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研究成果の概要（和文）：本研究によって、以下の成果を得た。(1) SLE 疾患活動性が高くなる

につれ血清 DNase I 活性が有意に低下することが明らかとなり、DNase I は SLE の病態に関与

していることが示唆された。(2)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有効な早期診断マーカーとなることが期待できる。（3）マイクロ

チップ電気泳動を利用した DNase I 活性の新規測定法が開発できた。（4）DNase I、II および

I-like 2 遺伝子内の非同義置換型 SNP には酵素活性の消失・低下を引き起こす allele が分布

し、これら allele は自己免疫疾患などの遺伝的危険因子となることが示唆された。(5) DNase II 

遺伝子内プロモーター領域に座位する間接リュウマチ関連 SNPはプロモーター活性低下によっ

て DNase II 産生量を減少させ、もって血清 DNase II 活性の減弱を惹起した。 

 
 
研究成果の概要（英文）：From this study, we could demonstrate that; (1) Serum DNase I 
activity can be used as a useful marker for disease activity and may be involved in the 
pathogenesis of SLE. (2) A high diagnostic efficacy of serum DNase I activity levels could 
be observed at the early phase in unstable angina pectoris or non-ST segment elevation 
myocardial infarction patients who did not show elevation of conventional cardiac 
biomarkers, suggesting that serum DNase I activity can be a useful biomarkers for the 
early diagnosis of these diseases inducing a transient myocardial ischemia. (3) 
Application of a microchip electrophoresis allowed a novel assay method for DNase I 
activity with a less time-consuming to be developed. (4) In non-synonymous SNPs of DNase 
I, II 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 disease. (5)Three rheumatoid arthritis-related SNPs in the 
promoter region of the DNase II gene could affect in vivo DNase II activity through 
reduction of the promoter activity. 
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１．研究開始当初の背景 

報告者らは DNase I および II 遺伝子内に
SNP（一塩基置換多型）部位を見出し、これ
ら DNaseが遺伝的多型形質であることを世界
に先駆けて報告した。特に、主要対立遺伝子
DNASE1*1および*2によって支配される多型に
おける DNASE1*2 は消化器がんや心筋梗塞
(AMI)の新規な疾患感受性遺伝子であること
を明らかにした。さらに、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、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。従って、血清 DNase I活
性変動は AMIなどの一過性心筋虚血を惹起す
る急性冠症候群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、細胞死によって遊離した DNAが抗
核自己抗体産生に係る免疫原となることを
阻止する役割を果たすものとして DNase Iを
含め DNase family が想定されており、全身
性エリテマトーデス(SLE)や間接リュウマチ
(RA)発症への関与が報告されてきた。特に in 
vivo活性低下は自己免疫疾患の病因になる
ことが示唆されている。従って、DNase family
遺伝子は自己免疫疾患の危険因子になるも
のと考えられた。しかしながら、その基盤と
なる functional SNP について遺伝子型―活
性相関や集団遺伝学的分布などの知見の集
積が病因・病態への関与など遺伝的危険因子
としての DNase family を理解するためには
必須である。 
 

２．研究の目的 

本研究では、以下の目的を達成できるよう
研究を推進した。 
①SLE 患者における血清 DNase I 活性と疾患
活動性には相関関係があるか、さらに DNase 
I 遺伝子は SLEの危険因子になり得るかに
ついて検証する。 

②有効な診断マーカーが知られていない不
安定狭心症・非 ST 上昇型心筋梗塞
(UAP/NSTEMI)の初期診断マーカーとして
の血清 DNase I の有用性を検証する。 

③血清 DNase I 活性が臨床的に応用される
ためには、微量試料からの迅速定量法の
確立が望まれる。そこで、マイクロチッ
プ電気泳動を用いた迅速・簡便な活性測
定法を開発する。 

④DNase I を含め DNase family は自己免疫
疾患などの疾患感受性遺伝子であること
が示唆されている。その遺伝的基盤はそ
れぞれの遺伝子に座位する functional 
SNPであり、in vivo 活性に影響する可能
性のある多数の SNP について集団遺伝学

