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緒　　　言

　わが国にて，末期腎不全より維持透析療法を施行さ
れている患者数は年々増加し，28万人超となっている．
原疾患の中でも，糖尿病性腎症は最多で，その進展機
序の解明・新たな治療法の開発が重要な課題である．
糖尿病性腎症では，早期に糸球体過剰濾過・糸球体肥
大，続いてメサンギウム基質の増加や尿中アルブミン
排泄増加が認められ最終的に糸球体硬化から末期腎不
全に到る1)．腎症早期の段階で，糸球体係蹄数の増加・
既存の血管の伸長等の「血管新生」様の現象が認めら
れ，血管新生促進因子である vascular endothelial 

growth factor (VEGF）の関与が報告された2ﾝ5)．また，
我々は，近年血管新生抑制因子 tumstatin peptide, 
endostatin peptide, NM-3による糖尿病性腎症治療効
果について報告してきた6ﾝ10)．
　Vasohibin-1（VASH-1）はVEGF等の刺激下で内皮
細胞より発現誘導され血管新生の negative feedback
制御を司る11)．これまでにVASH-1による動脈硬化・
腫瘍増殖・増殖性網膜症の治療効果が報告されてい
る11ﾝ13)．今回，アデノウィルスベクターを用いた human 
(h) VASH-1過剰発現による早期糖尿病性腎症進展抑
制効果，及びその作用機序について検討した．

材料と方法

１. 動物実験
　雄性 ICRマウス（５週齢）に streptozotocin（STZ，
120㎎/㎏体重）を48時間毎に３回腹腔内注射し，１型
糖尿病モデルを作成した．高血糖を確認後，human 
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VASH-1発現アデノウィルスベクター（AdhVASH-1）
もしくは対照としてAd-LacZ を５×109 vp/mouse に
て２週毎に尾静脈内投与した．アデノウィルスベクタ
ー投与開始後４週で尿中アルブミン・クレアチニン比
（UACR），24時間クレアチニンクリアランス（Ccr），
体重，腎重量，血糖を測定した．PAS 染色光顕切片に
て糸球体容積およびメサンギウムmatrix index を測
定した．酵素抗体法を用いて，Ｆ４/80陽性単球/Mϕ
数を算定し，間接蛍光抗体法を用いてCD31陽性糸球
体内皮細胞領域，Ⅳ型コラーゲン蓄積を評価し，CD31/
αSMAと VASH-1の蛍光二重染色を行った．また腎皮
質よりRIPA buffer を用いて蛋白抽出し，Western 
blot によりTGF-β１，MCP-1，RAGE，VEGF，VEGFR2
（VEGF受容体），pVEGFR2（リン酸化VEGFR2），
actin の発現（活性化）変化を検討し，血清中及び肝組
織での hVASH-1発現を観察した．さらに腎皮質より
total RNAを抽出し real-time PCR 法にてTGF-β，
MCP-1のmRNA発現変化を評価した．
２. ヒト糸球体内皮細胞（hGECs）
　hGECs を，recombinant hVASH-1（rhVASH-1）存
在下にて，VEGF（１ﾑ）または高糖濃度（25ﾋ）刺
激し，蛋白を抽出しVEGFR2，pVEGFR2，actin の発
現（活性化）変化をWestern blot にて検討した．高糖
濃度条件の対照としてmannitol 添加群を設けた．
３. マウスメサンギウム細胞（MES13）
　MES13を recombinant hVASH-1（rhVASH-1）存在
下にて高糖濃度（25ﾋ）にて刺激し，TGF-β，MCP-1，
RAGE蛋白の発現変化をWestern blot にて検討した．

