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第 1章 緒言 

 

 

肺高血圧症（pulmonary hypertension、PH）は心臓カテーテル検査によって安静時の

平均肺動脈圧が25mmHg以上である状態と定義される、予後不良の進行性の疾患である1,2)。

さらにPHの中で、左心系の循環器疾患・呼吸器疾患・低酸素状態・慢性血栓塞栓性肺高

血圧症・代謝性疾患などの全身性疾患を除外した上で、肺換気血流シンチグラフィーに

おいて換気血流不均等がないものが肺動脈性肺高血圧症（pulmonary arterial 

hypertension、PAH）と定義されている1)。PAHは年間1,000,000人中1-2人が罹患すると

推察され、時に致命的となりうる3)。成人期発症のPAHに対して治療を行わなかった場合

の予後は非常に不良であり、平均生存期間は2.8年とされている4)。 

 

PAH はさらに膠原病・門脈病変・先天性心疾患・薬剤性・住血吸虫症・ヒト免疫不全

ウイルス感染による二次性 PAH と、特発性 PAH（idiopathic PAH、IPAH）および遺伝性

PAH（heritable PAH、HPAH）に分類される 2)。IPAH は家族歴がなく、上記の他疾患の

ようなこれまでに同定されているリスク因子を持たずに発症した孤発例である 5)。これ

に対してHPAHは常染色体優性遺伝形式で伝播する。その浸透率は10-20%と比較的低く、

また、女性の罹患率は男性の 2倍以上と高いことが知られている 6)。 

 

HPAH の疾患原因遺伝子として形質転換成長因子（transforming growth factor - beta、 

TGF-β）スーパーファミリーに属する骨形成タンパク（bone morphogenetic protein、

BMP）シグナル伝達経路内の 2型骨形成タンパク受容体（bone morphogenetic protein 

receptor 2、BMPR2) が 2000 年にはじめて報告された 7,8）。その後、同じく TGF-β/BMP

シグナル伝達経路に属する 1型アクチビン受容体様キナーゼ（activin receptor-like 

kinase 1、ALK1）、エンドグリン（endoglin、ENG）、転写調節因子である SMAD1、SMAD4、

SMAD8 が疾患原因遺伝子として相次いで報告された 9-13)。 さらに 2012 年、全エクソー

ム解析により、PAH 発症に関与するメカニズムは現時点でははっきりしていないものの、

細胞内脂質輸送に関与するカベオリン-1（caveolin-1、CAV1）があらたに疾患原因遺伝

子として報告された 14)。 

これらの原因遺伝子の同定により、分子生物学的側面からの PAH の病態についての理

解が急速に進んできている。しかし HPAH の約 30%、および IPAH の 60-90%ではこれらの

遺伝子変異は見つかっておらず、その原因はいまだ不明である 15,16)。 

 

そこで我々は、上記以外にも TGF-β/BMP シグナル伝達経路に属する遺伝子、または

それ以外の遺伝子の異常が PAH の発症メカニズムに関与する可能性があるのではない

かとの仮説をたて、まずは TGF-β/BMP シグナル伝達経路に属する複数の遺伝子の変異

を、既知の原因遺伝子変異が見つかっていない IPAH 患者において検索することとした。 

 

また、PAH 患者の肺小動脈平滑筋細胞において NOTCH3 タンパクが過剰発現している
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こと、さらには PAH 患者およびマウス・ラット PAH モデルにおいて、肺における NOTCH3

タンパクの量が PAH の重症度と関連していることが報告されている 17)。この報告を元

に、我々は BMP シグナル伝達経路のみならず、NOTCH3 シグナル伝達経路も PAH の発症

に関与するのではないかという仮説をたて、IPAH 患者において NOTCH3 遺伝子およびそ

の経路内の遺伝子変異の検索を試みることとした。 

 

さらに、前述のように一部のPAH患者においては原因遺伝子が同定されてきているが、

各々の遺伝子変異が臨床像に与える影響はいまだ不明である。この遺伝子変異と臨床像

との関連に言及した報告はわずかであり18-20)、特に小児期発症PAHに関する解析は皆無で

ある。無治療の場合の小児期発症PAHの平均生存期間は10か月と成人よりも短いこと21,22)、

小児期発症PAH患者の男女比はほぼ1：1であること23)、肺血管拡張試験への反応率が成人

期発症例では25%であるのに対し小児では40%と比較的良好であること24)などが報告され

ており、成人期発症PAHと小児期発症PAHの病態は異なる可能性が示唆されている。以上

を踏まえ、小児期発症PAHの遺伝子変異と臨床像の関連について後方視的に検討するこ

ととした。 

 

加えて、PAHの日常診療における問題点として、PAH患者の現時点での重症度および予

後予測が困難なことがあげられる。特に小児においては各種検査時に鎮静が必要である

ことなどから、しばしば重症度の推定が困難となる。脳性ナトリウム利尿ペプチド

（brain natriuretic peptide、BNP）および脳性ナトリウム利尿ペプチド前駆体N末端

フラグメント（N-terminal proBNP、NT-proBNP)は小児・成人に関わらずPAHにおける有

用なバイオマーカーとして考えられており、臨床の場でも利用されているが25-28）、予後

や肺移植の必要性を予測するには感度が低いことが指摘されている27)。ここ数年で、PAH

の新しいバイオマーカー候補として複数の物質が報告されているものの29-33)、これらの

バイオマーカー候補の有用性は十分には確認されておらず、実際の臨床現場では活用さ

れていない。 

そこで我々は、小児PAHの重症度および予後予測に有用なバイオマーカーの探索を試

みた。具体的には、PAHによってもたらされる右心不全や血管新生、細胞増殖などのメ

カニズム、そして先行論文を考慮した上で10項目の物質をバイオマーカー候補として選

び出し、小児期発症PAH患者の残余血漿検体で測定し、臨床像と後方視的に照合するこ

とでその有用性を評価することとした。 
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第 2章 特発性肺動脈性肺高血圧症における BMPR1B 遺伝子変異の同定と機能解析     

 

 

第 1 節 背景 

近年、TGF-β/BMP シグナル伝達経路に属する BMPR2、ALK1 などの遺伝子変異が、PAH

の発症に深く関わるとして次々と同定されてきている 7-13)。しかし HPAH の約 30%、およ

び IPAH の 60-90%ではこれらの遺伝子変異は発見されておらず、その原因はいまだ不明

である 15,16)。そこで我々は、既知の原因遺伝子変異が見つかっていない IPAH 患者にお

いて、TGF-β/BMP シグナル伝達経路に属する 10 遺伝子の変異を検索した。 

 

 

第 2 節 対象および方法 

（1）対象と検体採取 

東京女子医科大学倫理委員会の承認を得た上で、原因遺伝子変異の検索を依頼された

74 名（発症時年齢 12.3±11.3 歳）の PAH 患者から、本人または保護者から文書で同意

を得て末梢血全血 5-10ml を採取した。小児患者の場合は、疾患の治療に必要な血液検

査を施行した際の残余検体を利用した。なお、この 74 症例の一部は先行研究の対象に

も含まれている 12,34)。この末梢血からゲノム DNA（genomic deoxyribonucleic acid、

genomic DNA）を抽出し、既知の疾患原因遺伝子である BMPR2、ALK1 遺伝子について直

接シークエンス法で変異の有無を検索した。その後 Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification 法（MLPA 法）で BMPR2、ALK1 および ENG 遺伝子の大規模欠失・重

複の有無を検索し、これらの遺伝子の変異を持たない 44 名について TGF-β/BMP ファミ

リーに属する SMAD1、SMAD2、SMAD3、SMAD4、SMAD5、SMAD6, SMAD8 遺伝子変異の有無を

直接シークエンス法で確認した。この際に認められた SMAD8 変異は新規疾患原因遺伝子

として既に報告されている 12)。残る 43 名（発症時年齢 12.2±12.7 歳）についてさら

に SMAD7、BMPR1A、BMPR1B 遺伝子変異の有無を直接シークエンス法で検索した（図 1）。 

 

（2）遺伝子変異の検索 

直接シークエンス法による遺伝子変異の検索には ABI 3130xl DNA Analyzer (Applied 

Biosystems)を使用した。新規の遺伝子変異が同定された場合には、健常者コントロー

ル 450 例の genomic DNA においてその変異がないことを確認した。そのうち 150 例につ

いては東京女子医科大学倫理委員会の承認を得た上で、心血管疾患を含む重篤な疾患が

ないことが確認されている者から同意を得て採取した。ただし、小児の健常者コントロ

ールについては保護者から同意を得た上で、他疾患の治療に必要な血液検査を受けた際

の残余検体を利用した。残りの 300 例については、Genomic DNA - Human Adult Normal 

Tissue: Peripheral Blood Leukocyte, from a single donor（BioChain）を使用した。 

 

（3）プラスミドの準備 

 東京大学 宮園研究室から譲渡されたマウス pcDNA3.0-hemagglutinin(HA)-Bmpr1b お

javascript:void(0);
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よびconstitutively active(ca)-Bmpr1b、ヒトpcDNA3.0-6×Myc-SMAD8、pcDNA3.0-SMAD4、

3GC2-Lux を使用した。Ca-Bmpr1b は 203 番目のグルタミンをアスパラギン酸に変異させ

る方法により作成されていた。pcDNA3.0-HA-Bmpr1b および ca-Bmpr1b については

site-directed mutagenesis kit (Stratagene)を用いて目的の変異体を作製した。 

 

（4）遺伝子導入とウェスタンブロッティング 

10%fetal bovine serum（FBS）を加えたDMEM/F12液体培地（Sigma）を使用してCOS1

細胞を培養し、これにLipofectamine2000 reagent(Invitrogen)を用いてそれぞれのプ

ラスミドを導入した。一部の COS1 細胞については導入 20時間後に培地を

0.1%FBS-DMEM/F12へと変更して4時間細胞を飢餓状態に曝し、同時にBMP4刺激を行った。

遺伝子導入から24時間後に細胞を溶解してタンパクを抽出し、ドデシル硫酸ナトリウム

-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（sodium dodecyl sulfate - poly-acrylamide gel 

electrophoresis、SDS-PAGE）を行った。その後ゲルからタンパクをポリフッ化ビニリ

デン（polyvinylidene fluoride、PVDF）膜 へとセミドライ式の転写装置を用いて転写

した。その後、1%ウシ血清アルブミン（bovine serum albumin、BSA）でブロッキング

を行い、抗リン酸化SMAD1/5/8抗体、抗Myc抗体、抗HA抗体をそれぞれの目的に応じて1

次抗体として室温で1時間PVDF膜と反応させた。その後PVDF膜を洗浄し、それぞれの1次

抗体に対応したhorseradish peroxidase(HRP)標識2次抗体と室温で1時間反応させた。

反応後洗浄し、化学発光法を利用して目的タンパク質を検出した。 

 

