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研究成果の概要（和文）：本研究では、申請者がこれまでに新生仔マウス網膜を用いた研究において見出した
VEGFによる血管内皮細胞の遊走抑制という現象の分子基盤とその普遍性を明らかにすることを目的とした。ヒト
臍帯静脈内皮細胞において、遊走は至適VEGF処置により促進されるものの、高濃度VEGF処置により抑制に転じる
ことを見出した。細胞活性及び増殖能においては、両処置間で違いは認められなかった。これらの実験結果は、
血管内皮細胞の遊走を促進させるための至適なVEGF濃度範囲が存在し、それを超えると血管内皮細胞の遊走が抑
制されるという現象がマウスの網膜血管以外の内皮細胞においても認められる普遍的なものであることを示唆し
ている。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to investigate the molecular mechanisms of the phenomenon 
that excessive VEGF suppresses the migration of vascular endothelial cells in neonatal mouse retina.
 We found that higher concentrations of VEGF attenuated the migratory response of human umbilical 
vein endothelial cells, without decreasing the cell viability, proliferative activity, and level of 
phosphorylation of VEGF receptor 2. These results suggest that optimal concentration range of VEGF 
enhances both migration and proliferation of the endothelial cells, leading to the proper direction 
of angiogenesis.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 血管内皮細胞　血管生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
強力な血管新生促進因子として知られている VEGF が、血管内皮細胞の遊走を至適な濃度では促進するものの、
高濃度になると抑制に転じさせることを見出した本研究は、これまでの血管新生における VEGF の概念を覆す基
礎生物医学的に意義深い成果をもたらしたとともに、血管新生が問題となる眼疾患の病態解明や様々な虚血性疾
患の治療に対しても応用可能な概念を生み出した。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  我が国では、高齢者関連疾患の克服に加え、Quality of Life (QOL) の改善・維持を指向し

た医薬品開発が喫緊の社会的要請となっている。QOL維持という点では、外界からの情報の80% 
以上が視覚を介して入力されることから、視機能低下を伴う疾患への対応が特に重要である。未

熟児網膜症や糖尿病網膜症では、虚血状態にある網膜から逸脱して硝子体内に伸長した新生血

管から血漿成分の漏出や出血が起こり、急激な視力低下、重症の場合には失明に至る。正常な発

生・発達において血管は低酸素組織領域へ向けて新生することから、発生・発達期と病態時とで

は血管伸長の方向が異なっている。 
 血管新生を促進する代表的な因子である vascular endothelial growth factor (VEGF) は、血

管内皮細胞の増殖、遊走および生存に中心的役割を演じている (引用文献①-③)。申請者は、網

膜表層血管形成中期 (4 日齢) のマウスに薬物処置をして軽度および重度の虚血領域、即ち 
VEGF 発現レベルの異なる虚血領域、を作製することにより、VEGF 発現レベルと血管新生の

方向との関連について検討を行ってきた。そして、VEGF 発現の高い重度の虚血領域では血管

新生が抑制されること、そして過剰な VEGF が血管内皮細胞の増殖能を低下させることなく遊

走を抑制するという大変興味深い現象を見出している [引用文献④; 第 25 回血管生物医学会学

術集会]。しかしながら、過剰な VEGF が血管内皮細胞の遊走を抑制するという現象の分子基

盤と網膜以外の組織でも起こるのかという点については明らかではなかった。 
 
２．研究の目的 
  本研究では、過剰量の VEGF による血管内皮細胞遊走抑制の分子基盤とその普遍性を明ら

かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 過剰量の VEGF による血管内皮細胞の遊走抑制 

 新生仔マウス網膜で観察された過剰量 VEGF による血管内皮細胞の遊走抑制が普遍的な現

象であるか否かについて、ヒトの臍帯静脈由来の血管内皮細胞において検討した。 

 市販されているヒト臍帯静脈内皮細胞を用いて、内皮細胞の遊走能や増殖能を亢進する至適

量の VEGF (0.025-0.1 μg/mL) と病的状態を模倣した過剰量の VEGF (0.5-1 μg/mL) 間で、遊走能 

(wound healing assay や Transwell® を用いた遊走実験) と増殖能 (増殖性細胞マーカー [Ki67] 

