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血管新生因子 Shh
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はじめに

　遺伝子あるいは，細胞を用いた血管新生療法が循環

器領域の次世代の治療として大変注目されており，一

部は臨床応用されている。血管新生因子に関しては，

Folkmanらによって腫瘍の成長に関与する因子であるこ

とが初めて示され1），その後の研究によってさまざまな

血管新生因子，すなわちFGF (fibroblast growth factor),

VEGF (vascular endothelial growth factor), HGF (hepatocyte

growth factor), HIF (hypoxia-inducible factor)-1などが同

定され血管新生に関与していることが明らかになって

きた。今回は，新しい血管新生因子であるSonic hedge-

hog（Shh）を取り上げ，そのユニークな働きについて述

べていきたい2）。

Sonic hedgehogとは

　Sonic hedgehog（Shh）は，hedgehog（HH）ファミリーに

属する蛋白質の 1 つで，1978年にEric Wieschaus（エリッ

ク・ヴィーシャウス）とChristiane Nüsslein-Volhard（クリ

スティアーネ・ニュスライン=フォルハルト）により同

定された遺伝子である。1995年に 2 人はノーベル生理

学・医学賞を受賞したが，これらのスクリーニングで

ショウジョウバエ（Drosophila）の胚の分節パターンをコ

ントロールするShh遺伝子が同定された。hedgehogの名

前の由来は，このhedgehog遺伝子の機能を失った変異
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要　旨：hedgehogは胎生期の形態形成に関係する重要なmorphogenである。哺乳類におけるhedge-

hog familyにはSonic- (Shh), Desert- (Dhh), Indian-hedgehog (Ihh)と 3 種類のサブタイプが知られてい

る。近年の研究によって，hedgehog系が成体の心血管系にも存在すること，Shhが線維芽細胞を刺

激してさまざまな血管新生を促す複数のサイトカインが放出されることが明らかとなり，新たな

遺伝子治療のターゲットとして注目されている。（J Jpn Coll Angiol, 2006, 46: 311–316）

体の表現型の胚が小さな歯のような突起物に覆われて

いて，その様がハリネズミ（hedgehog）に似ていること

から名づけられた。

　哺乳類には 3 種類の相同遺伝子があり，先に見つ

かった 2 種類，すなわちDesert hedgehog（Dhh），Indian

hedgehog（Ihh）が，実在するハリネズミの種類から名づ

けられたのに対し，Sonic hedgehog（Shh）は，当時人気

だったセガのゲームソフトのキャラクターであるソ

ニック・ザ・ヘッジホッグから名づけられた3）。

　これらの遺伝子（Shh，Dhh，Ihh）から合成される

hedgehog蛋白質の中で，Shhは胎生期の発生段階におい

て最も重要なmorphogenとして知られている。すなわ

ち，胎生期に発生源から濃度勾配をもって発せられ，

その結果として個体発生の際，形態の形成に深くかか

わることが知られている。哺乳類においてShh系が関連

していると考えられている器官は，たとえば，四肢，

脳脊髄正中線構造，中枢神経系，肺，胃腸系などであ

る4, 5）。Dhhは，骨，軟骨や泌尿性器系に関連すること

が報告されていて，Ihhは末梢神経，男性生殖腺や内皮

細胞に関連することが報告されている6, 7）。一方，Shh

の遺伝子変異は腹側正中線の欠失が起因する全前脳胞

遺残症，Smith-Lemli-Optiz症候群，Gorlin’s症候群など

の全身疾患を引き起こすことや，Shhの過剰な産生が乳

癌，基底細胞癌，横紋筋肉腫，グリア芽腫，骨肉腫な

どの癌形成にかかわることも知られている。
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　Shhの受容体はpatched-1（Ptc-1）である。このPtc-1は

