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研究成果の概要（和文）：血管新生は既存血管から新しい血管が生じる現象であり、その調節機構をよりよく理解する
ことで幅広い疾患に対して新しい治療的応用法を開発することが可能になると期待される。
当研究では特に新生血管の成熟化過程に注目し、サイトカインＴＧＦβ１の新たな役割を明らかにした。さらにアデノ
シン類似化合物であるコアクロルを独自に合成し、これが新生血管の成熟化に関与するＳ１Ｐ１受容体を活性化するこ
と、ならびに新生血管の出芽を促す成長因子ＶＥＧＦの分泌を促すことを見出した。

研究成果の概要（英文）：Angiogenesis is a process in which new blood vessels arise from pre-existing 
ones. A better understanding of angiogenesis may lead to a development of novel therapeutic interventions 
for a wide array of disease states.
In the present study, we focused on a maturation process of newly formed vessels, and revealed novel 
actions of a cytokine TGFbeta1. Furthermore, we have newly synthesized a pro-angiogenic adenosine-like 
agent termed COA-Cl. COA-Cl on the one hand induces VEGF to promote vessel sprouting from fibroblasts, 
and on the other hand stimulates S1P1 receptor in vascular endothelial cells to promote vessel 
maturation. Thus, these findings may contribute for the development of a pharmacological intervention to 
modulate angiogenic processes.
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１．研究開始当初の背景 
血管新生は胎生期に重要であるのみならず、
虚血、悪性新生物、創傷など高齢化に伴いま
すます増加しつつある諸疾患の病態生理に
おいても大きな役割を果たす。 
血管新生の初期には内皮細胞が新生血管誘
導因子に向かって遊走し、内皮のみからなる、
内容物を保持する能力に乏しい壁の薄い血
管が構築される。然る後に平滑筋細胞、周細
胞等が血管壁に recruit され、さらには結合 
組織の産生・構築が行われて安定した血管を
形作る（未熟新生血管の成熟化）。病的に生
じた未成熟な新生血管は病態の悪化につな
がる場合もある。例えば糖尿病性網膜症にお
ける眼底出血、粥状冠動脈硬化症における不
安定プラークの破裂などである。すなわち、
新生血管の成熟化過程をコントロールでき
れば、これらの疾病への新たな対策となり得
る。 
 
２．研究の目的 
新生血管の成熟化を促進する因子、並びにそ
の受容体を介した細胞内情報伝達機構の解
明を試みた。新生血管の成熟化を促進する因
子として、ａ）サイトカイン TGFβ1 と、ｂ）
脂質メディエータースフィンゴシン 1 リン酸
（S1P）に特に着目した。さらに、S1P 受容
体新規リガンドの開発、も試みた。 
 
３．研究の方法 
１）培養細胞： 
ウシ大動脈由来血管内皮細胞（BAEC） 
ヒト臍帯静脈由来血管内皮細胞（HUVEC） 
ヒト皮膚由来正常線維芽細胞（NHDF） 
２）タンパク質発現、リン酸化： 
ウエスタンブロット法、ELISA 法 
３）遺伝子発現： 
RT-PCR 法 
４）血管新生能： 
HUVEC と NHDF の共培養による管腔形成能
測定法 
５）受容体結合能： 
放射性リガンド結合競合アッセイ法 
 
４．研究成果 
 
（１）内皮細胞における、TGFβ1 の VEGF
受容体シグナルに対する効果 
 
サイトカイン TGFβ1 は新生血管の成熟化を
促進することが知られる。一方、成長因子
VEGF は新生血管の出芽を促進することから、
両経路のクロストークを検討した。 
 
あ）TGFβ1 の VEGFR2 発現に対する効果： 
BAEC において、TGFβ1 は時間・濃度依存的
に VEGFR2（VEGF 受容体タイプ 2）のタン
パク質・遺伝子発現を低下させる。図はタン
パク質レベルにおける時間依存性の効果を
示す（ウエスタンブロット法）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
い）TGFβ1 の VEGFR2 発現に対する効果： 
BAEC において、 TGFβ1 前処理により
VEGFR2発現が低下した細胞ではVEGFによ
るリン酸化反応が低下（Akt）あるいは遅延
（ERK1/2）することが分かった（図：ホスホ
ウエスタン法）。 

 
う）小括： 
以上より、サイトカイン TGFβ1 による新生血
管の成熟化には、出芽シグナルである VEGF
の働きを受容体発現のレベルで抑制するこ
とが関与する可能性が示唆された。 
 
（２）新規アデノシン類似化合物COA-Clの、
内皮細胞における S1P1 受容体を介した新生
血管成熟化シグナルへの効果 
 
研究代表者は以前に新規アデノ
シン類似化合物 COA-Cl（コアク
ロル）を合成し、これに強い血管
新生促進作用を見出していた（図
に構造式を示す：Tsukamoto I, 
Igarashi J, et al., BBRC 2010 (399) 
699）。本研究では、内皮細胞において新生血
管の成熟化をもたらす S1P1 受容体に対して、
COA-Cl がアゴニストとして作用するか否か
を検討した。 
 



