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研究成果の概要（和文）：肝線維化は血管新生と並行して起こることが知られており、バソヒビンは血管新生を
調節する因子で、バソヒビンの発現量を調節することにより肝線維化を抑制できると考えた。バソヒビン-1,-2
の発現細胞を同定するためにウサギポリクローナル抗体を作製した。これらの抗体はHela細胞に高発現させたバ
ソヒビン-1,-2蛋白質をそれぞれ特異的に検出できた。脳組織でバソヒビン-1,-2は高発現しており、抗体染色を
行った結果、神経細胞に発現していた。肝臓では発現細胞を同定できなかった。バソヒビン‐2欠損マウスを用
いて胆管結紮による肝線維化モデルを作製し野生型マウスと比較したが、有意な差は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：Angiogenesis links hepatic fibrogenesis, and many reports show that 
angiogenesis concomitantly progresses with fibrogenesis. We assume that hepatic fibrosis could be 
suppressed by regulated expression levels of vasohibins, which mediates angiogenesis. To identify 
vasohibin-1,-2 expressing cells, we generated rabbit polyclonal antibodies against vasohibin-1, -2. 
Using these antibodies, transiently expressed vasohibin-1,-2 in Hela cells were specifically 
detected. Vasohibin-1,-2 are highly expressed in the brain. Thus, we performed imunohistochemical 
staining of the brain tissues prepared from wild-type and vasohibin-1,-2-deficient mice. We 
identified that vasohibin-1,-2 were expressed from neurons. But, we could not detect vasohibin-1,
-2-expressing cells in the liver. To show vasohibin-2 function in hepatic fibrosis, we performed 
bile duct ligation. We could not find significant difference in markers for hepatic fibrosis between
 vasohibin-2-deficient and wild-type mice.

研究分野： 消化器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌により国内だけでも年間3万人が死亡し、100万人以上の患者がいる。これらの患者は一般的に肝線維化と肝
硬変を経て肝癌へと進行していく、始めのステップである肝線維化を抑制することが重要となり、全世界的に肝
線維化を抑制する薬剤の開発が進められている。肝線維化の分子機構を明らかにし、肝線維化の抑制から肝癌制
御を目指すことは社会的に意義があり、迅速に取り組むべき研究課題である。また、バソヒビンはチューブリン
の脱チロシン化を行うタンパク質であることが明らかとなり、細胞骨格と肝線維化・肝癌を結びつける重要なタ
ーゲット分子と考えられ特異的に認識するポリクローナル抗体の開発は学術的に意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
バソヒビン-1は 2004年に東北大学佐藤教授らにより同定されたVEGFにより発現誘導される

タンパク質で、血管内皮細胞に発現し血管新生を抑制する作用が知られている(Watanabe et al. 