（5）ルシフェラーゼアッセイ 

 Lipofectamine2000 reagent を用いて 3GC2-Lux プラスミドと野生型または変異型の

pcDNA3.0-HA-bmpr1B を、さらに目的に応じて pcDNA3.0-SMAD8 と pcDNA3.0-SMAD4 を組

みあわせて COS1 細胞に導入した。そのうちの一部は 0.1%FBS-DMEM/F12 で 12 時間飢餓

状態に曝し、同時に BMP4 刺激を行った。遺伝子導入から 24 時間後に全ての細胞を回収

し、Dual luciferase reporter assay(Promega)を用いてルシフェラーゼアッセイを実

施した。結果はホタルルシフェラーゼ活性とウミシイタケルシフェラーゼ活性の比で表

した。 

 

（6）統計学的解析 

本研究において計測値を示す場合には、平均値±標準偏差で表した。全ての統計学的

解析には JMP for Windows version 8 (SAS Institute)を使用し、p<0.05 を統計学的有

意差があるとみなした。 

 

 

第 3 節 結果 

 43 名の IPAH 患者において前述の 10 種類の遺伝子変異を検索した結果、2名の患者に

おいて BMPR1B 遺伝子のミスセンス変異を検出した（c.479 G>A p.S160N、c.1176 C>A 

p.F392L。図 2）。この検出された BMPR1B 変異がタンパク機能に与える影響について解
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析を行うため、COS1 細胞に BMPR1B 遺伝子の野生型と変異型をそれぞれ導入してタンパ

ク機能を解析した。その結果、BMP4 刺激を加えられた F392L 変異を導入した BMPR1B お

よび F392L 変異 ca-BMPR1B は野生型 BMPR1B および ca-BMPR1B と比較して SMAD8 のリン

酸化を増強させることがウエスタンブロット法により判明した（図 3、図 4）。また、こ

れらの変異タンパクおよび S160N 変異 BMPR1B が SMAD8 および SMAD4 と相互作用した場

合には、野生型 BMPR1B および ca-BMPR1B と比較して BMP 特異的ルシフェラーゼレポー

ターを活性化させることがルシフェラーゼアッセイによって明らかとなった（図 5）。 

 

 

第 4 節 考察 

 BMPR1B は TGF-βスーパーファミリーに属する骨形成タンパク(bone morphogenetic 

protein、BMP）の受容体の一つであり、リガンドである BMP と結合することで細胞質の

SMAD1/5/8 をリン酸化する。リン酸化された SMAD1/5/8 は co-activator である SMAD4

とともに核内に移行し、転写調節因子に働きかけて細胞増殖を抑制する 35,36)。 

BMPR2 遺伝子変異による PAH の発症メカニズムについては既に多くの報告があり、そ

の変異により BMP シグナリングが低下することで血管平滑筋細胞の増殖を抑制できな

くなり、さらに相対的に TGF-βシグナリングが亢進することで血管平滑筋細胞の増

殖・成熟が促されると考えられている 12,37,38）。しかし、今回同定した BMPR1B 遺伝子変

異は BMP シグナリングを増強させており、前述の定説に反する結果であった。一方で、

BMPR2をノックアウトした肺動脈平滑筋細胞はBMP2およびBMP4による刺激を受けた際

には BMP シグナリングの低下を示すものの、BMP6 および BMP7 で刺激された際には BMP

シグナリングの増強をもたらすとの報告や 39）、BMPR2 変異を認めない PAH 患者の肺動脈

平滑筋細胞では、健常者コントロールと比較して BMPR1B の発現が有意に増強していた

との報告があり 40）、本研究の結果はこれらの報告の主旨と合致する。今回の結果およ

び上記の文献を踏まえると、BMP シグナリングの低下だけではなく、BMP シグナリング

の亢進によって起こる BMP および TGF-βシグナリング間の不均衡も、PAH を発症させる

可能性が考えられる。 

 

 

第 5 節 小括 

 特発性肺動脈性肺高血圧症のあらたな疾患原因遺伝子候補として、BMPR1B を同定し

た。今回同定した 2種類の BMPR1B 変異のうち F392L 変異はウェスタンブロッティング

およびルシフェラーゼアッセイの両方で BMP シグナリングの亢進を示した。これは PAH

の発症機序には BMP シグナリングの低下のみならず、その亢進も関与する可能性を示

唆しており、治療戦略としての TGF-β/BMP 伝達経路への介入を考える上で非常に重要

である。  
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第 3章 特発性肺動脈性肺高血圧症における NOTCH3 遺伝子変異の同定と機能解析     

 

 

第 1 節 背景 

近年 PAH の疾患原因遺伝子が次々と同定されてきているなか、我々も新規の疾患原因

遺伝子候補として BMPR1B 遺伝子を同定した 41）。しかし、大多数の PAH 患者では依然と

して原因遺伝子が同定されていない。 

2009年にPAH患者の肺小動脈平滑筋細胞においてNOTCH3タンパクが過剰発現してい

ること、さらに PAH 患者およびマウス・ラット PAH モデルにおいて、肺における NOTCH3

タンパクの量が PAH の重症度と関連していることが報告された 17）。そこで我々は、

NOTCH3 およびそのターゲット遺伝子である HES1・HES5 の遺伝子変異の検索を試みるこ

ととした。 

 

 

第 2 節 対象および方法 

（1）対象と検体採取 

東京女子医科大学倫理委員会の承認を得た上で、原因遺伝子変異の検索を依頼された

74 名（発症時年齢 12.3±11.3 歳）の PAH 患者から、依頼時に本人または保護者から文

書で同意を得て末梢血全血 5-10ml を採取した。小児患者の場合は疾患の治療に必要な

血液検査を施行した際の残余検体を利用した。なお、この 74 症例の一部は先行研究の

対象にも含まれている 12,34,41)。この末梢血から genomic DNA を抽出し、この時点におけ

る既知の疾患原因遺伝子である BMPR2、ALK1、SMAD1/4/8、BMPR1B および Caveolin-1

遺伝子について直接シークエンス法および MLPA 法で変異の有無を検索し、これらの遺

伝子の変異を持たない 41 名（発症時年齢 11.9±12.5 歳）を今回の研究の対象とした（図

6）。 

 

（2）遺伝子変異の検索 

対象者のgenomic DNAについてNOTCH3およびそのターゲット遺伝子であるHES1、HES5

の 3 種類の遺伝子の変異の有無を ABI 3130xl DNA Analyzer (Applied Biosystems)を

用いて直接シークエンス法で検索した。新規の遺伝子変異が同定された場合には、健常

者コントロール 470 例の genomic DNA においてその変異がないことを確認した。そのう

ち 170 例については、東京女子医科大学倫理委員会の承認を得た上で、心血管疾患を含

む重篤な疾患がないことが確認されている健常者から同意を得て採取した。ただし、小

児の健常者コントロールについては、保護者から同意を得た上で、他疾患の治療に必要

な血液検査を受けた際の残余検体を利用した。残りの 300 例については、Genomic DNA - 

Human Adult Normal Tissue: Peripheral Blood Leukocyte、from a single donor

（BioChain）を使用した。 
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（3）プラスミドおよび抗体の準備  

国立長寿医療センター研究所 血管性認知症研究部から譲渡されたヒト

pcDNA4/TO-NOTCH3、ウサギポリクローナル抗ヒト NOTCH3 抗体（AbN2）、モノクローナル

NOTCH3抗体（3A2）、および京都大学 影山研究室から譲渡されたpHes5-lucを使用した。

pcDNA4/TO-NOTCH3 については site-directed mutagenesis kit (Stratagene)を用いて

目的の変異体を作製した。なお AbN2 および 3A2 については特異的に NOTCH3 タンパク

を認識できることが既に報告されている 42）。 

 

（4）安定細胞株の樹立 

NOTCH3 を血管平滑筋細胞に強制発現した場合、2日以内に細胞死するために機能解析

が困難であることが既に知られている 42）。このため、HEK293 細胞およびテトラサイク

リンによる発現調整システムを利用して、NOTCH3 野生型および変異型の安定細胞株を

樹立した。具体的には T-REx 293 cells（Invitrogen）に pcDNA4/TO-NOTCH3 野生型ま

たは変異型を Lipofectamine2000 reagent（Invitrogen）を用いて導入し、その後

Zeocin(100 µg/ml)および Blasticidin-S(5 µg/ml)を含む高糖度 DMEM/10%FBS 液体培地

で培養することにより、プラスミドが確実に導入された細胞のみを選別した。この細胞

をテトラサイクリン（2 µg/ml）を含む高糖度 DMEM/10%FBS 液体培地で 24 時間培養して

NOTCH3 を発現させた後、ウェスタンブロッティング法により NOTCH3 タンパクの発現量

を確認した。発現量が高い株を野生型と変異型のそれぞれで 3株以上抽出し、Zeocin(5 

µg/ml)、Blasticidin-S(5 µg/ml)を含む高糖度DMEM/10%FBS液体培地で培養を継続した。 

 

