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研究成果の概要（和文）： 病態時には脈管構造の劇的な変化、再構築がおこる。本研究では、
血管･リンパ管新生を制御する VEGF 1 型受容体シグナリングの役割を、VEGFR-1 の細胞内ドメ
インの tyrosine kinase 部分を選択的に欠損したノックアウトマウス（TKKO）を作出し、血管･
リンパ管等の脈管新生が病態の発症･進展に役割を持つ病態モデルで解明することができた。
Gene targeting や特異的中和抗体などの治療応用への基礎的検討を加えることができた。さら
に VEGFR-1 を発現する骨髄由来の細胞が脈管新生、脈管構造の改変に役割を持つことを明らか
にできた。 
 
研究成果の概要（英文）： Vascular endothelial growth factor (VEGF) is known as a major 
propangiogenic factor. VEGF has 3 receptors, namely VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 (Flk-1/KDR) 
and VEGFR3 (Flt-4). We had previously reported that the magnitude of cytokine-mediated 
release of SDF-1 from platelets and the recruitment of nonendothelial CXCR4+ VEGFR1+ 
hematopoietic progenitors, ‘hemangiocytes,’ constitute the major determinant of 
angiogenesis. We tested that Flt-1 Tyrosine Kinase (TK) signaling enhances angiogenesis 
by stimulating Stem Cell Factor (SCF) and MMP-9 by bone marrow stem cells. Blood flow 
recovery in TKKO was significantly delayed compared to WT. Compared to WT, plasma 
concentrations of SCF and pro-MMP9 were significantly reduced in TKKO. There was no 
significant difference between the concentrations of VEGF in both mice, but in TKKO, 
platelets-deposited microvascular density was significantly suppressed. These results 
suggested that the signaling of the Flt-1 is essential for recovering from acute ischemic 
conditions. Administration of selective VEGFR1 agonist may be useful to treat the ischemia, 
and may become a novel therapeutic strategy in regenerative cardiovascular medicine.  
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１．研究開始当初の背景 
臓器機能の維持には循環系が重要な役割を果
たす。病態時には、臓器脈管構造の劇的な変
化、再構築がおこる。中でも血管新生は、血
管内皮細胞の増殖、遊走、管腔構造形成、ペ
リサイトの装着にいたる一連の生体反応で、
多くの成長因子、サイトカインにより制御さ
れる。多くのそれらの因子は、血管内皮細胞
に加え、上皮細胞や線維芽細胞にも増殖活性
を示すことが知られている。血管内皮増殖因
子(VEGF) は血管内皮特異的に作用する増殖
因子として初めて見いだされた因子であり、
その受容体には１から３型までのサブタイプ
がある。２型受容体は血管内皮細胞に、３型
受容体はリンパ管内皮細胞に発現し、それぞ
れ血管新生、リンパ管新生を増強することが
報告されてきた。しかしながら、これまで１
型受容体の生体内役割は不明な部分が尐なく
ない。 
 
２．研究の目的 
これまで、炎症性メディエーターのプロスタ
グランジン (PG) が腫瘍周囲のストローマ
（間質）組織に作用し、同組織でVEGF を誘導
し、腫瘍血管新生を増強することをPG 受容体
ノックアウトマウスを用いて証明してきた。
本研究では、血管･リンパ管新生を制御する
VEGF 1 型受容体(VEGFR-1)シグナリングの役
割を、VEGFR-1 の細胞内ドメインのtyrosine 
kinase 部分を選択的に欠損したノックアウ
トマウス（TKKO）を作出し、血管･リンパ管等
の脈管新生が病態の発症･進展に役割を持つ
病態モデルで解明することを目指すこととし
た。Gene targeting や特異的中和抗体などの
治療応用への基礎的検討を加えた。その結果、
VEGFR-1 を発現する骨髄由来の細胞が脈管新
生、脈管構造の改変に役割を持つことを明ら
かにすることができた。 
 
３．研究の方法 
VEGFR-1 の細胞内ドメインの tyrosine 
kinase 部分を選択的に欠損したノックアウ
トマウス（TKKO）を作出し、血管･リンパ管
等の脈管新生が病態の発症･進展に役割を持
つ病態モデルで解析を行った。 
 
４．研究成果 
本研究では、血管新生が病態の進展に重要な
役割を発揮するモデルにおいて、VEGFR-1 受
容体発現細胞の動態、VEGFR-1受容体シグナル
の働きを明らかにすることができた。 
野生型マウス(WT)およびVEGFR-1TK-/- 
(TKKO)で後（下）肢虚血モデルでの虚血から
の回復過程における血管新生をレーザードッ
プラーで評価を行い、虚血部大腿四頭筋のHE
染色、CD31免疫組織化学染色、生体顕微鏡で

