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緒　言

　1980 年代に同定された血管内皮細胞増殖因子（VEGF-A）は、脈管形成および血管新生に関与する一群の糖タンパ
ク質である１,２）。VEGF-A には様々なアイソフォームが存在することが報告されているが、その中でも特に、165 アミ
ノ酸残基の VEGF-A165 が生体内で最も多く存在し、血管新生能が最も強い VEGF-A アイソフォームであるとされてい
る。しかし、末梢動脈閉塞性疾患（PAD）患者のように、血中 VEGF-A 濃度が上昇しているにも関わらず血管形成不
全が生じるといった、いわゆる「VEGF-A パラドックス」についての報告がある３）。　
　2002 年、VEGFA 遺伝子の 3'UTR における特異的なスプライスによって生成される新規アイソフォーム（VEGF-
A165b）が同定された。VEGF-A165b は、従来考えられていた VEGF-A の作用である血管内膜の増殖、生体内血管新生
および腫瘍成長を抑制するため、本来の VEGF-A の役割とは相反する「抗血管新生因子」として考えられている４）。
VEGF-A165（血管新生促進型）と VEGF-A165 b（抑制型）は、C-末端側の 6 アミノ酸残基の配列だけが異なるため、こ
れまでの VEGF-A タンパク質発現･濃度測定に使用されている N 末端側を認識する抗体では、VEGF-A の血管新生促
進型と抑制型の区別が出来ていなかった。我々は、従来の VEGF-A 評価法では、VEGF-A 発現の増減に伴う病態を正
確に評価出来ないことを提唱し、PAD 患者で増加している血中 VEGF-A は血管新生抑制型であり、抑制型の VEGF-
A165b が病態進展に深く関与していることを報告した５）。さらには、内臓脂肪で増加している VEGF-A 発現も、VEGF-
A165 であり、肥満時における微小血管障害の誘発に VEGF-A165 が関与している可能性について報告してきた６）。
　肥満に伴う代謝障害は心血管病（CVD）および慢性腎臓病（CKD）発症の重要な危険因子であることが明らかとな
っている。腎臓において VEGF-A165b は、糖尿病腎症でみられる炎症性サイトカインや酸化ストレス亢進によるグリコ
カリックスの傷害から糸球体内皮細胞障害を防ぐ働きがあることが報告されている。また、糸球体上皮細胞での
VEGF-A165b 過剰発現は、糸球体透過性を減少させる効果があるとの報告もある。現時点において VEGF-A165b は、腎
臓組織中においては保護的作用を有すると考えられる。しかし、これまでにヒト尿中の VEGF-A165b 濃度を定量し、腎
機能を評価することについての報告はない。このような背景から、本研究では、尿中 VEGF-A165b が腎機能障害をより
早期に評価し、生活習慣の改善等で回復が見込める段階で治療を開始することができる尿中バイオマーカーとしての意
義があるかについて評価することを目的とした。

方　法

１．測定対象検体
　名古屋大学医学部附属病院生命倫理委員会承認のもと、当院臨床検査部門で保管されている残余検体を使用した。

２．Pan VEGF-A 濃度と VEGF-A165b 濃度測定
　Pan VEGF-A 濃度測定は、Human VEGF Quantikine ELISA Kit（DVE00, R&D Systems）を使用した。VEGF-A165b
濃度測定には、Human Vascular Endothelial Growth Factor-165b ELISA Kit（MBS720132, MyBioSource）を使用し
た。血清･尿サンプルは、残余血清および随時尿を用いて測定した。
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３．吸光度測定
　ELISA kit での吸光度測定には、Infinite F500 フィルター方式プレートリーダーを用いた（Tecan）。

４．統計解析
　各種統計解析には、GraphPad Prism6（USACO Corporation）を使用した。統計検定には Repeated measures two
way ANOVA を用いて行い、p 値が 0.05 未満を有意差ありと評価した。

結　果

１．VEGF-A165b ELISA 測定系の構築
　我々は、市販 ELISA kit を用いた性能評価に関する再評価を行った。その結果、添付文書に記載されている従来通
りの方法では、ほとんどすべての検体が測定感度以下となった。そこで我々は、VEGF-A165b の立体構造解析を行い、
VEGF-A165b 特有のアミノ酸配列について詳細な解析を行った（data not shown）。解析結果を踏まえて、最適化した
条件下で前処理してから測定を行うことで、測定系が安定するのではとの仮説を立てた。その結果、前処理を行うこと
ですべての検体の VEGF-A165b 濃度が検出可能となった（data not shown）。我々は、前処理方法による ELISA 系へ
の反応阻害についても確認した（data not shown）。これらの結果を踏まえて、我々は VEGF-A165b 測定法について、
至適化した検体前処理法と市販キットの組み合わせにより、高精度な VEGF-A C-末端特異的定量評価法を確立するこ
とが出来た。

２．血中 VEGF-A165b 濃度と BMI との関連
　我々はこれまでに、VEGF-A165b が肥満時の代謝障害による微小血管障害の誘発に関与していることを報告してきた
４）。この報告の中で、肥満症（BMI: 44±8 kg/m2）と健常人（BMI: 21±2 kg/m2）を比較した場合、肥満症において
有意に VEGF-A165b 発現量が増加していることを見出していた。しかし、これまでの VEGF-A165b 発現量の解析は患者
血清を直接用いた Western Blot 法による解析にて行ってきた。そこで我々は、構築した VEGF-A165b ELISA 測定系を
用いて、これまでの研究成果を追試することとした。 残余検体 91 検体を用いて VEGF-A165b 濃度を測定し、BMI と
の相関関係の検討を行った。その結果、血中 VEGF-A165b 濃度は有意に BMI と相関していることが明らかとなった（図
1）。

