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研 究 の背 景

高齢化に伴い動脈硬化症 。心血管疾患は

増加 している。一般住民におけるそのリ

スクの現状を把握するため疫学調査が

必要である。

心房細動などの不整脈に伴 う脳梗塞

は患者の生活の質(QOL)な らびに予後を

著しく悪くし,脳梗塞発症の予防をして

いくことが極めて重要である。不整脈に

て病院に通院している人は,適切な抗凝

固斉Jの投与により,その予防が可能であ

る。 しかしながら,1)無症候性の心房細

動・不整脈患者,2)不整脈の診断を下され

ているのに病院に行つていない人,3)不

整脈の自覚があるのに病院に行ってい

ない人はリスクが高い。

また近年,動脈硬化症が,肥満,高血圧 ,

高血糖等により誘発 される低 レベル持

続性炎症として認知されている。魚油中

の n…3系多価不飽和脂肪酸であるエイコ

サペンタエン酸 (EPA)に は抗炎症作用
があり、血液中 EPA濃度ならびに EPA
と n-6系多価不飽和脂肪酸であるアラキ

ドン酸(AA)比 は動脈硬化の予防につな

がるバイオマーカーと考えられている。

研 究 の 目的

本研究では岡山県井原市における特

定健康診査 (40歳から74歳 )及び 75歳
以上の健康診査の受診者を対象に,下記
の 2つの検討を行つた。
研究① 不整脈患者の害J合の現状調査 :

1)無症候性の心房細動 0不整脈患者,2)

不整脈の診断を下されているのに病院

に行つていない人,3)不整脈の自覚があ

るのに病院に行つていない人の割合を

アンケー ト並びに心電図にて検討する。

研究② 抗炎症性バイオマーカーの EPA
値推定につながる n_3系多価不飽和脂肪

酸の摂取量調査 :食事の内容をアンケー

ト調査することにより、n…3系多価不飽
和脂肪酸の摂取量を推定する。

研 究 の 内容 ,方法
(1)同 意を得 られた者に不整脈の
自覚症状・既往歴 。通院歴,ア レ

ルギー性疾患の既往歴及び生活

習慣等に関するアンケー ト (井原

市民生活習慣調査票)を記入 して

頂く。

(2) 健診の必修項 目 (心電図と採血 )
を通常どお り受けて頂く。

(3)同意を得られた方の、心電図所見
を収集する。

(4)データ解析は,統計ソフ ト SPSS
を用いて行 う。

(5)本研究は岡山大学大学院医歯薬
学総合研究科の倫理委員会の承

認をえている (受付番号 547)。

各研究の詳細
研究①不整脈患者の割合の現状調査
題

心房細動患者の医療機関を受診 してい

る割合い

一井 原 市 健 診 受 診 者 の 調 査 研 究

(IBARA―
AF 
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研究の概要

【背景】心房細動 (AF)があるにもかか

わらず、医療機関を受診していない人を



発見・加療 していくことは、脳塞栓症の

予防につながると考えられるが、その割

合いは不明である。岡山県井原市におい

て、健診にて心電図上 AFを認める患者
の医療機関への受診の害J合いを調べた。

【方法と結果】

40歳 以上 74歳 未満の特定健康診査
(1082例 )と 75歳以上の後期高齢者健康
診査 (547例)を うけた 1629例の内、同
意をえられた 1070例 (特定 522例 と後
期高齢者 547例 )を対照に調査 した。心
電図上 AFを認めた割合いは特定 7例
(1.3%)・ 後期高齢者 17例 (3.1%):総 24

例 (2.3%)であった。そのうち無症候は 3

例 (3/24=12.5%)で あった。不整脈で
定期的に医療機関を受診 している者 (受

診中 AF)。 発作時のみ受診する者 (発作

時受診 AF)・ 過去に受診 したことあるが

現在は通院していない者 (非受診 AF)・

受診 したことがない者 (未受診 AF)を

調査 した。受診中 AF 18例 (75%)・ 発作
時受診 AF l例 (4%)・ 非受診 AF 2例 (8%)・

未受診 AF 3例 (13%)であった。
【結語】今回の検討では AF患者のうち
約 1/4の 例が定期受診をうけていな
かつた。AFの危険性の一般への啓蒙が今
後重要である。

背景と目的

・ 医療機関を受診 していない心房
細動患者を発見 し受診を促す事

は,脳梗塞の発症予防につながる
と考えられる。

・ 過去の疫学調査か ら本邦におけ
る心房細動の有病率が報告 され

ているが,その受診状況について
調査 された大規模研究はこれま

でに報告が無い。

岡山県井原市の健康診断にて実

施された心電図で,心房細動と診
断 された患者の医療機関への受

診状況を調査した。

本研究の井原市は県の西南部に

位置 し、ほとんどが山々に囲まれ

た農山村です。人口は約 44000人

で、日本全体の割合と比較 し、比

較的高齢者の多い地域である。

対象と方法

・  【対象】 岡山県井原市における ,
平成 24年度の特定健康診査 (40歳
～74歳 )および後期高齢者健康診査
(75歳以上)の受診者。

・  【方法】 健診で実施された心電図
における心房細動患者の頻度を調
べ, 自覚症状の有無と医療機関への

受診状況について,ア ンケー トによ
る調査を実施 した.図 1な らび 2に
調査票を示す。

不整脈で病院にかかったことがありますか?も しくは病臓にかかつていますか
'  ,下記の中から選んで  】

=0を
記入ください。                 |

α  )はい、現在定期的に通続しています。                 |
_  一通院中                          `
②( )はい、発作がおきたとをだけ病院にいきます。              |

―発作時受診                         |
Ol )はい、以前かかつたことがありますが、現在は通院しておりません。    '

一非受診 (過去に受診)                      '
④( )いいえ、かかったことはありません。                  |

一未受診                           |

図 1井原市民生活習慣調査票 1

1)勁悸を感じることがありますか?
1 1まい   2 いいえ
2}脈の乱れ(脈が不規則または飛ぶこと)がありますか,
1 1まい  2 いいえ 3わからない
3)胸痛がありますか,
1 はい   2 いいえ
o胸苦しさがありますか?
1 はい   2 いいえ
s)全身がだるい感じがありますか?
ユ はt｀    2 いいえ
6)めまいがありますか,
1 はい   2 いいえ

図 2井原市民生活習慣調査票 2

結果
0 【受診者数と調査数】
40歳以上 74歳未満の特定健康診査
(1082例 )と 75歳以上の後期高齢者健康

診査 (547例 )を うけた 1629例の内、同
意をえられた 1070例を対照にアンケー

ト調査した (図 3)。
図3 健康診断実施数とアンケート調査数

保険

計

園保 後翔高齢

実施人数    1  1082 547 1629

アンケート協力数 6) 1 523(4酬 ) 547(100X) 1070(06%)

