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研究成果の概要：血管新生抑制因子vasohibin-1は血管内皮細胞に細胞死を起こすのではなく、

逆に抗細胞死・抗老化作用など内皮細胞の生存や恒常性維持に重要な役割を演じていること、

その抗細胞死・抗老化作用は長寿遺伝子SIRT1を介していることを明らかにした。この研究を

さらに進めることによって内皮細胞の老化によって生じる動脈硬化(心疾患や脳血管疾患の原

因)を抑制できることが期待される。 
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１． 研究開始当初の背景 

我々が発見したvasohibin-1はVEGFなどの

血管新生刺激に反応して血管内皮細胞が自

ら産生・分泌し、自らに作用して血管新生を

抑制する極めてユニークな分泌タンパクで

ある。そのユニークさゆえにvasohibin-1には

血管新生抑制作用以外の機能があるのでは

ないかと予想された。 
 
２． 研究の目的 

一般に、血管新生抑制因子は内皮細胞の細

胞死を促進することによって細胞増殖を抑

制する。しかし、vasohibin-1遺伝子を安定導

入したマウス内皮細胞では、血管新生は抑制



されるが細胞死は増加せず、逆にH2O2などの

種々の細胞ストレスに対して細胞死が抑制

されること。一方、ヒト臍帯静脈内皮細胞 

(HUVEC) に お い て vasohibin-1 siRNA で

vasohibin-1の発現をノックダウンすると内皮

細胞は老化した内皮に特徴的な大型で平坦

な 形 態 を 呈 し 、 細 胞 老 化 の 指 標 で あ

senescence-associated β-galactosidase(SA-β-gal)

