
　腎臓は心拍出量の約 20%の血液を受け取り，その多くの
生理学的機能は複雑な腎微小脈管構造とその機能調節のう
えに成り立っている。それゆえ，血管（細小血管，糸球体毛
細血管，直細動脈，傍尿細管毛細血管など）におけるわずか
な障害や病理学的異常が，腎臓の生理学的機能調節の多面
的な異常につながると考えられ，結果的に慢性腎臓病，病
理学的には腎臓線維化へと進行する可能性がある。血管内
皮細胞は血管の内側を覆う 1層の細胞であり，血管機能維
持に重要な役割を演じる（バリアー機能，血管運動緊張調
節，炎症や血栓形成制御）。内皮細胞には多様性があること
が知られ，腎臓においても腎糸球体内皮細胞，傍尿細管毛
細血管といった高度に機能上分化した内皮細胞が知られる。
　“内皮機能障害 ”という言葉は，臨床の現場でまた基礎
研究でも頻繁に用いられるが，一定の定義があるわけでは
なく，バリアー機能破綻による透過性亢進，血管運動緊張
調節機構の破綻，炎症惹起や血栓形成，無秩序な内皮細胞
増殖など，さまざまな病理学的変化をもって示されている
場合が多い。臨床の現場では，血管運動緊張調節における
血管内皮依存的血管拡張やアセチルコリンなどに対する機
能的な反応性が評価されている。いまだに確立した内皮障
害バイオマーカーは存在しないが，endothelin-１，von Wil-

lebrand factor（vWF），一酸化窒素代謝産物，plasminogen 

activator inhibitor-1, 可溶型 thorombomodulin, 可溶型内皮細
胞接着因子（intercellular adhesion molecule-1, vascular cell 

adhesion protein 1）などが評価・検討されている。最近では，
末梢血液中に存在する循環内皮細胞（circulating endothelial 

cells：CECs），内皮前駆細胞（endothelial progenitor cell：
EPC），細胞由来マイクロパーティクルも内皮機能を評価
する新たなマーカーとして用いられている。ただし，それ
ぞれのバイオマーカーがどのような内皮機能障害を意味し
ているのか，それぞれのバイオマーカーの意義に相違があ
るのか，明確な記載はなされていない。また，腎臓局所の
内皮障害を評価する分子マーカーは確立していない。
　以上のように，内皮機能障害が直接血管不全を惹起し，
酸素-栄養代謝不全の原因となり，腎機能障害と長期的に
は線維化の原因となる可能性がある。しかし，内皮機能障
害は更なる腎臓の線維化惹起の原因となる可能性が近年考
えられている。次に述べる内皮細胞間葉細胞分化（endothe-

lial mesenchymal transition： EndMT）（図1）はその一つである。

　腎線維化は，炎症・虚血などの組織障害が長期にわたっ
たのち，創傷治癒機構不全の結果惹起される1）。腎線維化
過程において，腎外から侵入した細胞（骨髄由来細胞，炎症
細胞など）と線維化惹起刺激下のすべての腎構成細胞との
相互作用が，腎臓細胞外基質過剰産生において重要な役割
を演じると考えられる。そのなかでも腎線維芽細胞は主要
な役割を果たしていると考えられるが，線維芽細胞には機
能・由来における多様性が存在すると考えられている。こ
のなかで，EndMTは糖尿病，非糖尿病性腎疾患の線維化に
おいて演じる役割に注目が集まっている2）。
　EndMTは心臓発生過程における弁および中隔形成にお
いて重要な役割を演じることが知られている，また，心臓
や肺，肝臓，角膜，腸管などの線維化や，創傷治癒機構，
血管新生および癌転移における意義も報告されてきた。静
脈グラフトの内膜肥厚における EndMTの寄与も報告され

 はじめに

 内皮細胞間葉細胞分化（EndMT）と腎線維化

日腎会誌　2015；57（7）：1200‒1205．

特集：腎線維化

腎線維化と内皮細胞障害
Kidney fibrosis and endothelial injury

金 崎 啓 造
Keizo KANASAKI

金沢医科大学糖尿病内分泌内科学
金沢医科大学総合医学研究所先制分子食料科学研究部



ている3）。興味深いことに，小児・乳児血管腫（infantile 

hemangioma）の自然消退プロセスにおいても EndMT pro-

gramが関与すると考えられている4,5）。腎線維化における
EndMTの存在は，Zeisbergらが３種の実験腎線維化モデル
〔unilateral ureteral obstruction（UUO）モデル，streptozotocin