結　　　果

　アデノウィルスベクター投与開始４週で，AdhVASH-1
投与糖尿病群では，AdLacZ 投与糖尿病群に比し有意
に血清中・肝組織における hVASH-1発現の増加が観
察された（図１Ａ）．AdLacZ 投与糖尿病群では非糖尿
病群に比し有意な高血糖，体重減少を認め，AdhVASH-1
投与糖尿病群でも同様で，血糖改善効果等は観察され
なかった．腎重量/体重比はAdLacZ 投与糖尿病群に
て非糖尿病群に比し有意に増加したが，AdhVASH-1
投与糖尿病群にて有意な抑制効果を認めた（図１Ｂ）．
UACR及び Ccr は AdLacZ 投与糖尿病群にて非糖尿
病群に比して有意に高値を呈したが，AdhVASH-1投
与糖尿病群では有意に抑制された（糸球体過剰濾過の
是正）（図１Ｃ,Ｄ)．糸球体容積は，AdLacZ 投与糖尿

病群にて非糖尿病群に比して有意に増加し，AdhVASH-1
投与糖尿病群にて有意に抑制された（糸球体肥大の抑
制）（図１Ｅ-Ｉ）．糖尿病対照群での糸球体内メサンギ
ウム基質（図１Ｊ）及びⅣ型コラーゲン陽性領域の増
加・単球/Mϕ浸潤がAdhVASH-1投与糖尿病群にて
有意に抑制された（図２）．糸球体CD31陽性内皮細胞
領域は糖尿病対照群にて増加したが，AdhVASH-1投
与糖尿病群にて抑制された（図３Ａ-Ｅ）．腎皮質での
VEGF蛋白発現は糖尿病対照群にて非糖尿病群に比
し有意に増加し，AdhVASH-1投与による抑制作用は
観察されなかった．一方，VEGFR2および pVEGFR2
は糖尿病対照群にて非糖尿病群に比し有意に増加し，
AdhVASH-1投与糖尿病群にて有意な抑制効果を認め
た（図３Ｆ-Ｉ）．糖尿病対照群にて腎でのTGF-β，
MCP-1，RAGE mRNA/蛋白発現が有意に増加したが，
AdhVASH-1投与糖尿病群では有意に抑制された（図
４）．内因性mouse VASH-1は，糖尿病群の腎組織に
て発現増加傾向を示し，CD31陽性内皮細胞領域・
α-SMA陽性メサンギウム領域に局在していた．
　hGECs にて，VEGF刺激後５分で有意なVEGFR2
リン酸化が観察されたが（図５Ａ），リコンビナント
VASH-1（rhVASH-1）蛋白添加により濃度依存性に抑
制された（図５Ｂ）．また，hGECs を高糖濃度下で培
養すると24時間後の時点でVEGFR2リン酸化が有意
に増加したが，rhVASH-1添加により濃度依存性に抑
制された（図５Ｃ）．
　また，MES13において，高糖濃度下で培養すると24
時間後の時点でTGF-β，MCP-1，RAGE発現が増加し
ていたが，rhVASH-1添加により濃度依存性に抑制さ
れた（図６）．

