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研究成果の概要（和文）：　心血管疾患の病態においては内分泌制御が関与することが明らかになり、心血管内分泌分
野として近年注目されている。我々は動脈硬化時にみられる心臓に選択的な生理活性ペプチドがプロセシングを受けて
生じるフラグメントの生成メカニズムを追求した。ヒトリコンビナントがこの生理活性ペプチドをプロセスするか、質
量分析計を用いて検討した。また、実際の血液でこの酵素の活性が見られるかどうかの検討を行い、病態との相関を検
討した。その結果、冠動脈再狭窄の病態において、特定の生理活性ペプチドの断片が減少していることを明らかにした
。今後の動脈硬化の新規診断薬、さらには抗動脈硬化薬の開発の糸口となることが期待される。

研究成果の概要（英文）：It is revealed that endocrine control participates in the condition of a patient o
f the cardiovascular disease and in late years attracts attention as the field of cardiovascular endocrino
logy. We pursued the generation mechanism of the fragment which selective bioactive peptide caught the pro
cessing to heart seen at the time of arteriosclerosis. We examined whether human recombinant performed a p
rocess of this bioactive peptide using a mass spectrometer. In addition, we performed examination whether 
or not the activity of this enzyme was seen in blood and examined correlation with the condition of a pati
ent. As a result, in the coronary restenotic condition of a patient, we made clear that a piece of the spe
cific bioactive peptide decreased. It is expected future arteriosclerotic new diagnostic agent, that, besi
des, it is a beginning of the development of the antiarteriosclerotic drug.
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々はペプチド蛋白質と病態の関係を長
年にわたり研究しており、循環器領域におい
ては世界の中でもトップリーダーとして知
られている。蛋白質バイオマーカーの開発、
またペプチド蛋白質を検出するための技術
開発を行ってきた。後者については、いち早
く臨床領域に質量分析計を導入し、疾患蛋白
質の検出に用いてきた。これらの活動と業績
が認められ、現在は、世界のプロテオーム学
会 で あ る HUPO (Human Proteome 
Organisation)の心血管部門の唯一の日本人
として活躍している。今までの検討を通して、
心血管生理ペプチドのプロセシングをいち
早く質量分析計で検討してきた。前述した心
臓利尿ペプチドやアンジオテンシンについ
て、従来から知られていなかった新しいプロ
セシング機構をすでに予備検討で見いだし
ている。その一例として、動脈硬化の進行病
態である冠動脈疾患の再狭窄と密接に関わ
るペプチドのプロセシングを最近見いだし
た。具体的には、冠動脈病変の再狭窄時に選
択的にみられる心臓特異的なペプチドのプ
ロセシングを検出する系である。すでに約１
００例の症例で検討したが、冠動脈の再狭窄
を完全に除外できることが示されたことか
ら（感度１００％）、世界ではじめての再狭
窄の診断バイオマーカーとして臨床実用化
を進めているところである（Clin Chem. 
2013; 59: 1330-1337）。診断・検出系として
は一定の成果がすでに得られているが、その
背景にあるメカニズムであるペプチダーゼ
反応については端緒についたばかりである。
本研究では、このペプチダーゼ反応を解析し、
関わる酵素またその活性制御の機構を明ら
かにしたい。それにより、動脈硬化の進展に
関わる新しいメカニズムを明らかにし、創薬
の糸口としたい。 
 我々は動脈硬化進行時に特異的にみられ
るペプチドのプロセシング反応を見いだし
ている。すでに予備検討にて、それの検出を
もとにした診断系の開発を進めており、一定
の成果が得られている。本研究を通してその
反応に関わるペプチダーゼないしそれの制
御機構を明らかにする。本プロセシング反応
に関わる酵素活性は動脈硬化抑制作用があ
ると想定されることから、酵素を同定し、さ
らにそれに対する賦活剤を開発すれば、新規
の抗動脈硬化効果を有する薬剤の開発が可
能になると考えている。 
 このように、本研究を通して、動脈硬化を
対象とした新しい機序に基づいた創薬が可
能となると期待される。動脈硬化進行の特異
的な検出（診断薬ないし測定計の開発）だけ
でも社会へのインパクトは大きいが、さらに
その基礎反応に基づくペプチドのプロセシ
ングに対する治療薬の開発につながれば心
血管疾患のみならず創薬領域全般において
も画期的な成果が期待される。糖尿病領域で

も GLP-1/DPP-IV 阻害剤等ペプチドのプロセ
シング制御を対象とした薬剤が開発され、最
近注目されていることから、心血管領域でも
同様にペプチドのプロセシングに基づく創
薬が可能になれば容易に受け入れられると
も思われ、絶大な社会的なインパクトが期待
される。 
 
