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研究成果の概要（和文）：糸球体上皮細胞から産生される BMP と VEGF はお互いに拮抗的に

作用しながら、糸球体血管係蹄形成に寄与する可能性が示唆されたため、Tet-on system を利

用し、BMP4 と VEGF の糸球体上皮細胞特異的過剰発現マウスを作成、両者を交配させたと

ころ、それぞれに認められる異常形質はレスキューされず、むしろ顕著になった。マウス胎児

大動脈の三次元培養の結果と考えあさせると、BMP と VEGF は糸球体血管係蹄の発生にむ

しろ協調的に働き、BMP は VEGF により誘導された新生血管の成熟因子・安定化因子で

あるという仮説に至った。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In the basis of our prior studies, we hypothesized that BMP and 
VEGF from the glomerular podocytes have antagonistic roles for the development of 
glomerular capillary tufts. To assess the hypothesis, we generated inducible 
podocyte-specific BMP4 and VEGF transgenic mice (Tg), and analyzed phenotypes in 
double Tg. When compared to the single Tg, double Tg displayed more prominent 
phenotypes seen in the glomerulus and tubule. In conjunction with ex vivo study using 
mouse embryonic aortic ring, therefore, the result suggests that BMPand  VEGF have 
collaborative effects on the tuft development, and BMP can stabilize newly formed capillary 
tufts by VEGF. 
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１．研究開始当初の背景 

BMP は発生段階における器官形成や臓
器障害の修復過程においてさまざまな重要
な生理作用を有す(Genes&Dev 1996, Nat 
Med 2003)。これまで申請者らは BMP が
腎臓の初期発生において重要で多面的な役
割を担うことを明らかにしてきたが(J 
Clin Invest, 2000; Kidney Int 2003)、
BMP は腎臓の初期発生だけではなく糸球
体の発生段階においても時間的・空間的に
調節された非常に強い発現パターンを呈す
ることがわかっており、糸球体の発生・分
化に重要な役割を有する可能性が示唆され
ていた。申請者らはこれまでに、糸球体上
皮細胞にのみほぼ特異的に発現を drive す
る Nephrin promoter の下流に、BMP の
endogenous な inhibitor である noggin を
連結し、transgenic mouse 
(Nephin-Noggin TG)を作成した(Biochem 
Biophys Res Commun 2006; J Am Soc 
Nephrol in revision)。その結果 Noggin の
発現が強い TG では、虚脱した糸球体血管
係蹄を有する異常糸球体の存在がみられ、
糸球体におけるメサンギウム細胞の欠如が
その主因と考えられた。さらに同時に作成
した糸球体上皮細胞に特異的な BMP4 の
過剰発現マウス(Nephrin-Bmp4 TG)を解
析した結果、糸球体内皮細胞の欠如を主因
とした糸球体血管係蹄の形成不全が明らか
となった。 

 
一方これまでの研究から、糸球体血管係

蹄の発生に必須な分子がいくつか同定され
たが、そのなかでも VEGF は中心的な役割
を担う。VEGF は糸球体原基の podocyte
に発現し、内皮前駆細胞に対し
chemoattractant として作用し、糸球体原
基への内皮前駆細胞の嵌入を促進する。そ
れに対して、VEGF の糸球体上皮特異的過
剰発現マウスでは、メサンギウム細胞の糸
球体原器へ嵌入不全が生じることが明らか
にされた。したがって、糸球体上皮細胞に
発現する BMP と VEGF は抑制モデルと過
剰発現モデルの形質が極似しており、両者
は糸球体血管係蹄発生に対して、お互いに
拮抗作用を発揮しながら、その発生調節に
寄与する可能性が示唆された。 

 
糸球体血管係蹄の発生調節の解明は多く

の糸球体障害の進展あるいは修復機序解明
に重要である。特に糖尿病性腎症において
は、VEGF がその病変形成に促進的に働き、
BMP はその進展抑制に働くという報告を
考慮すると、BMP と VEGF の拮抗作用の
証明とその分子機序の解明は糸球体障害進

展機序解明の一つの糸口になると考えられ
る。 

 
 
２．研究の目的 
 
VEGF の糸球体血管係蹄発生の調節機構
をまず明らかにし、次に糸球体上皮細胞に
発現する BMP の作用を VEGF との関係か
ら明らかにすることを目的とする。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) VEGF の糸球体上皮細胞特異的な過剰発
現マウスは出生後早期に死亡する。そこで
本研究では Tet-on system を利用して、
Doxycyclineで誘導可能なVEGF transgenic 
mouse(Tg)を作成し、その phenotype を解析
する。 
 
 
(2)糸球体上皮細胞特異的なBMP4 Tgを作成
し、上記 VEGF Tg と交配させ、double Tg
とそれぞれの single Tg の phenotype の強
さや質を検討する。 
 
 
(3)マウス胎児 aortic ring のコラーゲン
ゲル内での三次元培養を確立し、この系に
おいて VEGF および BMP4 の血管新生や平滑
筋の増生に対する影響を解析する。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）13 匹の founder mouse から
Doxycycline 投与により誘導可能な糸球体
上皮細胞特異的 VEGF Tg 
(Podocine-rtTA;TRE-VEGF)の 1 系統を作
成し得た。この Tg では、Doxycycline 投与
により、①糸球体上皮細胞に VEGF が 5
倍から 10 倍程度過剰発現され、②糸球体
血管係蹄からの出血にともなう尿細管への
赤血球の充満（図 1）③)ひとつの毛細血管
ループにおける未成熟な内皮細胞の増殖と
fenestration の消失(図 2)、そして④メサン
ギウム細胞数の低下と、それに伴う血管係
蹄に対するメサンギウム細胞の嵌入性分割
の低下が形質として認められた。 
 
 
（２）本 Podocine-rtTA;TRE-VEGF Tg と
Nephrin-Bmp4 Tg を交配し、得られた



 

double Tg1 を解析した結果、それぞれの
single transgenic mouse に比較し、double 
transgenic mouse では糸球体、尿細管とも
に phenotype が顕著になっていた。 
 
 
（３）腎血管の形成は、胎児背側大動脈
(dorsal aorta)から後腎への新生血管の形成
と侵入によって開始されると考えられ、ま
ず embryo dorsal aortaの dissectionにより取
り出した aortic ring のコラーゲンゲル三次
元培養法を確立した。VEGF 添加による新
生血管形成を内皮細胞の whole mount 
immunohistochmestry により観察したとこ
ろ、F12 medium 培養下では新生血管が観察
されないのに対して、MEM medium 培養下
で ring の周囲に多くの新生血管が形成され
ることを見出した。また VEGF の添加によ
り血管平滑筋や周囲の結合組織がルースに
なる現象が認められた。ここに BMP を添加
すると、血管平滑筋やその周囲の結合組織
の増生がみられ、VEGF 添加によって認め
られた新生血管の形成を dose-dependentに
抑制されることがわかった。この抑制は内
皮細胞に対する作用ではなく、血管平滑筋
や結合織がタイトになるためと考えられた。 
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したがって、上記 in vivo における検討
と考え合わせると、BMP と VEGF は単に
拮抗的に作用しているのではなく、BMP
は VEGF により形成される新生血管の成
熟因子(安定化因子)として作用する可能性
が仮説された。 
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