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研究成果の概要（和文）：本研究の一番目の目的である、血管壁細胞と血管内皮細胞を同時イメージングするために、
独自のヘテロ標識二量体のVEGFないしPDGFの作成に成功し、培養細胞においてその生理活性が保たれている事、それぞ
れの受容体発現細胞にVEGFもしくはPDGFー蛍光粒子複合体を投与した際、有意に高い蛍光強度を示す事に成功した。そ
れを元にしてin vivo imagingを試みたが、血管壁細胞と内皮細胞の同時イメージングの画像取得方法の調整に難航し
、また、血管新生療法を実現するウイルス粒子の作成にも難航し、当初の計画の目的を十分に達成する事が出来なかっ
た。今後も研究をつづけ、課題を解決していく予定である。

研究成果の概要（英文）： To establish double imaging technique which can visualize vascular endothelial 
and mural cells together, we intend to make novel hetero-tagged recombinant VEGF and PDGF. Finally, we 
succeeded in establishing these proteins. At first, we checked these normal physiological activity. Cells 
which expressed these receptors snowed significantly high fluorescence with protein-fluorescent particle 
complex.
 Then, we tried to visualize vascular endothelial and mural cells simultaneously using with animal model. 
But, there were several difficulty such as auto-fluorescence. It took too much time to decide adequate 
imaging condition. Moreover, we have much trouble to make virus particles for angiogenic therapy. So, we 
could not accomplish our aim enough. We want to continue making effort to overcome several problems which 
we confront.

研究分野：血管新生
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１．研究開始当初の背景 
脳梗塞や心筋梗塞などの動脈硬化性疾

患による国内死亡率は 30％を超え、癌

と匹敵する死亡原因である。罹患率は

高齢者で高く、高齢化社会を迎えた日

本では新規治療法の開発が重大な意義

を持つ。動脈硬化による臓器・組織血

流の低下には 2 つの型がある。即ち、

径数 cm から数 mm の比較的太い動脈

に血栓が形成されて血流が減少する型、

また、径数mの毛細血管が閉塞し血流

が低下する型である。前者では、カテ

ーテルによる血管内治療や、バイパス

（迂回路）形成術などの確立された治

療法がある。しかし、後者では確立さ

れた治療法が無い。血管新生因子を用

いた毛細血管新生療法などが行われて

いるが、有効性を証明した大規模臨床

試験はなく、新しい視点に立つ治療法

開発が急務となっている。 

申請者は、先行研究で、血管内皮増殖

因 子 (Vascular Endotherial Growth 

Factor:以下 VEGF)の受容体 (VEGF 

receptor:以下VEGFR)分布の僅か三倍

の増加と勾配が、持続的な新生血管の

萌芽伸長に重要な役割を示している

ことを 1分子レベルで定量的に生体内

イメージングすることに世界で初め

て成功した (Hamada Y, et al. Blood, 

2011)。その知見から虚血組織において

VEGF受容体の発現量を 3倍増加させ

れば、より効率的に血管新生を誘導で

きる可能性が存在する事が示唆され

る。しかし、持続的かつ安定な血流改

善を得るためには不十分な視点があ

る。新生血管の構造を安定化させる為

には、新生血管の内皮細胞が血管壁細

胞に覆われることが必須である。その

為には、壁細胞の誘導を制御する血小

板 由 来 成 長 因 子 (Platelet Derived 

Growth Factor:以下 PDGF)の動態とそ

の受容体（PDGF receptor:以下 PDGFR）

の分布が導く、血管壁安定化の過程を

定量的に明らかにし、新規治療法の機

構に組み込む事が重要と考えられる。 
従って、本研究では、#1下肢虚血モデル動
物を用いて、虚血組織における PDGFの動
態、PDGFR の分布を定量的に生体内イメ
ージングして新生血管の構造安定化の機
構を詳細に明らかにし、先行研究の結果も
合わせ、#2血管の萌芽伸長と構造安定化を
持続的に誘導する新規血管新生療法を開
発する。更に、#3その治療法を、下肢虚血
モデルマウスのみならず、心筋梗塞モデル
マウスや脳梗塞モデルマウスにおける生
体内分子イメージングを用いて評価する
ことを着想した（図 1）。 

