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研究成果の概要（和文）：実験成果としては２つある。
１．動静脈瘻の開存率にEphB4およびとAkt1の関連について：マウスにおける動静脈瘻の静脈標本においてEphB4
およびAkt1はともに７－２１日目をピークに増加していることが判明した。またこれらをそれぞれ刺激または抑
制することで静脈の径および壁の厚さをコントロールできることがわかった。
２．動静脈瘻開存率の長期開存にシルデナフィルの関与について：当初は１のみで予定していたがこれらの結果
を踏まえてシルデナフィルの関与を考慮し追加実験を計画した。最終結果には至っていないがシルデナフィルの
投与法の確立および副作用なく投与可能であることの確認までは行うことができている。

研究成果の概要（英文）：We have achieved the following.
1. Association of EphB4 and Akt1 during arteriovenous fistula (AVF) maturation. We confirmed that 
mRNA and protein level of EphB4 and Akt1 are both increased in the venous limb of the AVF, 7-21 days
 after surgery using our AVF mouse model. We also confirmed that the venous diameter (inferior vena 
cava) and its wall thickness can be controlled by stimulating or suppressing these molecules.
2. Association of sildenafil and long term patency of AVF. At first, we have only planned on 
performing 1, but the results have led us to perform further experiment. We have not reached a final
 conclusion but have confirmed the method to give sildenafil in mouse without adverse effects after 
AVF surgery. We believe that these results will lead to better AVF surgery results using 
commercially available drugs.

研究分野：心臓血管外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
慢性腎不全患者における自家動静脈瘻は人工透析用アクセスの第一選択でありながらも他の一般的手術と比較し
て手術成績が悪く、腎不全患者の生活の質（ QOL ）を 損なう一因となっている。本研究はその改善のきっかけ
となるべく始まっており動静脈瘻の成熟と不全を司る分子生物学的なメカニズムの一部は解明されたと考えてい
る。 そのメカニズムに対して積極的に介入する基礎実験の途中であり、今後も当施設および関連施設でこの研
究を継続することが重要であるが、本実験の後半で改めてたてた仮説が証明されれば既にヒトに使用されている
薬物もあるので確実に早期に手術成績(長期開存率)の改善へとにつながると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
本邦において、維持⾎液透析療法を受ける慢性腎不全患者の数は年々増加傾向にある。⾎
液透析のためのブラッドアクセスの第⼀選択としては⾃⼰⾎管を動員した動静脈瘻
（AVF）作成が推奨されているが、この第⼀選択である AVF においてもしばしば発達不
良あるいは発達後の狭窄や閉塞をきたすことで不全に陥るため、作成後 1 年における 1 次
開存率はわずか 60-65%と⾎管外科領域における⼿術成績としては最悪のもののひとつと
なっている。AVF が不全に陥る際には静脈側に問題が多いことが臨床的に知られている
が、⾎管⽣物学領域で静脈をターゲットとした研究は少なく、成熟と不全の詳細なメカニ
ズムは解明されていない。研究代表者が所属した Yale ⼤学⾎管外科では、静脈グラフトと
AVF の⼆つのモデルを⽤いることで、静脈の動脈環境への適応過程を研究している。本研
究では Yale ⼤学とお互いに協⼒しながら AVF 固有の分⼦⽣物学的過程を明らかにして介
⼊することで、AVF ⼿術成績の改善につなげることを⽬的とする。 
 
(1) 使⽤される動物モデル 
研究代表者である⼭本は Yale ⼤学⾎管外科で本⼈が中⼼となり AVF の研究を⽴ち上げ
た。これまで右⼼不全モデルとして⽤いられていたマウス⼤動脈-下⼤静脈瘻モデルを改良
し、マウス AVF モデルを確⽴した。（図 1）このモデルは以下の点で本研究に使⽤できる
と考えている。 
・簡便な⼿技の為、短時間で多数のデータを取得できる (Yamamoto et al, J Vis Exp. 2013) 
・成熟と不全の相を有し、ヒトにおける発達の過程をよく再現している（図 2） 
・⼀定の割合で発達後不全例が存在するため、不全機序の研究にも適している 

(Yamamoto et al, Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2013) 
(2) 候補となる分⼦⽣物学的マーカーの背景 
① Eph-B4 
胎⽣期の静脈のマーカーとして知られていたEph-B4受容体は、成⼈で静脈がグラフトとし
て使⽤される際には減少する⼀⽅で（Muto et al, J Exp Med. 2011）、AVFの流出路静脈に
おいては増加していることをヒト臨床検体で確認した。またEph-B4受容体の14のチロシン
リン酸化部位のうち、リガンドであるEphrin-B2刺激下での質量分析法と突然変異誘発の
網羅的なアプローチを⽤いて、特定の残基（Y774）がこの受容体の機能を司ることをin 
vitroで同定確認することに成功している。 
② Akt1 
Akt1は細胞増殖を司る因⼦であり、これまでは特にがん関連でよく研究されてきた。Eph-
B4はAkt1を調節すること、⾎管のリモデリングにおいて⾎管内⽪細胞および⾎管平滑筋細
胞の増殖が重要な役割を果たしていることから、Akt1がEph-B4によるAVF成熟調節の介
在因⼦となっている仮説を⽴てた。 
 
