿ホルモン、アン
ギオテンシン、トロポニン、アポリポプロ
テインなどを中心に追求する。特に、これ
らの因子については存在量に加え、その存
在様式、すなわち翻訳後修飾やプロセッシ
ング体について検討する計画である。過去



にフィブリノーゲンやコラーゲン等のあり
ふれた蛋白質の特異的なプロセシング産物
に血管新生抑制作用（抗癌剤として臨床応
用）が見出された例がある。また、プロセ
シング後にはじめて酸化修飾される循環生
理ペプチドもある。 
 本研究では疾患病態の細胞、動物モデル
さらにヒト血液サンプルによる検索を行う
が、動脈硬化性心血管疾患はヒト固有のも
のであり、細胞や動物モデルで十分にミミ
ックできない面があるため、ヒト由来の検
体の解析は不可欠である。病態に関わる因
子やパスウェーの多くは、病態発時に活性
化されるものの、安定化後には沈静化ない
し不活化することが多い。この変化を経時
的な解析を通して特定することにより、重
要な因子ないしパスウェーが絞り込めると
考えている。 
 質量分析を応用した臨床プロテオーム診
断法の開発を行う。我々は免疫沈降による
濃縮（イムノ）と質量分析計（マス）を組
合せたイムノマス法を用いた予備検討にて、
心臓利尿ペプチド(BNP)のプロセシングを
直接的に評価することにより冠動脈狭窄の
診断法を開発済みである（Clin Chem. 2013
に発表、特許申請済）。本研究では検査法の
開発を進めつつ、SRM /MRM 法等の新しい LC
系のペプチド定量法についても検討する。
ペプチド定量化の臨床診断応用も目的であ
るが、生体内での質的・量的評価法の開発
を通して疾患病態の理解も一層深める。 
 
４．研究成果 
 
 平成２３年度は、分析試料として、心血
管疾患を有する患者血液検体、動物モデル
（遺伝子改変マウス等）、また病態を反映す
る細胞モデル系（培養細胞系等）の３種類
を用いた。特に、経時的な観点を重視して
試料を収集し、分析を進めた。すなわち、
細胞ないし動物モデルでは薬剤介入後ある
いは病態刺激後の経時的な解析、またヒト
でも同様に治療介入等による経時的な変化
を追求した。分析手法として、分離・濃縮
を行うターゲット・プロテオームの方法と、
網羅的プロテオーム解析の方法をとった。 
また、診断法の開発のために、上記と並行
して分析条件の最適化を図り、検出感度お
よび精度の向上を目指した。診断に質量分
析計を用いることを考えた場合、どの質量
分析計が本診断法に適しているのかという
ことについても検討した。 
 平成２４年度は、臨床検体の分析を引き
続き行う一方で、これまでに得られた疾患
関連因子について、その生理活性の検討を
行い、疾患病態への関与を調べた。具体的
には、ヒト由来培養内皮細胞を用い、その
因子の有無での細胞内シグナル伝達物質の
促進や阻害を分子レベルで検討した。さら
に、その因子の生成メカニズムについて、

ヒト心筋培養細胞を用いて検討を行った。
すなわち、そのメカニズムにはある種のプ
ロテアーゼが関与しているということを作
業仮説として、システマチックにプロテア
ーゼの阻害剤を培養細胞の系に加え、検討
した。また一方、診断法の開発のために、
上記と並行して臨床検体の分析条件の最適
化を図り、検出感度の向上を目指した。診
断に質量分析計を用いることを考え、マト
リックス支援レーザー脱離型質量分析計
（MALDI）と液体クロマトグラフ質量分析計
（LC-MS）のどちらが本診断法に適している
のかということについても比較検討した。 
 平成２５年度は、臨床検体の分析を引き
続き行う一方で、これまでに得られた疾患
関連因子について、疾患プロテオーム解析
の方法論に基づき、その生理活性の検討を
さらに行い、疾患病態への関与を調べた。
冠動脈カテーテル治療後の再造影検査を受
ける連続 105 症例について横断研究を行っ
た。再狭窄を生じていた患者群において、
BNP フ ラ グ メ ン ト 比
（BNP(5-32)/BNP(3-32)）が有意に低くなっ
ていた。再狭窄を生じていた患者群におい
て、BNP フラグメント比が有意に低値を示
し た [ 再 狭 窄 群 (n=22): 非 狭 窄 群
(n=83)=1.19( 四 分 位 範 囲  1.11-1.34): 
1.43(四分位範囲 1.22-1.61), P<0.001]。 
また、この疾患関連因子の生成メカニズム
についてさらに検討を加え、関与している
プロテアーゼについて検討し、ある種のプ
ロテアーゼが関与している知見を得た。今
後は、このプロテアーゼが臨床検体におい
てどのような活性を有しているかを検討す
ることで、心血管疾患の病態解明をめざす。 
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