陽性細胞も増加することを見出した。 

以上の結果は血管新生抑制因子として単

離・同定されたvasohibin-1は血管内皮細胞に

対して抗細胞死・抗老化作用など血管内皮細

胞の恒常性維持に重要な役割をも有してい

ることを強く示唆している。 

現在、日本人の死因の2位の心疾患と3位の

脳血管疾患はともに血管の障害が基盤にあ

る疾患である。これらの血管障害による疾患

は動脈硬化がそのおもな原因であり、動脈硬

化の本体である血管内皮細胞の老化と死を

抑制することがこれらの疾患による死を抑

制できると考えられる。この研究の目的は血

管内皮細胞においてvasohibin-1がどのような

メカニズムで抗老化・細胞死作用を発揮する

のかを明らかにすることとvasohibin-1によっ

て動脈硬化を抑制できるかを明らかにする

ことである。 
 
３． 研究の方法 

 (in vitro の解析） 

１、vasohibin-1 が SIRT1 の発現を制御してい

ることを明らかにしているが、vasohibin-1 が

実際に SIRT1 の活性にも影響を与えるかを

ELISA を用いて vasohibin-1 を過剰発現、また

はノックダウンした HUVEC で解析する。 

２、vasohibin-1 をノックダウンした HUVEC

に現在、構築中の SIRT1 の発現ベクターを導

入することで細胞の老化をレスキューでき

るか検討する。 

３、vasohibin-1 を過剰発現、またはノックダ

ウンした HUVEC で老化に重要な遺伝子 p21, 

p16, Rb, ATM/ATR や、SIRT1 で脱アセチル化

される p53, PPAR-γ, FOXOs などについても

タンパクレベルやリン酸化による活性化の

変化ウエスタンブロットや免疫染色で検討

する。 

４、vasohibin-1 のレトロウイルスべクターを

HUVEC に感染させ、vasohibin-1 を過剰発現

し、継代時に倍化時間を計算したり SA-β-gal

染色を行い vasohibin-1 が老化を抑制できる

かを検討する。さらに培養中の細胞の形態観

察や vasohibin-1、SIRT1、p53 などのウエスタ

ンブロットや免疫染色でも評価する。 

(in vivo の解析） 

１、vasohibin-1 null マウスで胎生致死のマウ

スについては胎生致死の時期、胎児の形態学

的特徴や血管系をはじめ全身臓器の病理学

的・免疫組織学的検索を行う。vasohibin-1 null 

マウスでうまれてくるものについては外見

の形態、各臓器の外見の形態、病理組織学的

検索を行う。特に動脈硬化については大動脈

を取り出し、それらを oil red O 染色するこ

とにより動脈硬化（動脈硬化部位は oil red 

O 染色で赤く染まる）の進行の評価を行う。

さらに申請者が in vitro での実験から得た

vasohibin-1 は生存・老化に関与するという結

果から、老化に伴って発症が増加するがん、

自己免疫疾患、神経変性疾患などの発生につ

いても検討していく。さらに動脈硬化の自然

発症マウスである ApoE ノックアウトマウス

との交配も進行中で、現在vasohibin-1とApoE

のダブルへテロマウスが得られており、これ

らを交配して得られる vasohibin-1 wild, ApoE 

null マウスと vasohibin-1 null, ApoE null マウ

スに高脂肪・高カロリー食を与え 8-12 週後に

屠殺し、大動脈を取り出し動脈硬化の進行に

ついて解析する。さらに動脈硬化部位での



vasohibin-1 や SIRT1 などの免疫組織学的

な解析も行う。血液も採取し血中のコレス

テロール、中性脂肪、血糖などの解析も行

う。 

２、vasohibin-1 トランスジェニックマウスに

ついてはド キ シ サ イ ク リ ン に よ り

Vasohibin-1 の発現を厳密にコントロールで

きるマウスを作製中である。このマウスは

pTre Vasohibin-1 マウスを pTet-On マウスと

交配し、Vasohibin-1(+) r tTA-Advanced  (+)

マウスを得る。この段階のマウスはそれぞれ

Vasohibin-1 を高発現しないが、ドキシサイ

クリンをマウスに与えるとドキシサ

イクリンが r tTA-Advanced に結合し、

その複合体が pTre Vasohibin-1 のプロモータ

ー部位に作用し、Vasohibin-1 を高発現するト

ランスジェニックマウスとなる。現在、

pTet-On マ ウ ス は 完 成 し て お り pTre 

Vasohibin-１マウスは genoyyping 解析中であ

る 。 pTre Vasohibin- １ の 誕 生 後 、 pTre 

Vasohibin-1 マウスとpTet-Onマウスを交配し

得られた vasohibin-1 トランスジェニックマ

ウ ス に ド キ シ サ イ ク リ ン を 与 え

vasoh ib in -1 を高発現したマウスと与

え な い vasoh ib in -1 を 通 常 量 発 現 し

ているマウスにおいて vasohibin-1 ノッ

クアウトマウスと同様に動脈硬化進行や、

老化に伴って発症が増加するがんなどの発

生についても検討していく。vasohibin-1 ノッ

クアウトマウスと同様に動脈硬化進行や、

老化に伴って発症が増加するがん、などの発

生についても検討していく。ApoE ノックア

ウトマウスと交配し、vasohibin-1 transgenic, 

ApoE null マウスと vasohibin-1 wild, ApoE null

マウスに高脂肪・高カロリー食を与え 8-12

週後に屠殺し、大動脈を取り出し動脈硬化の

進行について解析する。血液も採取し血中

のコレステロール、中性脂肪、血糖などの

解析も行う。 

 
４． 研究成果 

vasohibin-1 が過酸化水素水や血清飢餓など

の細胞ストレスによる内皮細胞の老化を抑

制することを示した（図 1）。SIRT1 [silent 

information regulator 2 (Sir2)の哺乳類のホモロ

グ)]は長寿遺伝子とも呼ばれ酵母と線虫にお

いて Sir2 を過剰発現させると寿命が延長し、

ノックアウトすると寿命が短縮することが

知られている。長寿遺伝子 SIRT1 が HUVEC 

において vasohibin-1 の発現増加に伴い増加

し、逆に vasohibin-1 の発現減少に伴い減少す

ること（図 2）、SIRT1 の強力な活性物質で赤

ワインなどに多く含まれるポリフェノール

の一種であるレスベラトロールが vasohibin-1

の発現をノックダウンにより老化した内皮

細胞をレスキューすることを示した（図 3）。 

vasohibin-1 の細胞ストレスによる細胞老化

抑制作用は SIRT1をノックダウンすることに

より低下することを示した（図 4）。このこと

から vasohibin-1 は内皮細胞の老化を SIRT を

介して抑制することが示唆された。 

in vivoの解析ではvasohibin-1へテロマウ

ス同士の交配によりvasohibin-1ノックアウト

マウスを得ようと試みた。277匹のF1マウス

が得られ、wild 32.1%, hetero 61.0%, null 6.9%

であった。生まれたnullは外見上は異常はみ

られなかったが、メンデルの法則より胎生致

死が起きていることは明らかであり、今後は

胎生致死の時期、血管系をはじめ全身臓器の

病理学的・免疫組織学的検索を行う。

vasohibin-1と動脈硬化の関連の研究は現在、

vasohibin-1とApoEのダブルへテロマウスが

得られており、今後これらを交配して得られ

るvasohibin-1 null, ApoE nullマウスに高脂

肪・高カロリー食を与え動脈硬化の進行につ

いて解析する。vasohibin-1トランスジェニッ



 クマウスについてはド キ シ サ イ ク リ ン

に よ り Vasohibin-1の発現を厳密にコントロ

ールできるマウスが完成したところである。 
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