2．研究の⽬的 
 
(1) 研究の全体構想 
AVFは⼈⼯透析⽤アクセスの第⼀選択でありながらも⼿術成績が悪く、腎不全患者の 
QOL を損なう⼀因となっているため、その成熟と不全を司る分⼦⽣物学的なメカニズム



を明らかにする。またそのメカニズムに対して積極的に介⼊することで⼿術成績(⻑期開存
率)の改善につなげる。 
(2) 具体的な⽬的  
① 正常に発達するAVFにおいて、胎⽣期の静脈マーカーEph-B4そのものの経時的変
化およびこれが調節する細胞増殖因⼦、Akt1・Cav1などの経時的変化を明らかに
する。 

② AVFにおいて遺伝⼦改変マウスなど種々の⽅法でAkt1やCav-1を過剰発現もしくは
阻害し、流出路静脈のリモデリングに与える影響を調べる。 

③ AVFにおいてEph-B4シグナルを刺激することで、流出路静脈の内膜肥厚を抑制
し、⻑期開存率を改善するかどうかを評価する。  
 

3．研究の⽅法 
・動物実験 
前述のモデルを各種マウスに施⾏した。エコーにて⼤動脈および下⼤静脈（IVC）の径お
よび⾎流を術前、術後 1,3,7,21,42 ⽇に測定した。AVFより中枢の IVCを標本として摘出
した。Sham としては全⾝⿇酔下に開閉腹したものを利⽤した。すべての動物実験は施⾏
施設における倫理委員会の審査を受けた後に認められた⽅法のみを施⾏している。 
(1) EphB4の AVF における経時的変化の確認 
① AVF モデルをWTマウスに施⾏し、AVFよりも中枢側の静脈を標本として摘出 
② 静脈における EphB4の発現量を qPCRもしくはWestern Blotで定量した 

(2) EphB4の刺激による AVF におよぼす変化 
① EphB4を刺激する EphrinB2/Fcを AVF造設術前⽇に腹腔内投与し、術後 1⽇⽬

から毎⽇全⾝⿇酔下に連⽇投与した。 
② エコーに加え、病理学的な静脈壁の厚さの測定および免疫染⾊にて増殖の様⼦を
観察した。 

(3) EphB4の抑制による AVF におよぼす変化 
① EphB4の heteroマウスに AVF を作成し静脈壁の厚さおよび IVC径を測定した。 
② EphB4の 774 番⽬のチロシンを変異させた lentivirusを作成しこれを含むジェル

を AVF造設時に外膜側から投与した。その後上記実験同様のパラメーターを測定
した。 

(4) EphB4のリモデリングが Akt-1 を介していることの推測 
① 通常のWTマウスに対して AVF造設後の Akt-1 および全 Aktの発現量を mRNA

および蛋⽩レベルで経時的に観察した。 
② WTマウスに AVF造設後に Akt-1 を増加させるべく作成した adenovirusを含むジ
ェルを外膜側より投与して静脈の厚さおよび IVC径の経時的変化を測定した。 

 
4．研究成果 
(1)  EphB4の AVF における経時的変化 

mRNA（図 1）および蛋⽩で（図 2,3）AVF 作製後の静脈に EphB4の発現が術後 7 ⽇
⽬をピークに発現が増加していることを確認した。 



図 1 図 2 図 3  

(2) EphB4の刺激による AVF におよぼす変化 
EphB4を EphrinB2で刺激すると静脈壁の厚みは減少し（図 4A）静脈径は縮⼩（図
4B）、細胞増殖は抑制され（図 4C）、⻑期的開存は改善（図 4D）した。 

 

図 4 
(3) EphB4の抑制による AVF におよぼす変化 
EphB4のノックアウトマウスを使⽤すると AVF ⼿術後の静脈は壁肥厚をみるものの径
の変化は認められなかった。（図 5A,B）EphB4における 774 番⽬のチロシンを変化さ
せるべく作成した Lentivirusを含むジェルを AVF 作製直後に外膜から投与して経過観
察したところ壁肥厚に加え静脈径の差が認められた（図 5C-F） 