（5）ウェスタンブロッティングと共免疫沈降 

強制発現させた NOTCH3 を活性化させるために、一部の安定発現株については、あら

かじめ抗 Fc 抗体（Jackson ImmunoResearch Laboratories）と 20 時間かけて結合させ

たヒト Jagged-1 Fc（R&D Systems）を加えて 4 時間培養した。その後細胞を溶解して

タンパクを抽出し、SDS-PAGE を行った。ゲルからタンパクを PVDF 膜 へとセミドライ

式の転写装置を用いて転写した。1%BSA でブロッキングを行い、抗 NOTCH3 抗体（AbN2）、

抗 Calnexin 抗体、抗 ERp 抗体、抗 GRP78/BiP 抗体、抗β-actin 抗体をそれぞれの目的

に応じて 1次抗体として室温で 1時間 PVDF 膜と反応させた。その後 PVDF 膜を洗浄し、

それぞれ 1次抗体に対応した HRP 標識 2次抗体と室温で 1時間反応させた。反応後洗浄

し、化学発光法を利用して目的タンパク質を検出した。一部の細胞溶解液（タンパク

200 µg 分）については Dynabeads Protein G(Invitrogen)および抗 NOTCH3 抗体（AbN2）

と一緒に反応させて免疫沈降を行った後、ウエスタンブロッティングによる解析を行っ

た。 

 

（6）免疫染色 

それぞれの安定細胞株をポリ-L-リジンでコーティングされたカバーグラス上で培養

し、4%パラフォルムアルデヒドで 15 分間固定した。固定後洗浄し、3%BSA でブロッキ

ングを行った。その後、抗 NOTCH3 抗体（AbN2）および抗 GRP78/BiP 抗体と室温で 1時
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間反応させた。1次抗体反応後、カバーグラスを洗浄し、抗ウサギ Alexa Fluor 568 抗

体、抗マウス Alexa Fluor 488 抗体と反応させた。最後に Prolong Gold antifade reagent 

with DAPI (Invitrogen)で標本として、LSM 5 PASCAL Laser Scanning Microscope (Carl 

Zeiss)を用いて観察し、記録した。 

 

（7）細胞増殖率の比較と細胞生存性の評価 

 それぞれの安定細胞株（2×104 個/well）を 24 well plate でテトラサイクリン(2 

µg/mL)を加えた場合と加えない場合の両方の条件下で培養した。開始時、1日目、3日

目、5日目に細胞を回収してトリパンブルー染色を利用して細胞数を測定した。さらに

WST-1 reagent (Roche)を用いて、テトラゾリウム塩が生細胞中ミトコンドリア脱水素

酵素によってホルマザン色素へ変換されることを利用して定量的に細胞生存能力を評

価した。 

 

（8）ルシフェラーゼアッセイ 

Lipofectamine2000 reagent を用いて pHes5-Luc プラスミドと野生型または変異型の

pcDNA4/TO-NOTCH3 あるいは空の pcDNA4/TO ベクターを T-REx293 細胞に導入した。その

うちの一部については抗 Fc 抗体を結合させた Jagged-1 Fc を加えて 4時間培養した。

遺伝子導入から 32 時間後に全ての細胞を回収し、Dual luciferase reporter assay 

(Promega)を用いてルシフェラーゼアッセイを行った。結果はホタルルシフェラーゼ活

性とウミシイタケルシフェラーゼ活性の比で表した。 

 

（9）統計学的解析 

本研究において計測値を示す場合には、平均値±標準偏差で表した。全ての統計学的

解析には SAS version 9.3 (SAS Institute)を使用し、p<0.05 を統計学的有意差がある

とみなした。 

 

 

第 3 節 結果 

 41 名の IPAH 患者において NOTCH3、HES1、HES5 の各遺伝子の変異を検索した結果、2

名の患者において NOTCH3 遺伝子のミスセンス変異を検出した（c.2519 G>A p.G840E、

c.2698 A>C p.T900P。図 7）。樹立した野生型 NOTCH3 および変異型 G840E、T900P の安

定細胞株を利用して機能解析を行った結果、共免疫沈降後のウェスタンブロッティング

では、野生型 NOTCH3 がシャペロンの一つである GRP78/BiP と強く結合していたのに対

し、2種類の変異型と GRP78/BiP との結合は軽度であった（図 8）。次に、免疫染色で

NOTCH3 タンパクと GRP78/BiP タンパクの局在を調べたところ、野生型 NOTCH3 が導入さ

れた細胞では NOTCH3 タンパクと共に小胞体内に存在していたのに対し、変異型が導入

された細胞では、GRP78/BiP は核内に移行していた。さらに変異型 NOTCH3 が導入され

た細胞では NOTCH3 タンパクは野生型導入細胞のそれよりも迅速に分解された（図 9）。 

また、各安定細胞株の細胞増殖能および細胞生存性を検討したところ、変異型は野生
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型よりも細胞増殖および細胞生存能力を亢進させることが明らかになった（図 10）。

さらに Jagged-1 による刺激にも関わらず、変異型 NOTCH3 はいずれも NOTCH3-HES5 シグ

ナリングを亢進しないことがルシフェラーゼアッセイの結果から示された（図 11）。 

 

 

第 4 節 考察 

 NOTCH3 は 1 回膜貫通型の膜タンパク質であり、近接する細胞上に発現している

Jagged-1、Jagged-2、Delta ファミリーなどのリガンドにより活性化され、その細胞内

領域が切り離されて核内へと移行し、HES1、HES5 などのターゲット遺伝子の転写を促

進する 43,44） 。 

今回 NOTCH3 との関係を調べた GRP78/BiP は熱ショックタンパク質の一つで、小胞体

内の主要なシャペロンとされており、小胞体のストレス応答や、カルシウム結合、各タ

ンパクの折りたたみや集合などに関わるとされている 45） 。さらに外的ストレスが小胞

体に過剰にかかった場合、GRP78/BiP が核内で観察されることが報告されている 46,47）。

免疫染色の結果とあわせて考えると、変異型の NOTCH3 タンパクは過度の小胞体ストレ

スを引き起こし、GRP78/BiP の核内への移動をもたらしたのではないかと推察される。 

 NOTCH3 変異型が発現している細胞では、野生型が発現している細胞よりも細胞増殖

および細胞生存能力が高く、死細胞の増加や形態異常は特に認められなかった。このこ

とから、正常の NOTCH3 タンパクが存在しない状況では細胞増殖能が上昇する可能性が

示唆された。しかし、この結果は Li らの先行論文 17）とは逆の結果であった。この原因

として変異のタイプ、研究に使用した細胞や種の相違が考えられる。NOTCH3 の機能は

当初考えられていた以上に複雑である可能性があり、さらなる検討が必要である。 

また、ルシフェラーゼアッセイの結果から、今回同定された NOTCH3 変異体は

NOTCH3-HES5 シグナル活性の低下をもたらすことが明らかとなった。文献報告によると、

NOTCH3 変異体はその変異部位によって、機能亢進をもたらすもの、リガンド結合を阻

害するもの、特にシグナル活性に影響を与えないものとさまざまである 48-51）。今回同定

された 2種類の NOTCH3 変異はいずれもこれまでに報告されたことがなく、変異部位を

含むエクソン 16・エクソン 17 における変異自体の報告がない。この点についてもさら

なる検討が必要と考えられる。 

 

 

第 5 節 小括 

特発性肺動脈性肺高血圧症のあらたな疾患原因遺伝子候補として、NOTCH3 を同定し

た。同定された 2種類の NOTCH3 変異はいずれも細胞増殖能および細胞生存能の亢進を

もたらした。PAH では、肺動脈平滑筋細胞が異常増殖して肺血管抵抗が増加し、右心不

全をもたらすことが判明しており、この候補遺伝子の変異がその機序に関与する可能性

が示唆された。 
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第 4章 小児期発症 特発性/遺伝性肺動脈性肺高血圧症における遺伝子変異と臨床像             

 

 

第 1 節 背景 

PAH の疾患原因遺伝子として BMPR2 遺伝子、ALK1 遺伝子、SMAD8 遺伝子などが同定さ

れているものの、PAH における遺伝子変異と臨床像に関する報告は少なく 18-20）、小児

期発症PAHに限定した報告は皆無である。そこで、小児期に発症したPAH症例について、

遺伝子変異の有無と臨床像の関係を明らかにすることとした。 

 

 

第 2 節 対象および方法 

東京女子医科大学循環器小児科に遺伝子変異検索の依頼があった小児期発症 PAH 57

症例（発症時年齢 8.5±3.9 歳）について、同大学倫理委員会の承認を得た上で本人ま

たは保護者から文書で同意を得て末梢血全血 5-10ml を採取した。小児患者の場合は疾

患の治療に必要な血液検査を施行した際の残余検体を利用した。なお、この 57 症例の

一部は先行研究の対象にも含まれている 12,34,41,52）。この検体から genomic DNA を抽出

し、まずは直接シークエンス法で BMPR2/ALK1 遺伝子変異を検索したところ、BMPR2 変

異例を 14 例、ALK1 変異例を 7 例認めた。さらに BMPR2/ALK1/ENG の大規模欠失・重複

を検索するために MLPA 法を施行したところ BMPR2 遺伝子のエクソン単位での欠失を 4

例で認めた。18 症例の BMPR2 変異群、7症例の ALK1 変異群、先に述べた BMP シグナル

伝達経路内の遺伝子変異を認めない 29 症例（以下非変異群）の 3群にわけて、遺伝子

変異検索依頼時の診療録などを参考に臨床像を検討した（図 12）。なお、BMPR2 遺伝子

および ALK1 遺伝子において、新規部位の変異が同定された場合には、健常者コントロ

ール 200 例の genomic DNA においてその変異がないことを確認した。そのうち 150 例に

ついては東京女子医科大学倫理委員会の承認を得た上で、心血管疾患を含む重篤な疾患

がないことが確認されている健常者から同意を得て採取した。ただし、小児の健常者コ

ントロールについては、保護者から同意を得た上で、他疾患の治療に必要な血液検査を

受けた際の残余検体を利用した。残りの 50 例については Genomic DNA - Human Adult 

Normal Tissue: Peripheral Blood Leukocyte、from a single donor（BioChain）を使

用した。 

本研究において計測値を示す場合には、平均値±標準偏差もしくは中央値（四分位範

囲）で表した。全ての統計学的解析には SAS version 9.3 (SAS Institute)を使用し、

p<0.05 を統計学的有意差があるとみなした。 

 

 

