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研究成果の概要： 
本研究では神経因性膀胱における膀胱の線維化プロセスを分子生物学的に解明することを目標

とした。膀胱の線維化には微小血管の虚血が関与していることが予想されており、また組織の

線維化において Transforming growth factor（以下 TGF）-βが重要な役割を果たしていること

から、今回我々は TGF-βの微小血管形成における役割を解明する為に、TGF-βからの情報伝達

の下流に位置する Smad 蛋白群に着目し、Smad6,7 がヒト血管内皮細胞の増殖能、遊走能に影響

を与え、血管内皮細胞による血管新生を抑制することを証明した。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・泌尿器科学 
キーワード：再生医療、泌尿器科学 
 
１．研究開始当初の背景 
二分脊椎症や脊髄損傷に起因する神経因性
膀胱では膀胱炎などの感染症や膀胱内圧上
昇による直接障害などで、膀胱容量及びコン
プライアンスが低下する症例を高率に認め
る。膀胱の容量及びコンプライアンス低下の
主因は膀胱壁の線維化であるが、健常な膀胱
が正常な神経支配を失った後にどのような
プロセスを経て線維化が進行していくのか
詳細な検討はなされていない。 
２．研究の目的 
本研究では膀胱線維化の研究において、形態
的及び組織学的検討の次になされるべき分

子生物学的検討を中心に行うこと、さらにそ
の知見に基づき、将来的に神経因性膀胱の膀
胱機能維持に向けた新たな治療法の開発に
つなげることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、多くの臓器で線維化に関わると
され、膀胱においても線維化に関与している
ことが証明されている Transforming growth 
factor-β（TGF-β）とその情報伝達におい
て下流の蛋白 Smad に焦点を当てた基礎実験
を行った。Smad は TGF-βスーパーファミリ
ーの下流に存在し、主に転写因子として作用



する R-Smad(Smad1,2,3,5,8)、R-Smad と協調
して作用する Co-Smad(Smad4)、これらのシグ
ナル伝達を抑制する I-Smad(Smad6,7)に分類
される。ヒト血管内皮細胞 HMEC-1 に Smad6,7
を強制発現し、増殖能、遊走能を評価し、マ
トリゲルコート培養皿上で微小血管様の管
状構造を形成させる Capillary-like tube 
formation assay を行った。 
 
４．研究成果 
 
① まず我々は血管形成における Smad 蛋白

の役割を調べるために、アデノウィルス
ベクターを用いてヒト血管内皮細胞に
Smad6,7 およびコントロールとして LacZ
を強制発現させた。導入された LacZ 蛋白
はX-gal染色により90％の細胞で確認さ
れ、ウエスタンブロッティング法にて
Smad 蛋白の発現が確認された。各蛋白は
Smad6+Smad7, Smad6+LacZ お よ び
Smad7+LacZの各組み合わせで共発現させ
ることが可能であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Human ECs were infected with AdvCMVSmad6, 
AdvCMVSmad7 and AdvCMVLacZ alone or in 
combination. ECs were infected 4 groups as 
AdvCMVLacZ (LZ), AdvCMVSmad6 with 
AdvCMVLacZ (S6), AdvCMVSmad7 with 
AdvCMVLacZ (S7), AdvCMVSmad6 with 
AdvCMVSmad7 (S6+S7). The expression of 
Smad6 and Smad7 proteins were detected 
with Western blotting analysis 48 hours 
after adenovirus infection. 
 
 
 
 
② Smad蛋白の血管内皮細胞に対する作用を

調べるために Smad 蛋白強制発現下での
細胞増殖能を評価した。Smad6,7 は血管
内皮細胞の増殖をTGF-βの存在の有無に
かかわらず軽度に抑制することが観察さ
れた。下図 Aは TGF-βの存在しない条件
下、図 Bは TGF-βを培養液に加えた条件
下での細胞数を示したものである。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Proliferation assay was performed in 
48well plates. LZ significantly inhibited 
proliferation compared with non-infected 
cells. S6, S7 and S6+S7 significantly 
inhibited proliferation severer than LZ. 
 
