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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性や糖尿病網膜症は、主要な中途失明原因の網脈絡膜疾患であり、生活習
慣病に合併した慢性炎症性疾患と位置づけられる。しかしながら、未だ根本的な治療法の開発・疾患発症機序の
解明には至っていない。我々は、これまでに生活習慣病での臓器障害において（プロ）レニン受容体が炎症・血
管新生病態の上流で疾患の分子病態を制御していることを報告してきた。本研究課題では、（プロ）レニン受容
体の機能解明および生理的機能への影響を最小限にしながら慢性炎症病態を抑制する阻害剤の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：(Pro)renin receptor is known to regulate activations of tissue RAS and RAPS,
 and  involved in the pathogenesis of several ocular disorders. However, its physiological functions
 remain unclear.  The goal of this study is to develop a novel agent which can inhibit (P)RR 
functions, and determine its safety and efficacy in vitro and in vivo.

研究分野：網膜細胞生物学

キーワード： （プロ）レニン受容体　受容体結合プロレニン系　炎症　血管新生　レニン・アンジオテンシン系

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、眼科領域の分子標的療法では抗VEGF療法が臨床応用されたが、VEGFは進行期病態のメインプレーヤーであ
りRAPS活性化の下流で動く分子である。この臨床病期には他の炎症関連分子も動いているため、抗VEGF療法のみ
で病態を制御することには限界がある。（プロ）レニン受容体（つまりRAPSの活性化抑制）を創薬ターゲットと
した本研究成果は、多くの病態分子を抑制できる上流での介入戦略として、より効率の良い治療の実現につなが
ることが期待されている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 レニン・アンジオテンシン系（RAS）は、生物が海から陸へと進化する過程で塩分と水分を
体内に保持するために発達した循環ホルモンシステム（循環 RAS）であるが、臓器局所では細
胞の分化・増殖や組織修復などの役割を担っている（組織 RAS）。これまでに我々は、眼組織
RASが炎症・血管新生病態の上流で網膜疾患の分子病態を制御していることを示した。飢餓時
代に塩分保持など生命維持に必須の役割を担ってきた RAS であるが、皮肉にも飽食の現代社
会においては生活習慣病の進行因子となっている。さらに、我々は組織 RASの上流に（プロ）
レニン受容体が存在し、プロレニンとの結合が組織 RAS の活性および（プロ）レニン受容体
の細胞内伝達シグナル（ERK1/2活性化など）が網脈絡膜病態を惹起すること[受容体結合プロ
レニン系（RAPS）]を世界で初めて明らかにした。（プロ）レニン受容体によるこの 2 つの作
用（組織 RASの活性化および RAS非依存型細胞内シグナル活性化）は眼組織のみならず腎臓
や心臓などの病態モデルにおいても認められている。また、最近、我々は糖尿病網膜症などの
患者より採取した臨床検体を用いた解析の結果、（プロ）レニン受容体は糖尿病網膜症、結膜リ
ンパ腫などにおける疾患の進行に関与する重要な分子であることを示した。 
海外の大規模ランダム化比較試験では、RAS 抑制薬の経口投与により糖尿病網膜症の発症・
進行が抑制された報告が複数ある。しかし、新薬であるレニン阻害薬 aliskiren をはじめとす
る既存の RAS抑制薬では、（プロ）レニン受容体からの細胞内シグナルは阻害できないことか
ら、（プロ）レニン受容体は生活習慣病における病態形成の上流経路で早期介入できる（臓器保
護のための）共通の創薬ターゲットとして注目されている。 
 