第 3 節 結果 

男女比、発症時年齢、BNP 値、6分間歩行距離については 3群間で有意差は認めなか

った。ただし、ALK1 変異群で PAH の家族歴が多い傾向がみられた（表 1）。次に血行動

態的指標の比較を行ったが、これについても 3 群間で有意差は認めなかった（表 2）。
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さらに、治療方法の変遷によるバイアスの有無を確認するため、各群の最新の治療内容

を比較したが、3群間で治療内容に有意差は認められなかった（表 3）。 

続いて、それぞれの治療開始後に New York Heart Association 心機能分類（NYHA 

class）が改善したかどうかについて検討した。治療内容の検討が可能であった 30 症例

全体では、エポプロステノール持続静注が突出して奏功しており、在宅酸素療法、シル

デナフィル・タダラフィルも比較的奏功していた。ALK1 変異群については評価可能で

あった症例が少なく、有意差はないものの、エポプロステノール持続静注以外の治療が

効きにくい印象が得られた。BMPR2 変異群と非変異群については、全体と同様の傾向が

みられた。いずれの治療法についても 3群間で効果に有意な差は認められなかった（図

13）。 

最後に各群の転帰を比較した。その結果、ALK1 変異群では 7 症例中 2 症例、BMPR2

変異群では 18 症例中 8症例、非変異群では 29 症例中 3症例が死亡していた。死亡数を

人年で割って算出した Rate of death は BMPR2 変異群で有意に高値であった（表 4）。

次に、Kaplan-Meier の生存曲線で全体の転帰を確認した。5年生存率は 76 %、10 年生

存率は 72 %であった（図 14）。ALK1 変異群、BMPR2 変異群、非変異群の 3群に分けて施

行した log-rank 検定では、非変異群では 5年生存率、10 年生存率ともに 90 %であった

のに対して、BMPR2 変異群では 55 %、37%と明らかに予後は不良であった（図 15 

log-rank test p=0.0005）。死亡をエンドポイントとして Cox の比例ハザードモデルで

計算したところ、BMPR2 変異群は非変異群と比較したイベント発生リスクが 12 倍以上

と非常に高値であった（表 5 p=0.0003）。また、有意差はないものの ALK1 変異群もイ

ベント発生リスクが非変異群の約 5倍と予後不良な傾向にあることが示唆された（表 5 

p=0.1205）。さらに性別の影響を検討したところ、男性におけるイベント発生リスクが

女性の約 2.6 倍と有意差は認められなかったものの、比較的高めであった（表 5 

p=0.0869）。 

 なお、本研究を通じ、これまでに報告されたことのない部位における BMPR2 変異   

5 症例（c.38 G>A,W13X、c.248-3 T>G、c.529+2 T>C、c.727 G>C,E243Q、c.2289 del C, 

T762fsX9）と ALK1 変異 2症例（c.854 T>C,L285P、c.1433 C>A,A478D）を同定した。 

 

 

第 4 節 考察 

今回の検討から、小児期発症 PAH において BMPR2 変異群は ALK1 変異群および非変異

群と比較して有意に予後不良であり、ALK1 変異群も非変異群と比較すると予後不良な

傾向があることが明らかとなった。 

2010 年に Girerd らが行った全世代の PAH 症例の遺伝子変異と転帰に関する

meta-analysis によると、ALK1 変異群が BMPR2 変異群および非変異群と比較して予後不

良であった。この結果は我々の検討結果とは異なる 18）。さらにこのグループは BMPR2

変異群と非変異群では予後に差はなかったことも報告している 19）。これに対して

Sztrymf らは BMPR2 変異群と非変異群を比較し、診断から死亡までの期間または肺移植

までの期間は BMPR2 変異群で有意に短いと報告している 20）。 



 

- 12 - 

 

それぞれの研究結果の乖離の原因を確定することは困難であるが、今回の研究は小児

期発症例のみに限定して検討したため、BMPR2 変異群における PAH 進行が非常に速く予

後が不良なために成人に至る例が少なく、全世代の検討には含まれにくくなっている可

能性が考えられる。また、緒言で述べたような、小児期発症例と成人期発症例における

PAH の発症メカニズムの相違が予後の違いに影響している可能性も考えられる 21-24）。 

今回の検討結果からは、BMPR2 変異群および ALK1 変異群については早期のエポプロ

ステノール持続静注の導入や肺移植を含めた、より積極的な治療の選択を検討する必要

があると考えられる。また、症例数は少ないものの、ALK1 変異群についてはエポプロ

ステノール持続静注以外の治療はあまり有効ではない可能性があり、現在の状態から予

測されるよりもさらに踏み込んだ治療を考慮する必要性が示唆された。 

 

 

第 5 節 小括 

小児期発症 PAH において BMPR2 変異群は ALK1 変異群および非変異群と比較して有意

に予後不良であり、ALK1 変異群も非変異群と比較すると予後不良な傾向があることが

示唆された。BMPR2 変異群および ALK1 変異群については肺移植を含めた、より積極的

な治療の選択を検討することが重要であると考えられる。 
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第 5章 小児期発症 特発性/遺伝性肺動脈性肺高血圧症における新規バイオマーカー        

 

 

第 1 節 背景 

 PAH 患者の診療における問題点として、その重症度および予後予測が困難であること

があげられる。特に小児においては各種検査時の鎮静の必要性などのために、しばしば

重症度の推定が困難となる。BNP および NT-proBNP は小児・成人に関わらず PAH におけ

る有用なバイオマーカーとして臨床の場でも利用されているが 25-28）、予後や肺移植の

必要性を予測するには感度が低いことが指摘されている 27）。 

近年、マトリックスメタロプロテナーゼ2 （matrix metalloproteinase 2、MMP-2)、

テネイシンC（tenascin-C 、TNC）、ペントラキシン3（pentraxin 3、PTX3）、アンギ

オポエチン2 （angiopoietin-2、Ang-2)、可溶性ST2（soluble ST2 、sST2）などがPAH

の新しいバイオマーカー候補として報告されているが29-33）、これらの候補の有用性は不

明瞭であり、実際の臨床現場には普及していない。そこで、小児PAHの重症度および予

後予測に真に有用なバイオマーカーの探索を試みることとした。PAHによってもたらさ

れる右心不全や血管発生、細胞増殖などのメカニズム、そして先行研究を考慮した上で

10項目の指標を測定し、臨床像と後方視的に照合することでその有用性を評価すること

とした。 

 

 

第 2 節 対象および方法 

東京女子医科大学循環器小児科に遺伝子検索依頼があった小児期発症 PAH59 症例（発

症時年齢 8.4±4.0 歳、採血時年齢 11.3±6.0 歳）について、同大学倫理委員会の承認

を得た上で、本人または保護者から文書で同意を得て末梢血全血 5-10ml を採取した。

小児患者の場合は疾患の治療に必要な血液検査を施行した際の残余検体を利用した。な

お、この 59 症例の一部は先行研究の対象にも含まれている 12,34,41,52,53）。この末梢血か

ら genomic DNA を抽出し、遺伝子検査に使用した。その後、高感度トロポニン T

（high-sensitive troponin T、hsTnT）、ヒト脂肪酸結合タンパク（human fatty 

acid-binding protein、H-FABP）、NT-proBNP、PTX3、sST2、Ang-2、MMP-2、TNC、エン

ドスタチン（endostatin、ES）、チミジンキナーゼ（thymidine kinase、TK)の 10 項目

をバイオマーカー候補として選び出し、新たに東京女子医科大学倫理委員会に追加申

請・承認を受けた上で、DNA 抽出時に生じる残余検体である血漿成分を用いて各項目を

測定し、臨床像と後方視的に照合することでその有用性を評価した。 

PTX3、sST2、Ang-2、TNC および ES についてはそれぞれ sandwich enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) キットを用いて測定した(PTX3；Aviscera Bioscience、 

sST2・Ang-2・ES；R&D Systems、TNC；IBL)。NT-proBNP および H-FABP （電気化学発光

免疫測定法）、hsTnT（ラテックス凝集法）、TK（放射酵素測定法）、MMP-2（ELISA 法）

については三菱化学メディエンスに測定を依頼した。全てのバイオマーカーは、各測定

者が各症例の臨床情報から遮蔽された状態で測定された。 



 

- 14 - 

 

本研究において計測値を示す場合には、平均値±標準偏差もしくは中央値（四分位範

囲）で表した。全ての統計学的解析には SAS version 9.3 (SAS Institute)を使用し、

p<0.05 を統計学的有意差があるとみなした。 

 

 

第 3 節 結果 

今回対象とした小児期発症 PAH 59 症例のうち 11 症例が検体採取後に死亡しており、

その原因は全て PAH によるものであった（表 6）。生存群と死亡群を比較して、発症時

年齢、性別、家族歴、血行動態、最近の治療内容には有意差はみられなかった。生存群・

死亡群における各バイオマーカーの測定値を表 7 に示した。t 検定では 10 項目中 8 項

目、Wilcoxon 検定では 5 項目の測定値が、生存群と比較して死亡群において有意に高

値であった。 

まずは、この 10 項目のバイオマーカー候補の測定値と検体採取時の NYHA class を比

較した（図 16）。NT-proBNP、sST2、Ang-2、ES の 4 項目の測定値は NYHA class の悪化

に応じて有意に上昇していた。 

次に、receiver operating curve（ROC）曲線下の下部領域（area under the curve、

AUC）を比較したところ、sST2、Ang-2、ES については各々の測定値と予後が有意に相

関していた（表 8）。さらに sST2 の AUC は 0.830 と 10 項目中で最大であった。NT-proBNP

の AUC も 0.796 と比較的大きかったものの、統計学的には有意ではなかった。 

 

