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研究成果の概要（和文）： 
急性肺傷害は血管透過性亢進によって肺間質浮腫がおこるが、血管内皮増殖因子（VEGF）の分
泌により過剰反応が起きている可能性があった。VEGFレセプターの細胞外構造を過剰に遺伝子
導入し、VEGF作用を減弱させようと試みた。上腸管膜動脈阻血再環流後肺傷害の動物モデルを
用いて検討したが、研究期間内に予想されるような有効性は認めなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The vascular endothelial growth factor (VEGF) plays a role for progressing permeability 
of lung vessels.  We constructed the recombinant adenovirus that expressing the 
extracellular domain of VEGF receptor II (Ad-VEGFR2), and tried to suppress the effect 
of the VEGF.  The model of lung injury, we used the ICR male mice, clamped the supra 
mesenteric artery for 30 min’s and after that, re-perfused the intestines.  
We investigated the effect of VEGF for lung permeability or inflammation, but couldn’t 
get the enough results than we have expected. 
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１．研究開始当初の背景 
 急性肺傷害は多様な原因から肺の血管透
過性亢進、高度の炎症反応が惹起される病態
である。肺傷害の患者のうち、ARDSまで病態
が進行した患者は血漿や気管支上皮被覆液
中の VEGF 分泌が多いという報告がある
（David R, Am J Respir Crit Care Med;166, 

1332-1337, 2002）VEGF のサブタイプのう
ち VEGF-A は血管透過性亢進に関与するた
め、肺傷害時の過剰な分泌は病態を悪化す
る可能性がある。VEGFレセプター（VEGFR）
-1の中和抗体等の投与により、肺傷害が軽
減する報告がされた（David R, et al. Am 
J Respir Crit Care Med:164, 1601-1605, 
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2001 Perkins G D, et al Thorax:60, 153-158, 
2005）。VEGF-Aは VEGFR２との affinityが強
く、その細胞外構造のみの decoyタンパク質
をウイルスベクターで過剰に発現すること
によって、dominant negative様式に VEGFの
過剰反応を抑制し、肺傷害の進展をコントロ
ールできないかと考えた。 
 
２．研究の目的 
 VEGFR には１から３のサブタイプがある。
肺傷害のコントロールに VEGFR-1の抑制が効
果ある報告があるが、VEGFR-2 の効果は検討
されておらず、また VEGFR-2 は VEGF の多く
のサブタイプと反応するため、抑制した場合
の効果は大きいと考えた。 
 
３．研究の方法 
 
(1)VEGFR-2の細胞外構造のみをコードする
遺伝子を組み込んだアデノウイルスベクタ
ー(Ad-VEGFR2)を作製。コントロールベクタ
ーは発現単位を持たない Ad-1w1(Ax1w1)を用
いた。 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 
(2)ICRマウスの尾静脈に静脈注射し、肺内に
過剰発現させる。 
 
(3)vector投与 24時間後に、マウスの手術を
行い、上腸間膜動脈(SMA)阻血再環流
（ischemia reperfusion: IR）後肺傷害モデ
ルを作製する。IR手術：マウスを開腹、SMA
を血管クリップで阻血（45分間）、 その後
クリップを外し再環流,閉腹、４時間経過後、
検体採取。 
Sham手術：マウスを開腹、SMAを確認するの
みで閉腹。 
 
(4)SMA-IRによって分泌されたVEGFの作用が、
Ad-VEGFR2投与によって抑制されるかどうか
検討する。血管透過性亢進の評価として、組
織学的検討、肺乾湿重量比、エバンスブルー
アッセイを行った。また炎症の程度の評価と

して、血漿中のサイトカイン、ケモカイン
の定量、接着因子の発現評価、アポトーシ
スの評価（caspase3/7 assay）も行った。 
 
４．研究成果 
(1)（2）Ad-VEGFR2 をマウス尾静脈に静脈
注射、肺内での発現の時間経過を western 
blotting で確認した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
  
 
 
 

 
 

 
 
 
 
(3) 
①SMA-IR 手術により血漿 VEGF-A の上昇を
確認した（ELISA法）. 
 
②肺血管透過性亢進への作用 
 
＜組織学的検討＞ 
SMA-IR 群（no vector IR）は sham ope群
に比較して肺間質の浮腫、炎症細胞浸潤が
多かった。Vector 投与群（Ad-VEGFR2 IR, 
Ad-1w1 IR）は SMA-IR 群（no vector IR）
に比較して肺間質の浮腫、炎症細胞浸潤が
多かったが、virus 投与による炎症反応が
加味しているためと考えた。Ad-VEGFR2 IR
群と Ad-1w1 IR 群を比較した場合、
Ad-VEGFR2 IR群が若干肺間質の炎症細胞浸
潤が多く認めた。VEGFR2細胞外構造を過剰
発現させて、VEGFの作用を抑制しているが、
血管透過性亢進の抑制効果は認めなかっ
た。 
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Ad-VEGFR２投与群（V 群）とでコントロール
ベクター（Ad-1w1）投与群（W 群）と差を認
めなかった。 
 
 
 
＜Evans Blue Dye Assay＞ 
lung vascular permeability を評価する方
法。 
(J Surg Res 2011, 168(1) 34-41) 
 
Ad-VEGFR2 投与群（V 群）とでコントロール
ベクター（Ad-1w1）投与群（W 群）と差を認
めなかった。 
 
 
＜肺乾湿重量比＞ 
 
Ad-VEGFR2 投与群（V 群）とでコントロール
ベクター（Ad-1w1）投与群（W 群）と差を認
めなかった。 

 
 
 
 
 
 

 

 

 
Sham ope群（黄色）に比較して、no-vector 
IR 群（赤）は肺の浮腫を認めた。Virus 
vector 投与群（緑、青）は no-vector IR
群と差がなかった。Ad-VEGFR2 投与で肺の
血管透過性亢進は認められなかった。 
 
 
(4)炎症抑制効果に関する検討： 
 
① 血漿中 TNF-a、CXCL１濃度について 

V、W群に差を認めなかった。 
 

②肺内の接着因子(ICAM-1,E-selectin)発
現についても V、W群に差はなかった。 
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