細胞膜のsmoothend（Smo）と結合しているが，ShhがPtc-

1に結合するとPtc-1とSmoの結合がはずれ，その下流に

ある数種類のシグナルが活性化される。その細胞内

transcriptional factorの 1 つとしてGliが知られている8）。

成体におけるSonic hedgehogの役割

　このように，長年の間，Shhは胎生期の器官発生時期

にのみ存在するのではないかと考えられていたが，わ

れわれは，Shhの受容体のPtc-1が，成体の心筋虚血部

位に過剰発現していること（Fig. 1），Shh自体が虚血部

位で著明に増加していることを報告し，胎生期のみな

らず，成体においてもhedgehog系が存在することを明

らかにした9）。すでにShh蛋白は近年の研究によって強

い血管新生作用を持つことや，神経賦活化作用を持つ

こと（後述）が報告されているため，成体における

Shh-，Ptc-1-，Gli pathwayが，発生期だけでなく組織傷

害時に生じる組織修復の際に何らかの役割を担ってい

る可能性が明らかとなった。

Sonic hedgehogの血管新生作用

　Shhに血管新生作用があるであろうということは，発

生に関するさまざまな事実から予想されていた。すな

わち，Shhヌル変異体では，発生期において肺での血管

分岐が生じないこと10），Shhの過剰発現が背部神経管に

おける神経外胚葉の血管形成に関与していること11）な

ど，Shhに関連して血管の形成や発達がコントロールさ

れていることがうかがえる事実が多数報告されていた

からである。Polaらは，recombinant Shh蛋白を筋注す

ることによってマウス下肢虚血モデルにおける血管新

生をlaser Dopplerを用いた血流測定や組織学的に証明

した12）。一般に血管新生に関与するサイトカインは，

直接血管内皮に作用し，血管内皮の増殖や遊走を促

す。しかしながらShh蛋白のユニークな点は，血管内皮

には直接作用せず，線維芽細胞などの間葉系細胞に作

用し，作用した細胞から，さまざまな血管新生に関与

するサイトカインの放出（VEGF, angiopoietin-1, -2）を促

し，それらのサイトカインが血管内皮に作用して間接

的に血管新生に関与するということである。また，Shh

をブロックすることによって，下肢虚血によって生じ

るVEGFの増加が抑制されることから，ShhはVEGFよ

りも上流で局所の血管新生をコントロールしている可

能性が示唆されている13）。

　Shhの投与によって生じた新生血管自体にも特徴があ

ることが報告されている。VEGF投与によって新生さ

れる血管が血管内皮のみを有する毛細血管が中心であ

るのに対し，Shhのそれは，はるかに血管径の大きな，

より成熟した血管が形成される。マウスのcorneaモデ

ルでVEGFとShhのpelletを用いて新生された血管を比較

するとはるかに血管径の大きな血管が作り出されるこ

Figure 1　Ptc-1 expression after myocardial ischemia.
A, B: Ligation of the anterior descending coronary artery was performed in NLS (nuclear localized signal)-Ptc-1-lacZ mice.
Compared with the control heart, whole mount X-gal staining seven days after myocardial ischemia shows strong upregulation
for Ptc-1 in the area surrounding the ischemic myocardium.
C: Western blot analysis of Ptc-1 expression in ischemic and non-ischemic myocardium.  Marked Ptc-1 upregulation was observed
in the ischemic tissue.
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とがわかる。すでにangiopoietin-1には，pericyteを血管

内皮周囲に引き寄せる作用があって血管の成熟に関与

するという報告があり，VEGFとangiopoietin-1の同時投

与によって，平滑筋を有する血管新生が生じることが

報告されている1 4 ）。先に述べたようにS h h には

angiopoietin-1，VEGFを含む多数の血管新生にかかわる

複数のサイトカインを放出することができるため，そ

ういったユニーク作用が成熟した血管新生に関与して

いることが考えられる。

　また，血管新生には血管内皮が増殖・遊走して生じ

る“angiogenesis”と，血管内皮前駆細胞（endothelial

progenitor cell: EPC）15）が局所に集合・分化して生じる

“vasculogenesis”の 2 つがあることが報告されている16, 17）。

われわれはこのEPCへの効果を検討した。Shhには線維

芽細胞からさまざまなサイトカインを放出させること

ができるため，EPCを局所に集める作用のあるサイト

カイン18），stromal derived factor-1（SDF-1）の発現を検討

したところ，Shhは容量依存性にSDF-1の発現を増加さ

せた9）。これは，Shhの局所投与によってangiogenesisの

みならずvasculogenesisの亢進も生じさせている可能性

が考えられる。

　さらに最近，ShhのレセプターのPtc-1がEPCにも存

在し，Shh投与によってEPCの増殖・遊走・tube forma-

tionなど，EPCの分化そのものにShhが直接作用して，

血管新生（vasculogenesis）を促すことをわれわれは報告

した19）。こうした結果から，Shhはさまざまな状況（特

に組織虚血時）下で非常に強力な血管新生因子として作

用することがうかがえる。

Sonic hedgehogを用いた
血管新生効果（in vivo）

（1）糖尿病性神経障害モデル（Fig. 2）

　糖尿病における末梢神経症状には，座骨神経以下の

神経周囲のさやあるいは神経内にある血管の消失，す

なわち微小循環障害が大きな原因となっていることが

報告されている。われわれは，組み換え型Shh蛋白ある

いはVEGFプラスミドを糖尿病ラットへ全身投与する

ことによって，神経周囲，神経内の血管新生が惹起さ

れ，神経機能が回復することを報告した。組織学的に

はVEGFに比べ神経周囲に�平滑筋陽性のやや太い血管

の増生を認め，より成熟した血管新生が生じているこ

とが確認された。同時に，Shh投与によって，dorsal

root ganglia（DRG）において内因性の神経賦活化因子

（brain derived neurotrophic factor: BDNF, insulin-like

growth factor: IGF）の増加が認められ，Shhには血管新

生作用だけでなく神経賦活化因子の上昇が神経機能の

回復に関与している可能性を報告した20）。また，これ

らのサイトカインの放出には神経線維芽細胞が重要で

あることを報告した。

Figure 2　Shh treatment results in larger
neovasculature with greater smooth muscle
content.
Representative photomicrographs of longitudi-
nal views of BS-1 lectin staining (upper), cross
sectional views of isolectin B4 staining
(middle) and cross sectional views of �-smooth
muscle actin staining (lower).  Compared with
VEGF-treated nerve (left), the Shh induced
vasculature appears larger and contains a
greater number of vessels with a smooth muscle
cell layer (right).
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（2）虚血性心疾患モデル（Fig. 3, 4）9）

