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研究成果の概要（和文）：リンパ浮腫に対する新たなる治療法開発を目指し、コラーゲン接着型VEGF-Cの生産と
その効果の検証を試みた。ガス壊疽菌の毒素の一部であるコラーゲン結合ドメインとリンパ管新生因子VEGF-Cの
融合タンパクを作成し、昆虫細胞を用いた融合タンパクの生産系を確立した。コラーゲン接着試験により、コラ
ーゲン結合能を確認した。しかし、リンパ管内皮細胞に対する増殖活性等が確認出来ず、MAPKシグナル伝達でも
リン酸化シグナルが検出出来なかった。原因としては分泌経路を辿っていないため生理活性を有していない可能
性が考えられた。シグナルペプチドを付加したタンパクを設計し生産を試みたが、生産には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：We tried to make collagen binding VEGF-C and to verify its effect for 
developing a new treatment for lymphedema. A fusion protein of the collagen binding domain which is 
part of the gas gangrene toxin and the lymphangiogenic factor VEGF - C was designed and a fusion 
protein production system using insect cells was established. Collagen binding ability was confirmed
 by collagen adhesion test. However, proliferative activity against lymphatic endothelial cells 
could not be confirmed and phosphorylation signals could not be detected by MAPK signaling test. It 
is considered that there is a possibility that it has no physiological activity because it is not 
following the secretory pathway as a cause. We tried to design and produce a protein with signal 
peptide, but it did not lead to production.

研究分野：形成外科

キーワード： リンパ管新生　リンパ浮腫
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 リンパ管研究は血管研究に比べるとまだ
まだ遅れていた。臨床においてリンパ輸送系
が原因となる最大の疾患はリンパ浮腫であ
った。リンパ浮腫はリンパ流の欝滞に起因す
る組織の浮腫であった。子宮癌や乳癌に対す
るリンパ節郭清後に起こることが多い。本邦
での罹患者数は１０〜１５万人と推定され
ていた。しかし、リンパ浮腫には決定的な治
療法が無く、圧迫やマッサージなどの対症療
法が中心であった。リンパ管静脈吻合術や血
管付きリンパ節移植などの手術治療法もあ
るが、効果は一定していなかった。リンパ浮
腫に対する新たな治療法の開発が待たれて
いた。 
 近年、様々なリンパ管新生因子が解明され
てきているが、中でも VEGF-Cは中心的なリ
ンパ管新生因子である。VEGF-Cを遺伝子導
入したリンパ浮腫治療が動物実験では行わ
れ、成果が出されていた。しかし、臨床応用
を考えた場合、遺伝子導入は安全性や倫理的
問題により実現には多くの障壁があった。 
 ガス壊疽菌の産生する毒素にはコラーゲ
ンと結合するドメインが含まれている。この
コラーゲン結合ドメイン（Collagen Binding 
Domain (CBD)）を薬物送達システムとして
用いることができる。研究分担者の松下は、
このコラーゲン結合ドメインの構造や機能、
生理活性を明らかとしてきた。さらに bFGF
や VEGF-A との融合蛋白を用いた動物実験
において骨新生や血管新生が促進されるこ
とも明らかとしていた。 
 
２．研究の目的 
 このコラーゲン結合ドメインを用いた薬
物送達システムのリンパ管新生への応用を
考えた。コラーゲン結合ドメインと VEGF-C
の融合蛋白を作成することにより、VEGF-C
にコラーゲン結合能を持たせることができ
る。コラーゲンに結合することで長期間局所
にとどまり、効率的にリンパ管新生を促進で
きると考えた。これを実証するのが本研究の
目的である。 
 
３．研究の方法 
①ブレビバチルス分泌発現システム（タカラ
バイオ）を用いたコラーゲン結合ドメインと
VEGF-C の融合蛋白の生産 
 プラスミド pNCMO2 のマルチプルクローニ
ングサイトにコラーゲン結合ドメインと
VEGF-CおよびStrep-tagの遺伝子を導入する。
このプラスミドを大腸菌に導入し、クローニ
ングする。この大腸菌よりプラスミド DNA を
抽出し、DNA シークエンスを確認する。この
プラスミドをブレビバチルスに導入し、融合
タンパクを生産させる。融合タンパクは培養
上清を硫安沈殿にて濃縮し、Strep-tag を用
いたアフィニティークロマトグラフィーに
より抽出する。 
 

②昆虫細胞Sf9を用いたコラーゲン結合ドメ
インと VEGF-C の融合蛋白の生産 
 プラスミド pFastBac のマルチプルクロー
ニングサイトにコラーゲン結合ドメインと
VEGF-CおよびStrep-tagの遺伝子を導入する。
このプラスミドを Bacmid ウイルス遺伝子が
導入された専用の大腸菌 Competent DH10Bac
に導入し、大腸菌内で目的遺伝子を Bacmid
遺伝し上へ組み換える。大腸菌より Bacmid
遺伝子を抽出し、これを昆虫細胞 Sf9 に導入
し遺伝子組換えバキュロウイルス粒子を生
産させる。このバキュロウイルスを Sf9 に感
染させ、融合タンパクを生産させる。融合タ
ンパクはSf9細胞をフレンチプレスで破砕し、
Strep-tag を用いたアフィニティークロマト
グラフィーにより抽出する。 
 
③培養細胞等における融合蛋白の効果の観
察 
 
コラーゲン結合試験 
融合タンパクの溶液を、不溶性コラーゲンを
載せたカラムと載せないカラムを通過させ、
通過液の融合タンパクを SDS-PAGE で解析し
た。 
 
MTS 試験 
 あらかじめフィブロネクチンでコーティ
ングしたプレートに 1×105個/ml のマウスリ
ンパ管内皮細胞懸濁液を播種し一晩培養す
る。培地を FBS 無添加で Albmax を添加した
培地に交換し 24 時間培養する。培地に融合
タンパク等を添加し48時間培養した後にMTS
試薬を添加し 2時間後に 490nm の吸光度を測
定し細胞数を定量する。 
 
管腔形成試験 
Matrigel をコーティングした 96 well プレー
トに 1×104 個のマウスリンパ管内皮細胞を
播種し、融合タンパク等を添加した培地で 4
日間培養し、Callstain で染色した後に蛍光
顕微鏡で撮影し、解析ソフト Angiotool を用
いて管腔形成を評価する。 
 
細胞遊走試験 
フィブロネクチンでコーティングしたプレ
ートに細胞遊走試験用のカルチャーインサ
ート（ibidi）を設置し、1×105個/ml のマウ
スリンパ管内皮細胞懸濁液を70μlずつカル
チャーインサートの二つのチャンバーに播
種し、コンフルエントになるまで培養する。
カルチャーインサートを除去し、PBS でリン
スした後に融合タンパク等を添加した培地
で 8時間培養し、位相差顕微鏡で細胞の遊走
を観察する。 
 
リンパ管透過性試験 
CultureCoat In Vitro Vascular 
Permeability Assay Kit（Trevigen）を用い、
チャンバーの半透過性膜上でマウスリンパ
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