・  【心電図上の心房細動患者の頻度】
心電図上 AFを認めた害J合いは特定 7例

(1.3%)。 後期高齢者 17例 (3.1%):総 24



保険
ll

国保 後期高齢

協力数 523 54フ 1070

心電目上 心勝細職患者 0 17(31) 24(2.の

例 (2.3%)であった (図 4)。

図 4心電図上の心房細動患者の頻度

【心電図上の心房細動患者の受診
状況】

不整脈で定期的に医療機関を受診 して

いる者 (受診中 AF)・ 発作時のみ受診す

る者 (発作時受診 AF)・ 過去に受診 した

ことあるが現在は通院していない者 (非

受診 AF)・ 受診 したことがない者 (未受

診 AF)を 調査 した。受診 中 AF 18例
(75%)。 発作時受診 AF l例 (4%)・ 非受診
AF 2例 (8%)・ 未受診 AF 3例 (13%)であ
った (図 5)。 心房細動患者の 4人に 1人
が医療機関を定期受診 していない事が

分かつた。

邊受診中

瀬発作時受診

非受診

滋未受診

後期高齢:76歳以上 N=17 国保:40歳以上 74歳以下 N=7

図 5心電図上の心房細動患者の受診状況

・  【全ての心房細動患者の受診状況】
アンケー トで心房細動の既往ありとさ

れた患者を含めた全ての患者の受診状

況を示す。同様に心房細動患者の約 4人

に 1人が医療機関を定期受診していな
い事が分かつた (図 6)。

図 6全ての心房細動患者の受診状況

°
・  【心房 細 動 患者 の CHADS2SCOrC】
医療機関を受診 していない心房細動患者 10人 中

9人が,CHADS2SCOre l点以上であった(図 7)。

圏保:40a以上 74歳以下

N● 年齢 性刷  心電目所見  0房 無職既住 自党症状 CHADS2 受診状況

1 00 男   t.房 槻mII     なし    なし    0  発作時受静

2 74 男   心現梱動     なし    なし    1   非受診

女    正常

女    と、房極■

男   rL房 相獅

女    心屏錮班

女 不完全右卸プロック

男   心房組期
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・

・
心電図で心房細動と診断できる患

者の 4人に 1人は医療機関に定期受
診していなかった。

・  健診の結果を元に受診を促す事で ,

脳梗塞発症の予防が期待できると

考えられる。

(本研究は第 30回 日本心電学会学術集

会にて発表 した 参考文献 1)(英文論文
投稿準備中)。

研究②  抗炎症性バイオマーカーの
EPA値推定につながる n…3系多価不飽和
脂肪酸の摂取量調査

背景と目的

食事の内容をアンケー ト調査すること

により、n_3系 多価不飽和脂肪酸の摂取

量を推定するc

後期高齢:75歳 以上

図 7心房細動患者の CHADS2 score

年齢 性剛  心■日所見  心房颯勁既性 自党症状 1 0HADS2 1受鰺状況

=受診中
L発作時受診

非受診

z未受診

国保:“臓以
十 :機
以下 瀞9 3後期高齢:75歳以上 N=22



方法

【対象】 岡山県井原市における,
平成 24年度の特定健康診査 (40歳
～74歳 )および後期高齢者健康診査
(75歳以上)の受診者。

・  【方法】 アンケートによる調査を
実施した。図8に調査票を示す。

'た
つぶりJ・・・普通量の15偕.           |

結果
0 【調査数】 1024名 分のアンケート
を解析した。

・  【栄養素摂取状況】
n-3系多価不飽和脂肪酸を含む 1日

の栄養素の摂取量を図 9に示す。
摂取量の目安である 2g/日 より少な

かった。
図 9 1日 の栄養素摂取状況

n-3系多価不飽和脂肪酸を含む 1日 の栄

養素の摂取量は、目安である 2g/日 より

少なかった。今後魚摂取の啓蒙活動が必

要と考えられる。

(本研究は 2013.4.9井原市民病院でおこ

なわれた研究結果報告会にて発表 され

た)

追加研究

研究③ klotho変異マウスにおける EPA
による動脈石灰化の抑制

概要

背景と目的

上述の如く EPAは抗炎症作用と抗動脈
硬化作用をもつと考えられている。

EPA投与にて klotho変異マウス におい
て動脈石灰化が抑制できるか検討 した。

方法

kloltho変異マウスと野生型マウスにて

EPA投与前と投与 4週間後で CTにて石
灰化を定量する

結果

EPA投与は kltho変異マウスにおいて有
意に石灰化を抑制した。さらに EPAの代
謝物で抗炎症作用のある血中レゾル ビ
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図 8 食事調査票



ンを有意に上昇させ、酸化ス トレス発生

につながる NADPH oxidaseの活性を抑
制した。

結語

EPAは klotho変異マウスの動脈石灰化
を抑制した。今後ヒトにおいても同様に

石灰化抑制作用があるか検討が必要で

ある。

(本 研 究 は米 国 心 臓 学 会 Scientiic

Scssions 2014にて発表 された。 さらに
PLoS One誌 に論文受理された:参考文献
2)
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29
CHA2DS2‐VASc score=0の 非弁膜症性心房細動
症例に対する新規抗凝固薬使用に関する検討

兵庫県立姫路循環器病センター循環器内科

岡1鳴克則 嶋根 草 木内邦彦 横井公宣 寺西 仁
千村美里 青木恒介 谷口泰代 山田慎…郎 小林征一
大西lli存  月城泰栄 澤田隆弘 三好 1直貴 大石醒悟
鳥羽敬義 'f田大嗣 津端英雄 松岡裕樹 川合宏哉
矢坂義則

【背景l心房細動 (AF)に 対しては CHA,DS2~VASc sc()re≧ 1か

ら新規抗凝固薬の使用が推奨されているが,除細動やカテー
テルアプレーション(CA)を 考慮する際には CHA,DS2-VASc
score=0で も抗凝固薬の開始を検討せざるを得ない 【日的】
CHA2Dtt VASc score=0の AF症例に対する新規抗凝固薬
の効果と安全性について検討すること 〔方法l CHA2D"
VASc score=0の AFに対してダビガトランを開始した 8症
例 (年齢 49± 8歳 )の臨床的特徴と経過について検討した.I結
果16例 は lonc AF(持 続性 2例 ),2例 は′き筋症 (持続性 1例 )
を有していた 全例で腎機能は正常 (Ccr l10± 14m1/min)
で,投与量は 220mg/Hが 6例 ,3CXlmg/日 が 2例 と低用量が
主体であり,投与後の APTT=43± 6秒であった 平均投与
期間は 12± 6ヵ 月だったが,CAを施行した 5例中 4例では再
発なく3～ 8カ 月後にダビガトランの中止が可能であった.