図 5  

(4) EphB4のリモデリングが Akt-1 を介していることの推測 
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Figure 1. Increased Eph-B4 and Ephrin-B2 expression during adaptive venous remodeling. (A) Western blot 
and adjacent bar graph of densitometry showing human Eph-B4 expression in AVF venous limb compared 
to normal vein. *P = 0.0016; t-test. n = 3–4. (B) Line graphs show expression of Eph-B4 (blue) and Ephrin-B2 
(red) in the AVF venous limb compared to sham IVC; P < 0.0001 (ANOVA). *P < 0.05 (P = 0.0123, Eph-B4; 
P = 0.0041, Ephrin-B2; post hoc); **P < 0.05 (P < 0.0001, Ephrin-B2; post hoc). n = 5–8. (C) Western blots 
showing Eph-B4 and Ephrin-B2 protein expression in AVF venous limb compared to sham IVC. n = 3–5. (D) 
Graphs showing densitometry of Eph-B4 (le! panel) and Ephrin-B2 (right panel) expression in the AVF venous 
limb compared to sham IVC; *P < 0.05 (P < 0.0001, Eph-B4 day 7, AVF vs sham; P < 0.0001, Eph-B4 day 21, 
AVF vs sham; P < 0.0001, Ephrin-B2 day 7, AVF vs sham; post hoc). n = 3–5. (E) Diagram of rat model showing 
location of infrarenal IVC pericardial patch exposed to an aortocaval AVF (n = 6 per group). (F) Representative 
Western blot (upper panel) showing Eph-B4 and Ephrin-B2 expression in patch neointima (day 14) of control 
vein compared to patch neointima of AVF vein. Graphs (lower panel) show quanti"cation of western blot 
bands; P < 0.0001 (ANOVA). *P < 0.05 (P = 0.0003, Eph-B4; P = 0.0043, Ephrin-B2; post hoc). n = 3. (G) 
Representative photomicrographs (upper panel) showing Eph-B4 (green) and Ephrin-B2 (red) immunoreactive 
signal (day 14). White arrowheads indicate colocalization of Eph-B4 and Ephrin-B2. L, vessel lumen. Graph 
(lower panel) shows quanti"cation of immunoreactive signal; P < 0.0001 (ANOVA). *P < 0.05 (P = 0.0136 Eph-
B4; P < 0.0001 Ephrin-B2; post hoc). n = 3. Scale bar 100 µm. Data represent mean ± SEM.
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���ͷ����������������������������in vivoǤ� Since Akt1 may mediate some functions of Eph-B4 in EC in 
vitro, we determined if Akt1 expression is regulated during AVF maturation. Akt1 mRNA expression increased 
during AVF maturation, with maximum expression at day 7; there was no di!erence in Akt2 mRNA expression 
(Fig. 5A). Similarly, there was increased Akt1 protein expression with no signi#cant change in Akt2 expression 
at days 7 and 21 (Fig. 5B). Immuno$uorescence showed increased Akt1 immunoreactivity predominantly in the 
AVF endothelium at days 7 and 21; at day 42 there was less endothelial Akt1 immunoreactivity, although there 
was sustained Akt1 expression in the AVF wall, below the neointima (P = 0.0314; Fig. 5C). %ese data show that 
Akt1 expression is regulated during AVF maturation, in a time course similar to Eph-B4 expression; therefore, 
we determined if altered Akt1 activity directly a!ects AVF maturation. AVF in WT mice were treated with an 