２．研究の目的 
 
 心血管疾患は糖尿病代謝疾患同様に内分
泌制御がその病態制御に関与することが明
らかになり、心血管内分泌分野として近年注
目されている。具体的には、心臓血管疾患の
病態発症に関わる生理活性ペプチドである
心臓利尿ペプチド、レニン・アンジオテンシ
ン・アルドステロン等の生理活性ペプチドが、
心血管細胞に対して作用することで病態形
成に関わることが知られている。今までもこ
れら生理活性ペプチドを標的とした治療法
が開発されてきたが、受容体等を対象とした
ものが多く、作用機転は終末因子や段階を対
象としたものが中心であった。 
 近年、糖尿病・代謝領域では GLP-1 
(glucagon-like peptide-1) 製 剤 ・ DPP-IV 
(dipeptidyl peptidase-IV)阻害剤が画期的
な新規機序に基づく治療薬として期待され
ている。当製剤の作用機序は生理活性ペプチ
ド GLP-1 の（不）活性化に関わるペプチダー
ゼ DPP-IV に基づくものであり、ペプチド酵
素への薬剤介入またそれにより生理活性ペ
プチドのプロセシングを制御する。 
 心臓血管病態でも生理活性ペプチドのプ
ロセシングを対象としたその制御が可能に
なれば画期的な治療薬の開発が可能となる。
すでに我々は予備検討により、動脈硬化性疾
患に選択的に見られる心血管生理活性ペプ
チドの新規プロセシング機序を見いだして
いる。この系に作用する酵素についてもある
程度見当がついている段階であるが、特定ま
でさらに検討が必要である。この検出系を用
いることで動脈硬化疾患の発症と密接に関
わるペプチダーゼ活性を担う新規酵素の発
見が可能と考えている。本研究では、この動
脈硬化抑制ペプチダーゼを同定し、創薬への
糸口としたい考えである。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では前述したように、我々らがすで
に開発した動脈硬化進行時にみられる心臓
に選択的な生理活性ペプチドのプロセシン
グ機構の検出系を用いて、その反応の基礎反
応であるペプチダーゼならびにその制御機
構を解明する。 
 達成すべき目標は、そのペプチダーゼを追
求し、その過程に関わる酵素またその活性制
御の機構を明らかにする。血中で見られるプ
ロセシング機構であるが、生化学的な検討を
行うために、まず細胞実験系で再構築する必



要がある。現時点では、冠動脈由来の内皮細
胞を用いた細胞系で一定の再現ができてい
る。細胞を用いたスクリーニングにおいては、
各種のペプチダーゼ阻害薬を用いてペプチ
ドと反応させ、プロセシングの有無を検討す
る。化学的な特性からある程度酵素は絞り込
めているが、現時点では既知の酵素と異なる
性質を示す知見も見られており、新規の酵素
である可能性がある。新規の酵素である可能
性も考え、活性をもとに精製も試みる。細胞
の大量調製が困難であることから、分画化を
最適化したうえで微量蛋白質の検出を可能
とした質量分析技術で同定する予定である。
最終的には、同定した酵素を in vitro で再
構成して前述のプロセシング反応が起きる
かを検討する。 
 臨床検体として用いる血液は東京大学附
属病院循環器内科に入院する患者のうちイ
ンフォームドコンセントの得られた患者か
ら採取する。このシステムはすでに確立して
おり、これまでに 1,500 検体以上の収集を終
えている。これらの検体は詳細な臨床情報が
付与されている電子カルテシステムと連動
しており、必要に応じてその情報を取得する
ことが可能となっている。このような詳細な
臨床情報の付与された質の高い検体が収集
できることは疾患診断マーカーを探索・開発
する上で非常に重要な条件である。 
 
４．研究成果 
 
平成２４年度は、動脈硬化時にみられる心

臓に選択的な生理活性ペプチドがプロセシ
ングを受けて生じるフラグメントの生成メ
カニズムを追求した。培養細胞として、ヒト
心筋細胞を用い、血中で見られるプロセシン
グのモデル系の構築を行った。その結果、血
中で見られるプロセシングと同様のフラグ
メントを検出しうる培養細胞モデル系の構
築に世界で初めて成功した。このプロセシン
グ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
をこのモデル系に加え、検討した。その結果
をもとに、データベースの検索を行ったとこ
ろ、このプロテアーゼは因子 Xではないかと
考えられた。さらに因子 Xのヒトリコンビナ
ントがこの生理活性ペプチドをプロセスす
るかどうかについて、質量分析計を用いて検
討した。 
平成２５年度は、因子 Xのヒトリコンビナ

ントがこの生理活性ペプチドをプロセスす
るかどうかについて、質量分析計を用いて検
討した。また、実際の臨床検体においてこの
酵素の活性が見られるかどうかの検討を行
い、病態との相関を検討した。その結果、冠
動脈再狭窄の病態において、特定の生理活性
ペプチドの断片が減少していることを明ら
かにした。メカニズムとして、その酵素の活
性が減少していることが示唆された。 

このような検討は、今後の動脈硬化の新規
診断薬、さらには抗動脈硬化薬の開発の糸口
となることが期待される。 
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