全例で血栓塞栓症及び出血事象は認めなかった 【結語】
CHA′ DS2~VASc score=0の ′い房細動に対する低用量を主体
としたダビガトラン投「J・は安全であった

参檜丈状 1
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i14山大学大学院医歯薬学総合研究科先端循環器治療学
=lTll山 大学大学院医歯薬学総合研究科公衆衛生学

`井原市民病院循環器内科

上同 亮 1 中村一文1 三好 亨 1 寒川陸 rl 麻植浩樹 1

森円 宏1 江 達紘′ 荻野景規2 斎藤大治3[11田信行 3
河野晋久1 大野祐子

1 伊藤 浩 :

【背景】心房細動(A「)があるにもかかわらず,医療機関を受
診していない人を発見・加療していくことは,脳塞栓症の予
防につながると考えられるが,その割合いは不明である 岡
山県井原市において,健診にて心電図 LAFを 認める患者の
医療機関への受診の割合いを調べた.I方法と結果】40歳以上1
74歳 未満の特定健康診査 (1.082例 )と 75歳以上の後期高齢者

健康診査 (騨 7例 )を うけた L629夕 1の うち,同 意を得 られた
1,070例 (特定 522例 と後期高齢者 547例 )を 対照に調査した

心電図 L AFを認めた割合いは特定 7例 (13%)。 後期高齢者
17例 (31%):総 24例 (23%)で あった.そのうち,無症候は 3
例 (3/24=12.5%)で あった 不整脈で定期的に医療機関を受
診しているもの (受診中 AF)・ 発作時のみ受診するもの (発作

時受診 AF)・ 過去に受診したことあるが現在は通院していな

いもの(非受診 AIP)・ 受診したことがないもの(未受診 AF)を

調査した 受診中 AF 18例 (75%)・ 発作時受診 A「 1例 (4%)・
非受診 AIP 2例 (8%)・ 未受診 AF3例 (13%)であった 【結語l
今回の検討では,AF患者のうち約 1 4の例が定期受診を
受けていなかった.AFの危険性の ‐般への啓蒙が今後重要
である

」Pヽ ユどιFOTR00ス RDノ 0と OGYし01 θθ Sυ PPLイ 2θアθ
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ダビガ トランを用いた心房細動アブレーション

周術期における抗凝固療法の有用性と安全性

桜橋渡辺病院循環器内科

田中宣暁 井上耕 ‐ 田中耕史 豊島優子 l■l 崇史
外海洋平 野里陽 ・ 岩倉克臣 藤井謙司

【背景】心房細動 (AF)ア プレーションの周術期における抗凝

lH・l療法として, ワルファリンの継続投与が合併症のLI避に有

用であるが,出血性合併症の重症化が懸念される 一方,ダ
ビガトランは効果の発現・消失が速やかで,周術期の体薬が
短くすむ利点がある 今回,AFア ブレーション周術期にお
けるダビガトラン使用の安全性,有効性を後ろ向きに検討し
た 【方法】対象は初回 AFア プレーションの周術期にダビガ
トランを内服した連続 99例  ダビガトラン内服は,ア プレー
ション前日夕より中止。当日夕より再開とした い吉果】対象
は年齢 59.1± 10歳,発作性 AF60例 (60%)術前からのダビ
ガ トラン内服 (A群 )は 70例.術後からの内服 (B群 )は 29例
であった CHADS2(CHA2D"VASc)ス コアの平均は 078士
0.93(14± 1.3)内服が中断されたのは2例のみであった.術
後 1日 日,A群で 1例に TIA(右 IJ角下垂.右 L肢痺れ)を発
症したが,1時間で消失した その他の明らかな血栓塞44A/il,
出血性合併症を認めなかった.:結論】ダビガトランによる
AFア プレーション周術期の抗凝固療法は,ワ ルファリン継
続内服以外のもうひとつの選択肢となりうる
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栃本県の実地医家による心房細動患者診療の現況

'白 治医科大学大宮医療センター循環器科
′獨協医科大学循環器内科

三橋武●11 堀中繁夫 2

【背景】心房細動診療に関して従来の報告は大病院からのもの

が多かった しかし,心房細動の母集団は大きく,その診療
の大部分は開業医あるいは地域病院で行われている.さ ら
に,新規抗凝固薬の登場で今後その診療も大きく変化してき
ていることが予想される_このような状況のなか,実地臨床
現場の現況を調査する必要があると思われた。【対象および

方法l栃木県下の開業医あるいは大学病院を除く病院勤務医

に対して,2013年 3～ 4月 に心房細動患者の外来診療状況を
アンケー ト調査した.診療患者数は

“

6名,診療医師は 66施
設の71名であった 【結果】①平均年齢は748歳で,75歳以
上1が半数以上を占めた ②加齢に伴い患者数が増加し,80歳
以下では男性の方が多かったが,80歳以_Lでは女性が逆転し,
全年齢分布のなかでも最も多かった Oワ ルファリンは51%
に,その他新規抗凝固薬は23%に処方されており,未処方は
10%であった.【結論l栃木県実地臨床の現場では,80歳以上
の高齢女性が多く含まれていた。理由は不明であるが,今後
詳細な調査が必要と思われた 従来の報告より抗凝固薬の処
方率が高く,医師の意識の高まりと新規抗凝固薬の登場がそ
の結果に影響を与えた可能性がある

一般演題(口演)第 3会場

Presented by Medical★ Online
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Abstract

Background:Thcた′θ′乃θ gcne was identificd as an“ aging― supprcssor''gcnc that accclcratcs

arterial calcificatiOn whcn disruptcd.  Scrunl and vascular klotho lcvcls arc rcduccd in

patients with chronic kidney disease,and the reduced levels are associated with arterial

calcification. Intake of eicosapentaenoic acid(EPA),an n-3 fatty acid,rcduces the risk of

fatal cOronary artery disease.  However,the effects of EPA on arterial calcification have llot

been fully elucidated.  The ailn of this study、 〃as to detelHline the cffect of EPA on arterial

calcification inたJθ′んθ mutant rllice.

