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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、ARIA（申請当初は BLADEと命名していた新規遺
伝子）ノックアウト（KO）マウスを作成し、その血管新生における機能を解明した。下肢虚
血モデルを作成して解析した結果、ARIA-KO マウスでは虚血誘導性の血管新生が著明に亢進
していることが明らかとなった。また ARIAは血管内皮細胞だけでなく血管内皮前駆細胞にも
高い発現を示し、PI3K/Akt パスウェイの制御を介してその血管新生能を調節していることを
見出した。 
 
研究成果の概要（英文）：We have generated ARIA (former BLADE) knockout mice, and 
analyzed the ARIA function in the regulation of neovessel formation. By using the 
hind-limb ischemia model, we revealed that genetic deletion of ARIA substantially 
enhanced the ischemia-induced neovascularization. Moreover, we found that ARIA is 
highly expressed in endothelial progenitor cells as well, and regulates their angiogenic 
functions by modulating the PI3K/Akt pathway. 
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１．研究開始当初の背景 
虚血性心血管疾患は我が国における死亡原
因の上位を占める疾患群であるだけでなく、
虚血性心臓病や神経障害などの後遺症によ
り罹患患者の生活の質を著しく低下させる
ことが重大な問題である。虚血により壊死に
陥った組織の周辺には多くの細胞が生存し
ているが血流不足のために正常な細胞機能
が働かずに全体的な臓器障害が引き起こさ
れる。そこで血管新生を人為的に増強して臓

器・組織の血流を改善し、生き残った細胞の
機能を回復させることで臓器障害を軽減さ
せる血管新生療法が最近、注目されている。 
 
２．研究の目的 
私達のグループでは世界に先駆けて自家骨
髄細胞の移植による血管新生療法を重症末
梢動脈疾患の患者さんに行った。その結果、
肢の切断を回避できた症例も多く、従来の治
療法では治療効果が望めない重症の患者さ
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んにとって新しい治療オプションを提供す
ることができた。しかしながら、その治療効
果は未だ満足できるレベルには到達してお
らず、より効果の高い治療法の開発が急がれ
ている。従来の治療効果を上回る血管新生療
法を開発するためには未知の血管新生メカ
ニズムの解明が必須であると考えた。そこで
私達は血管内皮機能を調節する新規遺伝子
の探索を行った。その結果、血管内皮細胞に
高い発現を示す新規遺伝子を発見し、ARIA 
(former BLADE) と名付けた。ARIAはマウ
ス胎児中でも血管特異的な発現パターンを
示し、ARIA は血管新生に重要な働きを有す
ると考えられた。次に ARIAの発現をヒト血
管内皮細胞中で siRNA を用いてノックダウ
ンすると血管内皮アポトーシスが著明に抑
制されることが明らかとなった。様々な検討
を行った結果、ARIA ノックダウンによる抗
アポトーシス効果にはアポトーシス抑制分
子である inhibitor of apoptosis (cIAP)-1, 
cIAP-2 の発現上昇が重要であることが明ら
かとなった（Ikeda et al. PNAS 2009）。 
本研究課題ではARIAノックアウトマウスを
作成し、胎生期および虚血刺激による血管新
生能を解析することによりARIAの生体内に
おける血管新生制御機能とその分子メカニ
ズムを解明することが目的であった。 
 
３．研究の方法 
C57B6マウス由来のES細胞を用いて、ARIA
ノックアウトマウスを作成した。片側大腿動
脈結紮により下肢虚血を誘導し、レーザード
ップラー法で虚血肢の血流を経時的に計測
した。また虚血作成２週間後に虚血筋を摘出
し、微小血管数を数えることでも虚血誘導性
新生血管を評価した。 
 
４．研究成果 
本研究期間中にARIAノックアウトマウスの
作出に成功した。ARIA ノックアウトマウス
は正常に誕生し、明らかな発育異常を認めな
かった。しかしながら胎生 14.5日のマウス胎
児では発育遅延を認めないものの末梢の出
血を高頻度にきたすことを見出した。切片を
作成し、免疫染色にて検討した結果、血管平
滑筋細胞・壁細胞による血管の被覆には明ら
かな異常を認めなかった。一方、ARIA ノッ
クアウトマウスでは微小血管密度が有意に
増加しており、微小血管の過剰な増生が出血
の原因であると考えられた。次に成体マウス
を用いて、下肢虚血モデルを作成し、虚血誘
導性の血管新生能を評価した。ARIA ノック
アウトマウスではレーザードップラーで計
測した虚血肢の血流回復が著しく亢進して
おり、２週間後には健側と同程度にまで回復
した。虚血作成２週間後に摘出した虚血筋中
の微小血管数を計測したところ、ARIA ノッ

クアウトマウスでは野生型に比べて微小血
管数が有意に増加していた。以上の結果から、
ARIA ノックアウトマウスでは虚血誘導性の
血管新生が顕著に亢進していることが明ら
かとなった。さらに私達は本研究期間中に
ARIA が血管内皮細胞だけでなく血管内皮前
駆細胞にも極めて多く発現していることを
見出した。血管内皮前駆細胞中の ARIAをノ
ックダウンするとアポトーシスが減少する
だけでなく細胞遊走能や管腔形成能が著明
に亢進することがわかった。ARIA をノック
ダウンした血管内皮前駆細胞では既報の血
管内皮細胞と同様に cIAP-1, cIAP-2 の発現
が有意に上昇していた。cIAP-1, cIAP-2を同
時にノックダウンするとARIAノックダウン
による抗アポトーシス効果は部分的にキャ
ンセルされた。一方、cIAP-1, cIAP-2を同時
にノックダウンしてもARIAノックダウンに
よる遊走能の亢進はまったく影響をうけな
かったことからARIAノックダウンによる血
管新生能の亢進には cIAP-1, cIAP-2 発現上
昇以外のメカニズムが存在すると考えられ
た。次に様々な細胞内シグナル伝達阻害物質
の効果を検討した結果、ARIA ノックダウン
による血管新生能の亢進はMEK阻害剤では
影響をうけないが、PI3K 阻害剤や一酸化窒
素合成酵素(NOS)阻害剤によりほぼ完全にキ
ャンセルされることが明らかとなった。さら
に cIAP-1, cIAP-2 のダブルノックダウンに
加えて PI3K 阻害剤で処理することで ARIA
ノックダウンによる抗アポトーシス効果は
完全にキャンセルされることがわかった。こ
れらの結果からARIAノックダウンによる血
管新生能の亢進には PI3K/Akt/eNOS シグナ
ルの活性化が重要であると考えられた。実際
にウェスタンブロット法を用いてシグナル
活性を検討した結果、ARIA をノックダウン
した血管内皮前駆細胞では PI3K/Akt/eNOS
シグナルが明らかに活性化されていること
がわかった。次に私達は ARIAノックアウト
マ ウ ス で 認 め た 血 管 新 生 亢 進 が
PI3K/Akt/eNOS シグナル活性化によるもの
かどうかを検討した。マウスに PI3K阻害剤
あるいは NOS 阻害剤を投与した上で下肢虚
血を作成して血流改善と血管新生を検討し
た結果、ARIA ノックアウトマウスで認めら
れた血管新生亢進は PI3K 阻害剤および
NOS 阻害剤で完全に消失することがわかっ
た。以上、本研究課題では ARIA が
PI3K/Akt/eNOS シグナルの調節を介して血
管内皮細胞・血管内皮前駆細胞機能を制御し、
その結果、血管新生コントロールしているこ
とを明らかとした。 
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