ROC 解析で得られた NT-proBNP と sST2 のカットオフ値（それぞれ 537 pg/ml、11.1 

ng/ml）を用いて Kaplan-Meier の生存曲線を作成し、予後との関係を検討した。

NT-proBNP 値および sST2 値はそれぞれ単独で、予後と有意に相関していた（図 17 

log-rank test NT-proBNP:p=0.004, sST2:p<0.0001）。さらに両項目ともにカットオフ

値以上である群と、それ以外の群の 2群に分けて検討したところ、前者の予後が有意に

不良であることが明らかとなった（図 17 log-rank test p<0.0001）。 

死亡をエンドポイントとして Cox の比例ハザードモデルで計算したところ、

NT-proBNP と sST2 はそれぞれ単独で予後に強く関与していることがわかった(表 9 

NT-proBNP:リスク比 10.9、95%信頼区間:1.4–85.3、p=0.023; sST2:リスク比 24.6、95%

信頼区間: 3.1–192.9、p=0.002)。 さらに、この 2項目の両方が上昇している場合も、

不良な予後と有意に関連していることが明らかとなった(表 9 リスク比 14.4、95%信頼

区間: 3.1–66.7;p=0.001）。 

 さらに我々は、NT-proBNPが高値であるPAH患者群において、sST2値が予後に影響する

かどうかを検討した。最初にNT-proBNPとsST2のカットオフ値を用いて、PAH59症例を4

群に分割した（表10）。その結果、両項目とも高値であった群では17症例中9症例が死

亡していた。次に、Coxの比例ハザードモデルで検討したところ、NT-proBNPが高値であ

るPAH患者群において、sST2の高値が不良な予後と有意に相関していた（表11 リスク

比 8.9、95% 信頼区間:1.1–70.4、p=0.0387）。 
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第 4節 考察 

 今回の研究で我々は10項目のバイオマーカー候補について検討し、NT-proBNPとsST2

の同時測定が、現在の重症度予測および予後の推定に有用であることをはじめて示した。 

 ST2 はインターロイキン 1 受容体の一つであり、可溶成分(soluble ST2、sST2)と膜

貫通成分とに分けられる 54,55）。ST2 は心臓へのストレスのバイオマーカーの一つとして

認識されており、心筋が引き延ばされると心筋細胞内の ST2 遺伝子の発現が増加するこ

とが報告されている 56）。さらに、ST2 のリガンドであるインターロイキン 33

（interleukin 33、IL-33）についても、心筋細胞が引き延ばされることでその産生が

増加することが分かっている 57）。また、野生型マウスおよび ST2 ノックアウトマウス

を用いて心筋梗塞モデルを作製した場合、前者において IL-33 は心室の拡大を抑えて収

縮能を向上させるが、後者ではこのような現象がみられないことも報告されている 58）。 

2003 年に Weinberg らが sST2 を心不全のバイオマーカーとして有用であると報告し

て以降 59）、sST2 が急性心不全、慢性心不全、ST 上昇型心筋梗塞、そして右心不全のバ

イオマーカーとしても有用であるとの報告が相次いだ 60-64）。さらに Sato らは川崎病の

急性期においても sST2 が上昇しており、それが心筋の弛緩障害と関連していると報告

した 65）。この研究対象となった症例の年齢の中央値は 2.8 歳であったことから、成人

だけではなく小児の心筋障害の評価にも sST2 が有用である可能性を示唆している。 

 

 2013年にCarlomagnoらがPAH患者でsST2値が上昇していること、さらにsST2値が右室

の拡張と収縮障害の重症度を反映していることをはじめて報告した33）。しかし、この論

文ではsST2と予後の関連には言及しておらず、sST2が他のバイオマーカー候補よりも有

用なのかどうかについても不明のままであった。そこで我々は今回、他のバイオマーカ

ー候補と比較した上でsST2が理想的なバイオマーカーであるのかどうかを検討した。そ

の結果、ROC解析ではsST2値は予後と統計学的に非常に密接な関連を示し、sST2値上昇

は不良な予後の指標となっていた。さらにNT-proBNP値とsST2値の両者の上昇は小児期

発症PAHの予後予測に非常に有用であった。 

 PAHにおけるsST2の役割はまだ推測の段階であるが、PAHが惹起する右室圧上昇に対し

て心筋細胞が線維化していく反応と関連するのではないかと考えられる。加えて、肺動

脈とsST2上昇の関係もまだはっきりしていない。しかし、Willemsらが末梢血管の手術

や動脈バイパス術、大腿動脈内膜剥離術を受けた患者において24時間後にsST2値が明ら

かに上昇したことを報告していることから66）、sST2値の上昇は右心不全のみならず、動

脈へのダメージとも関係している可能性が示唆される。さらに、ST2のリガンドである

IL-33のmRNAがヒトの肺動脈平滑筋細胞で比較的多量に発現しているとの報告もあり67）、

sST2とPAHのメカニズムとの関連を考える上で重要な知見といえる。しかしながら、sST2

値とPAHにおける肺動脈病変の関係についてはまだ十分には明らかになっていない。こ

れを解明するため、今後さらなる研究が必要である。 
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第 5節 小括 

sST2 と NT-proBNP の同時測定は、小児期発症 PAH の重症度および予後を予測するた

めの有用なバイオマーカーになることを明らかにした。 
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第 6章 考察  

 

 

近年、BMP シグナル伝達経路が血管平滑筋細胞の増殖に強く関与することが明らかに

なり 12,37,38）、PAH の原因遺伝子解明、機能解析などにより病態解明が進んでいる。さら

に BMP シグナリングと NOTCH は相互に作用していることが知られるようになった（図

18）。 

そこで我々は BMPR1B と NOTCH3 に着目し、PAH 患者の一部でこれらの遺伝子変異を同

定した。さらにそれらの変異が機能的に異常をきたすことを新たに解明し、新規の PAH

原因候補遺伝子であると判断した。 

 

今回、PAH の原因候補遺伝子の一つとして同定した NOTCH3 は BMP シグナル伝達経路

外に存在しており、直接そのシグナル伝達が肺動脈平滑筋細胞の増殖に関与するかどう

かは不明である。しかし近年、BMP シグナリングと NOTCH シグナリングのクロストーク

に関する報告が相次いでいる（図 18）。BMP シグナル伝達経路が活性化すると、同経路

内の SMAD1 が NOTCH 細胞内ドメインを介して、NOTCH のターゲット遺伝子である HRT1

などの転写を促進する 68-70）。逆に HRT1 は BMP シグナル伝達経路の下流のエフェクター

である Id1 の阻害物質に結合して、その分解を惹起する 71）。 

したがって、肺動脈における NOTCH3 の役割を明らかにすることで PAH の発症メカニ

ズムの理解がより深まると考えられる。 

 

また、小児期発症 PAH における遺伝子変異と臨床像との関係を検討し、BMPR2 遺伝子

変異群が最も予後が悪く、ALK1 遺伝子変異群も比較的予後不良な傾向にあることを示

した。今回同定した BMPR1B 遺伝子変異および NOTCH3 遺伝子変異についても、今後さら

に検索を重ねて症例数を増やし、臨床像との関連を検討する必要がある。 

 

本研究で小児期発症 PAH における有用なバイオマーカーとして同定した sST2 と PAH

の病態との関連についてはまだ不明な点が多いが、IL-33/sST2 シグナル伝達経路の下

流のターゲットである MAP キナーゼ（mitogen-activated protein kinase、MAPK）は肺

動脈平滑筋細胞の増殖に直接関与することが知られている 72,73）。さらにヒト臍帯静脈内

皮細胞において、NOTCH シグナリングを阻害する作用を持つγ-セクレターゼ阻害剤が 

ST2 のリガンドである IL-33 の発現を抑制すること、そして NOTCH シグナリングのリガ

ンドである Jagged-1、Jagged-2 などをヒト臍帯静脈内皮細胞に投与すると IL-33 の発

現が促進されることが報告されている 74）。加えて BMP シグナリングは SMAD を介して

MAPK シグナリングを活性化させ、また、BMPR2 の発現低下は TGF-β関連キナーゼ 1 の

発現とリン酸化の亢進を通じて、SMAD 非依存的に MAPK シグナリングの活性化をもたら

すことがわかっている 72)。 

これらの報告を踏まえると、ST2 は NOTCH シグナル伝達経路と BMP シグナル伝達経路

の両者からその発現をコントロールされている可能性がある（図 18）。したがって、本



 

- 18 - 

 

研究でバイオマーカーとして同定した ST2 は、PAH の発症メカニズムにも密接に関与し

ている可能性がある。そのため、今後は ST2 ノックアウトマウスと野生型マウスの肺動

脈平滑筋細胞の増殖能を比較するなど、遺伝学的側面からのアプローチも含めてさらな

る検討が必要と考えられる。 
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第 7章 結論  

 

 

PAH の原因遺伝子候補として、2症例において BMPR1B 遺伝子の変異（S160N、F392L）

を同定した。そして、これらの変異が PAH の病態に深く関わると従来から考えられてい

る BMP シグナリングを亢進させることを明らかにした。 

 

また、PAH の 2 症例において NOTCH3 遺伝子の変異（G840E、T900P）を同定した。こ

れらの変異は、細胞増殖能および細胞生存性を亢進させ、同疾患の病態に深く関与する

肺動脈平滑筋細胞の増殖に関連する可能性を示した。 

  

さらに、小児期発症 PAH における遺伝子変異と臨床像の関係を検討した結果、BMPR2

遺伝子変異群は最も予後が悪く、ALK1 遺伝子変異群も非変異群より予後不良な傾向に

あることを明らかにした。BMPR2 および ALK1 遺伝子変異を持つ患者については、より

積極的な治療を考慮する必要がある。 

 

最後に、小児期発症 PAH においてバイオマーカーの同定を試みたところ、sST2 と

NT-proBNP の同時測定が、重症度および予後を予測するために有用であることを明らか

にした。 
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用語解説 

 

[アルファベット順] 

 

ALK1 (activin receptor-like kinase 1、1 型アクチビン受容体様キナーゼ） 

TGF-β/BMP シグナル伝達経路に属するⅠ型受容体の一つ。リガンドである BMP と結

合することで細胞質の SMAD1/5/8 をリン酸化する。リン酸化された SMAD1/5/8 は SMAD4

とともに核内に移行し、転写調節因子に働きかけて細胞増殖を抑制する。 

 

Ang-2（angiopoietin-2、アンギオポエチン 2） 

 血管新生とその成熟に必須の血管成長因子の一つ。Ang-2 は Ang-1 のアンタゴニスト

であり、血管内皮細胞内で発現している。低酸素状態やヒスタミン刺激などによって分

泌が増加する。 

 