考　　　察

　本研究では，１型糖尿病モデルマウスに，外因性に
VASH-1を過剰発現させる目的で，アデノウィルスベ
クターを静脈内投与した．AdhVASH-1の静脈内投与
により肝臓にて発現した hVASH-1が血流を介して腎
に作用したと考えられたが，アデノウィルスベクター
投与による炎症性変化等の副作用は観察されなかっ
た．AdhVASH-1投与群では，早期糖尿病性腎症にお
ける微量アルブミン尿，糸球体過剰濾過の指標である
クレアチニンクリアランスの増加が改善された．
　また，早期糖尿病性腎症において観察される糸球体
肥大，メサンギウム基質増加・糸球体内皮細胞領域増
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図１　Ａ：AdhVASH-1投与による肝および血
清でのVASH-1発現増加（４週）．Ｂ，Ｃ：
AdhVASH-1投与による腎肥大（腎重量体重
比）・アルブミン尿抑制効果．Ｄ：AdhVASH-1
投与による糸球体過剰ろ過の抑制．Ｅ-Ｈ：糸球
体の光学顕微鏡所見（PAS 染色，×400）非糖
尿病コントロール群（Ｅ），糖尿病コントロール
群（F），糖尿病AdLacZ 投与群（Ｇ），糖尿病
AdhVASH-1治療群（Ｈ）．Ｉ，Ｊ：AdhVASH-1
投与による糸球体面積・メサンギウムマトリッ
クスインデックスの増加抑制．Ｎ，非糖尿コン
トロール；Ve，糖尿病コントロール群；LacZ，
糖尿病AdLacZ 投与群（５×109vp/mice）；
Vas，糖尿病AdhVASH-1治療群（５×109vp/
mice）．
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加がAdhVASH-1投与群にて抑制された．従って，
VASH-1により糸球体係蹄濾過表面積の増加が抑制さ
れ，糸球体過剰濾過の制御効果が観察されたものと推
察された．
　次に血管新生促進因子VEGF及びVEGF受容体に
ついて検討した．AdhVASH-1投与群では，対照糖尿
病群にて観察される腎皮質でのVEGF-A増加は抑制
せず，VEGFR2発現増加およびVEGFR2リン酸化（活
性化）が抑制された．培養ヒト糸球体内皮細胞にて，
VEGF刺激・高糖濃度刺激によるVEGFR2リン酸化
がVASH-1蛋白添加により抑制され，糸球体内皮細胞
のVEGFR2過剰活性化制御による血管新生抑制効果
から糸球体過剰濾過が制御されたものと考えられた．
なお，VASH-1受容体およびその細胞内シグナル伝達
経路は未だ解明されておらず，今後のさらなる検討が
必要である．
　次に，糖尿病対照群の腎皮質におけるTGF-β，
MCP-1，RAGE発現増加が，AdhVASH-1投与群にて

有意に抑制され，メサンギウム基質増加・炎症細胞浸
潤・AGEによる腎障害の制御効果が示唆された．さら
に，高糖濃度培養条件下におけるマウスメサンギウム
細胞でのTGF-β，MCP-1，RAGE発現増加が，VASH-1
添加により抑制され，糸球体内皮細胞のみでなくメサ
ンギウム細胞への直接作用を介する腎症制御効果が考
えられた．なお，内因性VASH-1発現は，糖尿病群の
糸球体内皮細胞のみでなく，メサンギウム領域でも観
察され，内皮細胞より分泌されたVASH-1がメサンギ
ウム領域に沈着しメサンギウム細胞に直接作用を及ぼ
す可能性が示唆された．
　糖尿病性腎症のみならず慢性腎臓病全般にて，傍尿
細管毛細血管（PTC）数の減少，尿細管間質虚血／低
酸素に伴う尿細管間質病変の進行が観察され，腎機能
予後の規定因子となる．AdhVASH-1投与による有意
な PTC数減少は観察されなかったが，本研究は比較
的早期の腎症における検討であり，今後より慢性的な
腎症モデルを用いた安全性の検討が望ましい．さらに，
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図４　AdVasohibin-1投与によるTGF-β・MCP-1・RAGE蛋白発現増加の抑制作用
Ａ，Ｄ，Ｇ：TGF-β，MCP-1，RAGE，actin の蛋白発現．Ｂ：TGF-β/actin 比．Ｅ：MCP-1/actin 比．Ｈ：RAGE/actin 比．Ｃ，Ｆ：
The TGF-β1・MCP-1のmRNA (real-time PCR)．Ｎ，非糖尿コントロール；Ve，糖尿病コントロール群；LacZ，糖尿病AdLacZ 投
与群（５×109vp/mice）；Vas，糖尿病AdhVASH-1治療群．各群ｎ＝５．
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臨床応用に際しては，アデノウィルスベクターによる
炎症惹起及び免疫原性等が懸念されることから，蛋白
製剤大量生産系の開発もしくはVASH-1誘導作用を
有する低分子化合物の検索が今後の課題である．

結　　　論

　血管新生 negative feedback 制御因子 vasohibin-1 
による，内皮細胞ならびにメサンギウム細胞への直接
作用を介する早期糖尿病性腎症の進展制御効果が示唆
された．
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