図 1． 血中 VEGF-A165b 濃度と BMI との相関
ELISA 系を用いて血中 VEGF-A165b 濃度を測定し、BMI との相関について評価した。　　

３．尿中 VEGF-A165b 濃度と推算糸球体濾過量との関連
　重要な肥満関連疾患の中に CKD があることが知られており、肥満症において、腎機能を早期に評価し、CKD 発症
を未然に防ぐことは極めて重要である。そこで我々は、構築した VEGF-A165b ELISA 系で尿中の VEGF-A165b 濃度を
測定し、腎機能との関連性について評価した。その結果、尿中 VEGF-A165b 濃度と各種腎機能評価指標と有意に相関す
ることが明らかとなった（表 1）。
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表 1． 尿中 VEGF-A165b 濃度と各種腎機能評価指標との相関

eGFR; estimated glomerular filtration rate.
mGFR; inulin renal clearance measurements for the accurate measurement of GFR.

　さらに興味深いことに、eGFR の低下に伴い尿中 VEGF-A165b 濃度が減少していた（図 2）。

図 2． 尿中 VEGF-A165b 濃度と eGFR 各種 stage 分類との関連
尿中 pan VEGF-A と VEGF-A165b 濃度について、腎機能障害度別で評価を行った。　　　

考　察

　食生活の欧米化、高齢者人口の増加などの変化に伴い、CVD および CKD の患者数は増加の一途にある。肥満や加
齢は、血管新生障害を伴う末梢動脈閉塞性疾患（PAD）をはじめ、CVD や　　CKD 発症の危険因子である。しかし、
CVD と CKD の早期診断と病期に応じた最適な治療法を選択するための臨床検査技術は未だ十分に確立されていな
い。我々はこれまでに、PAD 患者をはじめ、代謝障害を背景とした微小血管障害に、VEGF-A165b が深く関与するこ
とを明らかにしてきた５,６）。しかし、現在市販されている VEGF-A ELISA は VEGF-A 血管新生促進と血管新生抑制ア
イソフォームを区別する事が出来ない。この事実は、これまで VEGF-A 関連疾患における VEGF-A 濃度が正確に評価
されていないことを意味していた。そこで、我々ははじめに、現在市販されている Human VEGF-A165b ELISA Kit を
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用いて、同一ロット複数個での性能評価を行った。その結果、適切な前処理法により、これまで検出感度以下が多く認
められた検体群において濃度測定が可能となった。この理由は、VEGF-A165b 特有のアミノ酸配列によることが推察さ
れる（data not shown）。そこで、本 ELISA 系を用いて、名古屋大学医学部附属病院臨床検査部門で保管している残
余検体を用いた検討を行った。
　我々はこれまでに、病的肥満症患者で増加している VEGF-A 発現は VEGF-A165b であること。さらに、皮下脂肪と
比較して内臓脂肪では VEGF-A165b 発現が有意に増加していることを報告してきた６）。そこで、構築した VEGF-A165b
ELISA 系を用いて、BMI と血中 VEGF-A165b 濃度との関連について検討を行った。その結果、血中 VEGF-A165b 濃度
は BMI と有意に相関していた（図 1）。すなわち、本 ELISA 系による VEGF-A165b 濃度測定は、微小血管障害発症を
未然に防ぐことができる臨床検査として応用できる可能性がある。
　腎臓における VEGF-A の作用は、糸球体上皮細胞（たこ足細胞）で産生され、糸球体内皮細胞に達し、濾過機能の
維持に重要な働きがあるとの報告がある。糸球体内皮細胞の有窓細胞は、VEGF-A により維持されており、VEGF-A
発現が減少すると内皮細胞障害を引き起こし、蛋白尿が排泄される。逆に多すぎても蛋白尿が排泄される。腎組織中で
の VEGF-A 発現が適正レベルに維持されることが重要である。一方、腎臓において VEGF-A165b は、糖尿病腎症でみ
られる炎症性サイトカインや酸化ストレス亢進によるグリコカリックスの傷害から糸球体内皮細胞障害を防ぐ働きが
あることが報告されている７）。また、糸球体上皮細胞での VEGF-A165b 過剰発現は、糸球体透過性を減少させる効果が
あるとの報告もある８）。現時点において VEGF-A165b は、腎組織中においては保護的作用を有すると考えられる。
CKD における透析療法導入後の生命予後はきわめて不良であり、CKD の病期･病態を理解して、早期診断と病期に応
じた最適な治療法を選択することが極めて重要である。そこで我々は、構築した VEGF-A165b ELISA 系を用いて、GFR
と尿中 VEGF-A165b 濃度との関連について検討を行った。その結果、尿中 VEGF-A165b 濃度が各種腎機能評価指標と有
意に相関すること、GFR の低下とともに尿中排泄量が有意に減少することを見出すことができた（表 1, 図 2）。すなわ
ち、尿中 VEGF-A165b 濃度測定は、早期に腎機能障害を検出し、CKD 患者の早期発見ができる病態検査として応用で
きる可能性がある９）。
　最後に、本研究を遂行する上で、貴重な研究助成を賜りました上原記念生命科学財団に深謝申し上げます。また、研
究遂行にご協力をいただきました名古屋大学医学部附属病院医療技術部臨床検査部門の職場の皆様にこの場をお借り
して深謝申し上げます。
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