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研究成果の概要： 

ラットの腎不全モデルに対し、血小板由来内皮細胞成長因子（Platelet-derived endothelial 

cell growth factor; PD-ECGF/TP）を腎に局所注入し、その効果を評価した。また、血管新生

因子である VEGF (Vascular endothelial growth factor)との併用効果についても検討した。

その結果、ラット腎不全モデルにおいて PD-ECGF/TP プラスミドベクターを腎へ局所注入するこ

とにより間質内に PD-ECGF/TP が発現することを認めた。PD-ECGF/TP 自体の腎保護効果、また

VEGF との併用効果は認められなかったが、遺伝子の腎実質への局所導入による新たな治療の展

開が期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) はじめに 

腎不全はさまざまな原因によって引き起

こされ、医療現場の中でも主要疾患の一つと

なっている。なかでも糖尿病性腎症や慢性糸

球体腎炎、出血などに起因するものが多くを

占め、その一部は慢性腎不全へと移行する。

腎機能が廃絶し、永久血液透析が必要となっ
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た場合は、生涯にわたり高額な透析治療を必

要とし、かつ患者のQOL (Quality of Life; 生

活の質)の低下に伴い労働活動は制限され、

さまざまな医療ならびに社会経済上の問題

を生ずることになる。 

現在このような症例に対しては、食事・薬

物療法に加え、急性腎不全には一時的に血液

濾過透析に代表されるような対症療法が行

われているが、積極的に腎機能を改善させる

治療法はいまだになく、最終的には永久透析

に移行する例が多い。 

近年、主に虚血性心疾患を中心とした動脈

硬化性病変に対し、分子生物学的研究手法を

用いた遺伝子治療の可能性についての研究が

積極的に進められている。血管新生促進因子

である vascular endotheilial growth factor 

(VEGF)や hepatocyte growth factor (HGF)な

どの局所的投与の有効性が認められ、一部臨

床応用も開始されている。さらには、内皮細

胞やその前駆細胞を虚血組織に移植し、血管

新生を誘導して治療を行おうとする試みもな

されている。しかしながら、腎臓においては、

これら血管新生因子を用いた場合の腎機能に

対する影響や、あるいは腎不全に対する血管

新生因子の腎機能改善効果の可能性などにつ

いての研究はほとんどなされていない。 
 
(2) われわれのこれまでの取り組み 

チミジンフォスフォリラーゼ(TP) はピリ

ミジンヌクレオシド代謝に関与する酵素で

あり、チミジンとチミンの間の変換を触媒す

る酵素である。この酵素活性が悪性腫瘍症例

の血清中で高いことが示されたが、その機序

やこの酵素の腫瘍増殖における役割等は不

明であった。その後、TP が血管新生因子であ

る PD-ECGF（血小板由来内皮細胞成長因子; 

Platelet-derived endothelial cell growth 

factor）と同一であること（以下 PD-ECGF/TP）、

同酵素による血管新生にはその酵素活性が

必須であることなどが明らかとなった。われ

われはこれまで、この血管新生因子である

PD-ECGF/TP の動態に着目し、成犬の慢性虚血

心筋モデルや家兎重症虚血肢モデルを用い

て研究を進めてきた。その結果、PD-ECGF/TP

によって血管新生が誘発され、アポトーシス

の抑制において重要な役割を担っているこ

とを明らかにした。さらに、家兎重症虚血肢

モデルを用いて PD-ECGF/TP の血管新生効果

を検討した結果、PD-ECGF/TP 遺伝子導入群で

は、組織学的に虚血部の脈管が増生し、血管

造影検査で側副血行路が有意に発達し、下腿

血圧左右差も有意に改善することを見出し

た(文献１）。 

１.Yamada N, Li W, Ihaya A, Kimura T, 

Morioka K, Uesaka T, Takamori A, Handa M, 

Tanabe S and Tanaka K. “Platelet-derived 

endothelial cell growth factor gene 

therapy for limb ischemia.” J Vasc Surg 

2006; 44: 1322 (平成 14～15 年度科学研究

費補助金(基盤研究(C)(2) 研究代表者:木村

哲也) 

