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研究成果の概要（和文）： 
高血圧や糖尿病に関係するたんぱく質の遺伝子について、DNA チップを用いて発現様式を網羅的に選び

出すクラスター解析とより正確な測定法である RT-PCR 法により AT4/IRAP を抽出しました。高血圧の病態

に重要なレニン-アンジオテンシン系や、糖尿病に重要なインスリンと関係の深いタンパク質です。ELISA

法による測定系を確立し、生活習慣病の病態と関係する可能性を見出しました。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We have identified AT4/IRAP as a hypertension/diabetes-specific gene through systemic 
transcriptome analysis followed by RT-PCR. This protein is thought to be involved in the 
renin-angiotensin system and insulin signal transduction. We have established a 
measurement system by ELISA. Thereby for the first time we could suggest the possibility 
that AT4/IRAP might be involved in the pathophysiology of life-style related diseases.  
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１．研究開始当初の背景 
これまで我々は腎組織を用いたトランス

クリプトームの網羅的解析を行い高血圧や
糖尿病などで特異的に発現低下を示す遺伝
子クラスターを抽出しました。その Gene 
Ontology 解析と Pathway 解析によりアンジ
オテンシン II 消去系遺伝子群である NLN、
ENPEP、ANPEP、C9orf3、ACE2、AT4/IRAP 等が
抽出されました。AT4/IRAP は GLUT4 を含む

visicleに存在するaminopeptidaseとして知
られており、遺伝子改変動物の知見からも糖
尿病の病態に関わる可能性が示唆されてい
る。一方、そのアミノペプチダーゼ活性によ
りアンジオテンシン IIIをアンジオテンシン
IV に変換、さらにアンジオテンシン IV を
Degraded fragmentsに分解することが知られ
ており、臓器あるいは組織障害で主要な役割
を演じているアンジオテンン II を分解する
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方向に作用すると想定されますが病態にお
ける役割は明らかではありません。 

 
２．研究の目的 
そこでこの組織発現をより詳細に評価し、

また血中の濃度測定法を開発し、疾患進展に
おける役割を明らかとした上で、さらにバイ
オマーカーや治療ターゲットとしての可能
性を評価します。 
 
３．研究の方法 
腎生検標本皮質のごく一部から RNA を

抽出し cDNA に逆転写する。DNA チップ
を用いたトランスクリプトームの網羅的解
析により、高血圧や糖尿病に特異的な遺伝子
群をクラスタリング法で抽出します。さらに、
LightCycler (Roche 社)を用いた real-time 
PCR 法でより定量的に評価し、臨床組織学的
成績との関連を解析する。18 例の解析からす
でに抽出されているAT4/IRAPについてELISA
による測定系を確立し、臨床症例での病態に
おける意義を解析します。 
 

４．研究成果 

腎組織 RNA を用い、55,000 遺伝子転写物の

網羅的解析により、生活習慣病・腎尿路系疾

患で特異的に変動するクラスターを抽出し

ました。特異的な発現変化を示す遺伝子クラ

スターNo 11 の Gene Ontology 解析と Pathway 

解析により C9orf3、ACE2、IRAP/AT4 などが

抽出されました（図１）。 

 

 
図１ 

 

抽出された個別の遺伝子について RT-PCR

法を確立し評価し、糖尿病/高血圧において

IRAP/AT4 (LNPEP)の発現変化が示唆されまし

た（図２）。 

 
図２ 

この IRAP/AT4 は受容体型酵素であり、構

造から Phe154 と Ala155 の間で分解され、約

800アミノ酸配列分が Soluble Form となると

想定されました(図３)。 

 

 
図３ 

 

可溶性部分のアミノ酸配列 3か所の抗体作

製用イデオタイプ部位を各 19残基で設定し、

家兎を免疫し、3 イデオタイプの抗体を作成

しました（図４）。 

 

 
図４ 

 

作製した抗体を用い、標準品による検量線

の作製を試みたところ、ペプチド 276 と 611

の組み合わせで ELISAの測定系が成立するこ

とが期待されました。そこでキットを作成し、

測定条件を適正化しました。 

二抗体法による ELISAの測定系としてのキ

ットが作製されました。実際の測定では左端

列を検量線用標準品の希釈段階とし有効な

発色が確認されました（図５）。 

 

 
図５ 

 

プレートリーダーによる測定で、極めて精

度の高い測定が可能であることが確認され



ました（図６）。 

 
図６ 

 

また duplicate sample での CV 値も低く、

測定感度にかかる検体での測定間の相関も

悪くないと考えられました。測定法の適正化

を進め感度 0.01nmol/mlレベルの測定系を確

立しました。 

連続症例 652 例の血漿濃度を測定し、93 例

（14.3%）で感度以上の値が得られ（陽性群）、

高血圧など各種生活習慣病関連指標や内分

泌代謝系検査値等との解析を行いました。陰

性群と陽性群の分散分析による比較では、

BMI：24.0±3.9 vs 23.1±3.7 (p=0.042)、

Angiotensin I（対数変換値）：1.84±0.67 vs 

1.57±0.84 (p=0.001)などの有意差が得られ

ました。すなわち陽性群で有意に BMI が低値

であり、かつ有意にアンジオテンシン Iが低

値であるとの成績が得られました。生物学的

な解釈としても整合性のある成績と考えら

れます。 
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