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研究成果の概要： 

PlGF（胎盤由来増殖因子）は，VEGF ファミリーに分類されるサイトカインであり，毛細血管
新生作用だけでなく動脈新生作用も有している．我々は従来から継続している研究成績から，
急性心筋梗塞に対する PlGF 投与が心機能および生命予後を改善する治療的応用が可能である
との仮説をたてた．今回の検討では，分子生物学的手法を用いて PlGFおよびその阻害蛋白であ
る sFlt-1（可溶性 Flt-1）のリコンビナント蛋白を作成して心筋梗塞モデル動物に投与するこ
とにより，１）PlGFの外因性投与が梗塞後の心機能および生命予後に及ぼす影響，２）予後改
善効果における PlGFの血管新生・動脈新生作用の寄与，３）外因性 PlGF投与が骨髄由来 Flt-1
陽性細胞細胞の末梢血への遊走，および梗塞部心筋への homing に及ぼす影響，４）骨髄由来
Flt-1陽性細胞の心臓内で血管新生に対する関与，５）外因性 sFlt-1投与の単独あるいは PlGF
との同時投与が心筋梗塞後の病態に及ぼす影響を検討した．本研究の成績から，急性心筋梗塞
時に内因性に増加する PlGFは梗塞後の病態に治癒的に寄与すること，さらに外因性に PlGFを
投与することによってその効果が増強されることが明らかとなった．PlGFが急性心筋梗塞の急
性期の治療法の一つになる可能性が示唆される． 
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１．研究開始当初の背景 
近年の心筋梗塞（ＡＭＩ）に対する早期再

灌流療法の普及は，その死亡率と機能予後に
大きな改善をもたらした．最近では，慢性期
の予後を改善することを目的として，急性心

筋梗塞の再開通療法に追加して心機能を温
存する追加的治療として細胞移植療法やサ
イトカイン療法など様々なものが試みられ
る様になってきているが，いまだ，効果が証
明された治療法はない．Lundeらは急性心筋
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梗塞患者に骨髄単核球を投与したが，明らか
な効果は得られなかったと報告している
【NEJM 355(12) 1199-1209】．その他にも効
果があったとされる報告もあるが，その効果
はわずかしか認められていない．また，
VEGF-A（血管内皮増殖因子）は基礎実験にお
いては非常に有効な血管新生因子と考えら
れているが，実際の臨床例での遺伝子あるい
はリコンビナント蛋白を用いた血管新生誘
導療法は十分な効果が証明されていない．わ
れわれは従来から，VEGFファミリーに分類さ
れ血管新生作用だけでなく動脈新生作用も
有するサイトカインであるPlGFに着目して
研究を継続してきた【J Am Coll Cardiol. 
2006; 47(8):1559-67】．  
PlGFは VEGF受容体-1（Flt-1）に特異的に

結合すると考えられているが，虚血性心疾患
や悪性腫瘍などの疾患状態における血管新
生に寄与していると考えられている．
Carmelietらによると，PlGFのホモ欠損マウ
スは生殖能力を含めて正常に発育すること
から PlGF の発生期における役割は小さいと
考えられるが，出生後の病的状態における血
管新生が明らかに傷害されている【Nat Med 
2001,7:575-583】．また，下肢虚血モデルで
は PlGF の局所投与が虚血部位において毛細
血管だけでなく，動脈を含む側副血管の形成
を促進することが認められ【 Circ res 
2003,996:49-60】，病的状態における PlGFの
重要性が示唆された．さらに，PlGF は VEGF
と異なり，壁細胞を有するより成熟した血管
を多く新生する（arteriogenesis）と考えら
れており，VEGF に認められるような，浮腫，
血管腫形成，低血圧などの副作用が尐ないと
考えられている【Ann N Y Acad Sci 2002;979: 
80-93】． 
われわれは，急性心筋梗塞患者において血