 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、腎不全における対する血

管新生因子を用いた遺伝子治療の可能性を

検討することであり、具体的には以下の 2点

である。 

(1) 腎臓に、血管新生因子の一つである

PD-ECGF/TP を導入することで、腎に機能的・

形態的にどのような変化がもたらされるか

を検討すること。 

(2)さらに、機能低下腎にVEGFとPD-ECGF/TP

の２つの血管新生因子を併用することによ

り、腎機能の改善あるいは、腎不全進行の予

防・抑制効果が得られないか、について検討

すること。 

  
 



 

 

３．研究の方法 
(1)ラット腎不全モデル作成 

 実験動物は雄 SD ラット（150g～300g）を

用いた。実験日までは 12 時間サイクルで照

明コントロールを行い、食餌・飲水は自由に

与えた。動物は、本施設の動物実験倫理マニ

ュアルに準じ、愛護的に取り扱った。 

ラットはジエチルエーテル吸入により麻

酔導入し、以後はイソフルレン吸入麻酔（1.5

～1.8%）により麻酔を維持した。 

左側腹部に横切開を加えて左腎臓を露出。

腎動静脈を非外傷性血管鉗子で遮断した。そ

の間に、腎臓の上極・下極を各々３分の１ず

つ鋭的に切除し、断面をオキシセルロースで

圧迫止血した。5 分後に遮断を解除し止血を

確認した後、閉創した。1 週間後に、同様の

麻酔管理下で対側の右腎を切除することで、

6分の 5腎切除腎不全モデルを作成した。 

 

(2) プラスミドベクター 

 PD-ECGF/TP 遺伝子を組み込んだプラスミ

ドベクター（Promega, Madison, MI）(図 1)

および対照としての LacZ 遺伝子を組み込ん

だプラスミドベクターをそれぞれ大腸菌

(Invirotrogen Corp, Carlsbad. CA)内で増

殖させ、endotoxin-free plasmid extraction 

Giga kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)

を用いて精製した。 

 

 

 

 

 

(3) 遺伝子導入 

モデル作成 1週後に、同様の麻酔下に左腎

臓を露出し、腎動静脈を 10 分間遮断し、左

30G 注射針を用いて遺伝子を組み込んだプラ

スミドベクター(5mg/2ml 生理食塩水)計

0.7ml を左腎臓に局所注入した。 

実験群は以下の 3群に分けた。 

① TP 群：PD-ECGF/TP 遺伝子 LacZ 遺伝子

を組み込んだプラスミドベクター

（pCIhTP）投与した群。 

② LacZ 群：LacZ 遺伝子を組み込んだプラ

スミドベクター (pCILacZ) を投与し

た群 

③ TP+VEGF 群：pCIhTP に加えて血管新生

因子 VEGF165 (Abcam, Cambridge, MA)

を10μgを3日間、浸透圧ポンプ(Alzet 

osmotic pump, Durect Corp, CA) によ

り腹腔内に持続投与した群。 

 

(4) データ採取 

術後 5 日、7 日、8 週目に、イソフルレン

吸入麻酔下に再開腹し、腹部大動脈より採血

することで脱血死させた。 

 

①血液生化学検査 

採取した動脈血は、直後に遠心分離し、上

清を凍結保存し、後日に腎機能パラメーター

として電解質、BUN、Cr、UA を測定した。 

 

②組織検査 

標本として摘出した残存腎は、ホルマリン

固定後パラフィン包埋し、5μm厚で切片を作

成し、HE(ヘマトキシリン-エオジン)染色、

PAS (periodic acid-Schiff) 染 色 、 PAM 

(periodic acid-methenamine silver)染色を

行い光顕的観察を行った。 

 

(5) 統計学的分析 

すべての数値の評価に Friedman’s test

を用い、平均±標準偏差として示した。いず

れの場合も p < 0.05 を有意差ありと判定し

た。 

図 1 プラスミド pCIhTh,pCILacZ の構造



 

 