ⅣIethods and Results:Four― week―oldたJθ力θ mutant mice and wild― type(WT)miCe wcrc

given a diet containing 5%EPA(EPA food,た ιθ″んθand WT:n=12,cach)or not COntaining

EPA(contrOl fOod,た′θ′んθand WT:n=12,cach)for 4 wccks. Calcium volume scores of

thoracic and abdorninal aortas assessed by computed tomography were significantly elevated

inたιθ′力ο rnice after 4 wccks of control food,butthey wcre not elevatcd inた ιθ′力θ lnice after

EPA fOod orin WT mice. Scrum lcvcls of EPA and resolvin El,an active metabolite of

EPA,in IEPA food― fed rnice、〃ere significantly increased compared to those in control food―

fed micc.An oxidativc stress PCR array fo1lowed by quantitative PCR rcvclcd that NADPH

oxidasc-4(ハ「(9Xイ),an enzyme that gencrates superoxide,gcnc cxprcssion was up― rcgulatcd in

arterial smooth muscle cells(SMCs)Ofた ιθ力θ micc.Activity of NOX was also signiicantly

higherin SⅣICs ofた′θ′んθ mice than in thosc of WT Inice.EPA decreascd cxprcssion lcvcls of

the NC)X4gene and NC)X activity.  GPR120,a receptor of n-3 fatty acids,gene knockdown

by siRNA canceled effccts of EPA on NOX4 genc expression and NOX activity in artcrial

SNIICs ofた Jθ′んθ lnicc.

Conclusions:EPA prevents arterial calcification together with reduction of NOX gene

exprcssion and activity via GPR120 inた′θ
`力

θ mutant rnicc.



Introduction

ζヽascular calcification increases with aging and is highly prcvalent in patients with

atherosclcrosis,diabctcs mellitus and chronic kidncy diseasc(CKD)[1].COrOnary artcry

calcium assessed by computed tomography(CT)prOVides independent increrllental

infollllation in addition to traditional risk factors for thc prediction of coronary heart diseasc

and all―cause mortality[2,3].

Theた′θ′力θ gene was identified as an``aging― suppressor"gene in rnice,and it was

shown that disruption of the gene results in acceleration of arterial calcification[4].  We and

other invcstigators havc rcported that cxprcssion lcvcls of scrunl and local vascular k10thO arc

rcduced in paticnts with CKD and that the dccreasc in expression level of klotho is associatcd

with anerial calcification and stiffness in paticnts with CKD[5-7].

Intake of eicOsapentacnoic acid(EPA),an n-3 fatty acid,rcduces thc risk of fatal

coronary artery disease[8]. Several studies have revealed that EPA prevents vascular

calcification.EPA attenuatcs arterial medial calcification in warfarin― induced rat models.[9]

EPA prevents vascular calcification by inhibiting palinitic acid― induced lnincralization Of

human artcrial smooth muscle cells(SNIICS)[10].HOWever,the effects of EPA on merial

calcification such as an association with klotho havc not bccn fuHy clucidatcd.

The airn of this study was to deterⅡ line the cffect of I]PA on arte五 al calcification

asscssed by CT inたJθ′力θ mutant(た J/たι)IniCe.Furthellllore,Since oxidative stress is

associated with the dcvc10pment of vascular calcification[11,12],wc aSSessed thc cffects of

EPA on gene expression related to oxidative stress in S1/1Cs ofた I′kJ inice.

Materials and Methods

Animals



Klotho homozygous mutant(た J/tJ)miCe wcre purchased from CLEA Japan.Four― weck―old

klotho mutant(た み′たι)miCe(n=24,12 males&12 fcmales)and Wild― typc(WT)miCC(n=24,12

males&12 fcmalcs)wcrC givcn a diet containing 5%EPA(ヽ lochida Pharmaceutical Co.Ltd)

(EPA food,klotho and WT:n=12,cach)or not COntaining EPA(contr01 fOod,klotho and WT:

n=12,cach)for 4 wccks.  All anirnal protocols were approved and conducted according to

thc rccommcndations Of Okayama University on Animal Care and Use.The animal

procedures perfolllled confollll tO the NIH guidelines(Guide forthe Care and Use of

Laboratory Animals).

CT Image acquisition and aortic calcirlcatiOn volume quantirlcation

The mice werc ancsthctizcd with inhalation ofisofluranc.  Imagc acquisitions wcrc

perfolllled using multi― detector CT(FX3000 Pre―Clinical lmaging System,TriFoil lmaging

lnC.)befOre and aftcr 4 wecks of feeding.AH images were acquired during an inspiratory

breath hold,with tube voltagc of 120 kV and single― slice thickness of 1 92〃 m.

Calcium volume score ofthe thoracic and abdominal aol■ a、vas calculated by

multiplying the number of voxels(Vn)With the voxel volume(Vv)[13]using thC Volumc―

rcndcring incthod by extracting thc area≧ 400 Hounsfield units within the entirc aorta.

Serum levels of EPA,arachidonic acid,inorganic Phosphorus,calciunl and resolvin El

Serum levels of EPA and arachidonic acid(AA)were measured by gas chromatographic assay

(SRL Inc.Tokyo).Serum inorganic phospho■ ls(Pi)leVels were measured by mcthod using

molybdate(SRL Inc.Tokyo).Serum levcls of calcium(Ca)Werc determined by mcthod

using arsenazo III(SRL Inc.Tokyo).Serum mouse resolvin El levels were measured using

a commcrcially availablc cnzymc―linkcd irnmunosorbcnt assay kit(NIlyBioSourcc lnc.,San



Diego,USA).

Culture of arterial SⅣ ICs

After CT image acquisitions,all animals were anaesthetized and euthanized with an

intraperitoneal ittectiOn Of pentobarbital(50 mg/kg).Then the thoracic and abdominal

aortas were Кmoved fromた〃″micc and WT mice.SⅣ ICs wcrc isolated from the thOracic and

abdorninal aortas by the explant culture rnethod as descHbed previously[14-16].  Thoracic

and abdorllinal aortas were disaggregated with conagenase and cutinto 2-Inrrl-long sections,

and thcn thc advcntitia laycr was rcmovcd.  Vcsscls were platcd on a 6-wcll platc with

Dulbccco's modified Eagle's medium(DMEM;Gibco,Grand lsland,NY,USA)

supplemcntcd with 10%fctal bovine scrum(FBS;Sigma)and O.l mg/mL kanamycin(Sigma)

and incubatcd in a hunlidified 5%C02 atrnOsphcrc at 37° C.  Thc culture lnedium was

changed every 3 days.After reaching con■ uence,the ceHs were subcultured by treatrnent

with trypsin(0.05%)/ethylenediaminctetraacetic acid(EDTA)(0.02%).CcllS bCtween

passages 3 to 5 were used for an experiments.

