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研究成果の概要（和文）：Bang-25の測定系を確立し、尿中のBang-25を測定した。ヒト尿中Bang-25は、糸球体
濾過量と負の相関が見られたが、尿タンパクとは相関しなかった。さらに糖尿病患者についても尿中Bang-25が
高い事が分かった。つまり、尿中Bang-25は腎障害の程度を反映しているおり、また糖尿病と関連していると考
えられた。
さらにAogenの14番目の糖鎖の解析を行った結果、Aogenの糖鎖のうちの1つはBang-25と同じ事から、糖鎖の違い
によってAogenからBang-25もしくはAng Iなど生成されるアンジオテンシン関連ペプチドの種類が変化する可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We developed assay of Big angiotensin-25 (Bang-25) and measured urinary 
Bang-25. Human urinary Bang-25 had negative correlation with estimated glomerulus filtration rate, 
but did not correlate with the urine protein. Furthermore, when compared with diabetes mellitus 
patients, the urinary Bang-25 was higher than healthy volunteer. These results show that urinary 
Bang-25 is associated with kidney injury and diabetes mellitus.
Next, we analyzed the 14th glycosyl chain of Angiotensinogen (Aogen). One of the glycosyl chains of 
Aogen is same as Bang-25. The possibility that produce of angiotensin-related peptide including 
Bang-25 or Ang I was changed by the difference of the glycosyl chain of Aogen.

研究分野： 循環器内科学

キーワード： Bang-25　アンジオテンシン　バイオマーカー　糖鎖ペプチド　生合成酵素　抗Bang-25抗体
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
レニン・アンジオテンシン（RA）系は、血

圧・体液量の調節および循環器・腎臓疾患の
発症進展において極めて重要な役割を有し
ている。血中 RA 系においては、レニンの作
用によりアンジオテンシノーゲン（Aogen）
からアンジオテンシンＩ（AngI）が生成され、
次にアンジオテンシン変換酵素（ACE）によ
ってアンジオテンシンＩＩ（AngII）に変換
され作用を発揮する。一方、血中 RA 系と同
様に組織 RA 系の重要性が指摘されてきたが、
その生成機構や役割に関して未だ不明な点
が多い。 
 研究代表者らは、組織 AngII の生合成機構
や生体内での役割を明確にするために、
AngIIのN末を特異的に認識する抗体を作製
し、ラジオイムノアッセイ（RIA）を確立し
た。本測定系を用いて、ラット組織での系統
的検索を行い、ラット小腸よりプロアンジオ
テンシン-12（proang-12）を主要なアンジオ
テンシン関連ペプチドとして単離同定した。
proang-12 は ACE により速やかに AngII に
変換され作用を発揮し、組織中では AngI や
AngII の濃度より高濃度で存在していること
から、組織アンジオテンシン産生系を構成す
る主要な因子であることが想定されている。
一方、ヒト組織においてはラット proang-12
に相当するヒトproang-12はごく微量しか存
在せず、分子量約 5,000 のペプチドとして、
ヒト組織や尿中に主要なアンジオテンシン
関連ペプチドとして存在することが明らか
となった。本ペプチドの最終的な構造決定に
ごく最近成功した。本ペプチドは N 末にアン
ジオテンシン構造を有し、25 個のアミノ酸か
らなるペプチドで、14 番目の Asn が糖鎖修
飾を受けている特色あるペプチドであり、
Big angiotensin-25(Bang-25)と命名した。本
ペプチドにキマーゼを作用させると速やか
に AngII が生成されるのに対し、レニンには
抵抗性があった。また、Bang-25 の C 末認識
抗体を利用して免疫染色による分布を検討
したところ、心臓や副腎髄質、腎臓のポドサ
イトをはじめ生体内に幅広く分布している
ことが明らかになった。以上の結果、Bang-25
はヒト RA 系の新たな構成要素と考えられ、
循環調節や循環器・腎疾患の病態に関与して
いる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究ではごく最近研究代表者等が発見