漿PlGF値が正常群に比して，有意に上昇して
おり，また，慢性期の心機能の改善度と有意
に相関関係を有することを示してきた【J Am 
Coll Cardiol. 2006; 47(8):1559-67】．さ
らに心筋梗塞モデルマウスを用いた動物実
験モデルでは，梗塞巣の血管内皮細胞でPlGF
が発現していることが証明された．これらの
ことから，内因性のPlGFが急性心筋梗塞の梗
塞巣で発現し，血管新生，あるいは動脈新生
により慢性期の予後を改善することが考え
られた．しかし，依然として詳細な機序は解
明されていない．さらにわれわれは，外因性
のPlGF蛋白投与によっても心筋梗塞慢性期
の予後改善効果を認めるかどうかにつき予
備実験で検討した．急性心筋梗塞モデルマウ
スを用い，作成したリコンビナントヒトPlGF
（rhPlGF）蛋白を持続腹腔内投与後に7日目
の急性期と28日目の慢性期で検討すると，28
日目の慢性期においてPBS群に比して52％生
存率を改善した．さらに心エコー所見でも
rhPlGF投与で慢性期のリモデリングが抑制
されることが示されている．このことから，
外因性のrhPlGF投与によっても慢性期の予
後改善効果が得られることが考えられた．こ
れらのことからもPlGFが心筋梗塞に対して
新しい有効な治療法になりうる可能性があ

ると考えられる． 
 
２．研究の目的 

今回われわれは，PlGFを新規治療法と
して有用であるかどうかを検討するため
に，PlGFおよびその阻害蛋白であるsFlt-1
（可溶性Flt-1）のリコンビナント蛋白を作
成して心筋梗塞モデル動物に投与すること
により，１）PlGFの外因性投与が梗塞後の心
機能および生命予後に及ぼす影響，２）予後
改善効果におけるPlGFの血管新生・動脈新生
作用の寄与，３）外因性PlGF投与が骨髄由来
Flt-1陽性細胞細胞の末梢血への遊走，およ
び梗塞部心筋へのhomingに及ぼす影響，４）
骨髄由来Flt-1陽性細胞の心臓内で血管新生
に対する関与，５）外因性sFlt-1投与の単独
あるいはPlGFとの同時投与が心筋梗塞後の
病態に及ぼす影響を検討した． 

 
３．研究の方法 
Ⅰ．リコンビナントヒトPlGF（rhPlGF）蛋白，
可溶性Flt-1蛋白（rhsFlt-1）の作成 

hPlGF および hsFlt-1蛋白遺伝子配列
【Oncogene 1993; 8:925-931. 】を組み込ん
だプラスミドを用いて，大腸菌発現系で蛋白
を精製した． 

 
Ⅱ．心筋梗塞モデルマウスの作成 
 心筋梗塞におけるrhPlGF，rhsFlt-1蛋白投
与の効果を確認するために12週齢のC57BL/6
マウスを用いて心筋梗塞モデルマウスを作成
する．気管挿管を施行後，吸入麻酔下（イソ
フルラン）に左肋間開胸し，左冠動脈前下降
枝を8-0絹糸にて結紮する．心筋梗塞作成7日
後（急性期），28日後（慢性期）に心臓，骨
髄，末梢血をサンプルとして採取する． 
 
Ⅲ．オスモティックミニポンプを用いた蛋白
の持続腹腔内投与 
 心筋梗塞作成マウスの皮下にrhPlGFおよび
rhsFlt-1溶液を充填したオスモティックミニ
ポンプを留置する．ポンプから延長したチュ
ーブを腹腔内に固定する． 
 
Ⅳ．心筋梗塞モデルを用いたPlGFによる心保
護効果の解明 

同マウスを用いて7日目，28日目にそれぞれ，
１）TTC染色，マッソン染色による梗塞部面積
の評価，２）心エコーによる血行動態の評価，
３）免疫組織化学（抗CD31抗体，抗α-SMA抗
体，および抗CD68抗体）を用いた梗塞部にお
ける新生血管や浸潤細胞の検討，４）RT-PCR
を用いた梗塞部における血管新生因子や線維
化促進因子の発現の変化を検討する． 