的・遺伝子型―活性相関解析を実施する。 
 
３．研究の方法 

(1) SLE 患者における血清 DNase I 活性と疾
患活動性との相関および危険因子とし
ての DNase I 遺伝子の検証 

全身性自己免疫疾患患者[SLE34 例、RA21 例、
シエーグレン症候群(SjS)9 例]および健常者
72 例を対象とし、血液試料を採取した。なお、
SLE 患者群では経時的に血液試料を採取した。
SLE患者の疾患活動性は SLE disease 
activity index (SLEDI)を用いた；24項目の
臨床症状に基づき点数化することによって、
inactive、mild active および active の 3群
に分類した。血清 DNase I 活性は single 
radial enzyme diffusion (SRED)法に、DNase 
I 遺伝子型は等電点電気泳動法と活性染色法
の併用法によってそれぞれ判定した。 
 (2)不安定狭心症・非 ST上昇型心筋梗塞の

初期診断マーカーとしての血清 DNase I
の有用性 

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
として分類した。SRED 法による血清 DNase I
活性測定には、来院直後、3、6，12，24時間
後に採取した血清を用いた。 
(3) 高感度・迅速・簡便な血清 DNase I 活性

定量法の開発―マイクロチップ電気泳
動の応用 

DNase I を 2 種のサイズスタンダード DNA 
(100bp および 800bp)に加え 37℃で保温し
た後、マイクロチップ電気泳動装置 SV1100 
(Cosmo-i, Hitachi Electronics 
Engineering)にてマイクロ流路上で電気泳
動し、その蛍光強度の変化を解析した。  
(4) DNase family [DNase I、DNase II、DNase 

I-like 2 (DNase 1L2)]遺伝子内におけ
る functional SNP の解析 

本研究では、自己免疫疾患との関連が報告
されている DNase I や DNase II、表皮不全角
化の病因と考えられている DNase 1L2 につい
て、in vivo 活性に影響する非同義置換型 SNP
に着目した。 
DNase I、DNase II および DNase 1L2 遺伝

子内の SNPについて、日本人、韓国人、モン
ゴル人、トルコ人、ドイツ人、メキシコ人、
オバンボス人,コーサ人およびガーナ人等由
来 DNA 試 料 を 用 い 、新 規 に 開 発 し た



mismatched PCR-RFLP 法などの遺伝子型判定
法によってそれぞれの遺伝子型を判定した。
さらに、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、日本人集団より採取
した血清試料を用い、SRED 法によって血清
DNase II 活性を測定した。また、DNase II
プロモーター領域に座位する 3SNP によって
構 成 さ れ る ハ プ ロ タ イ プ に 相 当 す る
reporter construct を作製し、そのプロモー
ター活性を HepG2細胞で測定した。なお、(1)、
(2)および(4)に関する研究について倫理審
査委員会の承認を得ており、すべての参加者
から文書にて同意を得た上で実施している。 

 

４．研究成果 
(1) SLE 患者における血清 DNase I 活性と疾

患活動性との相関、および危険因子とし
ての DNase I 遺伝子の検証 

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。しかしながら、DNase I の病態への
関与などは明らかでない。 

SLE、RAおよび SjS 患者の平均血清 DNase I
活性は、SLE 群(8.5±2.7 U/L)、RA群(12.2
±2.8 U/L)、SjS群(10.8±2.8 U/L)であり、
SLE患者のみが健常人のそれ(11.7±3.6 U/L)
に比べ、有意に低値であった。 
 SLE 患者群を SLEDI に基づき 3群に分類し
たところ、平均血清 DNase I 活性は inactive
群(11.9±3.0 U/L)、mild active 群(8.6±2.4 
U/L)、active 群(7.0±1.3 U/L)であり、疾患
活動性が高くなるにつれて血清 DNase I 活性
は有意に低下していた。さらに、SLE患者の
治療過程における血清 DNase I活性の変動を
精査した。ステロイド投与等で臨床症状の改
善が見られた場合、SLEDI の低下とともに血
清 DNase I 活性の上昇傾向が観察された。 
 次に、主要対立遺伝子 DNASE1*1 と*2に起因
する遺伝的多型(SNP p.Gln244Arg に相当)の
分布について、SLE 患者群と健常者群で比較
した。DNASE1*2の遺伝子頻度は SLE 患者群は
健常者群に比べ有意に高値を示した（48.0% 
vs 44.0%, p<0.01)。従って、SLE患者では
DNASE1*2 を有する場合が多いことが示され
た。 
 従前の研究から、SLE 患者群では血清 DNase 
I 活性が低下していることが報告されている
が、今回の結果はそれらを支持するものであ
った。しかしながら、本研究では、SLE 疾患
活動性が高くなるにつれ血清 DNase I活性が
有意に低下することが明らかとなり、DNase I
は SLEの発症とともに、病態にも関与してい
ることが示唆された。さらに、報告者らは

