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研究成果の概要（和文）：レニン・アンジオテンシン系（RAS）は、内部環境恒常性維持に必須であると同時に各種疾
患の病態形成に深く関与している。血管壁・腎組織に存在する“組織RAS”活性化が心血管病・腎臓病の病態に重要な
役割を果たしていると想定されているが、その実態は不明である。蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）の原理と多光子レ
ーザー顕微鏡を駆使して、生体組織においてレニン活性を可視化し検出しうる、新規のin vivo imaging技術を開発し
た。本技術を応用して、組織RASの本態（活性化動態・部位）を検討し、組織RASの生理学的、病態形成上の役割、活性
化制御機構を検討した。

研究成果の概要（英文）：The renin-angiotensin system (RAS) plays an important role in regulating blood 
volume and systemic vascular resistance. RAS is also deeply implicated in the pathogenesis of wide 
variety of cardio-vascular and renal diseases. In addition to this circulating RAS, the so-called tissue 
RAS can act locally as a paracrine and/or autocrine factor. The precise localization of tissue RAS and 
its regulatory mechanisms have not been fully elucidated. To address this issue, we have applied the 
technique of fluorescence resonance energy transfer (FRET) and renin FRET peptide. We have successfully 
developed the technique to detect renin activity in the kidney of living animal. The combination of 
multiphoton fluorescence imaging of the living kidney with the FRET-based fluorogenic renin substrate 
provided a novel experimental approach for studying the localization and activity of renin in the intact 
kidney.
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１．研究開始当初の背景 
レニン・アンジオテンシン系（RAS）は体
液の恒常性維持、血圧調節、臓器微小循環調
節に必須の役割を果たしている。同時に、脳
卒中等の心血管病、腎臓病の病態形成に深く
関与しており、RAS阻害薬（ACE阻害薬等）
は心血管病・腎臓病の発症・進展抑制作用を
有している。RAS活性化の律速酵素はレニン
であるが、これらの病態において血漿レニン
活性は必ずしも亢進していない。糖尿病では、
むしろ低レニン状態であるにも関わらず、
RAS阻害薬が奏功する。その理由として、循
環系(systemic)RASとは別個に血管壁、腎臓
等の組織に存在する組織(tissue, local)RAS
の存在が想定されてきたが、組織 RAS の実
態は不明であった。 
レニン及び前駆体プロレニンと結合する
（pro）renin受容体(PRR)が血管壁等に存在
することが明らかとなった。プロレニン・レ
ニンは PRR と結合し、局所でレニン活性を
発揮し、同時に PRR から細胞内にシグナル
が伝達される。本系路が長く不明であった組
織 RAS の本態である可能性あるが、確証は
得られていなかった。 
蛍光共鳴エネルギー移動（Fluorescence 

resonance energy transfer：FRET）は 2つ
の蛍光分子が近接した場合に、一方の蛍光分
子（供与体：ドナー）から他方（受容体：ア
クセプター）へ励起エネルギーが電子共鳴に
よって直接移動する現象である。 FRETが
生じるとドナーのエネルギーがアクセプタ
ーへ移動するために、ドナーの蛍光が消失
（減弱）し、逆にアクセプターから蛍光が放
射される。アクセプター分子として光を吸収
するが、蛍光を発しない物質（クエンチャー）
を用いることもできる（図）。 
酵素活性を定量するために、FRET技術の
応用が可能である。すなわち基質となるペプ
チド（FRETペプチド）のN端にドナー分子
を結合させ、C端をアクセプター（クエンチ
ャー）分子で標識する。2 分子が近接状態で
はドナー由来の蛍光はクエンチャーによっ
て吸収されるため、蛍光を発しない。酵素に
より FRETペプチドが切断されると、ドナー
とクエンチャー間の距離が開大するため、ド
ナーの由来の蛍光が検出可能となり、蛍光強
度を測定することで酵素活性が定量評価可
能となる。 