（STZ）誘導糖尿病 CD-1マウス，type 4 collagenのα3鎖ノッ
クアウトマウス〕を用いた検討から報告し，腎線維芽細胞
の 30～ 50%が CD31（内皮細胞マーカー）と fibroblast-spe-

cific protein （FSP）-1もしくはα-smooth muscle actin（αSMA）
（間葉系マーカー）の両者を発現していると報告した。彼ら
は，Tie2-Cre;R26R-stop-EYFPトランスジェニックマウスを
用いた系譜トレース解析も行い，UUO線維化腎において内
皮を系譜とする細胞が FSP-1あるいはαSMA陽性細胞に分
化していることも示した6）。同様の系譜トレース解析を用
いた EndMTは，STZ投与 1カ月後（微量アルブミン尿発症
前）のマウス糖尿病腎糸球体においても示された7）。LeBlue

らは UUO腎線維化モデルを用いた系譜トレース解析で，
Cdh5陽性系譜細胞がαSMA陽性細胞の 10%程度に寄与す
ることを報告した8）。このように，多くの腎疾患線維化モ
デルを用いて EndMTの存在は証明されてきた。また，Xu-

Dubois らは 74移植腎症例を解析し，移植後腎で抗体関連
型拒絶反応（ABMR）が発症した症例では，腎内皮細胞にお
いて間葉系マーカー（fascin1, vimentin, heat shock protein 47）

の発現（EndMT）が有意な増加を認め，ABMRの病理学的
特徴（毛細血管炎，糸球体炎，傍尿細管毛細血管における
C4dの沈着とドナー特異的抗体の存在）と相関すると報告
した9）。移植腎における EndMTは，病理学的な ABMRの
特徴に比し，腎予後予測因子としても優れていると考えら
れ，EndMTが ABMRを感度 100％，特異度 85%で診断で
きた9）。これらの結果は，EndMTがヒト腎疾患予後におい
ても病理学的意義を発揮する可能性を示唆している。

　Transforming growth factor （TGF）-βは腎線維化を含めた
線維性増殖疾患の病態において中心となる役割を演じるサ
イトカインであり，EndMT分子機構においても主要な役割
を担うと考えられている。BMP-7による TGF-βシグナル
に対する拮抗10），あるいは TGF-β中和抗体投与による
EndMT抑制の報告もなされている3）。また，内皮細胞にお
ける fibroblast growth factor receptor（FGFR）1シグナルが
ALK5を標的とするmicroRNA let-7発現増加に重要であり，
結果として FGFR1活性化が EndMTを抑制することも報告
された11）。内皮細胞特異的ALK5のヘテロ不全マウスでは，
腎障害実験モデル（葉酸負荷，UUO）における線維化抑制効
果も報告されており，内皮 TGF-βシグナル過剰活性化に
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図 1　Endothelial mesenchymal transition（EndMT）
内皮細胞はCD31 や VE-cadherin といった内皮特異的表面マーカーを発現している。
TGF-β刺激や炎症性サイトカインの刺激により，内皮細胞はその内皮細胞としての特
徴を失い（CD31 や VE-cadherin の消失），形態も紡錘形へと変化し間葉系マーカー（α
SMA，FSP1，SM22α）が発現増加する（EndMT）。EndMTを経た間葉系細胞は ECMの
産生に寄与するほか，周囲細胞との相互作用により線維化惹起プログラムを誘導する。
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より誘導されるEndMT programが腎線維化に重要な役割を
演じることは間違いないと考えられる12）。
　TGF-βの 3つの isoform（TGF-β1，TGF-β2, および TGF-

β3），その受容体である TGF-β受容体〔TGF-β 1型受容体
の一つALK5とTGF-β 2型受容体（TGF-βRII）のヘテロ二量
体〕，さらに特異的細胞内シグナル伝達機構 smad経路もほ
ぼすべての細胞・臓器で発現が認められる。EndMTと分子
機構に類似点があると考えられる上皮細胞間葉系分化
（epithelial mesenchymal transition： EMT）に関しては，TGF-

