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研究成果の概要（和文）：重症感染症に起因する敗血症では、血管透過性の過剰な亢進により致死的病態が誘導
される。今回は、血管透過性を抑制するRobo4発現の促進により敗血症病態を緩和できるかを解析した。遺伝子
改変マウスを用いた解析から、Robo4の内皮細胞特異的な過剰発現により敗血症マウスの死亡率を低減できるこ
とが示された。Robo4の発現調節メカニズムの解析から、ALK1シグナルがRobo4発現を抑制することが示された。
さらにALK1阻害剤が、Robo4発現の促進を介して、敗血症マウスの血管透過性と死亡率を抑制した。これらの結
果から、Robo4発現促進薬で血管透過性を抑制し、敗血症病態を緩和できることが示された。

研究成果の概要（英文）：Sepsis, stemming from severe infections, induces a lethal condition through 
excessive escalation of vascular permeability. In this study, we analyzed whether alleviating septic
 conditions could be achieved by promoting the expression of Robo4, which inhibits vascular 
permeability. Analysis using genetically modified mice revealed that specific overexpression of 
Robo4 in endothelial cells could reduce the mortality rate of septic mice. Through analysis of the 
regulatory mechanism of Robo4 expression, it was demonstrated that the ALK1 signal suppresses Robo4 
expression. Furthermore, ALK1 inhibitors suppressed vascular permeability and mortality rate in 
septic mice by promoting Robo4 expression. These results suggest that promoting Robo4 expression can
 mitigate septic conditions by inhibiting vascular permeability with Robo4 expression-enhancing 
agents.

研究分野：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
炎症性疾患の病態は、病原体への暴露、血管・免疫系の活性化、炎症性サイトカイン産生、血管透過性亢進等の
プロセスを経て誘導される。これまで最初の３プロセスを抑制する治療薬として、抗生物質、ステロイド、抗サ
イトカイン薬が開発されてきたが、これらを用いてなお重症感染症・炎症性疾患の制圧は難しい状況にあった。
本研究では未だ治療薬のない「血管透過性亢進」を抑制する新機序薬を提案し、血管透過性を抑制する分子の発
現を高める低分子薬を同定し、同低分子薬で敗血症マウスの血管透過性と死亡率を抑制できることを証明した。
本研究成果により、血管透過性が重症感染症・炎症性疾患に対する新たな治療標的となることを提案できた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

血管透過性は、血管内腔を覆う内皮細胞間の接着によって調節され、血液―組織間の物質

移動を制御する。生体に病原体が感染すると、免疫細胞や内皮細胞が応答し炎症性サイトカ

インが放出される。この炎症性サイトカインは内皮細胞間の接着をゆるめ、血管透過性を亢

進させることで、免疫細胞の血管外への遊走と病原体の排除を促進する。このように炎症反

応は、病原体から生体を守る防御システムとして機能するが、感染症が重症化すると、過剰

な炎症反応が全身に波及し敗血症が誘導される。敗血症では、炎症性サイトカインの血中濃

度の上昇により、血管透過性が過剰に亢進することで血液成分が血管外漏出し、臓器障害や

ショック状態が引き起こされる 1,2)。現在、敗血症の治療には、病原体の排除や免疫系の抑

制を目的として、抗病原体薬、ステロイド、抗サイトカイン薬などの効果的な医薬品が用い

られているが、重症感染症の制圧は難しく、新しい治療薬の開発が望まれている。著者らは、

敗血症の新たな治療法として血管透過性を抑制する戦略を考え、血管内皮細胞特異的に発

現し、血管透過性を抑制する作用を持つ Robo4（Roundabout4）に着目した 3,4)。Robo4 は、

胎児期の血管形成や通常時の血管機能にはほとんど影響を与えない一方で、病態における

血管透過性の亢進や血管新生を抑制するユニークな機能を持つ 5,6)。特に炎症病態において

は、Robo4 は TNFα等の炎症刺激が誘導する内皮細胞間の VE-cadherin 接着の解離を妨げて

血管透過性を抑制し、重症感染症・敗血症モデルマウスの死亡率を抑制することが知られて

いる 7,8)。 

 

２．研究の目的 

上記の背景を踏まえ、著者らは Robo4 発現を促進し、血管透過性を抑制する新しい戦略で

重症感染症・敗血症を治療できる可能性を考えた。今回の研究では、内皮細胞における Robo4

の発現促進により敗血症病態を緩和できるかを評価するとともに、Robo4 発現促進分子の探

索とその敗血症治療効果を解析することを目的とし研究を行った。 

 

３．研究の方法 

(１) Robo4 過剰発現マウスと敗血症モデルの作製 

CAG プロモーター、stop コドン、loxP 配列、マウス Robo4 の cDNA を含む DNA 配列を、

C57BL/6 マウスの受精卵に導入後、偽妊娠マウスに移植した。導入配列を持つマウスを選択

し、CDH5-Cre/ERT2 マウスと交配させ、Robo4 過剰発現マウス（Robo4iECマウス）を樹立し

た。Robo4iECマウス（5-7 週齢）にタモキシフェンを 4日間、腹腔内投与（1 mg/day）し、

14 日後にマウスから臓器を摘出し、RNA を精製後、リアルタイム RT-PCR により Robo4 mRNA

量を解析した。なお、リアルタイム PCR は、臓器から得られた total RNA から cDNA を作製

し、遺伝子特異的プライマーと SYBR Green PCR Kit を用いて行った。標的配列を含むプラ

スミドを用いて得られた検量線からコピー数を算出し、GAPDH のコピー数で補正した。また、

ALK1 阻害剤 K02288 を C57BL/6 N マウス（7-8 週齢）に尾静脈内投与（0.5 mg/kg）し、24時

間後に肺と腎臓を摘出し、Robo4 mRNA 量を同様の手法で解析した。 

タモキシフェンを投与し14日間飼育したRobo4iECマウスの腹腔にLPSを投与（25 mg/kg）

し、生存時間を測定した。透過性の解析は、エバンスブルーを尾静脈内に投与し、1時間後

に灌流と臓器の摘出を行った。臓器中のエバンスブルーを抽出し、620 nm の吸光度測定に



より定量した。 

 