レニン活性の検出には、レニン FRETペプ
チドとして、レニン基質ペプチドの両端に蛍
光色素 5-FAM 及びクエンチャー分子
QXL™520 を 結 合 し た Renin FRET 
Substrate (5-FAM/QXL™520)を用いる。 
本研究は、世界に先駆けて、この FRET技
術を in vivo imaging法に応用し、生体にお
ける酵素活性の局在、動的変化、病態におけ
る活性変化の解明を目指すものであり、極め
て先駆的である。 
 
２．研究の目的 

FRET技術と多光子レーザ－顕微鏡を駆使
して in vivo においてレニン酵素活性を可視
化検出しうる in vivo imaging技術開発とそ
の応用を目的とした。具体的には、（１）FRET
技術を用いてレニン活性を可視化検出しう
る in vivo imaging技術を確立する、（２）PRR
との結合を介したレニン活性化部位を特定
し、組織 RASの実態を明らかにする、（３）
腎内微小血流変化及び酸化ストレス、一酸化
窒素（NO）産生変化を同時に評価し、組織
レニン活性変化の生理的・病態形成上の意義
を解明する、（４）各種薬剤の組織レニン活
性に与える影響を明らかにする。 
レニン活性を組織において可視化検出し得
た報告はない。長く不明であった組織 RAS
の本態が明らかになる。レニン活性の局在を
同定し、組織 RAS の生理的・病態形成にお
ける役割を包括的に評価することが可能と
なる。各種の治療薬の評価系としても有用性
が高い。 
 
３．研究の方法 
(1)生体内レニン活性可視化 in vivo imaging
技術の確立:単離糸球体標品を用いた FRET
技術によるレニン活性検出系の構築 
ラット及びマウスレニン FRET ペプチド
として、レニン基質ペプチドの両端に蛍光色
素5 - FAM及びクエンチャー分子QXL™520
を結合したペプチド Renin FRET Substrate 
(5 - FAM/QXL™520： AnaSpec社)を用いる。
本レニンペプチドは既に in vitroでのレニン
活性測定系の中で利用されているものであ
る。5 - FAM は励起光 490nm、蛍光波長 520 
nm で蛍光を発し緑色蛍光として検出される。
FRETペプチド上では近傍に存在するクエン
チャー分子に発生した蛍光が吸収されるた
めに発光しない。レニン基質としての FRET
ペプチドがレニンによって切断されると、
5-FAM由来の緑色蛍光を発する。蛍光強度を
測定することでレニン酵素活性を定量する
ことが可能である。 
 レニンは傍糸球体装置で産生される。傍糸
球体が付着した状態でラット糸球体を単離
し、培養する。培養液に FRETペプチドを添
加、β１agonist（isoproterenol）によりレニ
ン産生・活性化を刺激し、蛍光強度を定量し、
同時に培養液中のレニン活性を定量し、両者
の相関を解析する。これにより本系の



validationが可能となる。 
 
(2)生体ラットにおけるレニン活性の可視化
を可能にする in vivo imaging技術の確立 
経静脈的にレニン FRET ペプチドを投与
し、多光子レーザー顕微鏡でレニン活性を検
出しうることが予備実験において明らかと
なった（前頁）。レニン阻害薬（Aliskiren）
投与によりこの蛍光が強く抑制されること
から、観察蛍光がレニン活性を示しているこ
とが支持される。食餌塩分摂取量（低塩でレ
ニン活性化）を変化させ、血漿レニン活性を
同時に測定し、蛍光強度との相関を解析し、
レニン活性の定量的評価を可能にする条件
を確定する。 

 
(3)組織レニン活性化部位の特定 
 組織 RAS の存在が想定されているが、そ
の実体の詳細は不明である。循環中のプロレ
ニン、レニンは、血管壁・腎等に存在する
（pro）renin受容体(PRR)に結合し、レニン
活性を発揮すると同時に PRR は細胞内にシ
グナルを伝達(MAP キナーゼ活性化等)する
ことが判明している。(2)で得たレニン活性部
位と免疫組織染色で解析した PRR との局在
の一致を検討する。 