β の 3 isoformすべてにより刺激されるが，少なくとも発生
過程における EndMTに関しては TGF-β2 が中心と考えら
れる2）。培養細胞でも，TGF-β2は EndMTを誘導する。一
方，TGF-β1は EMTを惹起するが，内皮細胞では細胞増殖
刺激となる可能性も報告されている。これらの TGF-β1, 

TGF-β2間の相違は内皮細胞に存在する TGF-β 3型受容体
（エンドグリン）に対する親和性の違いにあるものと推定さ
れている。TGF-β1は上皮細胞において，ALK5-TGF-βRII

ヘテロ 2量体に結合することにより smad2/3活性化を誘導
する。しかし内皮細胞では，TGF-β1はエンドグリンと結
合する結果，TGFβ 1型受容体のうち ALK5ではなく ALK1

を介した細胞内シグナル，smad1/5/8を刺激する。ALK1の
活性化により，ALK5を介した TGF-βによる EndMT誘導
刺激伝達機構が抑制され，内皮細胞は増殖する2）。TGF-β2

は，ALK5と ALK2を共に刺激することにより，EndMT誘
導が惹起される 2）。TGF-β2刺激は ERK, PI3K, および
p38MAPK活性化を惹起し，EndMTに必須である snail蛋白
を増加させるが，snail単独過剰発現では EndMT誘導に必
要十分ではなく，GSK3β抑制により snail過剰発現による
EndMTが完成する。このほかにも最終糖化産物（AGE）やア
ンジオテンシン IIも EndMT誘導に寄与するが，いずれの
刺激においても smad3活性化が必須であると考えられる
2,13）。さらに，smad3依存性の EndMT誘導に炎症性サイト
カイン（TNF-αや IL-1β）シグナルとの相互作用が必要であ
るとも考えられている2）。

　最近われわれは，腎臓の線維化を特徴とする糖尿病性腎
症モデル動物（STZ投与 CD-1マウス）を用いて，EndMT分
子機構とそれを標的とした治療戦略に関して報告した。

1．内因性抗線維化ペプチドN-acetyl-seryl-aspartyl-lysyl-

proline（AcSDKP）と EndMT

　N-acetyl-seryl- aspartyl-lysyl-proline （AcSDKP）は ACEの
基質である。ACEの 2つの catalytic domainのうち，AcSDKP

はN端の catalytic siteにおいてのみ代謝される（図 2）14）。わ
れわれは AcSDKPが，ヒト腎臓メサンギウム細胞において
TGF-βによる smad 経路の活性化に対する抑制効果を有す
ることを報告し15），db/dbマウス糸球体病変の改善，メサン
ギウム細胞増殖抑制効果，半月体形成性糸球体腎炎抑制効
果を有することを以前報告した16～ 18）。AcSDKPは培養内
皮細胞に TGF-β2, TNF-α, IL-1βの複合刺激により生じた
EndMTを抑制し，上記 STZ誘導 1型糖尿病モデル CD-1マ
ウスを用いて ACE阻害薬介入投与下における AcSDKPに
よる相加的抗線維化効果と抗 EndMT効果を確認した。興
味深いことに，糖尿病マウスにおいて，尿中 AcSDKP濃度
が有意に抑制（血中は抑制傾向あり）されており，腎線維化
と血中AcSDKP濃度は逆相関を認めた 19）。糖尿病腎におけ
る EndMTは ACE阻害薬単独では部分的に，ACE阻害薬 + 

AcSDKPではほぼ完全に抑制したが，コントロールとして
用いたアンジオテンシンⅡ受容体拮抗薬（ARB）は全く抑
制しなかった。前述した内因性抗 EndMT機構，FGFR1, 

FGFR1リン酸化および microRNA let-7は，すべて糖尿病腎
で抑制されていたが，AcSDKPはこれらすべての発現を糖尿
病腎および培養内皮細胞において共に正常化した。実際，糖
尿病CD-1マウス腎臓内皮細胞においてALK5は発現増加し
ており，ACE阻害薬単独では部分的に，ACE阻害薬 + AcS-
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　図 2　  臓器線維化機構におけるアンジオテンシン変換酵素
（ACE）の 2つの酵素活性部位の意義