による蛍光免疫染色) を比較した。両条件における細胞活性については 3-(4,5-di-methylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, yellow tetrazole (MTT) assay を用いて検討した。これらの実験

により VEGF による血管内皮細胞の遊走促進と抑制のスイッチングについて明確にした。 

 

(2) 培養血管内皮細胞における VEGF 濃度と VEGF 受容体シグナルとの関連 

 VEGF が VEGF 受容体に結合すると、受容体の自己リン酸化と各種シグナル経路が活性化さ

れる。しかしながら、VEGF 濃度変化に伴いそれらが異なった挙動を示す可能性がある。そこで、

培養血管内皮細胞を用いて VEGF 受容体のリン酸化レベルについて Western blot 法により検討

した。 
 
４．研究成果 

新生仔マウス網膜で観察された過剰量 VEGF による血管内皮細胞の遊走抑制が普遍的な現

象であるか否かについて、ヒトの臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVECs) を用いて検討した。Wound 

healing assay において、VEGF (0.025 又は 0.1 μg/mL) 処置は HUVECs の遊走を促進した。し

かしながら、より高濃度の VEGF (0.5 又は 1 μg/mL) 処置では遊走の促進は生じなかった。 



Wound healing assay において、VEGF (0.5 又は 1 μg/mL) 処置により HUVECs の遊走が抑制

されたため、次に Transwell® を用いて migration assay を行った。Migration assay において、

VEGF (0.025, 0.1 又は 0.5 μg/mL) 処置は遊走した HUVECs の数を増加させた。しかしながら、

VEGF (1 μg/mL) 処置では、遊走細胞数の増加は観察されなかった。これらの結果から、過剰量

の VEGF が血管内皮細胞における遊走を抑制することが示唆された。 

過剰量の VEGF が HUVECs の遊走を抑制することを示す結果が得られたため、次に過剰量

の VEGF が HUVECs の増殖に及ぼす影響について、増殖性細胞マーカーである抗 Ki67 抗体

を用いて蛍光免疫染色を行うことにより検討した。VEGF (0.1 又は 1 μg/mL) 処置 24 時間後の

総細胞数は、VEGF 処置による影響を受けなかった。Ki67 陽性 HUVECs 数は VEGF (0.1 及び 

1 μg/mL) 処置により有意に増加した。しかしながら、VEGF の処置濃度 (0.1 及び 1 μg/mL) 間

で有意な差は認められず、高濃度の VEGF 処置下においても HUVECs の増殖は促進している

ことが示された。 

また、MTT assay による細胞活性の評価においても VEGF の処置濃度 (0.1 及び 1 μg/mL) 間

で差は認められず、過剰量の VEGF は細胞活性に影響を及ぼさないことが示された。 

VEGF が VEGF 受容体に結合した後、受容体の自己リン酸化と各種シグナル経路が活性化さ

れる。そこで、過剰量の VEGF が 2 型 VEGF 受容体 (VEGFR2) のリン酸化に及ぼす影響につ

いて Western blot 法により検討したが、VEGFR2 のリン酸化は VEGF (1 μg/mL) 処置によって

抑制されることはなかった。 

今回の検討から、血管内皮細胞応答は、VEGF の濃度変化に伴い変化し、VEGF が過剰量にな

ると血管内皮細胞の遊走能が低下するというスイッチング現象が、ヒトを含めた他の動物種お

よび網膜以外の組織の血管においても起こり得る普遍的なものであることを示唆された。 

本研究において過剰量の VEGF が VEGFR のリン酸化には影響を及ぼさないことが示され

たが、分子基盤の詳細は現在も明らかではない。今後、過剰量の VEGF による血管内皮細胞遊

走抑制の分子基盤を明らかにするために、更なる検討が必要である。 
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