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研究成果の概要（和文）：微生物において収斂進化の概念に基づくACE2様酵素B38-CAPを見出したことから、大
量生産にコストと時間のかかるACE2蛋白の代替えとなることが考えられた。そこで、迅速に大量調製可能な
B38-CAPの治療応用を目的として研究を行った。具体的には、急性循環呼吸不全ならびにCOVID-19の動物モデル
におけるACE2様酵素B38-CAPの病態改善効果を検討した。その結果、B38-CAPが敗血症や誤嚥性肺炎による急性循
環呼吸不全ならびにCOVID-19肺炎の重症化を阻止することが分かった。よって、ACE2様酵素を用いた急性循環不
全、呼吸不全に対する実践的な治療技術の基盤を構築できた。

研究成果の概要（英文）：The discovery of the ACE2-like enzyme B38-CAP based on the concept of 
convergent evolution in microorganisms suggests that it can be an alternative to the recombinant 
ACE2 protein, which is costly and time-consuming for mass production. We thus conducted research for
 the therapeutic application of B38-CAP, which can be prepared in large quantities very quickly. 
Specifically, we investigated the therapeutic effects of ACE2-like enzyme B38-CAP in an animal model
 of acute cardiovascular respiratory failure and COVID-19. The results showed that B38-CAP prevented
 acute cardiovascular respiratory failure due to sepsis and aspiration pneumonia, as well as the 
aggravation of COVID-19 pneumonia. Therefore, we were able to establish the basis of practical 
treatment techniques for acute cardiovascular respiratory failure by using ACE2-like enzymes.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、ACE2様酵素B38-CAPを用いた心不全、ARDS/急性呼吸不全、敗血症やCOVID-19に対する治療へ
の応用が期待できる。とりわけACE2酵素が大腸菌タンパク質生産系で調製し蛋白調製の効率化を図れることに加
えて、他の蛋白製剤についてもジェネリック蛋白製剤の概念を応用することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
レニン－アンジオテンシン系 (RAS 系)は、アンジオテンシン変換酵素 (ACE)を介してアンジ

オテンシンⅡ（Ang II）を産生することにより血圧上昇や水分バランスを制御する一方で、高血
圧や心不全などの増悪因子である。RAS 系を阻害する降圧剤として ACE 阻害剤やアンジオテ
ンシン受容体拮抗薬が臨床で使われているが、Ang II を直接分解する薬物は未だ存在しない。
アンジオテンシン変換酵素２(ACE2)は 2000 年に発見された最初の ACE 相同遺伝子であり、
Ang II をアンジオテンシン 1-7 (Ang 1-7)に分解する。ACE2 が高血圧や心不全などの循環器疾
患あるいは急性呼吸窮迫症候群(ARDS)などの呼吸器疾患の病態を改善させる作用を持つことか
ら、ACE2 組換え蛋白は既存の降圧剤に耐性を示す難治性疾患に対する治療薬として期待され
ている。ACE2 は、Ang II を Ang 1-7 に分解して RAS 系を負に調節するが、Ang II レベルを
低下させると同時に、産生された Ang 1-7 が Mas 受容体を介して心血管保護的な作用をもたら
す。私達の以前の研究から、ACE2 が SARS ウイルス感染や敗血症などで引き起こされる急性
呼吸窮迫症候群(ARDS)/急性肺傷害に対して、RAS 系を負に調節することにより、肺保護的に
作用し、呼吸不全を改善することが分かっていた (Nature 2005; Nat Med 2005)。また、私達は
心不全病態において心血管作動ペプチド Apelin の下流で ACE2―Ang 1-7 経路が心機能改善作
用をもたらすことも明らかにしていた (Circ Res 2007; J Clin Invest 2013; Cardiovasc Res 
2017)。これらの知見に基づき、欧米においてヒト ACE2 組み換え蛋白による ARDS 治療の臨
床試験が進められてきた。しかしながら、ACE2 蛋白には糖鎖付加が不可欠であるため、哺乳類
細胞の蛋白質発現系で生産する必要があり、コストと時間がかかることが創薬開発や医療経済
の点で問題となっていた。もしACE2蛋白を大腸菌の蛋白質発現系で生産することができれば、
ACE2 の ARDS 治療応用を実現できることが期待される。 
 
