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研究成果の概要（和文）：心疾患においてデオキシリボ核酸分解酵素Iによるアポトーシス誘導効果は確認できなかっ
た。その後、冠れん縮性狭心症患者において、冠れん縮誘発試験後に酸化ストレスマーカーの一つであるニトロチロシ
ンが血液中で増加するかどうか検討したところ、ニトロチロシンは、冠れん縮誘発後3時間、12時間で有意に増加する
ことを見出し、ニトロチロシンは、冠れん縮後の一過性心筋虚血のバイオマーカーとなり得ることが明らかになった。
さらにニトロチロシンを発生させるペルオキシニトライトが、冠攣縮を引き起こす一因であり、冠攣縮後もニトロチロ
シン濃度の増加が持続することから、冠攣縮性狭心症の増悪に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We could not find out that deoxyribonuclease I induce apoptosis in cardiac disease
s.  Then, we evaluated whether nitrotyrosin (NT), a marker of oxidative stress, would elevate after vasosp
asm induced achtylcholine provocation test in patinets with vasospastic angina pectoris (VSAP). The serum 
NT levels significantly increased after coronary vasospasm induced by the test, suggensting that serum NT 
could be a biomarker of transient myocardial ischemia and could contribute to the development of VSAP.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 酸化ストレス　冠れん縮　一過性心筋虚血　ニトロチロシン

内科臨床医学・循環器内科学
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１． 研究開始当初の背景 
（研究 1） 
デオキシリボ核酸分解酵素 I（DNase I）は、
アポトーシスに直接関与する酵素として注
目されている。一方、心筋梗塞後の左室リモ
デリングや心不全の進展は、アポトーシスが
関与していると報告されている。これらのこ
とから申請者らは、DNase Iが心筋細胞にお
いてもアポトーシスを誘導し、心筋梗塞後の
左室リモデリングに関与している可能性を
想定した。 
（研究 2） 
新たな研究のテーマとして、申請者はこれ
まで、冠れん縮性狭心症（VSAP）患者におい
て冠れん縮誘発試験後に一過性に血清 DNase 
I 活性が上昇することを報告している
（Morikawa N, Kawai Y et al. Eur Heart J. 
2007;28:2992-2997）。この VSAP は、冠動脈
のれん縮すなわち冠れん縮によって一時的
に冠血流が途絶状態に陥り、一過性心筋虚血
を生じる症候群で、しばしば心筋梗塞や突然
死の原因となる。この冠れん縮の原因は様々
であるが、酸化ストレスの過剰産生による血
管内皮機能障害がその一つであると考えら
れている。しかしながら、血液中の酸化スト
レスのバイオマーカー濃度が、冠れん縮後、
どのように推移するかこれまで明らかにさ
れていない。 
 申請者らは、冠れん縮によって生じる一過
性心筋虚血を鋭敏に検出できる酸化ストレ
スマーカーとして 4―ヒドロキシノネナール
（HNE）とニトロチロシン（NT）に注目した。
HNE は、心筋虚血によって産生される過酸化
脂質である。一方 NT は、一酸化窒素（NO）
と虚血/再還流によって発生した活性酸素に
よって産生されたペルオキシニトライトに
より蛋白質のチロシン残基が修飾され産生
された物質である。さらに NT は、血管内皮
機能障害を引き起こすため、血管内皮機能障
害のバイオマーカーと考えられている。 
 
２． 研究の目的 
（研究 1） 
 本研究の目的は、DNase Iが培養心筋細胞
にアポトーシスを誘導するかを確認し、心筋
梗塞患者において上行大動脈基部（AO）、冠
静脈洞（CS）での DNase I 活性の差（Δ
DNase I）と左室リモデリングとの相関、お
よび心筋症患者の心筋生検標本で免疫組織
学的にアポトーシスを検出し、その程度とΔ
DNase Iとの相関を検討することである。 
（研究 2） 
本研究の目的は、アセチルコリン負荷試験
によって誘発された、冠れん縮後の血清 HNE
と NT 濃度の変化を経時的に検討することで
ある。 
 
