
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２４年５月２２日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 研究成果の概要（和文）：  

 Angiogenin（ANG）遺伝子を欠損させ，その影響からANGの生理的機能を調べるために，ANG遺

伝子のノックアウトマウスを作製した．野性型とKOマウスの肝臓から血管内皮細胞を単離した．

野性型と比較して，KOマウスの血管内皮細胞の増殖は，抑制されていた．血清飢餓状態で培養す

ると，KOマウスの血管内皮細胞はストレスに感受性が高くアポトーシスが誘導されていた．ANG

がアポトーシスの抑制に関与している，ことが分かった．さらにKOマウスでは野性型と比較し血

管新生が抑制されていた．以上からANGが血管新生や血管の恒常性維持に重要であることが明ら

かとなった． 

 
研究成果の概要（英文）： 
 To determine the physiological function of angiogenin (ANG), by making ANG gene 

inoperative, ANG knockout (KO) mice were created.  Vascular endothelial (VE) cells were 

isolated from liver from wild type and KO mice, respectively.  The growth of VE cells from 

KO mice (KOVE cells) was more suppressed than the one of VE cells from wild type mice.  

In serum-starved condition, KOVE cells were sensitive to stress and induced to apoptosis.  

ANG was found to be anti-apoptotic.  Angiogenesis was suppressed in KO mice.  Therefore, 

we shed light on the role of the anti-apoptotic effect of ANG in vascular homeostasis and 

angiogenesis.   
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１．研究開始当初の背景 

 

 血管内皮細胞の増殖と細胞死のバラン

スの破綻が様々な血管疾患の原因となっ

ている．血管内皮細胞は血管内腔に接し

ているため，低酸素や活性酸素などのス

トレスに曝されやすく，これらのストレ

スは血管内皮細胞に細胞死（アポトーシ

ス）を誘導する．血管内皮細胞のアポト

ーシスは動脈硬化や血栓の形成を促進す

る．そのため血管の恒常性を維持してい

る機構を明らかにすることは，血管疾患

に関してより理解するために重要である． 

 Angiogenin（ANG）は HT-29 ヒト大腸癌

細胞株の培養上清から単離された血管新

生因子である．癌細胞の産生する ANG は，

血管内皮細胞に作用し腫瘍血管新生に重

要な役割を果たす．ANG 受容体は血管内皮

細胞表面に存在を確認されているが，構

造は全く不明である．ANG は受容体に結合

すると，シグナル伝達因子である ERK と

Akt を活性化させると同時に，ANG 自体も

直接に核に移行する．核に移行した ANG

は核小体に集積する．核小体はリボソー

ム生合成が行われる部位である．核内の

ANG はリボソーム DNA（rDNA）のプロモー

ター領域に結合し，rRNA の転写を促進す

る(ref.6)．rRNA の転写は血管内皮細胞の

増殖を促進する．また ANG は癌以外に糖

尿病性網膜症，関節炎などの病的血管新

生に関わっている．しかし ANG の生理的

機能は全く分かっていない． 

 

２．研究の目的 

 

