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研究成果の概要（和文）：私達は血管内皮細胞の機能を調節する新規遺伝子ARIAを世界に先駆けて発見した。本研究課
題ではARIA欠損マウスを用いて、生体内におけるARIAの機能を解析した。ARIA欠損マウスは野生型マウスと比較して虚
血誘導性の血管新生が著明に亢進していた。この機能亢進は血管内皮細胞および血管内皮前駆細胞におけるPI3K/Aktシ
グナルが増強することで生じることがわかった。さらに私達はin silicoスクリーニングにより、ARIAの機能を阻害す
る低分子化合物を発見した。ARIA阻害剤は虚血性疾患に対する新しい治療薬として有望である。

研究成果の概要（英文）：We have identified a novel gene termed ARIA that regulates angiogenic functions in
 endothelial cells. Here, we further characterized its function by using ARIA-deficient mice. ARIA-deficie
nt mice demonstrated substantially enhanced neovessel formation comparing to WT mice assessed by hindlimb 
ischemia model. Moreover, we revealed that enhanced PI3K/Akt signaling in both endothelial cells and endot
helial progenitor cells is attributable to the increased neovessel formation in ARIA-deficient mice. Also,
 we fond a small compound that potentially inhibit ARIA function by in silico screening. Inhibition of ARI
A is a new therapeutic approach to treat ischemic diseases.
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１．研究開始当初の背景 
虚血性心血管疾患は本邦に於ける死亡原因
の上位を占めるだけでなく、罹患患者の生
活の質を著しく低下させ、社会復帰の障害
となることが重大な問題である。血液を全
身に供給するライフラインである血管には
自ら新しい血管を作り出し、虚血部位の血
流を改善する機能が備わっている（新生血
管形成）。新生血管形成は大きく２つの機
序により行われる；1. 既存の血管内皮細胞
が虚血部位へ遊走・増殖して新しい血管を
作り出す Angiogenesis(血管新生)、2. 骨髄
中の血管内皮前駆細胞（EPC）が血中に動
員され、虚血部位に集積して血管内皮細胞
へと分化し、新しい血管を作り出す
Vasculogenesis(血管形成)。しかしながら急
性心筋梗塞や脳梗塞など大血管の急性閉塞
の際には生理的な新生血管形成では代償で
きず、虚血に陥った組織は機能低下〜壊死
に至ってしまう。そこで血管新生・血管形
成を人為的に増強することで虚血部位の血
流を改善・回復させ、壊死に陥る組織を最
小限に抑えるとともに低下した細胞機能を
回復させる血管新生療法の開発・臨床応用
が進んでいる。私達のグループでは世界に
先駆けて重症下肢虚血患者に対する自家
骨髄移植を実施し、他に治療法の存在しな
い虚血肢の救済に少なからず貢献できた
（Lancet. 2002 Aug 10; 360）。しかしその
治療効果は万全ではなく、全く新しい観点
からアプローチした、より治療効果の高い
血管新生療法の開発が急務であると切実に
感じている。そこで私達はシグナルシーク
エンストラップ法を用いて血管内皮機能を
制御する未知の分子の単離を試みた（J Biol 
Chem. 2004 Dec 31;279）。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 と名付けた。ARIA は血管
内皮細胞において抗アポトーシス分子で
ある cIAP-1, cIAP-2 の発現調節を介して血
管内皮アポトーシスを強力に制御する新
規分子であることを明らかとした（Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2009 May 19;106）。さ
らに私達は最近、ARIA は EPC に於いて、
血管内皮細胞の５０倍近い極めて高い発現
を示すことを見出した（図１）。実際、EPC
中の ARIA 発現を siRNA を用いてノックダ
ウンすると血管内皮細胞同様にアポトーシ
スが著明に抑制された。さらに驚いたこと
にARIAノックダウンによりEPCの遊走能
が著明に亢進し、マトリゲル上での管腔形
成能が顕著に促進された。これら結果から
ARIA は血管内皮細胞だけでなく、EPC の
機能を強力に制御することでAngiogenesis, 
Vasculogenesis の両者をコントロールし、
新生血管形成に寄与すると考えられた。
ARIA の血管新生・血管形成における役割
を詳細に解析するために私達は ARIA ノッ
クアウトマウスを作成した。 
２．研究の目的 

本研究課題では ARIA による胎生期血管発
生制御および成体内での新生血管形成制御
の分子機構を詳細に解析し、ARIA 機能阻
害による全く新しい血管新生療法を開発す
るための基礎データの収集を行うことを目
的とした。 
３．研究の方法 
① ARIA に よ る

Angiogenesis/Vasculogenesis の制御 
私達はすでにARIAノックアウト/GFPマウ

スの作出に成功している。ARIA ノックア

ウト/GFP マウスおよび GFP マウスの骨髄

を採取して致死的 Radiation を行った ARIA
ノックアウトマウスもしくは野生型マウス

に移植し、[骨髄]野生型・[全身]野生型、[骨
髄]ARIA ノックアウト・[全身]野生型、[骨
髄]野生型・[全身]ARIA ノックアウト、[骨
髄]ARIA ノックアウト・[全身]ARIA ノック

