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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞を用いた実験により、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）の下流に位置する
内皮型一酸化窒素合成酵素（eNOS）がPLCγを介して細胞間接着因子VE-cadherinを活性化して血管透過性が亢進
する。このメカニズムはいまだ治療法の確立されていない下痢関連溶血性尿毒症症候群（D+HUS）の病態の中で
も中心的な役割を果たしており、eNOSやVEGFを阻害することにより治療に役立てる可能性を示唆するものであ
る。

研究成果の概要（英文）：Experiments using vascular endothelial cells revealed that endothelial 
nitric oxide (eNOS), which is located downstream of the vascular endothelial growth factor (VEGF), 
activates the intercellular adhesion factor VE-cadherin via PLCγ and increases intercellular 
permeability. Vascular permeability increases. This mechanism plays a central role in the pathology 
of diarrhea-related hemolytic uremic syndrome D+HUS, for which no treatment has yet been 
established, and suggests that inhibiting eNOS and VEGF may be useful for treatment. 

研究分野：小児科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
D+HUSは小児で好発する重篤な疾患の一つで、腸管出血性大腸菌感染後、腎糸球体血管内皮細胞にて血栓性微小
血管障害を起こし腎機能障害に至る。分子レベルでの病態は未だ明らかでなく、かつ根本治療も存在しない。今
回の成果で、その病態へのeNOSの関与が明らかとなった。eNOSの治療薬は動物ですでにいくつか明らかにされて
きているため、ヒトへの応用によってD+HUSの新規治療が期待できる状況となった

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 

 

１．研究開始当初の背景 

D+HUS における eNOS/NO の分子生物学的メカニズムを明らかにした報告はなく、eNOS/NO 

シグナルが本疾患に果たす役割はこれまで報告がない。 

 

２．研究の目的 

臨床検体で確認された eNOS/NO 関連分子につき培養細胞を使用して多角的網羅的に相互作
用や関連を検証する。さらにその結果をもとに未だ根治治療の存在しない D+HUS の分子標的
治療法の新規開発を目指す。 

 

３．研究の方法 

１）腎血管内皮培養細胞に EHEC 由来の stx を投与し eNOS 活性化および NO 産生を RNA レベル及
び蛋白レベルで評価する。 
２）患者急性期の血球を用いた scRNAseq、患者血清を用いた MS による D+HUS 患者における特徴
的 RNA、蛋白のプロファイリングと eNOS 関連分子の同定を行う。 
３）再度 in vitro に戻り上記２）で明らかにした eNOS/NO 関連分子発現に関して eNOS/NO 合成
阻害薬・合成促進薬を投与しその変化を評価する。 
４）siRNA 等の分子生物学的手法で３）で病態に関与すると考えられた分子の発現を抑制した培
養細胞を作成し stx を投与することで病態への関与の解明を行う。 
５）患者検体にて４）で最終的に明らかとなった関連分子を蛋白レベルで再度検証する。 
 
４．研究成果 
１）まずは腎血管内皮培養細胞を購入し、細胞培養を行い始めたがこれが思いのほか難航した。
また残念なことに患者血球が手に入らず本来の実験が行うことがかなわなかった。 
そのためこれまで研究者が樹立して実験を行ってきたヒト皮膚血管内皮細胞 HDMEC を使用し、
本来腎血管で行おうとしていた実験を行った。 
１‘）eNOS 活性化経路の確認 
その結果 PLCγの経路が関与し eNOSのリン酸化が行われることを確認した 1.2)。この事実は small  

 
 

interface PLCG1 を使用した Western Blotting にても確認することができた。同様に mRNA レベ
ルでも確認できた 
 
３‘）-４’）eNOS が血管内皮における病態にどうかかわるかの解明 
更に細胞の生理学的機能を明らかにするために、eNOS が内皮細胞における透過性に関わるかを
検証することにした。すなはち D+HUS は臨床的には血管内皮細胞障害によりアルブミンを含め
た血管内から third space に漏れ出てしまい、浮腫や低血圧に至ることを多く経験する。そのメ
カニズムに関しては依然不明であるからだ。 
我々は以前の実験系から eNOS が血管内皮の接着因子である VE-cadherin に作用することが分か
ってきていた 3.4)のでこの点から研究を進めることとした。 



その結果 VEGF の刺激によって VE-Cadherin のリン酸化が起こりその経路として PLCγ-eNOS の
経路が大きく関与することが明らかとなった。 
更に共同研究先にてこれが減少として実際にリークを起こすことを確認した 

 
今回残念ながら腎血管内皮細胞培養の樹立や患者血球での確認に至らなかったが皮膚の血管で
確認できたことから将来的な腎血管への応用が十分期待される研究成果であったと考えられた。 
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