ところで、収斂進化とは、異なる生物種において独立の進化過程を経て同一の機能や表現型を

獲得するという概念である。分子の収斂進化では、ヒトのキモトリプシンと細菌のナントウキナ
ーゼという異なる種の蛋白質が、共通してセリンプロテアーゼの機能を獲得したことがよく知
られている。ACE2 は微生物では保存されていないが、私達は微生物由来カルボキシペプチダー
ゼとヒト ACE2 の立体構造の in silico での比較解析から、Bacillus 属細菌由来の BS-CAP が
ACE2 とよく似た立体構造をもつことを見出した。興味深いことに、活性中心のアミノ酸配置は
ACE2 と BS-CAP で完全に一致していた。そこで、この BS-CAP ならびにその相同遺伝子 BA-
CAP、B38-CAP について大腸菌の発現系で組換え蛋白を調製したところ、いずれも試験管内で
Ang II を Ang 1-7 に変換したことから ACE2 活性を持つことが分かった。とりわけ B38-CAP
の ACE2 活性は高く、Cl-イオン濃度依存性を示したことから、B38-CAP が生体内でも ACE2
活性を示すことが考えられた。本研究提案を申請後に研究が進み、本研究開始時には B38-CAP
が実際にマウスの生体内で Ang II を分解することが分かり、さらに B38-CAP が降圧作用や心
不全改善作用を示すことを明らかにすることができた(Nature Communications 2020)。また、
本研究開始時には SARS-CoV-2 感染のパンデミックが勃発し、SARS-CoV-2 感染により ARDS
が引き起こされることならびに ACE2 が SARS-CoV-2 の受容体であることが分かった。したが
って、COVID-19 の ARDS に対する B38-CAP の治療効果を検討することが急務の課題となっ
た。 
 
 
２．研究の目的 
 
急性循環呼吸不全ならびに COVID-19 の動物モデルにおける ACE2 様酵素 B38-CAP の病態

改善効果を明らかにすることにより、収斂進化の ACE2 蛋白製剤による循環器・呼吸器疾患の
治療法を開発することを研究目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) マウスの ARDS/急性肺傷害モデル 
盲腸結紮穿刺(CLP)の敗血症性腹膜炎モデルならびに塩酸吸引誘発 ARDS モデルにおける急

性肺傷害に対する B38-CAP の治療効果を検討した。CLP モデルでは、麻酔下にマウスを開腹
し盲腸を先端より 3/4 の位置で結紮し、18G 針を貫通させ、便を 0.5mm 露出させて盲腸を元に
戻し閉腹した。手術後連日 B38-CAP (1 mg/kg)を腹腔内投与し生存率を解析した。また、急性肺
傷害を評価するために CLP 手術後 6 時間、18 時間後に B38-CAP を投与し 24 時間後に肺組織
を採取し、肺重量、W/D ratio、病理切片、サイトカイン mRNA 発現などの解析を行った。塩酸
吸引誘発 ARDS モデルでは、麻酔下のマウスの頸部皮膚を切開し気管を露出させた上で 0.1N 



HCl を気管内に注入し急性肺傷害を誘導した。CLP と同様に塩酸吸引後 6 時間、18 時間後に
B38-CAP を投与し 24 時間後に肺組織を採取し、肺重量、W/D ratio、病理切片、サイトカイン
mRNA 発現などの解析を行った。 
 
(2) SARS-CoV-2 の Spike 蛋白による急性肺傷害悪化モデル 

SARS-CoV-2 の Spike 蛋白について、組換え蛋白をヒト 293 細胞で発現させ、蛋白精製を行
い調製した。麻酔下のハムスターにマウスと同様に 0.1N HCl を麻酔下に気管内注入し急性肺傷
害を誘導し、同時に Spike 組換え蛋白を腹腔内に投与したところ、肺水腫、炎症細胞浸潤・出血
が亢進し、サイトカインが上昇し、顕著な急性肺傷害の増悪を認めた。この時、肺組織における
ACE2 蛋白の発現が減少し、血漿中のアンジオテンシン II 濃度が上昇したことから、Spike 蛋
白がハムスター肺の ACE2 蛋白と結合し発現低下を誘導したことが確認された。 
 
(3) SARS-CoV-2 感染による急性肺傷害モデル 
 麻酔下のハムスターの頸部皮膚を切開し気管を露出させた上で SARS-CoV-2 (2x10^3 
TCID50/body)を気管内に注入した。感染後、1 日 1 回 B38-CAP (1 mg/kg)を腹腔内投与した。
感染後 4 日目に肺組織を採取して、ウイルス量の評価ならびに急性肺傷害の評価を行った。 
 