図 4-2  8 週後（PAS 染色×100） 

４．研究成果 

(1) 実験に先立ち、ラットの腎動静脈を遮

断した状態で、腎にカーボンインクを一穿刺

点より 30G 注射針より直接注入し、色素粒子

の広がりを観察した。腎割面で色素は腎全体

に隈なく分布し（図 2-1）、HE 染色した組織

像では腎皮質から髄質の間質領域に粒子が

存在することが確認された（図 2-2）。 

 
 
 

 
 

 

 また、PD-ECGF/TP プラスミドベクターを家

兎下肢筋に導入し、8週後に核酸増幅反応試

験(PCR)を行ったところ、PD-ECGF/TP が発現

していることが確認された（図 3）。 

 

(2) 腎不全モデル 

ラットを犠牲死させ、残存腎を摘出し組織

標本を作製し、病理組織的に腎障害の程度を

検討したところ、7 日目までの組織像では、

尿細管の壊死、蛋白円柱など急性腎障害の像

を軽度認めたが、8週間後においては、尿細

管の拡張・糸球体の肥大などの他に糸球体硬

化病変の進行が認められた（図 4-1、図 4-2）。

糸球体係数（下記参照）は 0.55±0.13 であ

った。 

 

  

(3) 遺伝子導入 

 摘出した残腎を X-gal 染色、抗 TP 抗体免

疫染色において、LacZ および PD-ECGF/TP は

皮質から髄質にかけての間質領域に発現し

ていた（図 5）。 

 
図 3  ＰＣＲ 

図 2-2 HE 染色×100 

図 4-1 コントロール （HE 染色×100） 

図 2-1 腎割面: 色素は腎全体に

広がっている 



 

 

 

(4)糸球体係数 

 無作為に 40 個の糸球体を、下記の基準に

従って分類した後、(0a+1b+2c+3d+4e) 

/(a+b+c+d+e)の式により糸球体係数を算出

し、糸球体病変の程度を評価した。 

 

a: 正常な糸球体係数（係数 0） 

b: 硬化部が 25%未満の糸球体数（係数 1） 

c: 硬化部が 25～50%未満の糸球体数（係数 2） 

d: 硬化部が 50～75%未満の糸球体数（係数 3） 

e: 硬化部が 75 以上の糸球体数（係数 4） 

 

 その結果、8週後の残腎の糸球体係数は、

Lac Z 群に比し、TP 群で低い傾向にあったが

有意差は認められなかった（図 6）  

 また、Sham に対し LacZ 群では糸球体係数

が高い傾向にあった。 

 これは、TP投与により腎障害の進行が抑制

されることが期待できる一方、プラスミドの

腎への直接注入自体が腎組織に障害を与え

ている可能性もあり、今後も検討を要する。 

 

 

 (5) 腎機能パラメーター 

 術後 5日、7日、8週後の各腎機能パラメ

ーターの経時的変化では、5日後、7日、8週

後の PCr、BUN は各々前値に比べ有意に上昇

しており、6分の 5腎切除モデルでは、経時

的に腎機能障害が進行していくことが示さ

れた。しかしながら、PD-ECGF/TP,VEGF の腎

機能障害に対する影響の検討においては、5

日後のPCr値がLacZ群に比しTP+VEGF群で、

低下傾向にあったものの、各パラメータでは、

各群間に明らかな有意差はなかった。（図 7、

8、9） 

図 5-2 抗ＴＰ抗体免疫染色  

図 6 糸球体係数 

図 7  ＢＵＮ 

図 5-1 X-gal 染色 



 

 

図 8  ＰＣｒ 

 

 

まとめ 

ラット 5/6 腎摘出モデルにおいて PD- 

ECGF/TP遺伝子を組み込んだプラスミドベク

ターを腎動静脈遮断下に腎実質に局所注入

しその効果を評価した。PD-ECGF/TP 自体の

腎保護効果、また PD-ECGF/TP と VEGF との併

用効果は認められなかったが、腎実質に直接

プラスミドベクターを注入することで間質

内に PD-ECGF が発現することが確認され、腎

実質への遺伝子の局所導入による新たな治

療の展開が期待された。 
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図 9   ＵＡ 