J Clin Invest, 2004)。バソヒビン‐１のファミリー分子としてホモロジー検索によりバソヒ

ビン‐２が同定された。木村らは皮下の血管新生においてバソヒビン‐1と‐2が異なる局在を

示し、それぞれのノックアウトマウスの解析によりバソヒビン‐1 は血管新生を抑制したが、

バソヒビン‐2 はむしろ血管新生を促進することが示唆された(Kimura et al. Blood, 2009)。

高橋らはバソヒビン‐２が卵巣癌で高発現し、血管新生を促進することにより癌を成長させて

いることを示し（Takahashi et al. Mol Cancer Res, 2012）、Xue らは肝癌でバソヒビン‐2

の発現が誘導されると共に血管新生を促進していることを報告した(Xue et al. Oncogene, 

2013)。 

 肝線維化は肝硬変から肝癌へと進行して行くため、肝線維化を抑制することが非常に重要と

なる。また、肝線維化に伴い血管新生が起こることが知られており、血管新生を制御すること

により肝線維化を抑制できると考えられる(Thabut et al. J. Hepatology, 2010)。Coch らは

バソヒビン‐1 をアデノウイルスを用いて肝臓で過剰発現させると肝線維化を抑制すると報告

した(Coch et al. Hepatology, 2014)。我々は血管新生抑制因子であるバソヒビン‐1 欠損マ

ウスを用いて胆管結紮による肝線維化モデルを作製し、バソヒビン‐1 の発現を抑制すること

により血管新生を促進させると肝線維化を促進できると考えて実験を行ったが、バソヒビン‐1

の欠損に依存した肝線維化と血管新生促進効果は観られなかった（Furutani et al. BBRC, 2015）。

従って、肝線維化はバソヒビン‐1 の過剰発現により抑制が可能であることがわかり、発現抑

制による効果は無いことが明らかとなった。 
 
２．研究の目的 

胆管結紮により肝線維化を誘導した際に、バソヒビン‐1とバソヒビン‐2 mRNA の発現が上

昇することを明らかにしている。しかし、バソヒビン‐2 の肝線維化における働きは分かって

いない。そこで、当申請課題ではバソヒビン‐2 の肝線維化における働きを明らかにするため

に、バソヒビン‐2 を過剰発現するトランスジェニックマウスと欠損したノックアウトマウス

を用いて肝線維化モデルを作製し解析する。解析結果からバソヒビン‐1とバソヒビン‐2の発

現またはそのシグナル伝達系で働く分子を調節することにより肝線維化、肝硬変、肝癌を抑制

する方法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)バソヒビン‐1,‐2 をそれぞれ特異的に認識するポリクローナル抗体の作製 
 バソヒビン‐1,‐2 を特異的に認識するウサギポリクローナル抗体を作製するために、配列

を比較し相同性の低い部分から各 5カ所のペプチドを選択し、これらのペプチドを抗原として

ウサギポリクローナル抗体を作製した。抗血清を採取し、ELISA により抗原としたペプチドを

認識することを確認した。 

(2)抗体の特異性の確認 

 抗原ペプチドを用いて抗血清よ

り抗体を精製した。バソヒビン‐1,

‐2 をそれぞれ特異的認識するか確

認するためにHela細胞にPAタグを

付けたバソヒビン‐1 とバソヒビン‐

2 を発現し、抗体染色とウェスタンブ

ロットを行った（図）。更に、バソ

ヒビン‐1,‐2 が高発現する生後 3

日目の脳組織を野生型マウスとバ

ソヒビン‐1 または‐2 欠損マウス

より採取し、抗体染色とウェスタンブ

ロットを行った。 
図、Hela 細胞に高発現させたバソヒビン(VASH)1-PA
と VASH2-PA の抗体染色。 



(3)抗体染色によるバソヒビン‐1,‐2 発現細胞の同定 

 特異性の確認できた抗体を用いて、肝臓での発現細胞を同定するために抗体染色を行った。 

(4)バソヒビン‐2欠損マウスを用いた肝線維化モデルの解析 

バソヒビン‐2 欠損マウスと野生型マウスを用いて胆管結紮線維化モデルマウスを作製し、

コラーゲン I αI mRNA の発現量の解析、肝組織切片のシリウスレッド染色による線維化領域

の測定、血管内皮細胞のマーカーである CD31 の抗体染色を行い肝線維化の進行度と血管新生を

定量した。また、肝障害のマーカーである ALT を測定した。 

(5)バソヒビン‐１、2、SVBP を過剰発現するトランスジェニックマウスの作製 
 バソヒビン‐１、2、SVBP を肝細胞特異的に発現させるため、アルブミンプロモーターとエ
ンハンサー下でPAタグを付けたバソヒビン‐１または2とFLAGタグを付けたSVBPを発現する
コンストラクトを作製し、トランスジェニックマウスを作製した。 
 
４．研究成果 

(1)バソヒビン‐1,‐2 をそれぞれ特異的に認識するポリクローナル抗体の作製 
 平成28年度にバソヒビン‐1,‐2よりそれぞれ2か所選択しペプチドに対するポリクローナ