ACEの２つの酵素活性化部位にはそれぞれ基質選択性がある。
アンジオテンシンはほとんどがC端（図中の赤扇型）において，
抗線維化ペプチド N-acetyl-seryl-aspartyl-lysyl-proline（AcS-
DKP）は N端（図中の青扇型）のみで代謝される。ブラジキニン
は両酵素活性化部位で同等に代謝を受ける（図には示していな
い）。このように，ACEは臓器線維化機構においてアンジオテ
ンシンを介する高血圧ー線維化因子増強と抗線維化分子 AcS-
DKP の欠乏を介して線維化を惹起する。代表的な ACE-I カプ
トプリルはN端に強い親和性を有する。
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DKPではほぼ完全に抑制することが確認できた19）。これら
の結果は，AcSDKPが内皮細胞における FGFR1-microRNA 

let-7 axisを介した抗 EndMT機構を正常化/増強することに
より抗線維化-抗 EndMT効果を発揮する可能性を示唆して
いる20）（図 3）。

2．Dipeptidyl peptidase-4，integrin β1と EndMT

　Dipeptidyl peptidase（DPP）-4はインクレチンホルモン
（glucagon-like peptide-1や glucose-dependent insulinotropic 

polypeptide）分解酵素として広く知られ，DPP-4阻害薬はイ
ンクレチンホルモン作用増強を目的とした抗糖尿病薬とし
て広く用いられている。最近われわれは，DPP-4阻害薬
Linagliptinを前述した STZ誘導 CD-1マウスに対して介入
治療した表現系解析を通じて，DPP-4が演じる興味深い線
維化惹起-EndMT誘導・異常血管新生における意義を見出
した21）。DPP-4阻害薬 Linagliptinの介入治療（STZ投与 20

週から４週間）はSTZ誘導CD-1マウスにおける尿細管間質
線維化，糸球体硬化を抑制した。DPP-4活性（血清，腎）は
糖尿病マウスにおいて有意に増加しており，免疫組織化学
解析では DPP-4蛋白発現の増加を糸球体基底膜，尿細管刷
子縁（しかし一部尿細管では発現がきわめて弱い），血管内
皮細胞に認め，Linagliptin介入投与は血清，腎での DPP-4

活性および腎 DPP-4蛋白発現も抑制した。Linagliptinは糖
尿病腎および TGF-β2誘導 EndMTも抑制し，smad3リン酸
化も抑制した。抗線維化効果を有するmicroRNA29はTGF-

β/smad刺激伝達機構活性化に伴い抑制されるが，DPP-4遺
伝子 3’UTRには microRNA29結合配列が存在し，培養内皮
細胞における microRNA29a， b抑制が直接 DPP-4蛋白発現

増加を誘導し，DPP-4 3’UTRにおける機能的 microRNA29

結合領域の存在も明らかとすることができた（図3）。実際，
糖尿病腎では TGF-β/smad刺激伝達機構活性化とともに
microRNA29a， b， cが低下を認めている。上記結果は，
DPP-4蛋白発現増加， TGF-β刺激伝達機構活性化，
microRNA29抑制が相互作用し，糖尿病腎における線維化
惹起クロストークを形成する可能性を示している21）（図4）。
　Integrinは，細胞-細胞外器質および細胞-細胞間の相互
作用に重要な役割を演じる。そのなかでも integrin β1は，
12種の integrin αとヘテロダイマーを形成することによ
り，細胞外基質と細胞間の刺激伝達機構制御および恒常性
維持に重要な役割を演じることが知られ，TGF-β刺激伝達
機構活性化との関与も報告されている。内皮細胞において
VEGFR2を介して integrin β1を抑制することにより抗
EndMT効果を有する4）。integirn β1の内皮特異的ノックア
ウトマウスは胎生 10.5日で血管新生不全から死亡する22）。
このように，内皮細胞の恒常性維持および EndMT惹起に
も重要と考えられる integrin β1であるが，DPP-4 と integrin

