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研究成果の概要（和文）：血管内皮と臓器間相関の2つに着目して、成長因子MKの細胞内シグナルを解明することを目
的とした。MKの細胞結合阻害活性をもつRNAアプタマー、抗MKモノクローナル抗体の開発に成功した。これらは強い抗
腫瘍活性を示した。また、MKの下流でH1FXなどの分子がダイナミックに動くことを明らかにした。さらに、NOS阻害剤
による血管内皮細胞傷害を介した高血圧モデルにおいてMK欠損マウスに高血圧が生じないことを発見した。その基盤と
して血管弛緩因子EETの産生をMKが抑制することを明らかにした。A2ARはCYP450を活性化しEETs産生を亢進させるが、M
Kは専らこの系を抑制することが考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to elucidate midkine (MK) receptor and its downstream 
signaling by focusing on MK's function in endothelium and inter-organ crosstalk. We developed RNA aptamer 
and antibody, which strongly inhibited MK binding to the cell as well as tumorigenesis. We also found dyna
mic expression changes of many molecules including H1FX downstream of MK. Furthermore, we demonstrated tha
t MK-deficient mice did not show hypertension in a model of endothelial injury using a NO synthase inhibit
or. The underlying mechanism was that MK suppressed the production of EET which is a candidate EDHF. EDHF 
is a vasodilator. MK probably suppresses A2AR, which in turn suppresses the activity of CYP450and the prod
uction of EET.
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１．研究開始当初の背景 
ミッドカイン（MK）は、プレイオトロフィ