　以上のような結果から，Shhの投与は，心筋梗塞など

の虚血性心疾患においても，間質に存在する線維芽細

胞からのさまざまなサイトカインの放出を介して血管

新生，ひいては組織の修復を促すのではないかという

ことが推測できる。言いかえるとhedgehog系をさらに

活性化させることは，種々の内因性サイトカインの放

出を促し，より強力な修復を促すことができるのでは

ないかと考えられる。しかしながらShh蛋白は非常に半

減期が短く（数十分で体内から消失），Shh蛋白の投与の

みでは不十分である。そこでわれわれはヒトShhプラス

ミドを作成し，その局所投与による遺伝子治療を試み

た。プラスミドに挿入した塩基はShhの活性をもつN末

600bpを用いた。虚血心モデルは，ラット冠動脈結紮に

よる急性心筋虚血モデルと，ブタ冠動脈へのconstrictor

留置による慢性心筋虚血モデルである。前者には，開

胸下での直接注入を行い，後者にはNOGAシステム

（Cordis社製）を用いカテーテルによる心内膜からの直

接注入を行った。いずれのモデルでも注入 4 週後の評

価にて心機能の改善を認め，同時に虚血部位での線維

化の減少やNOGAによる虚血領域の減少が確認され

た。組織学的には虚血部位に�平滑筋陽性のやや太い

血管の増生を認め，血管新生が生じていることが確認

され（Fig. 3），心機能の回復に血管新生が大きく関与し

ていることがうかがえた。

　さらにTie2/LacZマウスからの骨髄移植キメラマウス

を用いてEPCの関与について検討を行ったところ，Shh

注入によって有意に骨髄由来のTie2/LacZ細胞，すなわ

ちEPCが局所に集積していることが確認された（Fig.

4）。先に述べたようにShhはSDF-1の増加作用があるこ

とがin vitroの実験で明らかになっており，このSDF-1の

作用によって流血中のEPCが局所に引き寄せられたこ

とが推測された。

　また虚血性心疾患における心機能の増悪にはアポ

トーシスが重要な役割を果たしていることが知られて

いる。IGF-1は心臓において重要な抗アポトーシス効果

のあるサイトカインとして知られている。われわれは

このアポトーシスに対するShhの作用も検討した。興味

深いことに，Shhは心筋線維芽細胞からのIGF-1の産生

を容量依存的に増加させ，マウス心筋虚血モデルにお

いて，Shhプラスミドの投与によって強力にアポトーシ

ス心筋細胞が減少していることが観察された。

Figure 3　(left) Representative elastic-trichrome (ET) stained sections from rats 4 weeks after phShh vs. control
plasmid injection.  Left ventricular fibrosis was significantly reduced in rats with phShh-300 and 600 �g group.
(middle) Representative immunohistochemical findings for isolectin B4 in ischemic myocardium of rats 4 weeks
after phShh injection. Capillary density was significantly preserved in rats with phShh-300 and 600 �g group.
(right) Representative immunohistochemical findings for �-smooth muscle actin (�SMA).  More smooth muscle
actin positive vasculature was observed in phShh injected rat heart.
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（3）wound healingモデル19）

　wound healingに血管新生が重要な役割を果たしてい

ることが知られている。Asaiらは，wound repair時に皮

膚局所（皮膚線維芽細胞）にShh pathwayが存在すること

を確認し，糖尿病マウスにおけるwound healingにShhプ

ラスミドを塗布したところ，急速なwound repairが生じ

たことを報告した。組織学的には骨髄由来のEPC集積

がShh投与によって上昇したこと，種々の内因性血管新

生サイトカインが上昇していたことを報告し，心筋虚

血の修復時と同じように皮膚においてもShh系をター

ゲットとした治療が有効であることを報告している。

おわりに

　このように，Shhを用いた遺伝子治療は血管新生のみ

ならず，さまざまな効果を介して急性・慢性の組織傷

害修復に寄与していることが確認された。近年，幹細

胞，すなわち発生に必要な特殊な細胞が再生治療のター

ゲットとして臨床応用されつつあるがShhのような発生

期に重要な役割を果たすmorphogenを用いることは，

従来行われてきた単一の血管新生作用のあるサイトカ

イン治療と異なり，発生にかかわる重要な環境因子も

今後の再生治療のターゲットとなりうると考えられ，

今後有望な治療ターゲットになることが期待される。
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