２．研究の目的 
#1、虚血組織における PDGF の動態、

PDGFR の定量的一分子生体内イメージ

ングを行う 

PDGF に高輝度で一分子の定量評価が

可能な蛍光分子を結合させ、下肢虚血

モデルマウスに投与する。虚血組織全

体における PDGFの動態を明らかにし、

更に一分子生体内イメージング装置

を用いて、血管壁細胞における PDGFR

の分布を経時的に明らかにし、血管構

造安定化に関わる壁細胞の分子メカ

ニズムを定量的に明らかにする。 

#2、構造的に安定な新生血管を誘導す



る新規血管新生療法を開発する 

先行研究と#1の結果を元に、VEGF受

容体遺伝子または PDGF受容体遺伝子

と同時に、GFP遺伝子や RFP遺伝子を

レンチウイルスベクターに組み込む。

培養細胞において、遺伝子導入効率や

細胞分裂に与える効果を多面的評価

した後、マウス正常筋組織において、

それらの遺伝子が血管内皮や壁細胞

に導入されることを生体蛍光イメー

ジングで確かめる。 

#3、心筋梗塞モデルマウス、脳梗塞モ

デルマウス、下肢虚血モデルマウスによ

る治療評価を行う 

先行研究で用いた下肢虚血モデルマ

ウスに加えて、心筋梗塞モデルマウス、

脳梗塞モデルマウスを新規に樹立し、

それらの分子イメージング技術を確

立して主な動脈硬化性疾患を網羅す

る評価系を確立する。新規治療により

誘導される血管新生を生体内で 1分子

レベルで定量的にイメージングして

効果判定を行う。 
 
３．研究の方法 
平成 24 年度計画 

(1)PDGF結合蛍光分子の作成と in vitroア

ッセイ 

遺伝子工学的手法を用い、PDGF蛋白質

にビオチン結合蛋白質を導入する。その

際、PDGFの生理活性を保つ至適導入部

位を綿密に検討する。変異 PDGFに蛍光

が高輝度で、かつ定量評価可能なアビジ

ン化量子ドットを結合させる(PDGF 量

子ドット)。これを PDGFR無発現、低発

現、強発現細胞に投与して蛍光量の定量

分析を行い、選択的反応性を担保する

（図２）。 

(2)下肢虚血モデルマウスを用いた PDGF

蛍光粒子の動態と PDGFR 分布の生体内

解析 

血管新生先端部ではVEGFRの発現が上

昇して新生血管の萌芽伸長に寄与する

と言われている。申請者は裏付けの一つ

として、虚血肢の血管分岐部では VEGF

受容体分布が直線部よりも増加約三倍

増加している事を示した (Hamada Y, et 

al. Blood, 2011)。PDGFに関しても同様

の事が定性的に言われているが、定量的

解析はなされていない。本研究ではそれ

を目標とする。 

まず、マウス下肢での PDGF量子ドット

の動態を見るため、励起光を下肢全体に

照射し量子ドット由来の蛍光を検出す

る。虚血肢における有意な PDGF量子ド

ットの集積を確認し、生体内一分子蛍光

イメージング装置を用いて血管壁細胞

における PDGFRの定量的分布を解明す

る。生体内で蛍光一分子由来の蛍光を正

確に定量し、単位血管長あたりの蛍光粒

子数で受容体発現量を定量評価する（図

２）。 



(3)VEGFRまたは PDGFR遺伝子導入ベク

ターの作成 

え遺伝子改変を加えてエンベロープに

proteinA の抗体結合部位を組み込み、血管

内皮細胞、壁細胞に特異的な抗体を結合さ

せ、血管内皮細胞、壁細胞にそれぞれ嗜好

性を持つレンチウイルスベクターを作成す

る(K Morizono et al. 2005, Nat med)。目的遺

伝子は、標的細胞の周期に関わらず選択的

に導入され、発現は長期間維持される。ま

た目的遺伝子が導入されたことを可視化す

る為、蛍光蛋白質遺伝子も組み込む。血管

内皮細胞に対しては vegfr+gfp 遺伝子

(vegf-gfp)を、血管壁細胞に対しては

pdgf+rfp遺伝子(pdgf-rfp)を組み込む（図３）。 

 