 
４．研究成果 
(1)生体内レニン活性可視化 in vivo imaging
技術の確立 
レニン基質ペプチドの両端に蛍光色素
5-FM及びクエンチャー分子QXL™520を結合し
たレニン FRET ペプチド (5-FAM/QXL™520)と
多光子レーザー顕微鏡を用いて、生体ラット
においてレニン活性を検出し、その活性化動
態を評価しうる新規 in vivo imaging 技術を
開発しえた(図１) 
腎糸球体及び腎内小血管壁にレニン活性
を認めた。レニン阻害薬（アリスキレン）投
与により蛍光が減弱し、低食塩食（レニン活
性化刺激）により蛍光が増強し、蛍光がレニ
ン活性を反映すること示された（図１）生体
腎臓においてレニン活性を可視化すること
に成功した。レニンFRETペプチドを投与し、
腎内微小血流変化を観察しながら、レニン活
性化の動態を評価することが可能となった。
レニンの主要な産生部位(傍糸球体装置)以
外に、尿細管、糸球体構成細胞の一部にもレ
ニン活性化部位を検出した。 
また血漿レニン活性（PPR）と蛍光強度と
の間にも相関を認めた。 
 
(2)病態腎におけるレニン活性変化 
57BL/6 マウス、2 型糖尿病モデルである
KKAy マウスを用いた。レニン活性は交感神経
系によっても調節される。2種の Ca 拮抗薬の
効果を比較検討した。長時間作用型 Ca 拮抗
薬であるAzelnidipneは中枢的に交感神経系
活性化抑制作用を有し、腎保護においても有
用であることを私共は既に報告している

（ Nephrol Dial Transplant. 2009 、
Hypertens Res. 2012）。 糖尿病モデルであ
る KKAy マウスを、Azelnidipine (Azel) 投
与群、Nifedipine (Nife: 1mg/kg/day, 4週間) 
投与群、および非投与群に分け、比較検討し
た。 

BL/6群に比し、KKAy群、KKAy＋薬剤投
与群では血糖の有意な増加を認めたが、群間
に差はなかった。血圧も、KKAy 群、KKAy＋薬
剤投与群では有意な上昇を認めたが、群間に
差はなかった。腎組織は PAS 染色し、糸球体
形態変化を比較した。メサンギウム陽性面積
は、BL/6 群に比し、KKAy 群で増大がみられ
たが、KKAy+Azel 群では有意に増大が抑制さ
れた。尿中アルブミン排泄量、及び血漿レニ
ン活性は BL/6 群に比較し、KKAy 群で増加が
みられた。これらは KKAy+Azel 群で有意に抑
制されたが、KKAy+Nife 群では改善が軽度に
とどまった(図２)。Renin FRET ペプチドを用
いた in vivo imaging 法による腎内レニン活
性解析でも、KKAy 群と KKAy+Nife 群での活性
亢進とKKAy+Azel群でのレニン活性抑制が認
められた(図３)。Azelnidipine は、腎内レニ
ン活性を抑制し腎保護作用を発揮した。 
 
 

 

これまでレニン活性を組織において可視
化検出し得た報告はない。本技術を活用する



ことで、長く不明であった組織 RAS の本態の
詳細が解明可能であると期待できる。レニン
活性の局在を同定し、さらに微小血流変化、
酸化ストレス生成状態を評価することで、組
織 RAS の生理的・病態形成における役割を包
括的に評価することも可能となろう。各種の
治療薬の評価系としても有用性が高い。 
これまでも酵素蛋白の発現を蛋白、遺伝子
レベルで検討することは可能であったが、
“酵素活性”自体を直接、しかも in vivo で
可視化検出する技術は開発されていなかっ
た。本技術は医学・生物学研究に広く応用可
能なものであり、生理学的、疾患病態学上の
多くの新知見の獲得が期待できる。 
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