の微小循環観察および血小板粘着･凝集を調
べた。さらに、血管新生促進因子の同定、フ
ローサイトメトリーによりSDF-1の受容体で
あるCXCR4陽性かつVEGR-1陽性細胞（以下
CXCR4+VEGFR-1+細胞）の動員を調べるため、
共焦点レーザー顕微鏡により虚血部組織にお
ける同細胞の蛍光免疫組織化学観察を行った。 
（１）．VEGFR-1 シグナル伝達抑制による虚
血からの回復遅延と新生血管密度 
WTおよびTKKOで下肢虚血モデルを作製した。
虚血7日目においてTKKO では虚血肢足背部に
虚血による潰瘍形成が認められた。レーザー
ドップラーで後肢血流の回復を検討したとこ
ろ、非虚血肢と虚血肢との血流強度の比率は
虚血導入7日後ではWT 0.62 ± 0.09 であった
のに対しTKKO では0.38 ± 0.02 と有意に抑
制されていた。その後の回復もTKKOでは著明
に遅延し、28日後においてはWT 0.82 ± 0.08、
TKKO 0.58 ± 0.17 であった。虚血導入28日
後での大腿四頭筋組織のHE 染色では、TKKO 
では筋線維の萎縮および脂肪置換が認められ
た。同組織においてCD31抗体により血管内皮
細胞を同定し、筋線維一個あたりの陽性細胞
を数え血管密度を検索したところ、WT 群では
2.23 ± 0.21、TKKO 群では1.58 ± 0.23 と
有意に減尐していた。 
（２）．TKKO とWT における生体顕微鏡での
血管新生と血小板の接着 
生体顕微鏡を用い、虚血部や非虚血部の微小
血管での血流、血小板の接着を観察した。虚
血導入3日後、7日後においてWT では新生血管
の増生と血管内皮上に血小板が粘着･凝集し
ている所見が観察された。一方TKKOではWTに
比べ虚血導入3日後においては大腿動脈結紮
周囲部と末梢の筋肉組織内で、7日後において
は大腿動脈結紮周囲部で血小板が粘着･凝集
した新生血管密度の低下が認められた。 
（３）．TKKO の骨髄機能 
虚血導入前では白血球数、血小板数ともにWT、
TKKO間で有意な差は認めなかった。虚血導入
後、血小板数に変化は認めず、白血球数は虚
血操作1 日後においてWTで有意に増加した。
WTに認められた、虚血導入後の白血球数の増
加がTKKOで認められなかったため、骨髄から
の単核球動員に差があり、骨髄機能に差があ
ることが考えられた。骨髄機能の差を検索す
るため、5-FUを腹腔内投与した後の白血球数、
血小板数の回復の度合いを検討したところ、
白血球は投与10日後で最低値をとり、徐々に
回復してきたが、TKKO では有意に遅延してい
た。血小板数も投与8日後で最低値をとり、そ
の後回復したが、その回復はTKKOでは有意に
遅延していた。 
（４）．血清中血管新生因子レベル 
虚血導入前、導入後と経時的に検討したとこ
ろ、SDF-1濃度は虚血導入5日後よりWT 1.18 ± 



0.17 ng/ml、TKKO 0.74 ± 0.22 ng/mlとTKKO
で有意に低下していた。しかしながらVEGFは
両群ともに経過中に差異を認めなかった。pro 
MMP-9は虚血導入2日後でWT 50.2 ± 4.5 ng/ml、
TKKO 21.8 ± 3.1 ng/mlとTKKO で有意に低下
しており、またSCFは虚血導入1日後 WT 194.7 
± 32.2pg/dl、TKKO 126.3 ± 29.7 pg/dl か
ら5日後ではWT 211.4 ± 28.3 pg/dl、TKKO 
167.5 ± 19.9 pg/dl とTKKO で有意に低下し
ていた。 
（５）．VEGFR-1+CXCR4+細胞の末梢血、骨髄
での変化 
WT、TKKO でのCXCR4+VEGFR-1+細胞の虚血導入
による変化をフローサイトメトリーにて検討
した。末梢血においては、虚血導入前では
CXCR4+VEGFR-1+細胞はWTでは1.36 ± 0.33％、
TKKOでは2.03 ± 0.67％と有意な差はなかっ
た。しかし、虚血導入7日後ではWT 1.79 ± 
0.35％に対しTKKOでは0.73 ± 0.41％と有意
に低下していた。一方、骨髄ではCXCR4+ 
VEGFR-1+細胞は虚血導入1日後の各群の骨髄
細胞数には変化がなく、7日後では骨髄細胞数
に変化は認めなかった。 
（６）．虚血組織におけるCXCR4+VEGFR-1+細
胞の蛍光免疫組織化学染色 
共焦点レーザー顕微鏡での観察では、WTでは
虚血組織に多数のCXCR4+VEGFR-1+細胞が集積
していた。しかしながらTKKO では虚血部の一
部に集積を認めるのみであった。 
（７）．骨髄移植による検討 
WTにGFP陽性WTの骨髄を移植したモデルでは、
移植していないWTと同等の虚血からの回復が
認められた。しかしながら、WTにGFP陽性TKKO
の骨髄を移植したモデルでは回復が有意に抑
制された。虚血導入7日後の組織では、GFP陽
性WT骨髄をWTに移植した群では、新生した血
管にGFP陽性細胞の著明な集簇が認められた。
GFP陽性TKKO骨髄を移植した群ではGFP陽性細
胞は散見されるものの、新生血管への集簇は
認められなかった。同組織標本を抗CXCR4抗体
および抗VEGFR-1抗体で蛍光染色したところ、
GFP陽性WT骨髄を移植した群では新生された
血管周囲に多数のCXCR4+VEGFR-1+GFP陽性細
胞の集積を認めたが、GFP陽性TKKO骨髄を移植
した群ではその集積はまばらであり、新生血
管にもごく尐数の集積を見るのみであった。 
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