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研究成果の概要（和文）：糖尿病の病態基盤は全身性の細小血管障害に起因している。本研究で

は血管新生抑制因子であるアンジオスタチンによる、糖尿病性腎症における腎保護作用機序の

解析を行った。アンジオスタチンは炎症性サイトカインによる NF-κB の核移行抑制により、

血管内皮細胞の障害を減弱した。アンジオスタチンの新規標的レセプターとの結合を証明した。

これらの知見は、アンジオスタチンの治療応用に重要な知見を提供すると期待される。 
 
研究成果の概要（英文）：The pathological conditions of diabetes originate in a systemic 
microangiopathy. In this study, we investigated the mechanisms of action by which 
angiogenesis inhibitor angiostatin protects the diabetic nephropathy. Angiostatin 
attenuated the endothelial dysfunction through the inhibition of nuclear translocation of 
NF-κB induced by inflammatory cytokine. We showed the binding between angiostatin and 
its novel target receptor. It is expected that these observations contribute to the 
therapeutic effects of angiostatin to the diabetic nephropathy. 
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１．研究開始当初の背景 
日本は高度高齢化社会を迎え、糖尿病や高

血圧等の生活習慣病に起因する腎不全患者
数が増加の一途をたどっている。近年、I、
II 型糖尿病患者の大規模臨床試験で、糖尿病
性腎症の早期ではインスリン治療、降圧薬お
よび低蛋白食による厳密な血糖・血圧・脂質
値の維持により腎疾患の寛解が報告され、正
常に近い生理条件に腎臓を維持すれば、治癒

が可能であることが示された。糖尿病性腎症
の病態には腎糸球体での、糸球体基底膜の肥
厚化やメサンギウム領域の拡大が観られ、ア
ルブミン尿発症や糸球体高血圧の原因とな
る。糖尿病性腎症の進展に伴い、糸球体に結
節性病変が形成され、最終的に糸球体硬化や
血管閉塞によるネフロンの減少を導き、腎病
変の不可逆進行点(point of no-return)を越
えてしまう。これらの病態機序は高血糖の他、
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高血圧や脂質代謝異常からなる生活習慣病
に起因した細小血管障害、糸球体内のメサン
ギウム細胞、糸球体上皮細胞(ポドサイト)な
らびに血管内皮細胞等の傷害による炎症反
応、糸球体高血圧や糸球体過剰ろ過による血
行動態異常に起因する。また、血管内皮細胞
の障害や血流減少による低酸素状態は、血管
新生促進因子の上昇と血管新生抑制因子の
著しい減少を導き、異常な血管新生の亢進を
引き起こす原因となっており、これら血管新
生関連因子のバランスを正常に保つことで、
血管系の機能回復が見込まれる。 
 
２．研究の目的 
顕性糖尿病性腎症でみられる血管新生の

亢進は、血管新生促進因子の上昇と血管新生
抑制因子の著しい減少が原因であり、これら
血管新生関連因子のバランスを正常に保つ
ことで、血管系の機能回復が期待される。生
体内内在性の血管新生抑制因子であるアン
ジオスタチンは、糖尿病モデルラットの腎臓
において著しい発現減少が観られ、血管新生
促進因子である VEGFの過剰発現と相まって、
糖尿病性腎症の病態発展に寄与していると
推測される。アデノウィルスを用いたアンジ
オスタチン過剰発現により、腎症の進展に関
わる VEGF, TGFβ1の発現低下により、糖尿病
性腎症におけるアルブミン尿や糸球体肥大
の減少が観られている。また、アンジオスタ
チンはリンパ球の誘因阻害やマクロファー
ジの運動能抑制といった抗炎症作用を有す
ることが明らかとなっているが、腎血管病変
に対する治療効果に関しては明らかにされ
ていない。 
これらの事象を踏まえ、本研究では糖尿病