DNASE1*1に比べ DNASE1*2によって産生され
る DNase Iの比活性は低いことを従前の研究
で報告している。従って、遺伝子型―活性相
関を鑑みると、in vivo活性の低下を惹起す
る DNASE1*2が SLEの遺伝的危険因子となるこ
とは十分妥当なことと考えられた。 
 (2)不安定狭心症・非 ST上昇型心筋梗塞の

初期診断マーカーとしての血清 DNase I
の有用性 

従前の研究成果から鑑み、一過性心筋虚血
を惹起する両疾患では血清 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、従前の研究で明らか
にした AMI患者に観察されたものと同様な活
性変動が殆どの UAP/NSTEMI 群でも観察され
た。来院時の活性レベルは CPS群(9.5±2.5 
U/L)に比べ UAP/NSTEMI 群（16.0±9.5 U/L）
が有意に高値を示した。特に、胸痛発作後 3
時間以内に来院した UAP/NSTEMI１群
(19.3±11.2 U/L)は CPS群(8.4±1.5 U/L) に
比べ有意に高値であったが、2群および 3群
では CPS群との間に有意差は認められなかっ
た。また、両患者群の活性変動率（来院時に
対する 3 時間後の活性レベルの変動率）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 , 75th percentile；9.7, 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、活性レベルの上昇および変動率に
よって血清 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、CK-MBのそれと比較したところ、cTnT
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。 
以上の結果から、感度や特異性等から鑑み

て、胸痛発作後 3時間以内に来院した
UAP/NSTEMI 患者の診断には血清 DNase Iが有
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。そこで、早期診断マーカ
ーとして有用なものが知られていない、一過
性心筋虚血を惹起する NSTEMI および UAPに
着目した。その結果、本研究において、NSTEMI 
および UAP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た。 
(3) 高感度・迅速・簡便な血清 DNase I 活性

定量法の開発―マイクロチップ電気泳
動の応用 

DNase I 活性は新規な AMI診断マーカーと
して注目されているが、従来の活性測定法で
は測定に長時間を要し、微量試料からの迅速
定量法の確立が望まれた。 

DNase I と保温したサイズスタンダード
DNAをマイクロ流路上で泳動すると、本来の
長さの DNAが泳動される位置に相当する DNA
量は数分以内に減少し、この減少量は DNase I
活性量に比例していた。サイズスタンダード
DNA 分解に基づく蛍光の減少を指標とすると、
マイクロチップ電気泳動によって DNase I活
性を僅か十分以内に迅速かつ高感度・簡便に
定量化できることが明らかとなった。 

本研究で開発した方法は、将来、臨床の現
場で AMI 診断に有用な DNase I活性測定に応
用可能であると考えられた。 
 (4) DNase family 遺 伝 子 内 に お け る

functional SNP の解析 
① DNase I 遺伝子の SNP解析 
DNase I 遺伝子には in vivo 活性変動を誘

起する可能性のある非同義置換型 SNP/変異
部位が SNP database 上計 44 座位が登録され
ているが、集団遺伝学的分布や遺伝子型―活
性相関は明らかにされていない。 

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、白人など異なる 14
集団について、全ての SNPの遺伝子型分布を
解析した。非同義置換型 SNP のうち、Q244R
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。R2S
と G127R はアフリカ人集団で、Y117S は白人
集団で、V114M、Q31E、R207C、P154A は日本
人集団でのみ minor allele が観察された。
他方、他の SNP はすべて mono-allelic な分
布を示した。 