あ）S1P1受容体遺伝子サイレンシングによる
検討： 
HUVECにS1P1受容体を標的とした siRNAを
一過性導入しその発現を低下させると、
COA-Cl による ERK1/2 のリン酸化反応は抑
制された。一方、S1P3受容体の siRNA では変
化は見られなかった（図（前頁）：ホスホウ
エスタン法）。 
 
い）S1P1受容体拮抗薬による検討： 
HUVEC に S1P1受容体の特異的アンタゴニス
トであるW146またはVPC23019を用いると、
COA-Cl による反応は ERK1/2 のリン酸化・
NHDF との共培養系における管腔形成の両パ
ラメータでともに有意に抑制された（図：ホ
スホウエスタン法及び管腔形成能測定法）。 

 
う）COA-Cl の S1P1受容体結合能の検討： 
COA-Cl は、陽性対照の S1P よりは弱いもの
の、有意な S1P1受容体結合能を有することが
分かった（図：放射性リガンド結合競合アッ
セイ法）。 

 
え）小括： 
以上より、新規アデノシン類似化合物
COA-Cl は、血管内皮細胞において新生血管
の成熟化反応を司る S1P1 受容体のリガン
ド・アゴニストとして作用し、同受容体の下
流でMAPキナーゼERK1/2を活性化すること
で管腔形成を促進することが示された。 
 
（３）新規アデノシン類似化合物COA-Clの、
線維芽細胞における VEGF 分泌への効果 
 
HUVEC の COA-Cl による管腔形成促進は、
共培養された NHDF の存在下で特に顕著で
あった。そこで、線維芽細胞において COA-Cl
がVEGFリガンドを誘導するか及びその分子
機作を検討した。 
 
 
 

あ）COA-Cl の VEGF リガンド発現・分泌へ
の効果： 
NHDF において、COA-Cl は濃度依存的に
VEGF の遺伝子を誘導し、タンパク質分泌を
促進した（図：RT-PCR 法及び ELISA 法）。 

 
い）COA-Cl は転写補助因子・PGC-1α を介し
て VEGF 遺伝子を誘導する： 
VEGF 遺伝子の誘導には、低酸素依存性の転
写因子である HIF1α と、代謝ストレス依存性
の転写補助因子・転写因子である PGC-1α・
ERRα との二つの経路が関与している（Shoag 
and Arany, ATVB 2010 (30) 662）。そこでNHDF
におけるこれらの分子の発現を検討したと
ころ、COA-Cl が PGC-1α 遺伝子の発現を特異
的に増加させることが分かった（図：RT-PCR
法）。 

COA-Cl による VEGF 誘導における PGC-1α
の役割を遺伝子サイレンシング法で検討し
た。PGC-1α の発現が抑制されると COA-Cl
によるVEGF分泌促進が阻害されるのに対し、
HIF1α の発現抑制は無効であった（図：
RT-PCR 法、ELISA 法）。 

さらに、遺伝子導入効率の高い、サル腎臓由
来線維芽細胞様細胞である COS-7 細胞を用
いて、遺伝子プラスミドの一過性強制導入を
行った。COA-Cl は、PGC-1α と ERRα を強制
発現させた細胞においてのみ、COS-7 細胞の
内在性 VEGF 遺伝子を誘導した（図：次ペー
ジ）。一方、HIF1α の強制発現は無効であった。 
 
 



 
う）小括： 
以上より、新規アデノシン類似化合物である
COA-Cl は、線維芽細胞において転写補助因
子・PGC-1α の発現を増加させて VEGF 遺伝
子を誘導し、その分泌を増加させることが示
された。 
 
（４）研究全体のまとめと展望 
 
当研究により、新生血管の成熟化を促すサイ
トカイン TGFβ1・脂質メディエーターS1P と
新生血管の出芽を促す成長因子 VEGF は、そ
れぞれの受容体シグナルにおいて多彩なク
ロストークを行うことが明らかになった。 
さらに当研究においては、以前に研究代表者
らが合成した新規のアデノシン類似化合物
である COA-Cl が血管内皮細胞における S1P1

受容体のリガンドであることを定めた。一方
で COA-Cl が線維芽細胞では VEGF リガンド
を誘導することから、COA-Cl には新生血管
の出芽と成熟の両ステップを同時に賦活化
する能力があることが分かった（モデル図）。 

今後これらの知見を足がかりとして血管新
生における受容体シグナルの制御をステッ
プ別にさらに詳細に検討していくことで、血
管新生を標的とした新しい治療法の開発に
繋がる可能性がある。 
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