２．研究の目的 
 これまでの成果を基に本研究では、受容体結合プロレニン系の中心に位置する（プロ）レニ
ン受容体を標的にして、網羅的な低分子化合物スクリーニングなどによる創薬研究ならびに（プ
ロ）レニン受容体の病理的機能解析などを展開する。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト・マウス共通の(プロ)レニン受容体遺伝子配列を標的とした一本鎖 RNA 干渉を複数種類
デザインした。そして、ヒト・マウス由来培養細胞を用い、デザインした一本鎖 RNA 干渉によ
る遺伝子ノックダウン効果を real-time PCR 法またはイムノブロット法で解析し、スクリーニ
ングを行った。そして、最も抑制効果の高かった（プロ）レニン受容体特異的一本鎖 RNA 干渉
薬[(P)RR-PshRNA]を正常マウスに投与し、その安全性を確認した。その後、網脈絡膜疾患動物
モデルマウスに(P)RR-PshRNA を投与し、炎症性サイトカインなどの遺伝子発現解析や免疫組織
染色などを行い、病態抑制効果を検討した。(2)（プロ）レニン受容体細胞外領域について既に
結晶が得られているが、分解能が低く構造解析には至っていなかった。そこで分解能の向上を
期待して、発現領域を少しずつ短くしたコンストラクトを４種類作製し、蛋白質調製、結晶化 、
X線回折実験を行った。③増殖糖尿病網膜症(PDR)患者の血漿中における可溶型（プロ）レニン
受容体[s(P)RR]タンパク質濃度と糖尿病による全身的要因との関連性について検討するため、2
型糖尿病に合併した PDR患者 20名と対照群として非糖尿病患者（特発性黄斑上膜および黄斑
円孔）20名の手術前に採取した血漿を用いて検討した。血漿中における s(P)RRやプロレニン、
糖尿病誘発性炎症関連分子のタンパク質濃度はマルチプレックス解析システムおよび酵素免疫
測定法を用いて測定・解析を行った。さらに、ヒト網膜毛細血管内皮細胞を用いて種々の条件
下における遺伝子発現変化を定量的リアルタイム PCRにて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) (P)RR-PshRNA は、代表的な二本鎖 siRNA と同等の遺伝子発現抑制効果を示したが、生物学
的安定性の向上が認められた。さらに正常マウスに(P)RR-PshRNA を硝子体投与したが、組織学
的・電気生理学的な変化は認められなかった。また、複数の網脈絡膜疾患動物モデルマウスに
投与したところ、網膜において惹起された炎症関連分子（単球走化性因子-1やインターロイキ
ン-6など）の遺伝子発現の抑制が認められた。今回、我々は新規（プロ）レニン受容体阻害剤
として(P)RR-PshRNA を開発することに成功した。そして、疾患モデル動物において
(P)RR-PshRNA により有害事象なく眼病態の抑制効果が認められた。今後、糖尿病網膜症などに
対する新たな分子標的療法になることが示唆される。 
(2) 新しく作成した４種類のコンストラクトについて、大腸菌で封入体として発現させ希釈法
で巻き戻して結晶化に十分な量を調製することに成功した。市販の結晶化スクリーニングを用
いて結晶化条件を探索したところ、複数の条件で結晶が得られたため、もっとも再現性の良か
った結晶を放射光施設に持っていき、X 線回折実験を行ったところ良好な回折像が得られたた
めデータセットを収集した。新しく作製したコンストラクトについて結晶化に成功した。X 線
回折データを解析したところ、これまで得られていた結晶とは異なるパッキングをした結晶で
あることが判明した。これまでのところ分解能が大幅に向上したデータセットを収集するには
至っていないが、結晶の再現性は改善しており構造解析に向けた展望は悪くない。今後は結晶



化条件や X線回折実験のクライオ条件検討を進め、構造解析を実現したい。 
(3) PDR 群において血漿 s(P)RR、プロレニンおよび活性型プロレニンが非糖尿病患者に比べ高
値であり、また炎症関連分子では leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1 (LRG1)、tumor 
necrosis factor-α(TNF-α)、complement factor D (CFD) が有意に上昇していた。さらに、
s(P)RR とそれら分子は有意な相関が認められたが、プロレニンとは相関がなかった。また、
臨床検査項目と s(P)RR との関連性について調べたところ、腎機能の指標である推算糸球体濾
過量（eGFR）や血清クレアチニン（sCre）との相関が認められた。ヒト網膜毛細血管内皮細
胞を LRG1、CFD、TNF-αで刺激すると、TNF-αでのみ(P)RR/ATP6AP2 遺伝子の発現が上昇した
が、プロレニン/REN の発現は変化しなかった。また、高グルコース条件下ではヒト網膜毛細
血管内皮細胞における(P)RR/ATP6AP2とプロレニン/RENの両方の発現が上昇した。慢性炎症、
腎機能障害および高血糖など糖尿病誘導因子が血漿中 s(P)RR 濃度を上昇させ、さらには組織
RAS の活性化を誘導して PDR における網膜新生血管を促進していると示唆された。 
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