ル抗体を作製した。バソヒビン‐1,‐2 組換え蛋白質をウェスタンブロットで認識することを

それぞれ 1か所に対するポリクローナル抗体で確認できた。しかし、これらの抗体はバソヒビ

ン‐1,‐2 が高発現する脳と精巣の組織ライゼートを用いてウェスタンブロットを行うと、野

生型とバソヒビン‐1,‐2 それぞれの欠損マウスでも検出できるバンドがあった。このため、

これらの抗体はバソヒビン‐1または‐2以外の蛋白質も認識していることが明らかとなった。 

 平成29年度にバソヒビン‐1,‐2よりそれぞれ3か所選択しペプチドに対するポリクローナ

ル抗体を作製した。脳組織ライゼートを用いて確認したところ野生型では検出されるが、それ

ぞれの欠損マウスでは検出されないバソヒビン‐1,‐2 に対応するバンドが確認できた。 

(2)抗体の特異性の確認 

 Hela 細胞に PAタグを付けたバソヒビン‐1とバソヒビン‐2を発現し、抗体染色とウェスタ

ンブロットを行ったところ、(1)で選択したポリクローナル抗体は特異的にバソヒビン‐1また

はバソヒビン‐2を認識することを明らかにした。細胞の蛍光 2重染色を行ったところ PAタグ

に対する抗体とバソヒビン‐1,‐2に対するポリクローナル抗体で染色領域は一致していた。 

(3)抗体染色によるバソヒビン‐1,‐2 発現細胞の同定 

 これらのバソヒビン‐1,‐2 に対するポリクローナル抗体を用いて抗体染色を行った。バソ

ヒビン‐1,‐2 が高発現している脳組織を用いて野生型とバソヒビン‐1 または-2 欠損マウス

とを比較し抗体染色を行った結果、脳の大脳皮質、海馬、小脳などの領域で神経細胞にバソヒ

ビン‐1,‐2 が発現していることを確認した。肝臓でも抗体染色を行ったが、野生型とバソヒ

ビン‐1または-2欠損マウスとを比較し差のある染色はなかった。 

(4)バソヒビン‐2欠損マウスを用いた肝線維化モデルの解析 

バソヒビン‐2 欠損マウスと野生型マウスを用いて胆管結紮線維化モデルマウスを作製し、

線維化の進行度と血管新生を定量し比較した結果、コラーゲン I αI mRNA の発現量、シリウ

スレッド染色による線維化領域の面積に有意な差はなく、肝障害のマーカーである血中 ALT 量

にも有意な差はなかった。 

(5)バソヒビン‐１、2、SVBP を過剰発現するトランスジェニックマウスの作製 
 バソヒビン‐１、2、SVBP を肝細胞特異的に発現させるため、アルブミンプロモーターとエ
ンハンサー下でPAタグを付けたバソヒビン‐１または2とFLAGタグを付けたSVBPを発現する
コンストラクトを作製し、トランスジェニックマウスを作製した。それぞれの発現を確認しト
ランスジェニックマウスのライン化を行った。 
 バソヒビン-1,-2とSVBPは複合体を作ることによりチューブリンの脱チロシン化を行い重合
の制御において重要な働きをすることが報告された(Aillaud et al. Science, 2017; 
Nieuwenhuis et al. Science, 2017)。チューブリンの形成は線維化の初期段階や上皮間葉転換
などで重要な役割を果たしているため、肝線維化や肝癌の形成機構を調べる上でこれらのトラ
ンスジェニックマウスを用いてバソヒビンと SVBP 複合体の機能解析を行うことが重要である。
今後、バソヒビンと SVBP 複合体を同時に発現するダブルトランスジェニックマウスを用いた解
析により、肝線維化と肝癌におけるバソヒビンの働きを明らかにできると期待している。 
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