 ANG 遺伝子を欠損させ，その影響から

ANG の生理的機能を調べるために，ANG 遺

伝子のノックアウトマウスを作製した．

ヒト ANG に相同するマウス ANG は 6 種の

アイソフォームが存在する．マウス ANG-1

はアミノ酸レベルでヒト ANG との最も高

い相同性を示す．マウス ANG-1 はヒト ANG

と同じく肝臓で産生され，血漿中の ANG

の大部分を占める．ANG-2 は肺，ANG-3 は

前立腺，ANG-4 は直腸，にそれぞれ特異的

に発現する．ANG-1 と ANG-3 は血管新生能

を示す．マウス ANG-1 はヒト ANG と相同

性が最も高く，組織分布（主に肝臓）が

同じであり，血管新生能をもつため，こ

れをノックアウトした． 

 組織特異的にノックアウトできる利点，

また胎生致死であった場合に成体となっ

てから薬剤誘導性にノックアウトできる

利点から，Cre-loxP 遺伝子組換え系を用

いた．ANG-1 遺伝子座に 2 つの loxP 配列

をもち，ANG-1 を正常に発現する floxed

マウス（ANG-1loxp/loxpマウス）を作製した． 

全身において Cre リコンビナーゼを発現

する EIIa-Cre マウス（Jackson Lab 社 

No:003314）を ANG-1loxp/loxp マウスと交配

させた．得られた Mosaic マウスを野性型

と交配し，ヘテロ接合体（ANG-1-/+マウス）

を得た．さらに ANG-1-/+マウス同士を交配

させて，ホモ接合体（ANG-1-/-マウス，以

下 KO マウス）を得た． 

 KO マウスにおいて，確かに ANG-1 遺伝

子がノックアウトされているか調べるた

め，8 週齢の野性型と KO マウスの胃，直

腸，腎臓，肝臓，肺，脳，心臓，脊髄か

ら RNA を回収しリアルタイム RT-PCR を行

った．KO マウスにおいて ANG-1 遺伝子が

ノックアウトされているのを確認した． 

 KO マウスは外見上ほぼ正常に産まれて



くる．しかし生後 8 週齢になるまでに約

5%の KO マウスが水頭症となる．水頭症の

病態は，脳脊髄液の産生・循環・吸収の

いずれかの障害のため，脳脊髄液が頭蓋

腔内に貯留することである．貯留した脳

脊髄液は脳室を拡大させ，脳を圧迫する．

剖検により，中脳水道の狭窄による循環

障害が，KO マウスの水頭症の原因と分か

った．しかし発生頻度が低いため，水頭

症がこのマウスの表現型なのかは，現時

点ではよく分からない． 

 ANG-1 遺伝子の欠損が血管内皮細胞の

増殖能に与える影響を調べるために，野

性型と KOマウスの肝臓から血管内皮細胞

を単離し培養した．野性型と比較して，

KO マウスの血管内皮細胞の増殖は，抑制

されていた．細胞ストレスに与える影響

を調べるために，血清飢餓状態で培養す

ると，KO マウスの血管内皮細胞はストレ

スに感受性が高く細胞死（アポトーシス）

が誘導されていた．ANG がアポトーシスの

抑制に関与している，ことが分かった．

これらの知見より生じる疑問は，（１）ANG

は血管においてどのような生理的機能を

果たしているのか，（２）ANG はアポトー

シスをどのように抑制しているのか，と

いう２点でありその解明を目指した． 

 

 ３．研究の方法 

 

（１）マウス ANG-1 ノックアウトマウス

を作製した．野性型と KO マウスの胃，直

腸，腎臓，肝臓，肺，脳，心臓，脊髄か

ら，タンパクと RNA をそれぞれ採取した．

上記の臓器の組織切片を作製し病理学的

検索を行った．マウス ANG-遺伝子の発現

を Real time RT-PCR で調べた．  

（２）野性型とKOマウスの肝臓から血管内皮

細胞を単離し培養した．血清飢餓状態で培養

しアポトーシスについて検討を行った．野性

型とKOマウスの骨髄および脾臓から破骨細胞

を分化誘導した．破骨細胞の形成，吸収能を

検討した．野性型とKOマウスの背部皮下に

Matrigelを注入しMatrigel Plug Assayを行い

血管新生の検討を行った．野性型とKOマウス

の尾基部から1cm遠位の部分の表皮を2mm環状

に剥ぎ取り，リンパ浮腫動物モデルを作製し，

リンパ管新生の検討を行った． 

 

４．研究成果 

 

 ヒトAngiogenin（ANG）に相同するマウスANG

は6種のアイソフォームが存在する．マウス

ANG-1はヒトANGと相同性が最も高く，組織分

布（主に肝臓）が同じであり，血管新生能を

もつため，マウスANG-1をノックアウトし，そ

の影響からANGの生理的機能を調べた．KOマウ

スは外見上ほぼ正常に産まれてきた．KOマウ

ス作製初期に多く認められた水頭症は，ANG

遺伝子の欠損の表現型ではなく，成長や生殖

にも大きな異常は認められなかった．野性型

とKOマウスの胃，直腸，腎臓，肝臓，肺，脳，

心臓，脊髄から，タンパクとRNAをそれぞれ採

取した．マウスANG-1はすべての臓器でノック

アウトされていた．上記の臓器の組織切片を

作製し病理学的検索を行った．出血，梗塞，

閉塞，狭窄，線維化，新生内膜肥厚などの血

管 異 常 は 認 め ら れ な か っ た ． マ ウ ス

ANG-2,3,4,5,6遺伝子の発現を調べたところ，

すべての臓器で発現上昇を認めた．ANG-2は肺，

ANG-3は前立腺，ANG-4は直腸，にそれぞれほ

ぼ特異的に発現する．ANG-5,6の分布はよく分

かっていない．循環血液中のANGの影響を排除

するため，組織から細胞を単離しさらに検討

を加えた．野性型とKOマウスの肝臓から血管

内皮細胞を単離し培養した．野性型と比較し



て，KOマウスの血管内皮細胞の増殖は，抑制

されていた．血清飢餓状態で培養すると，KO

マウスの血管内皮細胞はストレスに感受性が

高くアポトーシスが誘導されていた．また野

性型とKOマウスの骨髄および脾臓から破骨細

胞を分化誘導した．KOマウスでは破骨細胞の

形成，吸収能ともに抑制されていた．さらに

野性型とKOマウスの背部皮下にMatrigelを注

入しMatrigel Plug Assayを行った．KOマウス

では野性型と比較し血管新生が抑制されてい

た．野性型とKOマウスの尾基部から1cm遠位の

部分の表皮を2mm環状に剥ぎ取り，リンパ浮腫

動物モデルを作製した．KOマウスでは野性型

と比較しリンパ管新生が抑制されリンパ浮腫

が認められた．以上からANGが血管新生やリン

パ管新生や骨代謝に重要であることが明らか

となった． 
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