 
Ⅴ．心筋梗塞における骨髄単核球の影響の検
討 
① 骨髄移植モデルの作成 
PlGFは骨髄中の単核球を炎症巣に遊走させ

る と 考 え ら れ て い る 【 Nat Med 
2002;8:841-849】．骨髄細胞（単核球）の心
筋梗塞における動態を検討するために，8週齢
のGFPマウス骨髄細胞を大腿骨より採取し，12



 

 

週齢C57BL/6マウスの尾静脈より静脈注射を
行う．予備実験（FACS解析）において1ヶ月後
のマウス骨髄で90%以上の置換率を確認して
いる． 
② 心筋梗塞モデルマウスの作成 
 骨髄移植マウスに上記の方法で心筋梗塞を
作成し，7日後と14日後のGFP陽性細胞数を検
討する．さらに末梢血より単核球を比重遠心
法により分離した後に抗Flt-1抗体を用いて
FACS解析を行い，Flt-1陽性細胞の増加率を心
筋梗塞モデルを用いてPlGF投与群とPBS投与
群において比較する．さらに抗Flt-1抗体を用
いてFACS sorting により細胞を単離し，同細
胞よりmRNAを採取することで血管新生因子の
遺伝子発現発現につき，RT-PCRを用いて検討
する． 
③ 心筋梗塞モデルマウスの心臓からの単核

球の分離 
 心筋梗塞マウスの心臓を取り出した後に
冠動脈よりコラゲナーゼで還流する．単細胞
に分離できたら比重遠心法で単核球を分離
した後に抗 Flt-1抗体を用いて Flt-1陽性細
胞を sortingする．これで得られた細胞は骨
髄中から PlGF により誘導された細胞と考え
られる．得られた細胞から mRNA を採取し，
末梢血と同様の検討を行う． 
 
Ⅵ．Flt-1によるPlGFの拮抗作用の検討 
PlGFは血管新生作用を有し虚血心を救済

する作用を有する反面，炎症の持続が心抑制
作用を有するという相反する作用も考えら
れており，PlGFの心保護作用を最大限発揮す
るためにはPlGFの投与時期は非常に重要で
あると考えられる．PlGFはFlt-1に結合し，
血管新生作用を有すると考えられており，さ
らに可溶性Flt-1（sFlt-1）によってその作
用が拮抗されると考えられている． 
そのためにrhPlGF投与数日後に，さらに

sFlt-1を投与することでPlGFによる慢性期
の炎症持続効果を抑えることは重要と考え
られる． 
① 心筋梗塞モデルマウスへのrhsFlt-1投与 
 上記の方法を用いて心筋梗塞モデルを

作成と同時にrhsFlt-1溶液を充填したオスモ
ティックミニポンプをマウス皮下に留置す
る．7日後に心臓を採取し，１）TTC染色，マ
ッソン染色による梗塞部面積の評価，２）心
エコーによる血行動態の評価，３）免疫組織
化学（抗CD31抗体，抗α-SMA抗体，および抗
CD68抗体）を用いた梗塞部における新生血管
や浸潤細胞の検討，４）RT-PCRを用いた梗塞
部における血管新生因子や線維化促進因子の
発現の変化，などにつき検討を予定している． 
② sFlt-1投与によるPlGFの至適拮抗時期の

特定 
 心筋梗塞モデルにrhPlGFを持続腹腔内投与
し，3日後，7日後，14日後に，rhsFlt-1溶液
を充填したオスモティックミニポンプをマ
ウス皮下に再度，留置する．28日後に死亡率
の改善度につき検討する． 
 

 

 
４．研究成果 
Ⅰ．リコンビナント PlGF が心筋梗塞モデル
マウスの予後に及ぼす影響 
 

 

 

梗塞作成前 1 日目から 3 日間の持続投与によ
り，手術後 28 日目の生命予後は，rhPlGF 投
与マウスが PBS群に比して 52％の改善が得ら
れた． 
 
 
Ⅱ．リコンビナント PlGF が梗塞範囲に及ぼ
す影響 

 