Ⅳlouse oxidative stress PCR array and quantitative PCR

Oxidative strcss¨focuscd gcnc exprcssion profiling of SNICs of aた J/t′ rnousc and a Wi「 rnouse

was perfolllled with the RT2 PrOiler PCR Array Systeln using the mouse oxidative stress PCR

aray(SABioscicnccs,a QIAGEN company)acCOrding to the manufactuК r's instmctions.

The array rYleasures 84 key genes involved in oxidative stress.  Total RNA fronl arterial

SNIICs was extracted using RNeasy Mini Kit(QIAGEN).Complementary DNA was

synthcsized from l μg oftotal RNA using ReverTra Acc③ (TOyobo Life Science,Tokyo)as

prescribed in the manual and suttected tO PCR ampliication.Expression of mRNA was



measured by rcvcrsc transcription PCR(RT― PCR)using an ABI PRISNI17300 scqucncc

dctcctor systcm(Applied Biosystcms).

For quantitative PCR,artc五 al SNIICs werc rcseeded in a 10-cm culturc dish at a

density of 5 x 104 cellS/well.After 24 hours,arterial S]MCs were treated with EPA(20

μmo1/L)(Sigma)diSS01Ved in DMSO(Sigma)Or o.o8%DMSO as a control.Aftcr 24 hours

of incubation,total RNA was extracted from the SMCs and complementary DNA was

synthesized as described above.Quantitative RT― PCR was performcd with primers fOr

cytoglobin(cッ gb)(PPNI128233A,SABioscienccs,a QIAGEN company),glutathione

pcroxidase 3(GPX3)(PPN106171A,SABioscicnces,a QIAGEN company)or Gノ 4PD〃

(PPヽ102946E,SABioscicnces,a QIAGEN company)in COmbination with RT2 sYBR③  Grccn

qPCR Ⅳ【astcr M破 (SABioscicnces,a QIAGEN company).Exprcssion of mRNA was

measured by RT― PCR using an ABI PRISⅣ 1 7300 sequence detector system(Applied

Biosystcms).The quantitative PCR data were proccssed by a standard cun/e mcthod.

Expression levcls wcrc normalized against(3′ 4PD〃 .

RT‐PCR and Quantitative PCR ofNAD(P)H OXidase 4(NOX4)gene

Artcrial SNIICs wcre rcseedcd in 10-cnl culturc dish at a density of 5 x 104 cellS/well.  Aftcr

24 hours,anerial SMCs were trcatcd with EPA(20 μmo1/L)(Sigma)diSS01Ved in DⅣ [SO

(Sigma)Or o.08%DNIISO as a control.Aftcr 24 hours of incubation,total RNA was isolated

from the SⅣ ICs using TRIzol(Life Technologies Japan).Reverse transcriptase reactions

were perfollllcd using a Ready―To― Go T― Primed First― Strand Kit(GE Hcalthcare Japan,

Tokyo,」apan)for first― strand cDNA synthcsis.Real― time quantitat市c PCR was performed

using the ABI PrisII1 7700 sequcnce detection system(Life Technologies Japan).Data wcre

cxprcsscd as copy number rclativc to that of 18 S iRNA.  The prirncrs and probc uscd for



TaqNllan analysis ofrnouse Nox4 wcre dcscribcd in our prcvious rcport[17].  Taqゝ /1an

probes consist of the fluorophore 6-carboxyfluorescein(FAⅣ I)coValently attached to the 5'

cnd of thc oligonuclcotidc probc and thc quenchcr tctramcthylrhodanlinc(TANIIRA)atthC 3'

end.In detail,the primers and probe forrnousc NOX4 werc as follows:5'―

cctttgcctccattctcaag-3'(forWard primer),5'― caggtctgcaaaccactcaa-3'(reverse primer)and 5′―

FAⅣ l―ctggctgtgcagggacacgc―TAヽ4RA-3'(TaqNIlan probe).

Lucigenin chemiluminescence assay of NAD(P)H OXidase(NOX)actiVity

Artcrial SⅣ ICs wcrc preparcd in thc samc rnanncr as that describcd for quantitativc PCR of

NOX4.NOX act市 ity ofarterial SNIICs was mcasurcd using lucigcnin chemiluminescence

(unitS/min/mg)aS dCSCribcd prcviously[18].BHcfly proteins from 5× 104 sⅣIcs wcre

dilutcd in modifed Hcpes buftr(140 mmo1/L NaCl,5 mmo1/L KCl,0.8 mmo1/L ⅣIgC12,1・ 8

mmo1/L CaC12,l mm01/L Na21‐ IP04,25 mmo1/L Hcpcs,and l%glucose,pH 7.2)and

distributed(100 mg per well)OntO a 96-well microplateo NADPH(100 μm01/L)and dark_

adapted lucigcnin(5 μmo1/L,Sigma‐ Aldrich」apan,Tokyo,Japan)wcrc addcdjust bcforc

reading.  Lucigenin chemiluminescence was recorded for 5 11nin and was stOpped by the

addition of 50 1■ lVI Tiron(Sigma‐ Aldrich」apan,Tokyo,Japan)to observe how the

chellnilunlinescence was detected as superOxide. Luccgenin chellllilunlincsccnce was

cxpresscd as units per minute per milligram ofprotein tunit/min/mg).The data are shown as

relative cherniluminescence intensity to W「 Control.Expcri■ lcnts were perfolHled in

t五plicatc,

Expression of G‐ protein‐coupled receptor 120(GPR120)mRNA

Total RNA was isolated from culturcd SMCs using RNeasy Mini Kit(QIAGEN)as



prcviously described[19].First― strand cDNA was synthesized using RcverTra Ace⑪

(TOyObO Lifc Scicnce,Tokyo).The primcrs for GPR120 wcrc 5'¨ ccataaatctagtgctcgct-3'

(fOrWard p五 rncr)and 5'― tgcggaagagtcggtagtct-3'(rcvCrsc primer)as prCViOusly dcscribcd

[20].

GPR120 knockdown by siRNA

To knock down GPR120,5 μmo1/L smallinterfering RNA(siRAN,s200889,Ambion)was

transfected into mouse vascular smooth muscle ccHs cxplanted fronn the aorta using

Lipofcctamine RNAiMAX(In宙 trOgen)accOrding to the manufacturcr's instructions.Wc

confirrned Gpr120 downregulation by the PCR Πlethod.Total RNA was extractcd using

Trizol(In宙trOgen)and Purelink RNA Mini Kit(In宙 trOgcn).COmplcmentaw DNA was

synthesized from l μg total RNA using Superscript HI with Oligo(dT)primers(InVitrogen)

according to the manufacturer's instructions and suttcctCd tO PCR ampliication.Taq DNA

polymcrasc(Rochc Applied Scicncc)waS used for RT― PCR.PCR prOducts wcrc suttccted tO

electrophoresis in 29ち agarose gels and stained with ethidiurrl bronlide.  Prirner pairs were as

follows:GPR120 forward,tgcccctctgcatcttgttc;GPR120 reverse,cgcgatgctttcgtgatctg;

GAPDH forward,catggccttccgtgttccta;and GAPDH rcvcrsc,tgcctgcttcaccaccttct.PCR

product sizes wcre 202 bp and 106 bp,respectivcly,and the annealing tcmperature was 60° C.