性腎症におけるアンジオスタチンの治療効
果を調べる目的で、糖尿病モデルラットへの
アンジオスタチン投与および評価方法の確
立、アンジオスタチンの作用機序を調べる目
的でアンジオスタチン標的タンパク質の機
能解析と血管内皮細胞に対するアンジオス
タチンの抗炎症作用機序の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 糖尿病モデルラットへのアンジオスタ
チン投与および評価方法の確立 
①His タグ付加アンジオスタチンの調製 
Hisタグ付加アンジオスタチンを調製する

ために、pSecTagベクターに 4つのクイング
ルドメイン(K1-K4)領域を含むアンジオスタ
チン遺伝子を組込み、N末端に His を付加す
る His-アンジオスタチン発現ベクターを作
製した。生理活性を有する His-アンジオスタ
チンを調製するために、CHO 細胞に His-アン
ジオスタチン発現ベクターを遺伝子導入し、
培養上清より抗 6 x His抗体アフィニティー
カラムと 6 x Hisペプチドを用いて His-アン

ジオスタチンを精製した。精製した His-ア
ンジオスタチンは PBS(-)に透析した後、純度
と濃度をクマシーブリリアントブルー(CBB)
染色と抗 6 x His抗体によるウェスタンブロ
ットにより解析した。 
 
②糖尿病モデルラットへのアンジオスタチ
ン投与および評価方法の確立 
糖尿病性腎症における腎血管機能解析手

法の確立を目的として、共焦点レーザー顕微
鏡を用いて in vivo イメージングにより、腎
糸球体での血液動態の観察を行った。6 週齢
のラットを頸椎脱臼後、蛍光物質キナクリン
(0.3 mg/rat)とテトラメチルローダミン
(TRITC)標識デキストラン(70 kDa, 3 mg/rat)
を尾静脈より投与し、5分後に腎臓を背部よ
り露出させ共焦点レーザー顕微鏡を用いて、
腎臓の血液流動および糸球体での蛍光標識
デキストランの漏出をタイムラプスで観察
した。 
 
(2)血管内皮細胞に対するアンジオスタチン
の障害改善機序の解析 
 糖尿病での血管内皮細胞の障害に対する
アンジオスタチンの保護作用機序を解析す
るために、高血糖(30 mMグルコース)あるい
は炎症性物質(TNF-α、IL-1βおよび TGFβ)と
アンジオスタチンをヒト臍帯静脈内皮細胞
(HUVEC)に添加し、血管内皮細胞に誘導され
る障害応答を ICAM-1、MCP-1 および eNOSタ
ンパク質および mRNAの発現変化をウェスタ
ンブロットおよびリアルタイム PCRにより調
べた。次に、アンジオスタチンの作用機序を
調べるために、炎症反応の JNK、p38MAPKお
よび NF-κB シグナル経路の活性を、各リン酸
化抗体を用いたウエスタンブロットと免疫
化学染色により解析した。 
 
(3)新規アンジオスタチン標的タンパク質の
機能解析 
我々はアンジオスタチンの新規標的膜タ

ンパク質として angiostatin binding 
protein1(ABP1)を同定している。アンジオス
タチンと ABP1との相互作用を調べるために、
in vivoでのアンジオスタチンと ABP1の結合
を調べた。Flag タグ ABP1を過剰発現させた
CHO細胞に、His-アンジオスタチンを反応さ
せ、お互いの局在を共焦点レーザー顕微鏡で
観察した。また、アンジオスタチンと ABP1
の結合が真であるか明らかにするために、
GST融合組換え体 ABP1タンパク質(GST-ABP1)
を調製し、アンジオスタチンとの結合阻害実
験を行い、上記と同様に共焦点レーザー顕微
鏡により観察した。 
 