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：各アミノ酸置換型 DNase 
I の活性を wild-type のそれと比較すると、
非同義置換型 SNP は SNP elevating the 
activity (7 座 位 ) 、 SNP reducing the 
activity (12 座位)、SNP abolishing the 

activity (9 座位) および SNP not affecting 
the activity (15 座位)の 4 タイプに分類で
きることが明らかとなった：特に Q60R、 
R107G、R133Q、F140C、D190H、N192I、C231Y
などは null 型 allele であった。多型を示す
Q31E、R207C、Q224R は SNP reducing the 
activity に、G127A、P154A は SNP elevating 
the activity に分類された。 
以上の結果から、DNase I 遺伝子内の非同

義置換型 SNP/変異型のうち、in vivo 活性の
低下を惹起する Q31E、R207C、Q224R に多型
性が見られたことから、DNase I 活性低下の
SLE 発症への関与を鑑みると、これらは疾患
感受性 SNPとなるものと考えられた。さらに、
null 型酵素を産生する SNP abolishing the 
activity の minor allele は多型性が見られ
ないものの、SLE など自己免疫疾患の risk 
allele になることが明らかとなった。このよ
うに、本研究によって DNase I 遺伝子内に座
位する全ての非同義置換型 SNP/変異型につ
いて遺伝子型―活性相関および集団遺伝学
的分布に関する知見が集積できた。 
② DNase II 遺伝子の SNP解析 
DNase II 遺伝子について、RA との関連が

示唆されている SNP5座位及び非同義置換型
SNP 9 座位に関して集団遺伝学的分布および
遺伝子型―酵素・プロモーター活性相関を精
査した。 

多集団における SNP の遺伝子型分布：異
なる集団について分布を調べたところ、非同
義置換型 SNP9座位のうち、韓国人集団で多
型を示した V206I以外の 8座位は全ての集団
において mono-allelic であった。他方、RA
関連 SNP は多集団において多型性が見られ、
その分布は人種特異的であった。 

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：非同義置換型 SNP のうち、
A35G、F234S、V300M、R314L は活性を低下さ
せる SNP reducing the activity であった。 

RA 関連 SNP のプロモーター活性への影響
および血清酵素活性レベルとの相関：RA 関連
SNPについて、遺伝子型と血清 DNase II 活性
との相関が認められ、それぞれの RA 関連
allele は酵素活性を低下させた。例えば、SNP 
-1951A>G について、酵素活性は A/A (156±
97.5U/L)、A/G (110±68.2U/L)、  G/G (95.1
±53.2U/L)であり、RA 関連 G-allele では有
意に in vivo 活性レベルが低下していた。他
方、RA 関連 SNP のうち、プロモーター領域
に座位する SNP (-1951A>G、 -1066C>G、
-390C>A)とプロモーター活性との相関が認
められ、RA 関連 allele はプロモーター活性
を低下させた。従って、DNase II 遺伝子のプ
ロモーター領域に座位するこれら SNPは転写
活性を低下させ、もって DNase II 産生量が
低下することによって in vivo 活性の低下を
もたらせたものであることが明らかとなっ



た。 
以上の結果から、RA との関連が示唆されて

いる SNP の病態遺伝学的基盤が確立できた。 
③ DNase 1L2 遺伝子の SNP 解析 
DNase 1L2 は角化細胞の最終分化過程にお

ける DNA 分解に関与する角化細胞特異的
DNase であり、その活性低下が尋常性乾癬な
どでみられる不全角化の病因となることが
示唆されている。そこで、不全角化の遺伝的
背景を解明するため、in vivo 活性の低下を
惹起する functional SNP に着目した。 
多集団における SNP の遺伝子型分布：SNP 

database に登録された全非同義置換型 SNP 6
座位は全ての集団において mono-allelic で
あった。非同義置換型 SNPについて、DNase 
1L2遺伝子は genetic diversity が極めて低
いことが明らかとなった。 

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：非同義置換型 SNP のうち、
A20D、V104L、D194A、E274K、D287N は活性を
低下・消失
させる SNP
であった
（右図）。 

以上の結
果から、こ
れら SNP の
minor 
allele は低
活性型・
null型 DNase 1L2を産生するものであり、不
全角化発症の risk allele となるものと考え
られた。 

以上、DNase family (DNase I、DNase II、
DNase 1L2)について、自己免疫疾患などへの
病態遺伝学的関与を解明するための遺伝的
基盤が構築できた。 
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