BMP（bone morphogenetic protein、骨形成タンパク） 

骨形成を誘導するタンパク因子。筋組織内で異所性骨化を誘導するサイトカインとし

て発見され、その後筋芽細胞の分化成熟の抑制に関わることが明らかになっている。 

 

BMPR（bone morphogenetic protein receptor、骨形成タンパク受容体） 

 哺乳類では 7種類のⅠ型受容体（ALK1、ALK2、ALK3[BMPR1A]、ALK4、ALK5、ALK6[BMPR1B]、

ALK7）と 5種類のⅡ型受容体（BMPR2、TGFβR2、ACTR2、ACTR2B、AMHR2）が同定されて

いる。リガンドである BMP がこのⅠ型受容体・Ⅱ型受容体と複合体を形成することでⅠ

型受容体がリン酸化されてキナーゼ活性を有するようになり、細胞内の SMAD をリン酸

化することで核内へ情報を伝達することが可能となる。 

 

BNP（brain natriuretic peptide、脳性ナトリウム利尿ペプチド） 

 心臓、主に心室筋で合成されるホルモン。心筋肥大により分泌が増加する。急性およ

び慢性心不全の診断、重症度評価のためのバイオマーカーとして広く利用されている。 

 

ES（endostatin、エンドスタチン） 

 XVIII 型コラーゲンの C末端側フラグメントであり、内皮細胞の増殖・遊走および血

管新生を抑制する機能を持つ。 

 

GRP78/BiP（Glucose-regulated protein/binding immunoglobulin protein） 

小胞体シャペロンの一つであり、熱ショックタンパク 70 群に属する。タンパク質の

折りたたみ、新たに合成されたペプチドの輸送、異常タンパク質の分解に関与する。 

 

HES（hairy and enhancer of split) 

 抑制型の basic helix-loop-helix 型転写制御因子であり、ヒトでは HES1～7 の 7 種
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類が同定されている。NOTCHシグナルを受けた場合にはHES1と HES5の発現が亢進する。 

 

H-FABP（human fatty acid-binding protein、ヒト脂肪酸結合タンパク） 

 心筋細胞の細胞質内に存在する可溶性タンパクであり、遊離脂肪酸の細胞内輸送に関

与している。超急性期における心筋梗塞および急性冠症候群の診断に利用されている。 

 

hsTnT（high-sensitive troponin T、高感度トロポニン T） 

心筋筋原線維タンパクであるトロポニン T は心筋特異性が非常に高いが、心筋梗塞の

発症早期には上昇しないという欠点を持つ。高感度トロポニン Tは微小心筋傷害を反映

して発症早期の心筋梗塞の診断に寄与するため、臨床の場で広く用いられている。 

 

Jagged ファミリー 

NOTCH シグナル伝達経路におけるリガンドの一つであり、Jagged-1 と Jagged-2 から

成る。NOTCH 受容体と結合して NOTCH 細胞内ドメインを放出させることでシグナル伝達

を促進させる。 

 

MMP-2（matrix metalloproteinase 2、マトリックスメタロプロテナーゼ 2） 

 亜鉛およびカルシウム依存性の分泌型タンパク質分解酵素の一つ。コラーゲンなどの

細胞外マトリックスの分解に関わる他、生体内での血管新生を促進する。 

 

NOTCH シグナル伝達経路 

 血管、心臓、神経、内分泌系などのさまざまな分化に関係する調節経路。哺乳類では

5種類のリガンド（Jagged-1、Jagged-2、DLL1、DLL3、DLL4）と 4種類の受容体（Notch1

～4）が発見されている。 

 

NT-proBNP（N-terminal pro brain natriuretic peptide、脳性ナトリウム利尿ペプチ

ド前駆体 N 末端フラグメント） 

 心筋細胞の伸展刺激などによって分泌される proBNP は BNP と NT-proBNP に切断され

て血中に放出される。BNP は半減期が約 20 分で EDTA 加血漿で測定されるのに対して、

NT-proBNP は半減期が 60-120 分と長く、血清でも血漿でも測定が可能という違いがあ

る。BNP と同様に、心不全診断および治療効果判定のバイオマーカーとして利用されて

いる。 

 

PAH（pulmonary arterial hypertension、肺動脈性肺高血圧症） 

 肺動脈内膜・中膜の増殖によって血管内腔が狭窄し、肺血管抵抗が上昇するために

PH をきたす疾患群。特発性、遺伝性、薬物性、各種疾患に伴うもの（膠原病、先天性

心疾患、肝疾患、後天性免疫不全症候群、住血吸虫症）に分類される。 

 

PH（pulmonary hypertension、肺高血圧症） 
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 様々な原因により肺動脈圧が持続的に上昇した病態であり，右心不全および呼吸不全

をもたらす予後不良の難治性疾患。安静時の平均肺動脈圧が 25mmHg 以上である状態と

定義される。肺動脈性肺高血圧症、左心性心疾患に伴う肺高血圧症、肺疾患および/ま

たは低酸素血症に伴う肺高血圧症、慢性血栓性および/または塞栓性疾患による肺高血

圧症、その他の肺高血圧症に分類される。 

 

PTX3（pentraxin 3、ペントラキシン 3） 

 C-reactive protein、serum amyloid P component などと同様の pentraxin super 

family に属する急性期反応性タンパク。IL-1βや TNF-αなどの炎症性刺激を受けて血

管内皮細胞・血管平滑筋細胞などから産生されるため、血管炎症を特異的に反映すると

考えられ、急性冠症候群のバイオマーカーとしての可能性が期待されている。  

 

SMAD 

 TGF-βスーパーファミリーによる細胞内情報伝達を担う転写因子。ヒトでは 8種類の

SMAD が同定されており、特異型 SMAD（TGF-βやアクチビンによって活性化される

SMAD2/3、BMP によって活性化される SMAD1/5/8）、共有型 SMAD（SMAD4）、抑制型

SMAD(SMAD6/7)の 3 種類に分類される。 

 

sST2（soluble ST2、可溶性 ST2） 

ST2 は IL-1 受容体ファミリーの一つであり、可溶性成分(sST2)と膜貫通成分に分類

される。血中 sST2 は心疾患、潰瘍性大腸炎、肺炎などで上昇する事が知られている。 

 

TGF-β superfamily（transforming growth factor-beta、形質転換成長因子スーパー

ファミリー） 

 細胞増殖・分化を制御し、細胞死を促進する約 40 種類のサイトカインにより構成さ

れるグループ。TGF-βファミリー、アクチビンファミリー及び BMP(bone morphogenetic 

protein)ファミリーの 3つのサブファミリーに分類される。 

 

TK（thymidine kinase、チミジンキナーゼ) 

デオキシチミジン（Deoxythymidine）をデオキシチミジン一リン酸（Deoxythymidine 

monophosphate）に変換する酵素で、細胞の分裂増殖の際にその活性が上昇する。悪性

リンパ腫、白血病、骨髄種で高値を示すため、これらの疾患における治療効果や予後の

判定に有用なバイオマーカーとして利用されている。 

 

TNC（tenascin-C、テネイシン C） 

 細胞外マトリックスタンパクの一つ。多数のバリアントを持ち、低分子量バリアント

は正常組織で発現しているが、高分子バリアントは癌組織や炎症後の組織修復部位で発

現している。 
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図 1 研究対象(肺高血圧症症例)の選定 
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図 2 BMPR1B 遺伝子変異の検出  

IPAH 43 症例中 2症例において、BMPR1B 遺伝子のミスセンス変異を検出した。 
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図 3 BMPR1B における F392L 変異導入が SMAD8 のリン酸化に及ぼす影響 

（A）ウェスタンブロッティング法。BMP4 による刺激を加えることにより F392L 変異

BMPR1B は野生型と比較して SMAD8 のリン酸化を増強させた。（B）同様のウェスタンブ

ロッティングを独立して 3回施行し、myc-SMAD8 に対するリン酸化 SMAD8 のバンド濃度

比を比較した。*p<0.05。WT:wild type(野生型)。 
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図 4 constitutively active(ca)-BMPR1Bに対するF392L変異導入がSMAD8のリン酸化

に及ぼす影響 

（A）ウェスタンブロッティング法。F392L変異ca-BMPR1Bはca-BMPR1Bと比較してSMAD8

のリン酸化を増強させた。（B）同様のウェスタンブロッティングを独立して 3回施行し、

myc-SMAD8 に対するリン酸化 SMAD8 のバンド濃度比を比較した。**p<0.005。 
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図 5 ルシフェラーゼアッセイを用いた、BMPR1B の変異が BMP シグナル伝達経路にもた

らす影響の評価 

（A）BMP4 刺激下において、SMAD8 あるいは SMAD8・SMAD4 と同時に導入した F392L 変異

BMPR1Bはそれぞれ野生型BMPR1Bと比較してBMPシグナル伝達経路の亢進をもたらした。

（B）SMAD8 と同時に導入した F392L 変異 ca-BMPR1B は、野生型 BMPR1B と比較して BMP

特異的ルシフェラーゼレポーターを活性化させた。SMAD8・SMAD4 と同時に導入した場

合、S160N 変異 ca-BMPR1B および F392L 変異 ca-BMPR1B は ca-BMPR1B と比較して有意に

強く BMP 特異的ルシフェラーゼレポーターの活性化を惹起した。コントロールサンプル

としてプラスミドを導入していない COS1 細胞を用いた。SMAD8 は BMPR1B によりリン酸

化されたのち、SMAD4 と結合して核内へ移行し、シグナルを調節する。このため SMAD8

単独のみならず、より生理的な状態を目指して SMAD4 と同時に導入した細胞でも評価を

行った。このルシフェラーゼアッセイは独立して 3回施行した。***p<0.0001。 
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図 6 研究対象（肺高血圧症症例）の選定 
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図 7 NOTCH3 遺伝子変異の検出  

IPAH 41 症例中 2症例において、NOTCH3 遺伝子のミスセンス変異を検出した。 
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図 8 野生型および変異型 NOTCH3 と小胞体シャペロンの相互作用 