４．研究成果 
(1) 糖尿病モデルラットへのアンジオスタ



チン投与および評価方法の確立 
①His タグ付加アンジオスタチンの調製 
 外来性のアンジオスタチンを特異的に検
出するため且つ生理活性を有するアンジオ
スタチンを調製するために、アンジオスタチ
ンの N 末端領域に His タグを付加した His-
アンジオスタチンベクターを CHO細胞に遺伝
子導入し、培養上清より His 抗体アフィニテ
ィーカラムを用いて His-アンジオスタチン
を精製した(図 1)。得られた His アンジオス
タチンは CBB染色で単一バンドにまで精製で
き、HUVEC に対する増殖抑制能を有していた。
当初、リポソームに封入による His-アンジオ
スタチンの投与を検討していた。しかしなが
ら、本調製方法では数 10 µg の His-アンジオ
スタチンしか調製できず、リポソームに封入
できるほど多量の His-アンジオスタチンの
調製が困難であったため、大量調製法に関し
てはバキュロウィルスによる昆虫細胞の使
用や His-アンジオスタチンを安定発現する
細胞株の樹立を検討している。 
 

 
②糖尿病モデルラットへのアンジオスタチ
ン投与および評価方法の確立 

アンジオスタチンによる腎保護作用機序
の解明を目的として、in vivo イメージング
システムを用いた腎臓の血液動態を解析し
た。ラット尾静脈より蛍光物質キナクリンと
蛍光標識アルブミンを投与し、腎臓の血液流
動および糸球体での蛍光標識デキストラン
の漏出を共焦点レーザー顕微鏡を用いてタ
イムラプスで観察した。観察結果を図 2に示
した。キナクリンにより血管や尿細管構造が
染色され、TRITC 標識デキストランによる血
液動態および一部の尿細管における原尿動
態が観察された。一方で、糸球体における
TRITC 標識デキストランは検出されず、血液
ろ過過程は観察できなかった。糸球体の検出
深度まで顕微鏡のレーザーが届いていない
と考えられ、多光子共焦点レーザー顕微鏡下
での観察を検討している。また、アンジオス
タチンの生体内への移植では、精製した His-

アンジオスタチンをスポンジゲルを用いて、
腎皮質へと移植を行ったが、アンジオスタチ
ンの分解が非常に早く、効果的な腎保護作用
の検討は行えなかった。 
 

 
(2)血管内皮細胞に対するアンジオスタチン
の障害改善機序の解析 

糖尿病の病態基盤は全身性の細小血管障
害に起因しており、糖尿病性腎症においても
腎糸球体および細小血管内皮細胞に誘導さ
れる炎症応答 (微小炎症)が病態の進展に深
く係わっている。血管新生抑制能や抗炎症作
用を有するアンジオスタチンは、糖尿病性腎
症の病態進展を抑制することが報告されて
いるが、その詳細な作用機序は明らかにされ
ていない。本研究では、アンジオスタチンに
よる腎保護作用機序の解明を目的として、ア
ンジオスタチンが血管内皮細胞において障
害を改善する機序について解析を行った。 
アンジオスタチン存在および非存在下で、高
血糖あるいは炎症性物質を HUVEC に添加し、
HUVEC に誘導される障害応答を白血球の誘因
に係わる ICAM-1、VCAM-1 および MCP-1 と NO
の産生に係わる eNOS の発現より調べた。そ
の結果、IL-1βにより誘導される eNOS の発現
低下をアンジオスタチンが抑制することが
分かり、その詳細な作用機序の解析を行った。
HUVEC は炎症性サイトカイン IL-1βにより、
eNOS の発現低下および ICAM-1 の発現増加と
いった内皮細胞障害が誘導された(図 3)。 
 

 
IL-1βと共にアンジオスタチンを添加すると、
IL-1βによる ICAM-1の発現にアンジオスタチ



ンは影響を与えなかったが、eNOS 発現低下は
アンジオスタチンの濃度依存的に回復し、リ
アルタイム PCR による mRNA の発現に関して
も同様の結果が得られた(図 4)。 
 