ンのみを仲間にファミリーを形成するユニ

ークな成長因子である。細胞の生存や遊走の

促進などの作用により多彩な病態の発生進

展あるいは抑制に関与する。いくつかの受容

体が報告されたがその実態ならびに下流の

シグナルについては依然として不明である。

私たちは本研究開始までに、MK が慢性腎不

全に伴う高血圧で肺の血管内皮に作用して

レニン・アンギオテンシン系の重要な制御因

子として働き、腎肺相関という新しい臓器間

相関のメディエーターの役割を果たすこと

を報告した。 
 
２．研究の目的 
本研究では血管内皮と臓器間相関メディエ

ーターの 2つに着目して、MKの受容体を同

定し、その細胞内シグナルを解明することを

目的にする。 
 
３．研究の方法 
MKアフィニティーカラム、LC/MS/MS、MK 

alkaline phophataseなどを用いてMK結合分子

の解析を行った。特にMK alkaline phophatase

を用いたMKの細胞結合を指標に、この結合

阻害活性をもつ RNAアプタマー、抗 MK モ

ノクローナル抗体の開発に成功した。さらに

affinity maturationの手法を用いて、より親和

性の強いMK抗体を得る。これらはMK受容

体およびその下流シグナルの分析に有用な

ツールとなる。 

 また、NOS阻害剤による血管内皮細胞傷害

を介した高血圧モデルにおいてMK欠損マウ

スに高血圧が生じないことを発見した。その

基盤となる機構を探るとこれまであまり詳

細な解析の進んでいないエイコサノイドと

血圧制御の関係が浮かび上がった。エイコサ

ノイドの測定、アデノシン受容体やその他の

血管弛緩因子に関連する分子群のウェスタ

ンブロットや定量的 RT-PCR、さらにはテロ

メトリを用いた血圧測定などの手法を用い

て、この機構を総合的に明らかにする。特に

弛緩因子 1つである EETs (epoxyeicosatrienoic 

acids )について検討する。EETsはアラキドン

酸から CYP450sを介して産生され、sEHを介

して血管拡張活性を失ったDHETに分解され

る。CYP450s の上流にはおそらく A2AR（ア

デノシン受容体）がある。というのもアデノ

シンによって A2AR が活性化され、それに伴

って EETs 産生が増加することが知られてい

るからである。従って、（A2AR）→（CYP450s）

→EETs→（sEH）→DHETという一連の EETs

の産生と代謝を予想できる。MK がこのどこ

の基点で働くかを解析する。そのために MK

欠損マウスおよび野生型マウスに片腎摘を

施した後、NOS 阻害剤である L-NAME を投

与して引き起こした血管内皮傷害による高

血圧モデルを用いる。 

 さらに小児がん神経芽腫モデルにおいて

腫瘍形成過程に Notch2 が MK 受容体として

働く可能性が浮上してきた。MK-Notch2系の

特異的なノックダウン、ウェスタンブロット、

免疫染色と in vivoおよび in vitroモデルを用

いて、このコンセプトを検証する。仮に

MK-Notch2 の関係が明白となると上記の血

管内皮細胞傷害高血圧モデルなどMKが機能

する様々な場面での機構解明に繋がる可能

性がある。 
 
４．研究成果 

MK alkaline phosphataseを用いたMKの細胞

結合を指標に、この結合阻害活性をもつ RNA

アプタマー、抗MKモノクローナル抗体の開

発、さらに、より親和性の強いMK抗体の開

発に成功し、これらのアプタマー、モノクロ

ーナル抗体は強い抗腫瘍活性を示すことを

明らかにした。また、MK ノックダウンでも

同等の効果を得た。そして、その下流で H1FX

などの分子がダイナミックに動くことを明

らかにした。ところがMKノックダウンの効

果は、MK タンパク質の追加投与ではレスキ

ューできず、また、coding regionだけの MK



発現ベクターでもレスキューできなかった。

すなわち、MKの作用機構はMKタンパク質

とその受容体を介したものだけではなく、

MK mRNA の 5’, 3’非翻訳領域による

competing endogenous RNA (ceRNA)の機能を

想定する仮説を浮かび上がらせた。 

また、NOS阻害剤による血管内皮細胞傷害

を介した高血圧モデルにおいてMK欠損マウ

スに高血圧が生じないことを発見した。その

基盤となる機構として血管弛緩因子 EDHF 

(Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor)

の一つである EETs (epoxyeicosatrienoic acids )

の産生をMKが抑制することを見出した。さ

らに、MK 欠損による EETs 産生亢進にはア

デノシン受容体 A2AR が必要であること、

EETs 分解の亢進は起こっていないことを明

らかにした。従って、MK 欠損は A2AR を介

して CYP450sを活性化し EETs産生の亢進に

専ら関わることが考えられた。 

以上の成果を評価すると以下のようにま

とめることができる。血圧調節に関して、MK

がレニン・アンギオテンシン系に加えて、エ

イコサノイドである EETs を含む新たな血圧

制御系に関わるというコンセプトを本研究

によって示すことができた。この研究は、こ

れまであまり詳細な解析の進んでいないエ

イコサノイドと血圧制御の関係を明らかに

した点で大きな意義を持つ。MK の作用基点

としては EETs の分解ではなく専ら産生に関

わることが示され、中でも CYP450sの上流に

位置すると想定される A2ARが MKの活性に

必要だということを示した点は、今後のこの

分野の研究の進展に大きく寄与すると考え

られる。 

 また、NOS 阻害剤である L-NAME による

血管内皮傷害モデルによって上の事柄を明

らかにしてきたことで、「MKの標的細胞の一

つとして血管内皮細胞がある」というもう一

つのコンセプトを確実なものにした意義も

大きい。 

MK の作用機構を解くためのツールとして

RNA アプタマー、抗 MK モノクローナル抗

体、さらに高親和性モノクローナル抗体作成

に成功し、ノックダウン手法をあわせて、

MK-Notch2 の軸を確立したことも重要であ

る。ところが、このようなタンパク質として

の MK に加えて、RNA として機能を予感さ

せる予想外のデータを得たことは期待以上

の成果であった。このMK mRNAの 5’, 3’非

翻訳領域による ceRNA の機能は今後、十分

な検証を要するが魅力的な作業仮説となっ

た。 
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