 
③ Smad蛋白の細胞遊走能へ与える影響を調

べるため、Boyden chamber 法による遊走
試験を行った。TGF-βは血管内皮成長因
子 VEGF165 により誘導される血管内皮細
胞の遊走を本実験の条件下では抑制する
が、Smad6,7 は TGF-βの作用を阻害する
ことが観察された。すなわち下図 Aは
VEGF の存在しない条件下であり、どのグ
ループにおいても同じ遊走性が観察され
た。一方、下図 Bでは VEGF により細胞の
遊走能が賦活化されるが（棒グラフ白）、
TGF-βを加えた条件下（棒グラフ黒）で
は VEGF の作用が抑制されることが示さ
れている。その TGF-βによる VEGF の抑
制作用は Smad6,7 により抑制されること
が観察された。 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Migration assay was performed in a Boyden 
chamber. In no-chemoattractant condition, 
each groups showed same migration activity, 
and TGF-β showed no effect for any groups. 
VEGF induced chemotaxis in all groups and 
no significant difference between them. 
TGF-β inhibited migration activity 
induced by VEGF165 in non-infected and LZ 
but not in S6 and S7. 
 
④ 我々はSmad蛋白の血管形成における役割

を調べるためにマトリゲルでコーティン
グした培養皿上での微小血管様管状構造
の形成を観察するCapillary-like tub
formation assay の方法を確立した。マ
トリゲルはTGF-βを1.7-4.7ng/ml含有し
ている。LacZを強制発現した 4x10

e 

5個のヒ
ト血管内皮細胞をマトリゲルコーティン
グした 24 穴培養皿上で培養したところ
下図のように 24 時間までに微小血管様
構造の形成が確認された。 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
Human ECs were seeded at a density of 4x105 
cells/well in 24well plates pre-coated 
with Matrigel and incubated from 0 to 24 
hours. Cells started to form 
capillary-like tube formation after 4 
hours of incubation and completed 24 hours. 
Bar equals 250um. 
 
 
⑤ 続いて LacZ の他、Smad6, Smad7 および

Smad6＋Smad7 共発現の各条件下で
capillary like tube formation assay
を行った。培養開始より 24 時間経過後、
LacZ と比較して Smad 群では微小血管様
構造の形成が阻害されることが確認され
た。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Adenovirus infected ECs formed capillary 
like tubule formation after 24 hours 
incubation. Ectopic expression of Smad6 
and/or Smad7 prevented capillary-like 
tube formation. Bar equals 250um. 
 
 
⑥ Capillary-like tube formation assay

を定量的に評価するために、微小血管様
管状構造を形成した面積および管状構造
の長さを Abobe Photoshop 5.0 および
NIH-Image を用いて、2,4,8,12,24 時間で
計測し、それぞれ下図 Aおよび下図 Bと
してグラフ化した。管状構造を形成した
面積は 24 時間の時点で LacZ と比較し、
Smad7, Smad6, Smad6+7 においてそれぞ
れ 46%,24%,24%と小さくなっていること
が確認された。管状構造の長さも同様に
45%,32%,25%と短くなっていることが確
認された。以上より Smad6 および Smad7
は本実験の条件下において微小血管様構
造の形成を抑制することが確認された。 
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The tube lengths were measured after 4, 8, 
12 and 24 hours incubation. Tube length of 
non-infected cells was longer than that of 
LZ. S6, S7and S6+S7 formed significantly 
shorter tubes than that of LZ. 
 
 
⑦ 以上の実験結果より、Smad 6,7 がヒト血

管内皮細胞の増殖能、遊走能に影響を与
え、本実験の条件下では血管内皮細胞に
よる血管新生を抑制することを証明した。 

 
 
 