(4) B38-CAP 組換え蛋白の毒性ならびに抗原性の検討 

B38-CAP の臨床応用に向けて、マウスに慢性投与後の副作用、毒性について血清中の肝機能
マーカー(AST, ALT)や腎機能マーカー(BUN, Cr)を測定した。また、B38-CAP 投与後のマウス
の血清中の B38-CAP に対する抗体価を ELISA 法で測定した。 
 
(5) B38-CAP 吸入療法による ARDS 治療の検討 
マウスで塩酸吸引による急性肺傷害を誘導後、6 時間、18 時間後にエアロゾル発生器(BUXCO

社)を用いて粒子径 4～6 um の B38-CAP (2 mg/kg)を含むエアロゾルをマウスに吸入させた。 
 
 
４．研究成果 
 
１）各種の急性肺傷害モデルにおける B38-CAP の治療効果の検討 
急性呼吸窮迫症候群(ARDS)における急性循環不全、呼吸不全に対するACE2様酵素B38-CAP

の効果を検討するために、マウスの盲腸結紮穿刺(CLP)による敗血症性腹膜炎モデルならびに塩
酸吸引による ARDS モデルで B38-CAP の治療効果を検討した。CLP により敗血症を誘導した
マウスでは全身性の炎症に伴い ARDS を発症し、5 日以内にマウスは全例死亡したが、B38-CAP
の投与は有意に生存率を改善した。CLP 後 48 時間の時点で解析を行ったところ、B38-CAP 投
与群では、肺水腫や肺病理での炎症所見が顕著に改善していた（図１）。また、塩酸吸引による
ARDS モデルでも、B38-CAP 投与群では、肺水腫、肺の炎症ならびに炎症性サイトカインの産
生が顕著に抑制され、呼吸機能の低下も有意に改善された。この時、内因性 ACE2 の発現を調
べたところ、ARDS
肺ではACE2蛋白の
発現量が有意に減少
していた。血漿中の
Ang IIを測定したと
ころ、B38-CAP は
ARDSによるAng II
濃度の上昇を顕著に
低下させていたこと
から、B38-CAP の
ACE2 活性が血管保
護や血管透過性抑制
により治療効果を発
揮したと考えられ
た。 
 
２）SARS-CoV-2 の Spike 蛋白による急性肺傷害増悪に対する B38-CAP の治療効果の検討 

COVID-19 肺炎重症化モデルとして、塩酸吸引と SARS-CoV-2 の Spike 蛋白による ARDS モ
デルの検討も進め、Spike 蛋白により ACE2 蛋白の発現が抑制されることを見出した。さらに、
B38-CAP 組換え蛋白の毒性ならびに抗原性を検討したところ、血液中の肝機能や腎機能のマー
カーに異常を認めず、マウス血清中の B38-CAP に対する抗体も検出できなかったことから、異
種蛋白による毒性や免疫原性は低いと考えられた。 
 
３）SARS-CoV-2 感染による急性肺傷害に対する B38-CAP の治療効果の検討 

ACE2 様酵素 B38-CAP の治療応用の実践を目指すために、ハムスターの SARS-CoV-2 感染



による呼吸循環不全に対する効果を検討した。SARS-CoV-2 感染により急性肺傷害をきたし、サ
イトカイン発現上昇、炎症の悪化、肺循環不全による肺水腫が見られたが、これに対し B38-CAP
投与により COVID-19 の急性肺傷害、循環不全を顕著に改善した（図２） (Nature 
Communications 2021)。 
 
４）B38-CAP の ARDS 治療応用に向けた吸入療法の検討 

B38-CAP の全身投与による毒性や抗原性認められず、異種蛋白であることによる毒性や免疫
原性は低いと考えられたが、実際のヒトへの全身投与では予想外の副作用が生じる可能性が考
えられる。そこで、B38-CAP を全身投与ではなく呼吸器系の局所への吸入投与による呼吸不全
の改善効果を検討した。塩酸吸引による誤嚥性肺炎を模倣した ARDS モデルで B38-CAP のエ
アロゾル吸入の治療効果を検討した。塩酸吸引による ARDS モデルにおいて、B38-CAP 吸入投
与群のマウスでは、肺水腫、肺の炎症ならびに炎症性サイトカインの産生が顕著に抑制された
（論文投稿準備中）。さらにハムスターの SARS-CoV-2 感染の ARDS モデルでも B38-CAP 吸入
投与は病態改善効果を示した。 
 
以上の結果から、ACE2 様酵素を用いた急性循環不全、呼吸不全に対する実践的な治療技術の基
盤を構築できた。 
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