平成 25 年度計画 

(1)培養細胞を用いた遺伝子取り込み効率

の検証 

VEGF受容体、PDGF受容体をそれぞれ

1つ低発現する培養細胞に、24年度に作

成したベクターを投与し、PDGF結合量

子ドットや、PDGF量子ドットと同様に

作成した VEGF 量子ドットを使用した

ウエスタンブロット等を行い受容体発

現を確認する（図４）。 

(2)生体内1分子イメージングによる遺伝子

取り込みの検証と、治療効果の評価 

ベクターを正常マウスに導入し VEGF

結合量子ドット、PDGF結合量子ドット

を投与して生体イメージングを行って

血管内皮や壁細胞の受容体発現量が上

昇することを確認する。更に、下肢虚血

モデルマウスにベクターを投与して同

様に生体イメージングを行い、新生血管

先端部での血管構造安定化の過程や、構

造的に安定した新生血管の本数を定量

評価する（図４）。 

 

平成 26 年度計画 

(1)心筋梗塞モデルマウス、脳梗塞モデルマ

ウスの樹立とイメージング手技の確立 

心臓を栄養する冠状動脈、脳を栄養する

脳動脈を部分的に結紮して臓器血流を

低下させ、心筋梗塞モデル、脳梗塞モデ

ルを作成する。結紮する動脈を詳細に検

討し、血管新生を観察可能なモデルを樹

立する。イメージング手法は、脳梗塞モ



デルの場合、頭蓋骨を螺子で固定し、心

拍動等による体動を最小限に押さえて

観察する手法を開発する。また、心筋梗

塞モデルの場合、ヒトの心臓手術で、心

拍動の影響を低減し微細な手術を可能

にする心臓つり上げ手技を応用し心拍

動の影響を排除する手法を開発する。研

究協力者として、慈恵会医科大学の生理

学教室の福田准教授に協力を依頼する

予定である（図５）。 

(2)心筋梗塞モデルマウス、脳梗塞モデル

マウスでの治療評価 
 心筋梗塞モデルマウス、脳梗塞モデルマ
ウスにベクターを投与する。その後、生体
一分子イメージングを行い、下肢虚血モデ
ルマウスと同様に評価する。両者の所見に
乖離がないことを検証する。 
 
４．研究成果 

 (1)PDGF結合蛍光分子の作成と in vitroア

ッセイ結果 

 遺伝子工学的手法を用いて、His-tag, 

Strep-tagを C末端に組み込んだ PDGF並び

に VEGFを作成した。VEGFに関しては、

当初計画には盛り込んでいなかったが、

後々血管内皮細胞と血管壁細胞の同時 in 

vivo imaging を行う事を視野に作成した。

これらのベクターは大腸菌に組み込み、タ

ンパク発現を行い、封入体内に選択的に発

現させる事に成功した。封入体は可溶化処

理を施した後、異なる二種のタグを持った

PDGFあるいは VEGFを当量ずつ混合、巻

き戻し作業、精製作業を経て、二量体の蛋

白中に、ストレプトアビジン担持量子ドッ

トに結合できる場所を一か所のみ持った

His-Strep tag PDGF、His-Strep tag VEGFを作

成した。これこれらの蛋白質は、培養細胞

を用いて、細胞分裂能に与える影響が、リ

コンビナント PDGFまたは PDGFと統計学

的に差異がない事を確認した。また、これ

らの蛋白質をストレプトアビジン量子ドッ

トと結合させた後、PDGF 発現細胞ないし

VEGF 発現細胞と反応させ、これらの発現

細胞が有意に高い蛍光強度を示す事を、一

細胞蛍光イメージングで明らかにした。 

これらの蛋白質作成に関して、多くの試

行錯誤（特に巻き戻し条件について）を必

要としたため、当初の計画より遅れて、二

年間を必要とした。 

(2)下肢虚血モデルマウスを用いた PDGF

蛍光粒子の動態と PDGFR 分布の生体内

解析結果 

下肢虚血モデルマウを作成し、PDGF 蛍

光粒子を投与して、in vivo imagingを行っ

たが、観察対象である毛細血管にある血管

壁細胞の存在は免疫染色上もまばらであり、

当初は、血管壁細胞からと思われる蛍光シ

グナルは得られるものの確証が得られなか

った。そのため、新しく in vivo imaging画

像差分法を開発する必要に迫られ、現在ま

でその条件検討が続いている。 

(3)VEGFRまたは PDGFR遺伝子導入ベク

ターの作成 

 VEGFR、PDGFR 遺伝子導入ベクターを

作成するにあたり、図３のようなレンチ

ウイルスベクターを作成する予定であっ

たが、遺伝子コンストラクトを作成に時

間がかかり、こちらも現在も作成作業が

続いている。 

 

 総じて研究成果は当初予定を大幅に下回

っているため、課題解決の向けてこれか

らも鋭意努力していく予定である。 
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