(２) ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を用いた解析 

低血清培地（0.5% FBS 含有 EBM-2）で 16時間培養した HUVEC を、K02288（1 µM）で 30 分

処理した。BMP9（1 ng/mL）を添加し 6 時間後に、RNA を調製した。siRNA を用いた実験で

は、HUVEC に SMAD1 と SMAD5 に対する siRNA もしくはコントロール siRNA を導入後、低血清

培地で 16時間培養した。BMP9 を処理後、6時間後に RNA を調製し、リアルタイム RT-PCR に

用いた。マトリゲルを用いた解析では、HUVEC をマトリゲルコーティングされたプレートに

播種し、24 時間後に K02288 を各濃度で処理した。24 時間培養後に、Cell Recovery Solution

を用いてゲルから細胞を回収し、RNA を精製した。得られた RNA を用いて、リアルタイム RT-

PCR で解析した。 

 

(３) 敗血症モデルマウスの作製と解析 

K02288 を投与し 24 時間飼育した C57BL/6 N マウスの腹腔に LPS を投与（16.5 mg/kg）

し、生存時間の解析と血管透過性の解析を行った。透過性の解析は、エバンスブルーを尾静

脈内に投与し、1 時間後に灌流と臓器の摘出を行った。臓器中のエバンスブルーを抽出し、

620 nm の吸光度測定により定量した。 

 

 ４．研究成果 

（１）Robo4 過剰発現がマウスの敗血症病態に与える影響の解析 

Robo4 発現の促進が敗血症病態に与える影響を確認するため、タモキシフェン投与により

血管内皮細胞特異的に Robo4 過剰発現を誘導できるマウスを作製した。まず、CAG プロモー

ター下流に、loxP 配列に挟まれた stop コドンとマウス Robo4 cDNA 配列を持つマウスを作

製した。次に得られたマウスを、血管内皮細胞特異的に Cre/ERT2 を発現する（CDH5-Cre/ERT2）

マウスと掛け合わせ、目的のマウス（Robo4iECマウス）を取得した。得られた Robo4iECマウ

スにタモキシフェンを投与したところ、全身の臓器で Robo4 mRNA の発現増加が確認され、

マウスが良好に樹立できたことが確認できた。次に、Robo4 の過剰発現が敗血症病態に与え

る影響を解析するため、タモキシフェンを投与した Robo4iEC マウスとコントロールマウス

（CDH5-Cre/ERT2 マウス）に LPS を腹腔投与し生存率を解析した。その結果、コントロール

マウスは 12% (2/17)、Robo4iECマウスは 56％ (10/18)が生存していた。この結果から、血

管内皮細胞への Robo4 発現の促進が敗血症病態を緩和することが示された。 

 

（２）Robo4 発現を制御するメカニズムの解析 

 Robo4 過剰発現マウスの検討から、Robo4 発現促進分子が敗血症治療薬となる可能性が示

された。そこで、Robo4 発現促進分子の開発に向け、まず Robo4 発現を制御するシグナル伝

達系を同定するために、transforming growth factor-β (TGF-β)-SMAD シグナルに着目し

解析を行った。TGF-βファミリーに属する bone morphogenetic protein 9（BMP9）をヒト

臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）に処理すると、Robo4 の発現が強く抑制された。また、この Robo4

発現の抑制は、BMP9 受容体 activin receptor-like kinase 1（ALK1）の阻害剤（K02288）

の処理により失われた。また、SMAD1/5 に対する siRNA を導入した内皮細胞では、BMP9 は

Robo4 発現を抑制しなかった。これらの結果から、BMP9 は受容体 ALK1 に結合し、SMAD1/5

を介して Robo4 発現を抑制することまた、ALK1 阻害剤が Robo4 発現促進分子として作用す



る可能性が示された。そこで ALK1 阻害剤が Robo4 発現を促進するかを解析した。K02288 を

マトリゲル中で培養した HUVEC に処理したところ、濃度依存的に Robo4 発現量が増加した。

この結果から、K02288 は内皮細胞の Robo4 発現を促進することが示された。また、K02288

を野生型マウスに静脈投与したところ、肺での Robo4 発現が増加したが、腎臓では変化が見

られなかった。これらの結果から、K02288 は血管内皮細胞およびマウス肺における Robo4

発現を促進する作用を持つことが示された。 

 

（３）ALK1 阻害剤が敗血症マウスの血管透過性と病態に与える影響の評価 

Robo4 発現促進作用を有する K02288 が敗血症マウスの血管透過性に与える影響を解析し

た。K02288 を事前投与したマウスに LPS を投与し、エバンスブルーの漏出量測定により血

管透過性を評価した。その結果、K02288 は肺でのエバンスブルーの漏出を抑制したが、腎

臓での漏出量に影響を与えなかった。このことから、K02288 が LPS 投与マウスの肺の血管

透過性を抑制することが示された。次に、ALK1 阻害剤が敗血症マウスの生存率に与える影

響を解析した。K02288 を事前投与したマウスに LPS を投与したところ、生存率が 18% (3/17)

から 56％ (10/18)に改善された。これらの結果から、Robo4 発現を促進する ALK1 阻害剤

K02288 は、敗血症マウスの肺の血管透過性の抑制を介して、敗血症病態を緩和させること

が示された。 
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