β1の間に機能的な相互作用の可能性を示唆する報告もな
されている。われわれは，前述の STZ誘導 1型糖尿病CD-1

マウス線維化腎において，DPP-4と integrin β1が腎内皮細
胞において両者とも強発現していることを確認し，Lina-

gliptinによる介入は，TGF-β受容体， DPP-4および integrin 

β1蛋白発現，integrin β1リン酸化抑制を伴っていることを
見出した。培養内皮細胞においても TGF-β2刺激により
DPP-4と integrin β1蛋白発現，integrin β1リン酸化はすべ
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図 3　AcSDKPによる抗 EndMT機構
TGF-β,IL-1β,TNF-αの刺激が加わると，内皮細胞上の FGFR1
発現が抑制される。FGFR1 シグナルは microRNA let-7 発現に
重要であり，microRNA let-7 は TGF-βI 型受容体の一つ ALK5
の 3’UTR に結合し，ALK5 発現を抑制する。結果として，TGF-
β刺激伝達機構が抑制されることにより EndMT を抑制する。

図 4　  TGF-β活性化，microRNA29抑制, DPP-4発現増加
がもたらす EndMTと腎線維化

腎臓において TGF-βの活性化は microRNA29 抑制と，そ
の結果としての DPP-4 発現増加，酵素活性上昇をもたら
す。DPP-4 の過剰発現は TGF-βの活性化と microRNA29
抑制につながる。microRNA29はコラーゲンなど細胞外基
質蛋白の 3`UTR に結合し，それらを抑制することが知ら
れるが，microRNA 29 結合部位は DPP-4 の 3’UTR にも
存在し機能的に抑制することをわれわれは証明した。
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て増加，Linagliptin投与によりこれらはすべて抑制された。
integrin β1刺激抗体孵置により DPP-4蛋白が増加するとと
もに EndMTも誘導され，一方，siRNAによる DPP-4抑制
は integrin β1蛋白発現，EndMTともに抑制された。2つの
蛋白の近接相互作用解析では，TGF-β2刺激により DPP-4

と integrin β1間の近接相互作用が惹起され，Linagliptinに
より抑制された。また integrin β1あるいは DPP-4 siRNAを
用いたノックダウンした細胞では， TGF-β2刺激による
TGF-β受容体ヘテロダイマー形成が抑制されており，TGF-

βによる I型と II型受容体間のヘテロダイマー形成には
DPP-4と integrin β1の相互作用が必要であることも明らか
となった。さらに DPP-4と integrin β1間の相互作用増強
は，VEGFR1の過剰産生を惹起し，VEGFによる内皮細胞
恒常性維持機構が抑制された。糖尿病腎ではVEGFR1発現
増加と VEGFR2発現減少が確認され，Linagliptin投与によ
りこれらが正常化した。このようにDPP-4と integrin β1間
の相互作用は血管内皮細胞恒常性維持のために重要な治療
標的であると考えられた 23）（図 5）。

　腎線維化機構における内皮機能障害および EndMTの意
義と分子機構に関して概説した。腎線維化過程において腎
線維芽細胞は重要な役割を演じるが，果たして EndMTが
どの程度数的に寄与するかどうかについてはさまざまな議
論があるが，内皮における EndMT programが細胞外基質産
生増加のみならず，血管内皮機能を著しく損ねること，結
果として酸素や栄養を臓器に届けるという，血管が演じる
最も基本的な臓器保護作用が障害されることはほぼ間違い
ないと考えられる。それゆえ，EndMT program制御に立脚
した治療介入拡充は，糖尿病性腎症を含めそのほかの腎の
線維化疾患に対して有効な戦略となりうると考えられる。
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ラス（研究費・助成金，奨学寄付金），日本たばこ（奨学寄付金），ノボ
ノルディスクファーマ（奨学寄付金），小野薬品工業（奨学寄付金，寄
付講座），武田薬品工業（奨学寄付金），田辺三菱製薬（奨学寄付金，寄
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図 5　DPP-4と integrin β1相互作用が惹起する EndMT
TGF-β2 刺激により内皮細胞において DPP-4 発現が増加，かつ DPP-4 と integrin β1 の
相互作用も誘導される。DPP-4 と integrinβ1 相互作用により，TGF-β受容体ヘテロ二量
体形成を惹起し，血管内皮細胞表面における VEGF 受容体のスイッチ（VEGFR2 抑制と
VEGFR1 増加）を誘導し，VEGF による血管新生も抑制する。内皮細胞での DPP-4 過剰
発現は血管内皮細胞恒常性を破綻させる。α，β1：それぞれ integrinα, integrinβ1
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