 
 
第７病日のTTC 染色では，心筋梗塞面積およ
びinfarct fractionは rhPlGF投与群でPBS投
与群に比して有意に小さかった．（infarct 
area: 4.25±2.04 mm2 vs 5.95±1.54 mm2, 
P<0.01; infarct fraction: 26.46±1.59% vs 
33.70±0.52%, P<0.05) 
さらに第２８病日の慢性期では，両群で日梗
塞部の代償性肥大を認め，梗塞面積と 
infarct fraction は rhPlGF 群で PBS 群に
比して有意に大きかった．(infarct area: 
5.58±2.76 mm2 vs 3.37±2.00 mm2, P<0.01; 
infarct fraction: 18.86±0.76% vs 
11.25±0.22%, P<0.01) 

 

Ⅲ．リコンビナント PlGF が心筋梗塞モデル
マウスの心機能に及ぼす影響 



 

 

 

第７病日に実施した心エコー検査では，
rhPlGF 群で PBS 群に比して，左室内径が有
意に小さく，左室収縮能が有意に高値を示し
た． 
 
 
Ⅳ．リコンビナント PlGF が心筋梗塞モデル
マウスの血管新生及ぼす影響 

 

 

第７病日に採取した梗塞境界部での血管新
生を毛細血管（CD31）と動脈新生（aSMA）を
検討した．rhPlGF 群で PBS 群に比して，梗
塞境界部における毛細血管の新生および動
脈新生の幸甚が認められた．一方，非梗塞部
では両群間に差は認めなかった． 
 
 
Ⅴ．リコンビナント PlGF とリコンビナント
sFLT-1 の同時投与が心筋梗塞モデルマウス

の予後に及ぼす影響 

 

 
 
rhsFlt-1の投与は，心筋梗塞マウスの血行動
態に影響を及ぼさなかった．rhsFlt-1の単独
投与は，心筋梗塞マウスの生命予後に影響を
及ぼさなかったが，両蛋白の同時投与では，
rhPlGF 単独投与時に認められた予後改善効
果は相殺されていた． 

 

Ⅵ．リコンビナント PlGF とリコンビナント
sFLT-1 の同時投与が心筋梗塞範囲および血
管新生に及ぼす影響 

 

 
 

心筋梗塞面積は，対照群に比して rhPlGF



 

 

投与群で有意に減尐，rhsFlt-1投与群で有意
に増大した．また，CD31陽性細胞で検討した
梗塞境界部での血管新生は，rhPlGF投与群で
有意に増大，rhsFlt-1投与群で有意に減尐し
た． 
 
 
Ⅶ．リコンビナント PlGF が心筋梗塞モデル
マウスでの骨髄細胞の誘導に及ぼす影響 

 

 

 
末梢血中マウス血管内皮前駆細胞 EPCs 

(Flk-1+Sca-1+ cells)数は rhPlGF投与群で，
対照群に比して有意に増加していた．さらに
梗塞心筋領域における骨髄由来細胞数も
rhPlGF投与群で有意に増加していた．血管内
皮細胞に分化した骨髄由来細胞は，rhPlGF群
で心筋組織中で認められたが，その数は非常
に尐なかった． 

 

 まとめ 

外因性に投与した rhPlGF が心筋梗塞モデル

マウスにおける梗塞領域の減尐，血管新生の

亢進の機序を介して，慢性期の生命予後を改

善する可能性が示唆される．さらに，rhPlGF

での血管新生作用は毛細血管のみならず，血

管平滑筋細胞を伴う動脈新生を伴っており，

梗塞障害心筋への機能的血管増勢による血

流改善および心機能の改善がもたらされた

と考えられる． 

以上の成績から，rhPlGFが急性心筋梗塞の

急性期の治療法の一つになる可能性があり，

今後大動物での検討を進展させ，臨床応用の

実施が望まれる． 
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