３． 研究の方法 
（研究 1） 
 (1) 新生児ラット培養心筋細胞を用いて

アポトーシス誘導効果を培養心筋細胞に
様々な濃度のウシ膵臓由来 DNase I を加え、
24 時間培養し、DNA ラダーによるアポトーシ
ス誘導効果を検討した。 
 (2) 心筋梗塞患者の急性期と慢性期にお
いて A0 と CS で同時採血を行い、ΔDNase I
と左室リモデリングを検討した。 
 (3) 57 例の心不全患者で AO および CS 採血
を行い、それぞれの血清 DNase I 活性を測定
した。血清 DNase I 活性について（CS-AO）
/CS×100%の計算式で変化率を算出した。ま
た心不全患者から採取した心筋生検標本を
用いて、DNA末端 in situ endlabelling法に
よりアポトーシスを検出した。さらにそのア
ポトーシスの程度とΔDNase Iとの相関を検
討した。 
（研究 2） 
安静時胸痛を主訴とし、VSAP が疑われた患
者に対して、少なくとも検査 24 時間前に血
管拡張剤を中止し、冠動脈造影検査を施行し
た。冠動脈造影で冠動脈に器質的有意狭窄を
認めなかった 30 人を研究対象とした。冠動
脈内にアセチルコリンを注入し、冠れん縮誘
発の有無を冠動脈造影で評価した。誘発試験
後、ニトログリセリンで寛解する一過性の冠
動脈閉塞もしくは 90%を越える冠動脈狭窄を
認めた患者を冠れん縮陽性と定義した。誘発
試験の結果、これらの患者は、冠れん縮陽性
群（N=14）、冠れん縮陰性群（N=16）に分け
られた。誘発試験前、誘発試験 15 分後、3時
間後、12 時間後に採血を行い、血清に分離後
これらの血清サンプルを-80℃の冷凍庫で保
管した。各サンプルの血清 HNE と NT 濃度を
従来の方法に比べて 100 倍感度が高い、時間
分解蛍光イムノアッセイによって測定した。 
 なお本研究は、金沢医科大学倫理委員会
で承認され、患者の同意を得て行われた。 
 
４． 研究成果 
（研究 1） 
 (1) 培養心筋細胞において DNase I の明ら
かなアポトーシス誘導効果は、確認できなか
った。 
 (2) (1)の結果より心筋梗塞患者における
臨床研究を断念した。 
 (3) 心不全患者で AOおよび CS採血の結果、
変化率が負の値かつ有意に変化（文献 1より
変化率の絶対値が 12.4%以上）している、す
なわち DNase I が心筋に取り込まれていると
考えられる群（CS-A0 –群：N=15）、CS-AO が
正の値かつ有意に変化している、すなわち
DNase I が心筋から分泌されていると考えら
れる群（CS-AO +群：N=19）に分けられた。
この2群で心不全患者の臨床像と比較すると、
BNP、左室駆出率は、CS-A0 –群がそれぞれ 303
±270 pg/ml、47.7±14.8%、CS-AO +群が 377
±845 pg/ml、47.5±11.0%と両群に差を認め
なかった。さらに両群と組織学的なアポトー
シスの程度も両群で有意差を認めなかった。 
以上より、心疾患における明らかな DNase I
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は、一過性心筋虚血
と考えられた。

濃度は、活性酸素を減少させる
効果がある硝酸薬もしくはカルシウム拮抗
薬によって減少することが明らかになった。
を発生させるペルオキシニトライトが、冠
れん縮を引き起こす一因であり、冠れん縮後

 



も血清 NT 濃度の増加が持続することから、
VSAP の増悪に関与する可能性が示唆された。 
臨床的には、血清 NT 濃度測定が VSAP 診断
の一助になり、難治性 VSAP の鑑別にも役立
つことが期待される。 
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