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研究成果の概要：　脈管（血管・リンパ管）新生での細胞間相互の情報伝達機構、細胞の機能

変化、さらに脈管新生を基盤とする病態（血管新生病など）の解明と治療法の開発は極めて重

要かつ緊急課題である。本研究では、動脈硬化、血管炎、血管新生病（腫瘍・糖尿病）あるい

は臓器・組織虚血と側副血行路発達、リンパ管新生に関する分子病態の検討から、血管病変進

展において脈管（血管・リンパ管）新生関連因シグナルが病態形成に中心的役割を果たしてい

ることが明らかになった。
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１．研究開始当初の背景

　血管新生は、個体発生・生殖過程におけ

る胚子の発育や黄体形成のほか、成熟個体

においては組織障害ならびに炎症に引き続

く修復（創傷治癒）過程の１つとして普遍

的に認められる生理的反応である。

　しかし一方で、腫瘍、増殖性糖尿病性網

膜症、リウマチ様関節炎、感染症、動脈硬

化症など病的にも認められ、こうした疾患

では、この新生血管自体が病因であったり、

組織や臓器機能障害を招来する。このこと

から、病的血管新生の機序の解明と関連疾

患の治療法の開発は極めて重要かつ緊急課

題とされている。

　一方、リンパ管の発生・機能あるいは疾
患に関する分子生物学的理解は血管に比べ
て遅れているが、申請者らはこれまで、血
管・リンパ管の発生や新生は、個々の因子
を共有しつつ、そのシグナル発現の空間性
およびタイミング、階層性、さらにはシグ
ナルの修飾（変性）により進むべき方向が
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制御されていることを明らかにしてきた。
しかし、複雑に交錯し細胞相互の機能を変
換を果たす脈管（血管・リンパ管）新生の
分子シグナルの病理学的意義については、
まだまだ未解明な点が多い。そのため、こ
れら脈管（血管・リンパ管）新生のシグナ
ルが、病態にあってどのように機能するの
かを総合的に解明することが求められてい
た。

２．研究の目的
　脈管（血管・リンパ管）新生過程での細
胞間相互の情報伝達機構の解明と、血管壁
細胞やリンパ管内皮細胞の機能変化や、そ
れを基盤とする分子病態の解明にくわえ、
近未来的に対象疾患に対する新規かつ有効
な治療法の確立に発展させうるデータの集
積を目的とした。

３．研究の方法
（１）久山町剖検症例の動脈硬化標本を用
い、免疫組織化学的な蛋白発現と動脈硬化
の進展との関連を病理形態学的に検討する
と共に、培養細胞血管内皮(HUVEC)を用い
た発現制御の解析を行った。

（２）神経細胞（R28）のアポトーシス誘導
培養条件下（血清飢餓、スタウロスポリン
添加）でのリコンビナント PEDF 添加の影響
について、細胞生物学的に検討した。

（３）川崎病としてカンジダアルカリ抽出
物投与（CAWS）誘発冠動脈炎モデルを作製
し、VEGF の意義を、TNFαと比較対照しつ
つ病理組織学的に評価検討した。

（４）虚血下肢マウスモデルにて FGF-2 遺
伝子導入による下肢脱落救済過程での血管
新生関連因子の動態解析に加え、スタチン
投与による遺伝子動態への影響を解析した。
また、シグナル経路の阻害剤存在下での
HUVEC 培養により、の血管新生関連因子の
発現動態への影響から情報伝達系路を検討
した。

（５）HUVEC 及び線維芽細胞株（MRC5）
を用いて、アンジオポエチン/Tie-2 シグナル
の阻害と細胞内シグナル制御を細胞生物学
的および生化学的に評価した。

（ ６ ） 非 小 細 胞 癌 手 術 症 例 に お け る
podoplanin の臨床病理学的示標としての検討
を行った。また、脈管シグナルとの関連を
培養肺癌細胞株（発現導入群、発現ノック
ダウン群）を用いて細胞生物学的および腫
瘍移植マウスモデルにて解析した。

４．研究成果
（１）免疫組織化学的検討より、動脈硬化
の進展に連動して PKCη（図１）、ヘムオキ
シゲナーゼ(HO)-1 発現が亢進することが明
らかになり、両者が冠動脈硬化の防御・促
進両面の因子である可能性を示唆した。1SNP
解析により脳梗塞関連遺伝子として明らか
になっている apelin を加えて、VEGF による
誘導の有無を HUVEC にて検討したところ
VEGF 刺激は PKCη、apelin の発現を誘導し
た。なお、HO-1 は既に VEGF で発現誘導が
知られており、肥厚内膜での低酸素環境で
の遺伝子発現制御に、VEGF が中心的役割を
果たしていることが判明した。

図１．動脈硬化度と新生血管、PRKCH 発現の相関

（２） 血管新生阻害因子 PEDF は、カスパ
ーゼ経路に非依存的に神経細胞のアポトー
シスを抑制した。SiRNA やイムノサイトメ
トリーの解析より、PEDF は AIF 活性化を抑
制して抗アポトーシス作用を発揮すること
が判明した（図２）。

図２．PEDF による血清飢餓誘導性アポトーシス

の抑制（矢印；TUNEL 陽性細胞）

（３）川崎病動物モデルにて、血管新生因
子である VEGF-A 活性中和抗体の同時投与
により基底膜の破壊が軽減されたことから、
既に知られている TNFαと同様に病態の鍵
を握る制御因子であることが判明した。ま
た、治療標的としての VEGF-A 有効性が明
らかになった。

（４）FGF-2 による機能的血管新生誘導によ
る下肢救済には、VEGF を介した PlGF 発現
の増幅が重要なことが判明した（図３）。
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また、糖尿病下肢での血流改善に PDGF-B
シグナルとは独立して、スタチンによる NO
産生を介した内皮細胞保護が補完的に機能
していた（図４）。

図３．虚血下肢マウスでの FGF-2/VEGF による
PlG F 発現誘導

図４．糖尿病虚血下肢モデルマウスにおけるスタ

チン投与と N O S阻害剤の影響（# p<0.05）

（５）血管・リンパ管の成熟過程に重要な
Ang-1/Tie-2 シグナルについて、血管内皮内
皮細胞での Tie-2 発現は、様々な刺激に対応
して細胞内で変化する AKT と MAPK の相反
するシグナルのバランスで調節されている
事を解明した。さらに病態に応じて増幅さ
れる炎症性刺激などが ADAM、TIMP-2/3 の
活性均衡を変化せしめることが細胞表面の
Tie-2 シェディングを調節し、生じた可溶型
分子が血管安定化に関わる内皮の Ang-1 シ
グナルを修飾する事が判明した。

（６）肺扁平上皮癌における腫瘍辺縁部で
の podoplanin の低発現群は、予後不良であ
った（p<0.05）。免疫組織化学および培養細
胞 で の 実 験 よ り 、 腫 瘍 細 胞 に お け る
podoplanin の有無が、VEGF-C 発現の変化を
もたらし、結果的にリンパ節転移に大きく
影響していることが明らかになった。
　以上のごとく、脈管新生の分子基盤の解
明と制御が、病態の治療戦略に極めて重要
であることが判明した。
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