Figure 2. Activation of Eph-B4 regulates venous remodeling. (A) Representative photomicrographs (le& panel) 
and bar graph (right panel) showing AVF venous wall thickness in AVF treated with control or Ephrin-B2/Fc 
(day 21); *P = 0.03 (t-test). n = 4. Scale bar, 25 µm. (B) Line graph showing IVC diameter in mice treated with 
control or Ephrin-B2/Fc; *P < 0.0001 (ANOVA). n = 4–5. (C) Bar graphs showing percentage of cells in the AVF 
positive for proliferation (Ki67) or apoptosis (cleaved caspase-3) (day 21); *P = 0.02 (t-test). n = 4. (D) Line 
graph showing AVF patency in mice treated with control or Ephrin-B2/Fc injections. P = 0.05 (Chi-square); 
P = 0.06 (Log-rank), n = 10. (E) Representative photomicrographs (le& panel) and bar graph (right panel) 
showing AVF venous wall thickness in AVF treated with control or Ephrin-B2/Fc (day 42); *P = 0.04 (t-test). 
n = 5–6. Scale bar, 50 µm. (F) Line graph showing IVC diameter in mice treated with control or Ephrin-B2/Fc; 
*P < 0.0001 (ANOVA). n = 13–14. (G) Representative photomicrographs (le& panel) and graph (right panel) 
showing Eph-B4 (green), phosphotyrosine (pTyr; red), and merged (yellow) immunoreactive signal with 
control (top row) or Ephrin-B2/Fc (bottom row) (day 21). Yellow arrowheads indicate merged signal. P = 0.0042 
(ANOVA). *P = 0.0052 (post hoc). n = 3. Scale bar, 100 µm. Data represent mean ± SEM.
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adenovirus containing either constitutively active Akt1, dominant negative Akt1, or control virus. AVF treated 
with constitutively active Akt1 showed increased venous wall thickening compared to AVF treated with control 
or dominant negative Akt1 virus (Fig. 5D). AVF treated with constitutively active Akt1 showed similar outward 
remodeling compared to AVF treated with control virus, but AVF treated with dominant negative Akt1 showed 
reduced outward remodeling (Fig. 5E); there was no di"erence in arterial remodeling in any of these groups 
(Supplementary Figure 5A–B). Similarly, there was increased eNOS activity in CA-Akt treated mice, similar to 
the increased activity in AVF in WT mice, which was not present in mice treated with DN-Akt (Supplementary 
Figure 5C,D, and E). #ese results suggest that Akt1 signaling has a functional e"ect during AVF maturation, and 
that Akt1 activity may mediate venous remodeling. To determine if Akt1 mediates venous remodeling, AVF were 
performed in Akt1 KO and WT mice. #ere was a trend toward reduced venous wall thickening (Fig. 5F) in Akt1 
KO mice compared to WT mice. In addition, there was reduced venous outward remodeling in Akt1 KO mice 
(Fig. 5G). #ese results support a mechanistic role for Akt1 during adaptive venous remodeling.

���Ǧ�ͺǦ�����������������������������������������ͷǤ� Since Eph-B4 regulates venous wall thicken-
ing and outward remodeling, and Akt1 also mediates venous wall thickening and outward remodeling, we deter-
mined if Akt1 is a mechanism by which Eph-B4 regulates adaptive venous remodeling during AVF maturation 
(Fig. 6A). AVF in WT mice treated with Ephrin-B2/Fc showed reduced phosphorylated Akt1 immunoreactivity 
as well as less total Akt1 immunoreactivity compared to control AVF (Fig. 6B), suggesting that Eph-B activation 

Figure 3. Reduced Eph-B4 activity increases venous neointimal thickening. (A) Representative 
photomicrographs (le$ panel) and bar graph (right panel) showing AVF venous limb wall thickness in control 
and Eph-B4 het mice (day 21); *P = 0.047 (t-test). n = 8. Scale bar 25 µm. (B) Line graph showing infrarenal IVC 
diameter in control or Eph-B4 het mice; *P = 0.59 (ANOVA). n = 8–9. (C) Representative Western blot showing 
inhibited tyrosine phosphorylation in the Y774F-Eph-B4 mutant compared to the WT-Eph-B4 construct 
(0–60 min). (D) Bar graph showing Ephrin-B2/Fc stimulated COS cell migration a$er transfection with WT-
Eph-B4 or Y774F-Eph-B4 plasmids. P < 0.0001 (ANOVA); *P < 0.0001 Ephrin-B2/Fc WT-Eph-B4 vs Y774F-
Eph-B4. n = 3–4. (E) Representative photomicrographs (le$ panel) showing AVF venous wall (elastin stain) 
in control mice or mice treated with WT-Eph-B4 or mutant Y774F-Eph-B4. Arrow heads denote neointimal 
thickness. Scale bar, 25 µm. Bar graph (right panel) showing quanti%cation of AVF venous wall thickness in 
control mice (white bar) or mice treated with WT-Eph-B4 (gray bar) or mutant Y774F-Eph-B4 (blue bar), day 
21; P = 0.035 (ANOVA). *P = 0.038 (WT-Eph-B4 vs Y774F-Eph-B4; post hoc). n = 5–7. (F) Line graph showing 
infrarenal IVC diameter in mice with AVF treated with WT-Eph-B4 (gray line) or mutant Y774F-Eph-B4 
(purple line) compared to control (black line); *P = 0.005 (ANOVA). n = 5–11. Data represent mean ± SEM.



AVF を造設したマウスにおいて遺伝⼦・蛋⽩レベルで Akt-1 の発現増加が認められ、
AVF の発達によって Akt-1 が影響を受けていることがわかった。WTのマウスに AVF
を造設しそこに active Akt-1 を投与したものが control もしくは negative Akt-1 を投与
したものと⽐較して壁の厚みは他の２者より増加していたが IVCの径はWTと同等で
あった。続いて Akt-1 の KOマウスにおいて AVF を造設したところWTと⽐較して静
脈壁は菲薄であり IVCの径も⼩さく発達は不良であった。 
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