Statistical analysis

Data are expressed as mean± standard error(SE) Data that were not normally distributed

are expressed as median and intcrquartile range(IQR:25%-75%).StatiStical analysis was

perfo.11led by Student's′ test or the chi― squared test for paired data or one― way ANOVA with

comparison of different groups by Dunnett's ρθS′ 力θθ test.  Values of Pく 0.05 wcrc



considered to be significant.

Results

Changes in calciunl VOlume score

Calciurn volume scores were significantly elevated inた J/たι nlice aftcr 4 weeks of control food

(befOre vs aftcr fccding,P<0.05)(Fig IB),but they were not clcvated inた J/t′ mice after 4

wecks of EPA food(befOre vs after feeding,P=NS)(Fig lD).CalCium vOlume scores weκ

not changed in WT rnice after 4 wecks of control or EPA food(Fig lA and C).The change

in calcium volumc score in control food― fcdた〃た′micc(81± 28 mm3)waS Signi■ cantly grcatcr

than that in control food―fed WT nlicc(8± 6111m3,P<0.005)and thatin EPA― fedた〃たι lnicc

(18± 17 mII13,P<0.05)(Fig lE).Fig 2 and Slto S4ヽ 4ovics show rcprcsentative CT inlagcs

of the thOracic and abdorninal aortas in tJ/た ′and WT rllice.  Arterial calcification was

elevated in klotho nlice after 4 wecks of control food,but IEPA prevented arterial calciication

inた′/たJ Inicc.

Seruln levels of EPA,AA,R Ca and resolvin El

Serum lcvcls of EPA,arachidonic acid(AA),inorganic phosphorus(P)and Calcium(Ca)

(Table l).sCrum levels of EPA in EPA―fedたJ/tJand WT micc were significantly incrcased

comparcd to those in control―fedたJ/tι and WT Inice,and serum levels ofAA in EPA― fedたJ/た′

and WT rnicc wcrc significantly dccrcascd compared to those in cOntrol― fedたJ/たJand WT

mice.The ratios of EPA to AA(EPA/AA)in EPA― fedた〃たJand WT mice were signiicandy

largcr than those in control― fedたI′kι and WT rnlce.

Serum levels of P in control― fcd klotho rnice were increascd compared to those in

control― fed WT Inice.  EPA intakc did not change the levels in klotho and WT rnice.  These



results indicate that prcvcntative cttects of EPA on arterial calcification are not due to cffccts

for negativc phosphatc balance.

Rcsolvin El is a lipid―de五vcd rncdiator thatis endOgcnously synthcsizcd from EPA

and is generated in response to inflammation and enhances the resolution phase of

in■ ammation[21].We measured serum levels ofrcsolvin El in control food― fed and EPA

food―fed WT micc.Scmm lcvcls of resol宙 n Elin EPA― fed micc(n=5)wcrc Signiicantly

increased compared to thosc in control― fed inicc(n=6)(contrOl:1555± 95 versus EPA:

1874±56 pg/1nL,P=0.01).

Gene Expression and Activity of NOX

To further asscss thC mechanisln of artcrial calcification onた J/た′rnicc,wc invcstigatcd thc

involvement of oxidative stress in arterial Sヽ 4Cs using the rnouse oxidative stress and

antioxidant defensc PCR array of RT2 PrOfilcr PCR Array.Exprcssion levels of

apolipoprotcin]巳 (ルθι),ハて
'X4,uncoupling protein 2(こ

「92),heat ShOCk protein l A

(HSpαノα),flavin― containing monooxygenase 2(Fttθ 2),cytOglobin(cッ gb)and glutathione

pcroxidase 3(3P聰)genes in arterial SNIICs of aた J/た′mouse werc upregulated compared to

thosc in artcrial SNICs of a WT mousc(TablC 2). To inVestigate the involvemcnt ofthc top 2

uprcgulatcd genes,we performed quantitativc RT― PCR of cッ gb,a globin moleculc with a

protcctive function during oxidative stress,and(3PX3,an cnzymc having anti―oxidativc

activity,in arterial SⅣ ICs treated with EPA and nottreated with EPA.Expression levels of

theのgb and GⅨ3 genes were significantly higherin arterial SMCs ofた 〃た7 miCe than in

those of WT mice(Figs 3A and B).HOWever,EPA did not decrease expression levels of thc

Cッgb and cPx3 gcnes.

NOX is an enzymc that produccs superoxidc and plays a pivotal rolc in gcncration of

10



oxidative stress in vascular SNIICs[22].Other uprcgulatcd gencs in PCR array arc rclatcd to

protcins that havc antioxidant properties.To clarify the involvcment of NOX,we performed

quantitativc RT PCR ofⅣ θXイ ,a component of NOX,and IIlcasured NOX activity in a■ erial

SⅣICs treated with EPA and nottreated with EPA.Expression level of thcハ 「θXイ gene and

activity Of NOX were significantly higher in arterial SⅣICs ofた〃たιinice than in those of WT

mice(Figs 3C and D).EPA decreased expression levels ofthe NOχ イgene and NOX

actlvlty.

GPR120 and NOX

G―protein―coupled Reccptor 120(GPR120)is a receptor for n-3 fatty acids[20].Activation of

GPR120 by n-3 fatty acids inhibits inialllmation cascadcs and prcscrves insulin sensitivity.

Wc hypothesized thatinhibitory cffects of EPA on NOX cxpressiOn and activity rnight bc

actions on arterial SMCs via GPR 120.mRNA ofthe gene encOding GPR 120 was expressed in

arterial SMCs Obtained fromた J/kJand WT micc(Fig 4A).

Next,we investigatcd effects of GPRノ 2θ gene knockdown onノ Vθχイgcne exprcssion

and NOX activity in arterial SNIICs ofた J/tJ mice.GPR120 downregulation by siRNA

cancclcd thc cffccts of EPA on Arθ Xイ gcne expression and NOX activity in arterial SMCs of

たJ/b′ micc(Fig 4B,C and D).