アウト、の４系統のマウスを作成する。こ

れらマウスに下肢虚血を作成し、虚血誘導

性新生血管形成能を４群間で比較・検討す

る。レーザードップラーで虚血肢の血流回

復を２週間、経時的に（Day 0, 3, 7, 14）計

測した後に虚血筋を摘出する。虚血筋の切

片作成後に GFP/Isolectin２重染色を行い、

Isolectin 陽性の微小血管数を定量評価する

と と も に 骨 髄 由 来 血 管 内 皮 細 胞

（GFP/Isolectin 両方陽性の細胞）を定量評

価することで Vasculogenesis をより直接的

に評価する。 
② ARIA による新生血管形成調節の分子

機構の解明 
私達はこれまでの検討結果より ARIA は

PTEN と の 相 互 作 用 を 介 し て

PI3K/Akt/eNOS シグナルを調節していると

考えている（図４）。PTEN は PI3K に拮抗

する脱リン酸化酵素であり、細胞膜上の

PIP3 の第３位を脱リン酸化して不活性型

の PIP2 に変換することで PI3K/Akt シグナ

ルを負に調節している。したがって、PTEN
は膜近傍に局在できないとその機能を発揮

することが出来ない。ARIA は細胞膜表面

に発現する膜蛋白であり、PTEN と結合す

ることで PTEN を膜近傍に局在させる足場

蛋白として機能していると考えている。従

って ARIA が欠損すると膜近傍に局在する

PTEN が減少する結果、PI3K/Akt/eNOS シ

グナルが活性化されると考えている。この

仮説を証明するために以下の実験を行う。 



 
１、 細胞膜に局在する PTEN の定量：

内皮細胞・EPC 中の ARIA をノックダ

ウンし、細胞膜分画を超遠心法にて単

離して細胞膜に局在する PTEN をウェ

スタンブロットにて定量し、コントロ

ール群と比較する。また野生型および

ARIA ノックアウトマウス大動脈より

単離した血管内皮細胞を用いて同様の

検討を行う。さらにもともと ARIA を

発現しない CHO 細胞に ARIA を安定

的に発現させた細胞株を樹立し、同様

に ARIA 発現による細胞膜分画中の

PTEN が増加することを確認する。ま

たこれら細胞膜上の PIP2/PIP3 を定量

することで PTEN/PI3K pathway の変化

を定量的に評価する。 
２、 野生型および ARIA ノックアウト

マウスに PI3 キナーゼ阻害剤および

NOS 阻害剤を投与した上で下肢虚血

を作成し、ARIA 欠損による新生血管

形成亢進に PI3 キナーゼ/Akt/eNOS シ

グナルの増強が必須の経路であること

を検証する。 
③ ARIA 阻害剤の探索とその治療効果の

検証 
ARIA は PTEN とその細胞内ドメインで結
合すると考えられるため、ARIA の細胞内
ドメインに干渉し、PTEN との結合を阻害
する可能性の高い化合物を in silico でスク
リーニングする。候補化合物を購入あるい
は合成し、ARIA を安定的に発現させた
CHO細胞に作用させて膜分画中のPTENが
減少するか確認する。ARIA と PTEN の結
合を阻害する化合物が見つかり次第、血管
内皮細や EPC の遊走能、管腔形成能、アポ
トーシスに対する効果を検討する。有効性
が確認出来れば、下肢虚血モデルを作成し
た野生型マウスに投与して in vivo におけ
る血管新生増強効果を検討する。 
 
４．研究成果 

①ARIAによるAngiogenesis/Vasculogenesis
の制御 
骨髄移植モデルを解析した結果、ARIA は既
存の内皮細胞の血管新生能亢進による
Angiogenesis 増強、血管内皮前駆細胞の機能
亢進による Vasculogenesis 増強の両方を介
して虚血誘導性血管増生を制御しているこ
とが明らかとなった。 

② ARIA による新生血管形成調節の分子

機構の解明 

ARIA ノックダウンにより、EPC 中の PTEN
の細胞膜局在は著明に減少した。一方、

CHO 細胞に ARIA を過剰発現させると

PTEN の細胞膜局在は有意に増加し、その

結果、細胞膜中の PIP3 が減少した。以上よ

り、ARIA は PTEN の細胞膜局在の調節を

介して血管内皮 PI3K/Akt シグナルを制御

することが明らかとなった。さらに ARIA
ノックアウトマウスで認めた虚血誘導性血

管新生の増強は NOS 阻害剤および PI3K 阻

害剤の投与で完全にキャンセルされた。こ

れら結果から、ARIA は生体内においても

PI3K/Akt/eNOS シグナルを調整し、血管新

生を制御していることがわかった。 
③ ARIA 阻害剤の探索とその治療効果の

検証 
In silico スクリーニングの結果、ARIA と

PTEN の結合を阻害する低分子化合物

（ compound-30 ）を発見した。今後、

compound-30 の薬理作用をより詳細に検討

する予定である。 
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