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研究成果の概要（和文）：血液から得られるRNAサンプルの遺伝子発現パターンを調べ、虚血性心疾患に特異的
な新規のRNAバイオマーカーを探索・発見するため、健康人と急性冠症候群の患者における末梢血白血球のRNA発
現パターンを比較した。TLR2, TLR4, CCR2, Annexin A1, FPR2, TREM1等の遺伝子に関して、正常群、高度狭窄
冠動脈群で、発現量の違いに統計学的な有意差が得られた。前3者はすでによく報告されている遺伝子である
が、後3者と動脈硬化の関連はまだ極めて少なく、冠動脈疾患のバイオマーカーとして有用な可能性がある。

研究成果の概要（英文）：To identify novel mRNA biomarker from peripheral blood for ischemic heart 
disease, mRNA expression pattern was compared with patients with normal coronary and patients with 
acute coronary syndrome. On TLR2, TLR4, CCR2，Annexin A1, FPR2, and TREM1 mRNA, expression levels 
were statistically different between patients with normal coronary and patients with acute coronary 
syndrome. The first to third genes were already reported well, however forth to sixth genes are not 
yet less reported. The Annexin A1, FPR2, and TREM1 mRNA from human peripheral blood might be useful 
biomarker for ischemic heart disease.

研究分野：循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
循環器病学が対象とする動脈硬化（血管リモ
デリング）、心不全（心筋リモデリング）、メ
タボリック症候群（脂肪組織リモデリング）
などの主要な疾患の病因および進展には、炎
症が共通してあることが、知られている。多
くのバイオマーカーが、炎症によって惹起さ
れるサイトカインや増殖因子などの何らか
の生理作用を持つタンパク質を検出してい
る。しかし、感染症や自己免疫疾患などとは
異なり、上記の炎症は微小炎症であることも
報告されており、そのことが炎症の検出すな
わち病気あるいは病態の早期診断を困難に
している。その点、RNA はタンパク質に比べ、
感度、特異度ともに高いと考えられることが、
RNA 診断に期待される。循環器病においても
多くの血液バイオマーカーの有用性が今ま
で検討されてきたが、そのほとんどは前記の
ような組織リモデリングに関わる炎症性サ
イトカインや増殖因子などのタンパク質の
レベルでの検出である。多くの未知の分泌タ
ンパクがいまだ存在し、種々の病態に対し、
時には有効的に、また時には有害的に作用し
ていると考える。また一部は血液中で検出し
うると考えられ、生理作用のみでなく、バイ
オマーカーとしての意義も検討もされてき
た。これらの分子は局所の心臓、血管および
脂肪などの実質細胞が合成・分泌する場合も
あるが、炎症担当細胞である各種の白血球が
合成・分泌する場合もある。白血球は基本的
には局所において活性化され、炎症性サイト
カインなどを分泌すると考えられるが、局所
に動員され、活性化される以前から、局所の
負荷応答による局所由来のシグナルをサイ
ンとして認識していると考えられる。この
（活性化ではなく）認識を mRNA レベルで検
出できないかどうか？が最大の関心である。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
２．研究の目的 
動脈硬化の発症、進展の過程は、炎症担当細
胞である白血球がその病因に大きく関与し
ており、血管壁にかかる生物学的、化学的あ
るいは物理的なストレスなどに対する負荷
応答としての慢性微小炎症の結果、血管壁が
その負荷の種類や程度・規模に応じて、種々
のシグナルを出し、それらが血液・循環を介
し、骨髄中や循環血液中あるいは局所の白血
球にシグナルとして認知させ、局所に動員さ
れる。その結果、血管壁で炎症およびその結
果としての動脈硬化を起こす。これらの白血
球の炎症の認知を mRNA レベルで検出するこ
とで、動脈硬化における慢性微小炎症の検出

を試み、虚血性心疾患のスクリーニングを行
うことが、本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）健常状態および高度の動脈硬化の状態
で、末梢血白血球の mRNA レベルでの遺伝子
発現パターンに違いがあるのかどうかを人
およびマウスにおいて検討する。これには
differential display（DD：以下 DD 法）、
Suppression Subtractive Hybridization
（SSH：以下 SSH 法）を併用する。 
 
①群わけ、血液サンプル採取と RNA 抽出 
人の場合：RNA 用の採血管で人血液サンプル
を採取する。胸痛を主訴に心臓カテーテル検
査を施行された症例のうち、冠動脈造影上、
狭窄がない症例を健常群（A）とする。また
急性冠症候群、すなわち不安定狭心症あるい
は発症6 時間以内の胸痛が残存するST 上昇
型の急性心筋梗塞の症例で、実際に冠動脈造
影上、高度狭窄あるいは完全閉塞の所見を有
し、特に血管内超音波で attenuation を伴う
プラーク（いわゆる不安定プラーク）を有す
るような症例を動脈硬化群（B）とする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
マウスの場合：RNA 用の採血管でマウス血液
サンプルを採取する。通常食を与えた野生型
マウス（a）、動脈硬化誘導食を与えた野生型
マウス（b）、通常食を与えた ApoE 欠損マウ
ス（c）、動脈硬化誘導食を与えた ApoE 欠損
マウス（d）の４群を準備し、血液サンプル
を採取する。 
 
 
 
 
 
 
 

 
                     
人血液、マウス血液から、専用の抽出キット
を使用し、mRNA を抽出する。 
②DD 法、SSH 法で、2群間の mRNA の発現差の
ある遺伝子のスクリーニングを行う。 
③人血液由来 mRNA サンプルを用いて、マイ
クロアレイによる網羅的解析も施行する。 
 
（２）上記より、候補遺伝子を決定し、人血
液由来mRNAサンプルを用いて、real time PCR



で、健常群と動脈硬化群の各群の mRNA の発
現差に関して、定量評価をする。 
 
４．研究成果 
（１）①ヒトおよびマウスの末梢血から、解
析に十分かつ質の高いRNAを再現性良く抽出
可能であった。 
②上記の両群間でのRNA発現パターンの違い
に関して、SSH 法はキットが製造中止となり、
DD 法のみによるスクリーニングを施行した。
発現差のありそうなRNAは数十程度であった
が、サンプル間の再現性に難があり、候補遺
伝子の特定は容易ではなかった。 
③遺伝子の網羅的解析に関して、microarray
に変わるより有用な解析法である次世代シ
ークエンス（NGS）が開発された。正常冠動
脈群（N=3）、高度狭窄冠動脈群（N=3）の末
梢血から得られた RNA サンプルを、NGS のう
ちの RNA sequencing の受託解析を依頼し、
現在、解析中である。 
 
（２）DD 法の結果、既報を参考にし、mRNA
バイオマーカー候補遺伝子として、TLR2, 
TLR4, CCR2, Annexin A1, FPR2, TREM1 の遺
伝子に関して、健常群、動脈硬化群で、末梢
血白血球由来の mRNA の発現量を real time 
PCR で比較した。 
①Annexin A1               
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⑤CCR2 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
⑥TREM1 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
いずれも健常群、N=27、動脈硬化群、N=35 で、
P<0.05 である。 
 
今回の結果は、まだいくつかの問題を抱えて
おり、バイオマーカーとしての検証は不十分
である。虚血性心疾患に対する RNA バイオマ
ーカーであると断定するには科学的には弱
いと考えられ、発表に至っていないが、有力
な候補と考えている。確たる RNA バイオマー
カーが同定できれば、血液サンプルからの
RNA がバイオマーカーとして診断に活用でき
るという点で、臨床的にもまれな応用例であ
り、極めて画期的で、インパクトの高いもの
と考えられる。 
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