Discusslon

Two maor findings were obtained in the present study.First,EPA intake preventcd arterial

calcification inた′θ′力θ lnutant rnice.  Second,ハ「(フjX gene expression and activity were

elevated in artcrial Sh/1Cs ofたιθ′力θ mutantrnice and EPA rcduced thenl via GPR120.

Elevated oxidative stress is associatcdヽ Ⅳith the development of vascular calcification

11



[11,12].  Oxidative strcss induces vascular Sヽ IC calcification by uprcgulation of Runx2,

which is mediatcd by activation ofthc AKT/FOX01/3 signaling axis.Although thcrc arc

several cnzymatic sources of rcactivc oxygcn spccies(ROS)in Vascular cclls,NOX is thought

to be a mttor enzymatic source ofROS in atherosclerosis[23].Gao et al reported that

たJθ′λθ deficiency upregulatcd NADPH oxidasc activity and superoxidc production in the

media of aortas[24].We alSO Showed that NOX gene expression and act市 ity were elevated

in arterial SNIICs ofた Jθ′力θ mutantrnice.  Although the precise rnechanisrl underlying the

inhibitory effects of EPA on vascular calcification rcmains unclcar,rcduction of NC)X activity

by EPA nlight play an irnportant role in prcvention of vascular calcification inた Jθ′力θ mutant

mlcc.

Changcs of NOX4 gcnc cxprcssion and NC)X activity wcrc lninor in our study using

a cell culture system.  Another rnechanisln rnight also contribute to the prevention of

vascular calcification Jん νJソθ.  Serum lcvels ofresolvin El,a bioactivc metabolitc of I]PA,

、vere increased in EPA food― fcd micc.  Resolvin El is responsible for facilitating the

resolving phase of acute inflalnlnation[25].  Furthe111lore,resolvin E I reduces oxidative

stress by suppressing NOX activation[26].TheSC Cffects might contribute to thc prevention

of vascular calciication.Furthcr studies are needcd to clarlfy this point.

Coronaw artCry calciunl asscssed by multi― detcctor CT reflccts the plaquc burdcn of

coronary arteries,and it is an indcpendent predictor of cardiovascular cvcnts and is associated

with the incidence of congestive heart failure[2,27]. Furthellllore,One ofthe mOst

appealing featurcs of CT is the potential to detect the progression or regression of coronary

atherosclerotic disease noninvasively[28].  CT alSO enables evaluation of vascular

calcification in living rnice[29]. We aSSessed changes in the degree of arterial calciication

by rnulti― detector CT as recent clinical situations in this study.Our study showcd that CT is

12



useful for detecting thc changes over timc and by treatment in coronary calciication of living

mlce.

In the Japan EPA lipid intcrvcntion study(IELIS)in patients with

hypercholesterolernia,on― treatlnent rnean plasma EPA conccntrations and EPA/AA were 170

μg/mL and l.21,respectively in patients treated with EPA(1800 mg/day)[30].Therebre,

scrum levels 6f EPA in EPA¨ fed mice weК  very high in this study(EPA― fed WT mice,median

(IQR):376.9(142.0),mean± sD:373.4± 75.4μ g/mL;EPA― fedたJ/た′micc,mcdian(IQR):

385.8(169.8),mean± SD:393.5± 150.l μg/mL),and EPA/AA ratios in EPA― fed mice were

also quitc high(EPA― fcd WT micc,mcdian(IQR):11.13(4.42),mean± SD:H.57± 2.39;

EPA―fcdた7/t′ mice,mcdian(IQR):8.08(4.53),mean± SD:9.15± 3.32).A lattc amount of

EPA might bc needed for clinical application of this study.  Since it was found in this study

that EPA reduced NttX activity via GPR 120,novel GPR 120 agonists rnight also be useful for

prevention of arterial calcification.

A decrease in the expression level of klotho is associated with arterial calcification

and stiffness in patients with CKD[5-7].ThuS,prevcntative effects of EPA on atrial

calcification nlight be expected in patients with CKD.

In conclusion,EPA intakc prevcnts arterial calcification along with rcduction of

NOX gcnc cxprcssion and activity via GPR120 inた ′θ′力θ mutantrnicc.

Supporting lnformation

Sl Ⅳlovieo CT images of thoracic and abdonlinal aortas in aた た〕
`あ

θ mutant rkllkl)InOuse

before control food.

S2Ⅳlovieo CT illllages of thoracic and abdonlinal aortas in aた IolLθ mutant(たJ/tの mOuSe

after 4 weeks of control food.
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S3Ⅳlovieo CT ilnages of thoracic and abdonlinal aortas in aた Ja`λθ mutant(た:′晟)mOuse

before EPA food.

S4Ⅳlovieo CT images of thoracic and abdonlinal aortas in a klo`λ θ mutant(lJ/tの 1■Ouse

after 4 weeks of EPA food.
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Figure legends

Fig l.Changes in calciun■ volume score. A and B,Calciurn volume scores in wild― type

(WT)miCe(A)andた Jο力θ mutant(た ′ルJ)mice(B)befOre and after 4 weeks of control food

(n=12,cach).C and D,Calcium volumc scorcsin WT micc(C)andん /た′micc(D)bcforC

and after 4 wecks of EPA food(n=12,cach).E,Changes in calcium volume score in WT

micc andたJ/たι mice bcfore and after 4 wecks of control and EPA food(n=12,cach).

Fig 2.Representative CT images ofthoracic and abdominal aortas in Llo`λ θ mutant

(たJ/tの and wild‐type(WT)mice. A and B,a WT mousc(A)and aた J/た′mousc(B)befOre

and after 4 wecks of control food(Sl and s2 Ⅳlovies).C and D,a WT mouse(C)and aた ′/た′

mouse(D)before and after 4 wccks of EPA food(]MO宙 es S3 and S4).

Fig 3.Gene expression of cytoglobin(Cッ gb),glutathione peroxidase 3(GPX3)and

NADPH o対 dase(Ⅳ OЮ and aCtiVity of NOX. A to C,Exprcssion lcvcls of cygb(A),

3n3(B)and Ⅳθχ7(C)genes in artcttal smooth musclc cclls(SNIICS)Of Wild― type(WT)

andた Jθttθ mutant(た J/t′りmice treated with EPA and nottreated with EPA(contr01)(n=6,

cach).D,NOX act市 ity in arterial SIⅥ Cs of WT andた J/k′ mice trcatcd with EPA and not

treated with EPA(contrOl)(n=6,cach).