野生型および変異型の安定細胞株から抽出されたタンパク（200 µg/サンプル）を用い

て、抗 NOTCH3 抗体（AbN2）もしくはネガティブコントロールとしての pre-immune ウサ

ギ IgG 抗体（pre）と免疫沈降を施行した。免疫複合体は SDS-PAGE、その後ウェスタン

ブロッティングに供された。Input は免疫沈降を行わずに各タンパクを SDS-PAGE に用

いた結果を示す。野生型 NOTCH3 は小胞体シャペロンの一つである GRP78/BiP と強く結

合しているのに対して、2種類の変異型と GRP78/BiP との結合は軽度であった。この実

験はそれぞれの安定細胞株について計 3回施行し、ほぼ同様の結果を得た（本図は野生

型 WT-No.17、変異型 G840E-No.36、変異型 T900P-No.33 での結果を示す）。 
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図 9 変異型 NOTCH3 がもたらす GRP78/BiP の局在変化、および野生型 NOTCH3 タンパク

と変異型 NOTCH3 タンパクの分解速度の相違 

（A）9つの安定細胞株（野生型 WT-No.17・21・38、変異型 G840E-No.5・21・36、変異

型 T900P-No.14・28・33）をテトラサイクリン（2 μg/ml）と共に培養することで NOTCH3

を発現させ、24 時間後に抗 NOTCH3 抗体（AbN2）、抗 GRP78/BiP 抗体で免疫染色を行っ

た。NOTCH3 野生型の安定細胞株では GRP78/BiP は NOTCH3 と共に小胞体内に存在してい

たが、変異型細胞株では GRP78/BiP は核内に移行していた。 
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（B）（A）と同様に NOTCH3 を発現させた後、テトラサイクリンを除去して 2日間培養し、

免疫染色を施行した。変異型細胞株では NOTCH3 タンパクは野生型細胞株のそれよりも

迅速に分解された。  
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図 10 NOTCH3 変異が細胞増殖能と細胞生存性に及ぼす影響 

（A）安定細胞株を誘導剤を添加しない状態で、もしくはテトラサイクリン（2 μg/ml）

と共に培養し、1日目、3日目、5日目にそれぞれ回収し、細胞数を測定した。5日目に

おける、テトラサイクリン非添加の細胞数に対するテトラサイクリン添加後の細胞数の

比を比較したところ、変異型 G840E-No.36、T900P-No.29 の両方とも、野生型 WT-No.17

よりも有意に高いことが示された（それぞれ p=0.004、0.021）。細胞数は 4回分の独立

した実験結果の平均値および標準偏差で示した。9つの細胞株（野生型 WT-No.17・21・

38、変異型 G840E-No.5・21・36、変異型 T900P-No.14・28・33）で同様の実験を実施し

た。（B）安定細胞株をそのまま、もしくはテトラサイクリン（2 μg/ml）と共に 3日間

培養した後、WST-1 試薬を用いて細胞生存性を評価した。コントロールとして NOTCH3

遺伝子未導入の T-REx 293 細胞を用いた。細胞生存性はテトラサイクリン非添加の細胞

株の生存性に対する、テトラサイクリン添加後の細胞株の生存性の割合として示した。

各実験は 3回独立して施行した。（C）（B）の結果を、野生型 NOTCH3 の安定細胞株を基

準として補正した。***p<0.001。 
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図 11 変異型 NOTCH3 が NOTCH3-HES5 シグナリングに与える影響 

野生型または変異型 NOTCH3、あるいはコントロールとしての空の pcDNA4/TO ベクター

を、pHes5-Luc と共に T-REx 293 細胞に導入した。一部の細胞については、あらかじめ

抗 Fc 抗体と結合させた Jagged-1 Fc（100 ng/ml）と共に 4時間培養した。全ての細胞

を、遺伝子導入から 32 時間培養した後に回収して、ルシフェラーゼアッセイを行った。

この実験を独立して 4回施行し、Jagged-1 刺激を受けていない野生型 NOTCH3 導入細胞

を基準として活性度を比較したところ、変異型 NOTCH3 導入細胞は Jagged-1 による刺激

にも関わらず、NOTCH3-HES5 シグナリングを亢進させられなかった。**p<0.01。 
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図 12 研究対象症例の選定と分類 

BMPR2 変異群（18 症例）、ALK1 変異群（7 症例）、非変異群（29 症例）の 3 群に分けて

それぞれの臨床像を検討した。 
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図 13 各治療による NYHA class の変化 

ALK1 変異群では 7 症例中 4 症例、BMPR2 変異群では 18 症例中 10 症例、非変異群では

29 症例中 16 症例について治療効果の判定を行うことが可能であった。 
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図 14 全症例の Kaplan-Meier 生存曲線 

5 年生存率は 76%、10 年生存率は 72%であった。 
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図 15 各群毎の Kaplan-Meier 生存曲線 

5 年生存率および 10 年生存率は非変異群がともに 90%であったのに対して、BMPR2 変異

群は55%および37%、ALK1変異群はともに64%と不良であった（log-rank test p=0.0005）。 

 

 

 

 

 

10年 

5年 



 

- 46 - 

 

 

 

 

図 16 各バイオマーカー候補の測定値と NYHA class の関係 

NYHA class に従って各症例を I、II、III/IV の 3 グループに分け、グループ毎の計測

値を比較検討した。NT-proBNP、sST2、Ang-2 および ES の 4 項目は NYHA class の悪化

に伴い有意に上昇していた。*p<0.05。 
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図 17 NT-proBNP 値および sST2 値が小児期発症 PAH 患者の予後に与える影響 

（A）ROC 解析で求められたカットオフ値を基準として NT-proBNP 低値群（＜537 pg/ml）、

高値群（≧537 pg/ml）の 2群に分類して解析したところ、高値群の方が有意に予後が

不良であった（log-rank test p=0.004）。（B）（A）と同様に sST2 低値群（＜11.1 ng/ml）、

高値群（≧11.1 ng/ml）の 2群に分類して解析したところ、高値群が有意に予後不良で

あった（log-rank test p<0.0001）。（C）NT-proBNP および sST2 の両方がカットオフ値

よりも高値である群と、それ以外の群の 2群に分類して解析したところ、前者の予後は

後者よりも有意に不良であった（log-rank test p<0.0001）。 
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図 18 BMP、NOTCH、ST2 各シグナル伝達経路のクロストーク 

BMP シグナル伝達経路が活性化すると、同経路内の SMAD1 がリン酸化され、NOTCH 細胞

内ドメイン（Notch intraceller domain、NICD)を介して、NOTCH のターゲット遺伝子

である HRT1 などの転写を促進する。反対に HRT1 は BMP シグナル伝達経路の下流のエフ

ェクターである Id1 の阻害物質に結合して、その分解を惹起する。ST2 シグナル伝達経

路の下流のターゲットである MAPK も、BMP シグナル伝達経路と同様に肺動脈平滑筋細

胞の増殖に直接関与する。また、NOTCH シグナリングを阻害する作用を持つγ-セクレ

ターゼ阻害剤は ST2 のリガンドである IL-33 の発現を抑制する作用を持ち、さらに

NOTCH シグナリングのリガンドである Jagged-1 は IL-33 の発現を促す（文献 68-76 よ

り改変）。 

 

 

 

 

 

 

 



 

- 49 - 

 

表 1 小児期発症 PAH 54 症例の各群毎の概略 

 

BNP 値および 6分間歩行距離は、各症例の最新のデータを用いた。BNP は ALK1 変異群 6

症例・BMPR2 変異群 12 症例・非変異群 22 症例で、6分間歩行距離は ALK1 変異群 5症例・

BMPR2 変異群 8症例・非変異群 15 症例で測定されていた。 

 

 

 

 

表 2 各群毎の血行動態的指標 

 

ALK1 変異群 

(n=6) 

BMPR2 変異群 

(n=13)   

非変異群 

(n=25)  
全症例 (n=44)  p 値 

平均肺動脈圧

（mmHg） 
61.8 ± 18.2 69.8 ± 19.7 62.1 ± 21.8 64.3 ± 20.6 0.529 

右房圧 

（mmHg） 
6.7 ± 4.5 7.5 ± 4.5 6.6 ± 2.9 6.8 ± 3.6 0.758 

心係数

（L/min/m2） 
3.7 ± 0.8 2.8 ± 1.1 3.3 ± 0.9 3.2 ± 1.0 0.196 

全肺抵抗

（wood・U/m2） 
14.8 ± 4.3 26.3 ± 14.2 21.6 ± 11.9 21.9 ± 12.0 0.321 

肺血管抵抗

（wood・U/m2） 
17.1 ± 10.4 23.9 ± 14.6 17.6 ± 10.5 19.1 ± 11.6 0.411 

肺動脈楔入圧

（mmHg） 
9.0 ± 2.8 9.0 ± 2.9 9.0 ± 2.6 9.0 ± 2.7 0.999 

肺血管拡張 

試験反応あり 
1 / 5 (20%) 4 / 12 (33%) 10 / 24 (42%) 15 / 41 (37%) 0.646 

 

 

ALK1 変異群 

(n=7) 

BMPR2 変異群

(n=18)  

非変異群 

(n=29) 
全症例 (n=54) p 値 

男性 3 (43%) 10 (56%) 11 (38%) 24 (44%) 0.496 

PAH 家族歴  4 (57%)  3 (17%) 3 (10%)  10 (19%) 0.012 

発症時年齢

（年） 
9.3 ± 4.2 9.1 ± 3.7 8.0 ± 4.0 8.5 ± 3.9 0.589 

BNP (pg/ml)  
94.8  

(7.8 - 752.0) 

159.2  

(18.8 - 1,451.5) 

39.6  

(12.2 - 117.1) 

57.0  

(12.8 - 335.9) 
0.366 

6 分間歩行 

距離（m） 
525 ± 176 379 ± 93 448 ± 113 442 ± 126 0.125 
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表 3 各群毎の最近の治療内容 

 

ALK1  

変異群 (n=4) 

BMPR2  

変異群(n=10)   

非変異群 

(n=23)  