した RA 系の新たな構成要素と考えられる
Bang-25 の生体内での役割を検討すること
で、新たな循環調節機構を明らかにし、さら
に Bang-25 の測定系を確立・利用して、臨床
診断学的意義を検証する。具体的には次の５
つのサブテーマで研究を推進する。 
【サブテーマ１】Bang-25 の生体内の分布 
【サブテーマ２】RA 系構成因子としての
Bang-25 の意義 
【サブテーマ３】合成 Bang-25 を用いた生理

学的・薬理学的作用 
【サブテーマ４】Bang-25 を生合成する酵素 
【サブテーマ５】Bang-25 の測定系の臨床診
断学的応用の可能性 
 
３．研究の方法 
本研究では研究代表者等が独自に単離・構

造決定した RA 系の主要な構成因子と考えら
れる Bang-25 の生体内での役割を明らかに
することで、Bang-25 による新たな循環調節
機構を明らかにするとともに、診断薬として
の可能性に関しても評価する。具体的には次
の 5 つのサブテーマで研究を推進するが、初
年度はまず Bang-25 の測定系の開発と抗体
と測定系を用いた分布の検討を実施する。ま
た、合成 Bang-25 を用いた薬理学的・生理学
的作用の検索を初年度は循環器系に対する
作用を中心に検討し、他の作用に関しては 2
年目以降に検討する。Bang-25 が結合する組
織や細胞の検討も初年度に実施する。
Bang-25 を生合成する酵素に関しては、
Bang-25 の存在量が多い組織に酵素が存在
すると考えられるので、生体内分布や
Bang-25 を産生している細胞を同定した後
に実施する。臨床診断学的な応用の可能性の
検討に関しては、初年度は測定系の確立を実
施し、平成２７年度目以降に臨床研究を実施
する。 
【サブテーマ１】Bang-25 の抗体を用いて、

ラジオイムノアッセイ（RIA）による測定系
を確立する。本 RIA を用いて、Bang-25 の
組織分布を明らかにする。また、免疫染色に
より、Bang-25 の局在を明確にする。さらに、
正常組織に加えて、病的な組織での検討も行
う。 
【サブテーマ 2】Bang-25 はキマーゼにより、
速やかに AngII に変換される。ヒト組織や培
養細胞において、Bang-25 がレニンやキマー
ゼにより、AngI や AngII に変換されるかを
検討する。また、各種培養細胞からの
Bang-25 の分泌を検討する。 
【サブテーマ 3】Bang-25 が AngII に変換し
て作用する可能性以外に、Bang-25 自体がホ
ルモンとして作用している可能性も考えら
れる。実験動物に合成 Bang-25 を急性あるい
は慢性投与し、循環動態の変化や各種循環調
節因子の変動を明らかにする。また、125I
でラベルした Bang-25 を動物に投与し、結合
部位を明らかにする。結合した組織や細胞に
対して、合成 Bang-25 を用いて作用を検討す
る。 
【サブテーマ４】Bang-25 は前駆体蛋白のア
ンジオテンシノーゲンより、プロテアーゼで
プロセッシングを受けて生合成されると考
えられる。【サブテーマ１】で確立した
Bang-25 の測定系を利用して、Bang-25 生合
成酵素のアッセイ系を確立し、アンジオテン
シノーゲンより Bang-25 を生合成する酵素
を明らかにし、精製とクローニングをめざす。 
【サブテーマ５】Bang-25 の高感度測定系を



確立し、循環器疾患や腎疾患の患者の血中お
よび尿中の Bang-25 の測定を実施し、各種の
臨床パラメーターとの関連を検討すること
で、循環器・腎疾患における病態生理学的意
義を考察するとともに、臨床診断薬としての
可能性を検討する。 