Fig 4.GPR120 and NADPH o対 dase(NOX)in arterial smooth musde cells.A,

Expression ofthe GPR120 gcne.Lane l,makcr;lane 2,wild― type(WT)mOuse;lane 3,

た7θ′んθ mutant(た′/た′

'mOusc and lane 4,C57/BL6 mousc(positiVC Control). B,GPR120
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downregulation by siRNA.Lanc l,si―GPR120 RNA andlane 2,s― scramble RNA.C,

Effects of GPR120 gcnc knockdown onハ てフj【イgcne expression and NOX activity in arterial

SⅣICs ofた〃たι micc(n〓 6,cach).
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Table l.Serum levels of EPA,AA,P and Ca

WT mlce たJ/■J Inice

Control food EPA food P value Control food EPA food P value

EPA og/mL)

AA og/mL)

EPA/AA

P(mg/dL)

Caい g/dL)

7.5(18.1)

464.3(224.5)

0.01(0.05)

8.3±0.9

8.9±0.2

376.9(142.0)

32.4(11.53)

11.13(4.42)

7.9± 1.4

8.9±0.2

<0.001

<0.05

<0.01

NS

NS

8.8(79)

387.0(191.2)

002(003)

16.4± 1.5*

9.7±0.3

385.8(169.8)

41.8(20.0)

8.08(4.53)

15.2± 1.0#

93±0.4

<0.001

<0.001

<0.001

NS

NS

WT:wild― type,た J/t′ :た′θ′力θ homozygouslnutant,EPA:eicosapcntaenoic acid,AA:arachidonic acid,P:phosphorus,Ca:calciunl,NS:not significant.*P<0.001:

control food― fed WT vsた ″たι mice.#P<0.001:EPA― fed WT vsた 1/tι mice.Data are expressed as median(lQR)or mean± sE.
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Table 2.Glenes on RT2 Prodiler PCR‥ array for which expression is up‐ or down‐

regulated in arterial SⅣ ICs of餞lkJ mic9

Description Symbol     Fold Regulation

Albumin

AmyOtrophic latcral sclerOsis 2 GuvcnilC)hOm。 10g(human)

Aldchydc oxidasc l

Adenomatosis polyposis coli

ApolipoprOtcin E

Ataxia telangicctasia and rad3 rclated

Catalasc

Chemokinc(C― C mOti0 1igand 5

Coppcr chaperonc for supcroxldc dismutase

Cathcpsin B

Cytochrome b-245,alpha polypeptidc

Cytogiobin

Dynamln 2

Dual oxidase l

EH― domaln contalning 2

EosinOphil pcrOxidasc

Excision repair cross― cOmplcmenting rodent rcpair dcflcicncy,complemcntation 2

Excision repair cross―cOmplementing rodent repair deflciency,complementation 6

FancOni anenlia,complemcntation grOup C

Flavin containing rnOnOoxygenase 2

Ferritin heavy chain l

Glutamate― cystcine ligasc,catalytic subunit

Glutamate― cysteinc ligase,modifler subunit

Glutathione pcroxidasc l

Glutathione pcroxidasc 2

Glutathionc pcroxidasc 3

Glutathionc pcroxidasc 4

Glutathionc peroxidase 5

Glutathione pcroxidasc 6

Glutathionc peroxidase 7

Glutathionc rcductasc

Glutathione synthetase

Glutathionc S― transfcrasc kappa l

Glutathione S― transferase,pi l

Hemc oxygenasc(deCyclilng)1

Heat shock protcin lA

Isocitratc dehydrogcnasc l(NADP+),s01uble

lntraflagcllar transport 1 72 homolog(Chlamydomonas)

Intcrleuki11 1 9

1ntcrlcukil1 22

Keratin l

Alb

AIs2

Aoxl

Apc

Apoc

Atr

Cat

Cc15

Ccs

Ctsb

Cyba

Cygb

Dnm2

Duoxl

Ehd2

EPx

Ercc2

Ercc6

Fancc

Fmo2

Fth l

Gcic

Gcim

GPxl

Gpx2

Gpx3

Gpx4

GPx5

Gpx6

Gpx7

Gsr

Gss

Cstk l

Gstp l

Hmoxl

Hspala

ldhl

lft1 72

1119

1122

Krtl

‐3398

-1007

-2090

-1048

2061

●018

-1376

1018

-1181

1121

-1403

16246

1282

1959

-1089

-1053

:045

-l 154

-1069

3828

1034

-2853

1 125

1 342

-1979

16279

1317

-1777

-1204

1 989

1039

:006

-1072

-1066

-1032

2692

1600

1 390

-1 147

‐1543

-1058
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Lactoperoxldasc

Myoglobin

Mycloperoxidase

Ncutrophil cytosolic factor l

Neutrophil cytosolic factor 2

Neurog10bin

Nitlic oxide synthase 2,11lducible

NADPH Oxidase l

NADPH o対 dasc 4

NAl)PH oxidase activator l

NADPH Oxidase ol.Canizer i

NAD(P)H dehydrogenase,quinone l

Parkinson discasc(autOSOmal recessive,carly onset)7

PeroxircdOxin l

Pcroxlrcdoxln 2

Pcroxlrcdoxin 3

Peroxlrcdoxin 4

Pcroxlrcdoxln 5

Peroxlredoxln 6

P」 on prOtein

Protcasome(prosOme,macrOpain)subunit,bcta typc 5

Prostagiandin― cndopcroxide synthase l

Prostaglandin― cndopcroxide synthase 2

Rccombination activating gcnc 2

RccQ prOtein― like 4

Stearoyl― Cocnzyme A desaturase l

Scrinc(or cySteine)peptidasc inhibitor,clade B,membcr ib

Solute carrier family 38,memberl

Superoxidc dismutase l,soluble

Supcroxide dismutase 2,mitochondrial

Supcroxide dismutase 3,extracenular

Sequestosome l

Suliredoxin i homolog(S Cerevisiac)

Thyroid pcroxidase

Thioredoxin l

ThiorcdOxin intcracting protein

Thioredoxin rcductasc l

Thiorcdoxin rcductasc 2

Thioredoxln rcductasc 3

Uncoupling protcin 2(mitoChOndrial,proton car● er)

Uncoupling prOtcin 3(mitoChOndrial,proton carricr)

Vimentin

Xeroderma pigmentosum,complementation group A

Lpo

Mb

Mpo

Ncfl

Ncf2

Ngb

Nos2

Noxl

Nox4

Noxal

Noxol

Nqol

Park7

Prdx l

Prdx2

Prdx3

Prdx4

Prdx5

Prdx6

Prnp

Psmb5

PtgsI

Ptgs2

Rag2

Rccq14

Scdl

Scrpinbl b

SIc38al

Sodl

Sod2

Sod3

Sqstm l

Srxnl

Tpo

Txnl

Txnip
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