 
次に、アンジオスタチンによる eNOS mRNA発
現低下抑制機序を明らかにするために、炎症
応答により活性化されるシグナル伝達経路
を調べた。これまでに eNOS 遺伝子の発現調
節機構として、p38MAPK や JNK 経路の活性化
を介した転写因子 ATF2 の活性化や NF-κB シ
グナルの活性化による eNOS 遺伝子の転写抑
制が報告されている。そこで、IL-1βにより
活性化が誘導される p38MAPK、 JNK および
NF-κB シグナル経路の活性に対するアンジオ
スタチンの影響を解析した。その結果、図 5
に示したように、HUVEC では IL-1βに応答し
10 分および 15 分から p38MAPK や JNK カスケ
ードが活性化し、ATF2のリン酸化が誘導され
ていた。しかし、アンジオスタチンを IL-1β
添加 30 分前にプレインキュベートしても、
p38 および JNK の活性化に変化は見られず、
ATF2 のリン酸化もアンジオスタチン未添加
の時と同様であった。このことから、アンジ
オスタチンは p38MAPKや JNKシグナル伝達経
路には影響を与えないことが分かった。次に、
NF-κB シグナル経路について調べた。アンジ
オスタチン存在および非存在下での IL-1βに

よる NF-κB の活性化を、免疫組織化学染色に
より経時的に調べた。図 6 に示したように
IL-1β添加後 60 分後に、NF-κB は核に局在が
移行したが、アンジオスタチン存在下ではそ
の核への移行が減少していた。核における
NF-κB 量を定量的に調べるために、核抽出液
を調製し NF-κBの発現量をウェスタンブロッ
トにより調べた結果、IL-1βによる核への
NF-κB の蓄積は、アンジオスタチンの添加に
より約 3 割に減少した(図 7)。 

 
これらのことから、アンジオスタチンによ

る IL-1β誘発血管内皮細胞の障害抑制機序と
して、図 8 のような経路が考えられ、NF-κB
の核移行をアンジオスタチンが阻害し、血管
内皮細胞の障害を改善することが明らかと
なった。 



 
(3)新規アンジオスタチン標的タンパク質の
機能解析 
アンジオスタチンの作用機序を調べる中

で、我々はアンジオスタチン標的タンパク質
としてグリコシル化膜タンパク質の ABP1 を
同定している。アンジオスタチンと ABP1 と
の相互作用を調べるために、in vivo でのア
ンジオスタチンと ABP1の結合を調べた。Flag
タグ ABP1を過剰発現させた CHO細胞に、His-
アンジオスタチンを反応させ、お互いの局在
を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。その結
果、アンジオスタチンと ABP1 の局在は共に
細胞膜上で観察され、共局在することが明ら
かとなった(図 9)。次に、アンジオスタチン
と ABP1 の結合が真であるか明らかにするた
めに、GST-ABP1による競合阻害実験を行った。
その結果、陰性コントロールである GSTを加
えた時はアンジオスタチンと ABP1 の結合は
阻害されなかったが、GST-ABP1 を His-アン
ジオスタチンの 10 倍あるいは 100 倍量添加
すると、His-アンジオスタチンと Flag タグ
ABP1 の共局在が著しく抑制された(図 10)。
このことより、実際に in vivoでアンジオス
タチンと ABP1 が結合していることが明らか
となった。 
 

 
本研究では糖尿病性腎症で観られる血管

新生関連因子のバランス改善を目的として、
血管新生抑制因子・アンジオスタチンに着目
し、in vivoおよび in vitro での腎保護作用
機序の解析を行った。HUVEC を用いた in 

vitro の解析で、炎症性サイトカイン IL-1β
による NF-κBの活性化経路をアンジオスタチ
ンが抑制することを明らかにし、アンジオス
タチンによる血管内皮細胞の障害改善機序
の一端を明らかにした。また、アンジオスタ
チンの標的タンパク質 ABP1 との in vivo で
の結合を明らかにした。In vivo でのアンジ
オスタチンによる糖尿病性腎症の治療効果
の解析は、His-アンジオスタチンの調製およ
び腎糸球体における血行動態の観察方法の
確立が困難であったが、in vitro でのアンジ
オスタチンの作用機序の解析結果より得ら
れた知見を活かし、アンジオスタチンの生理
活性部位の同定および多光子共焦点レーザ
ー顕微鏡下での観察を検討している。 
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