全症例

(n=37) 
p 値 

エポプロステノール

持続静注 
2  (50%) 6  (60%) 13 (57%) 21 (57%) 0.781 

強心薬 1  (25%) 4  (40%)  9 (39%) 14 (38%) 0.709 

シルデナフィル / 

タダラフィル 
3  (75%) 8  (80%) 17 (74%) 28 (76%) 0.485 

ボセンタン /    

アンブリセンタン 
4 (100%) 7  (70%) 15 (65%) 26 (70%) 0.273 

その他の経口   

血管拡張薬 
4 (100%) 8  (80%) 14 (61%) 26 (70%) 0.179 

抗凝固薬 /     

抗血小板薬  
3  (75%) 6  (60%) 16 (70%) 25 (68%) 0.654 

利尿剤 2  (50%) 6  (60%) 16 (70%) 24 (65%) 0.134 

酸素吸入療法  3  (75%) 10 (100%) 21 (91%) 34 (92%) 0.310  

 

死亡例および肺移植例については、最近の治療を評価するのが困難であるため除外した。 
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表 4 各群毎の転帰 

 

ALK1    

変異群 

(n=7) 

BMPR2  

変異群

(n=18)   

非変異群 

(n=29)  

全症例

(n=54) 
p 値 

NYHA  I/II 4 (57%) 7 (39%)    18 (62%) 29 (54%) 
 

NYHA  III/IV 0 3 (17%) 5 (17%)  8 (15%) 
 

肺移植 1 (14%) 0 3 (10%) 4 ( 7%) 
 

死亡 2 (29%) 8 (44%) 3 (10%) 13 (24%) 
 

Rate of death 

(Death/Person-Year) 
0.051  0.159  0.012  0.038  0.0002 

 

 

 

 

表 5 Cox の比例ハザードモデルによる予後の比較 

 
リスク比 (95%信頼区間) p 値 

遺伝子変異の有無 
  

     ALK1 変異群 vs 非変異群     5.14 (0.61 - 43.03) 0.1205 

     BMPR2 変異群 vs 非変異群    12.54 (3.06 - 84.21) 0.0003 

性別     

     男性 vs 女性      2.62 (0.87 - 8.73) 0.0869 

 

死亡をエンドポイントと定めた。 
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表 6 小児期発症 PAH 59 症例の概略 

 

全症例  

(n=59) 

生存群  

(n=48) 

死亡群 

（n=11） 
p 値 

発症時年齢（年） 8.4 ± 4.0 8.2 ± 3.8 9.3 ± 4.7 0.789 

採血時年齢（年） 11.3 ± 6.0 11.0 ± 5.5 12.4 ± 7.9 0.751 

男性/女性  26 / 33 29 / 19 4 / 7 0.147 

PAH 家族歴 (%) 12 (20) 8 (17) 4 (36) 0.143 

採血時 NYHA class 

I/II/III-IV/unclear 
13 / 28 / 17 / 1 11 / 25 / 12 / 0 2 / 3 / 5 / 1 0.110 

血行動態的指標 

平均肺動脈圧（mmHg） 65.5 ± 19.0 64.9 ± 20.1 68.5 ± 12.9 0.684 

右房圧（mmHg） 7.3 ± 3.9 7.1 ± 1.6 7.4 ± 4.2 0.446 

心係数（L/min/m2） 3.1 ± 1.3 2.6 ± 0.5 3.2 ± 1.4 0.140 

全肺抵抗（wood・U/m2） 27.6 ± 12.1 33.7 ± 10.1 25.8 ± 12.6 0.827 

肺血管抵抗（wood・U/m2） 21.3 ± 12.0 21.0 ± 8.8 21.4 ± 13.0 0.476 

肺動脈楔入圧（mmHg） 9.4 ± 2.6 10.6 ± 2.8 9.2 ± 2.6 0.903 

最近の治療 (%) 

エポプロステノール 

持続静注 
24 (41) 21 (44) 3 (27) 0.316 

強心薬 18 (31) 15 (31) 3 (27) 0.796 

シルデナフィル /  

タダラフィル 
27 (46) 24 (50) 3 (27) 0.172 

ボセンタン /  

アンブリセンタン 
23 (39) 21 (44) 2 (18) 0.117 

その他の経口血管拡張薬 23 (39) 21 (44) 2 (18) 0.117 

抗凝固薬 /  

抗血小板薬  
26 (44) 22 (46) 4 (36) 0.568 

利尿剤 28 (47) 24 (50) 4 (36) 0.414 

酸素吸入療法  31 (53) 27 (56) 4 (36) 0.234 

 

血行動態的指標に関するデータは 59 症例中 51 症例で得られた。 
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表 7 生存群・死亡群における各バイオマーカー候補の測定値 

 

全症例 (n=59) 

mean ± SD 

[median, range] 

生存群 (n=48) 

mean ± SD 

[median, range] 

死亡群 (n=11) 

mean ± SD 

[median, range] 

p 値 

t 検定 

[Wilcoxon

検定] 

hsTnT 

(ng/ml)   

0.05 ± 0.20 

[0.01, 0 - 1.33] 

0.01 ± 0.01 

[0.01, 0 - 0.07] 

0.22 ± 0.44 

[0.01, 0.01 - 1.33] 

0.002 

[0.009] 

H-FABP 

(ng/ml)   

8.66 ± 46.3 

[0, 0 - 331] 

0.75 ± 1.34 

[0, 0 - 6.6] 

43.18 ± 104.10 

[1, 0 - 331] 

0.005 

[0.274] 

NT-proBNP 

(pg/ml)  

1668.77 ± 4578.11 

[361, 0 - 31200] 

763.39 ± 1283.03 

[309.5, 0 - 7750] 

5619.55 ± 9629.20 

[1850, 65 - 31200] 

0.001 

[0.002] 

PTX3  

(ng/ml)  

2.02 ± 2.21 

[1.37, 0.72 - 13.51] 

1.86 ± 1.77 

[1.33, 0.72 - 11.84] 

2.73 ± 3.60 

[1.69, 0.88 - 13.51] 

0.242 

[0.063] 

sST2 

(ng/ml)  

12.34 ± 10.59 

[9.08, 3.98 - 55.56] 

9.99 ± 7.07 

[8.59, 3.98 - 49.26] 

22.59 ± 16.55 

[17.12,  

4.74 - 55.56] 

<0.001 

[0.001] 

Ang-2 

(ng/ml)  

5.07 ± 5.27 

[2.63, 0.59 - 21.25] 

4.12 ± 4.36 

[2.23, 0.59 - 20.32] 

9.23 ± 6.94 

[6.49, 1.28 - 21.25] 

0.003 

[0.009] 

MMP-2 

(ng/ml)  

844.61 ± 207.05 

[812, 502 - 1600] 

819.13 ± 191.39 

[810.5, 502 - 1600] 

955.82 ± 244.47 

[812, 612 - 1300] 

0.047 

[0.147] 

TNC 

(ng/ml)   

96.45 ± 46.94 

[85.08,  

28.50 - 248.01] 

91.99 ± 44.04 

[78.16,  

28.50 - 230.23] 

115.93 ± 56.15 

[122.71,  

52.33 - 248.01] 

0.128 

[0.134] 

ES  

(ng/ml)   

89.44 ± 44.88 

[76.05, 

 70.67 - 319.55] 

80.41 ± 26.84 

[73.62,  

30.67 - 146.12] 

128.85 ± 78.80 

[100.23,  

63.26 - 319.55] 

<0.001 

[0.009] 

TK  

(U/L)  

20.00 ± 24.64 

[13, 2.5 - 156] 

16.44 ± 10.48 

[13, 2.5 - 49] 

35.31 ± 51.82 

[11, 3 - 156] 

0.021 

[0.778] 
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表 8 各バイオマーカー候補毎の ROC 解析 

  

カット 

オフ値 

 
AUC  

AUC 95%信頼区間 
 p 値 

  

 

   下限値 
 

上限値 
 

hsTnT (ng/ml) 
 

0.03  0.752 
 

0.593 
 

0.911 
 

0.061 

H-FABP (ng/ml) 
 

1.0  0.598 
 

0.401 
 

0.794 
 

0.470 

NT-proBNP (pg/ml) 
 

537.0  0.796 
 

0.643 
 

0.950 
 

0.084 

PTX3 (ng/ml) 
 

1.5  0.681 
 

0.515 
 

0.847 
 

0.269 

sST2 (ng/ml) 
 

11.1  0.830 
 

0.667 
 

0.994 
 

0.015 

Ang-2 (ng/ml) 
 

4.2  0.756 
 

0.568 
 

0.943 
 

0.010 

MMP-2 (ng/ml) 
 

1160.0  0.642 
 

0.431 
 

0.853 
 

0.062 

TNC (ng/ml) 
 

122.7  0.646 
 

0.454 
 

0.838 
 

0.138 

ES (ng/ml) 
 

87.2  0.753 
 

0.598 
 

0.908 
 

0.024 

TK (U/L) 
 

9.4  0.527 
 

0.325 
 

0.730 
 

0.077 
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表 9 NT-proBNP 値および sST2 値と予後との関係 

  
リスク比  

リスク比 95%信頼区間 
 p 値 

  

 
 

下限値 
 

上限値 
 

NT-proBNP higher (≧ 537 pg/ml) 10.9 
 

1.4 
 

85.3 
 

0.023 

sST2 higher (≧ 11.1 ng/ml) 

 

24.6 
 

3.1 
 

192.9 
 

0.002 

Both NT-proBNP and sST2 higher 14.4 
 

3.1 
 

66.7 
 

0.001 

 

死亡をエンドポイントとして解析した。 

 

 

 

 

表 10 NT-proBNP 値および sST2 値のカットオフ値による分類 

 

 

 

 

 

 

 

数値は 死亡症例数/全症例数 を示す。 

 

 

 

 

表 11 NT-proBNP 高値群 28 症例の予後に対する sST2 値の影響 

  
リスク比  

リスク比 95%信頼区間 
 p 値 

  

 
 

下限値 
 

上限値 
 

sST2 higher (≧11.1 ng/ml)   8.9 
 

1.1 
 

70.4 
 

0.0387 

 

NT-proBNP 高値群 28 症例を sST2 のカットオフ値 11.1 ng/ml によって 2群に分け、    

死亡をエンドポイントとして Cox の比例ハザードモデルで解析した。 

    

   NT-proBNP 

  

  

 

Lower 

 

Higher 

sST2 

 
 

Lower 

 

0/26 

 

1/11 

      

 

Higher   1/5   9/17 