 
４．研究成果 
（１）Bang-25 の測定法の確立 

Bang-25 の測定系としてラジオイムノア
ッセイ（RIA）やサンドウィッチ ELISA の
系の確立を試みた。しかしながら、高感度の
測定系を確立する事ができなかった。そこで
Bang-25 の測定法の確立にはパーキンエル
マー社の Amplified Luminescent Proximity 
Homogeneous Assay（Alpha）LISA 法を利
用した。その際に Ang II の N 末端に特異的
な抗体と Bang-25 の C 末端に特異的な抗体
を用いた。その結果 N 末端抗体をビオチン化
し、C 末端抗体を Alpla LISA アクセプタビ
ーズに結合させる組み合わせがより高感度
である事が明らかとなった。その後、アッセ
イバッファーの選択とビオチン化抗体の濃
度を決定する事でBang-25のAlpha LISA法
を確立する事ができた。Alpha LISA 法は、
Ang IのようなBang-25よりも短いアンジオ
テンシンペプチド、また Aogen のような長い
アンジオテンシンペプチドを認識せず、特異
性の高い測定系であると考えられた。 
（２）Bang-25 の生体内の分布 
確立した Bang-25 の測定系を用いてヒト

の尿・血液・組織中の Bang-25 濃度を測定し
た結果、尿中の Bang-25 が血中よりも数十倍
多い事が明らかとなった。さらに胎盤組織抽
出液からも Bang-25 が測定可能であった。尿
中 Bang-25 は Ang I や Ang II よりも高濃度
で存在しており、また胎盤組織中には Ang I
は低濃度であるにもかかわらず Bang-25 と
Ang II が多く存在している事から、レニン非
依存性の RA 系の存在が示唆された。 
（３）Bang-25 の測定系の臨床診断学的応用
の可能性 
腎臓疾患患者を含むおよそ200検体のヒト

尿中 Bang-25 を測定した結果、糸球体濾過量
（eGFR）と負の相関が見られたが、尿タン
パクとは相関していなかった。また、糖尿病
患者についても尿中 Bang-25 を測定したと
ころ糖尿病患者の尿中 Bang-25 が健常コン
トロールよりも高い事が分かった。加えて尿
中アルブミンとは別の病勢を反映している
可能性が示唆された。つまり、尿中 Bang-25
は腎疾患における腎障害の程度を反映して
いるおり、また糖尿病と関連していると考え
られた。 
（４）Bang-25 の生成・変換経路の解明 
さらに Bang-25 の生成・変換機構を明らか

にするために作用酵素の特異性を決定して
いると考えらる Aogen の糖鎖の構造解析を
行った。方法は、ヒト血漿由来の 200μg の
Aogen をリシルエンドペプチダーゼによっ

て消化後、逆相高速液体クロマトグラフィー
（RP-HPLC）で 14 番目糖鎖のみを含む断片
を精製し、ジスルフィド結合を切断したのち
に RP-HPLC で精製を行った。精製後、3D
マッピング法により糖鎖の構造を決定した。
精製にはアンジオテンシン関連ペプチドを
すべて認識できるような Ang II の N 末を認
識する RIA で活性を確認しながら行った。そ
の結果、Aogen の 14 番目の糖鎖を含む断片
のみをおよそ 3μg 精製する事ができた。糖鎖
解析の結果、Aogen の 14 番目の糖鎖は少な
くとも 3種類、存在する事が明らかとなった。
Aogen の 3 種類の糖鎖のうちの 1 つは
Bang-25 と同じ事から、Bang-25 の糖鎖は
Aogen 由来であると考えられた。また
Bang-25はレニンによるAng I生成に抵抗性
を示すが Aogen は 14 番目の糖鎖がないとレ
ニンによって Ang I を生成する事ができない
という報告がある事から、14 番目の糖鎖の種
類によって Aogen から Bang-25 もしくは
Ang I など生成されるアンジオテンシン関連
ペプチドの種類が変化する可能性が示唆さ
れた。 
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