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1.研究の背景と目的

血管新生は急速な組織増殖を支持するために必須の反応であり､これを人為

的にコントロールすることが様々な疾患の治療に有効である｡例えば､癌組織

や慢性関節リウマチなどに見られる肉芽組織の増殖は血管新生による血管網の

形成に大きく依存している(1)ため､血管新生を抑制することにより､これら

の増殖を抑制することが可能である｡また､逆に血管新生･再生を誘導するこ

とは､虚血性疾患における血流の回復､また､損傷治癒の促進に有効である｡

現在このような血管新生制御療法として､血管新生を制御する蛋白質の遺伝子

を患部に導入し､その局所で血管新生制御蛋白質の発現を誘導する遺伝子療法

が注目を集めている｡しかし､重篤な虚血性疾患において血管新生を遺伝子療

法により誘導することは意義が大きいが､比較的軽度の外傷の治癒を促進する

ための方策としては適していない｡また､増殖因子の作用を抑制する血管新生

抑制薬の開発研究においては､.期待されたほどの成果は得られていない｡これ

は､単に血管新生を抑制する薬物は､組織中にすでに形成されている血管網に

対しては効果を発現できないためであると考えられる｡したがって､血管新生

機序だけでなく､血管成熟及び退縮の制御機構についても明らかにしていく必

要がある｡

血管新生は､既存の血管から新生血管が生じる現象である｡まず､既存の血

管の基底膜が融解し､血管内皮細胞の出芽･遊走･増殖･管腔形成が生じる｡

さらに､基底膜の形成及び周皮細胞･血管平滑筋細胞の遊走･増殖が生じて新

生血管が完成するo　このような一連の反応は様々な蛋白性因子により制御され

ている｡血管内皮増殖因子(vascular endothe止al cell growth factor; VEGF)

は血管内皮細胞の増殖､遊走､管腔形成に関与する最も重要な増殖因子である

(2)｡また､ angiopoietin 1 (Angl) (3)及びangiopoietin 2 (Ang2) (4)は血

管内皮細胞と周皮細胞･血管平滑筋細胞との相互作用を制御する因子である｡

Anglはこれらの細胞の相互作用を高めて血管の成熟･安定化に関与する｡一

方､ Ang2はAnglの生理的括抗因子であり､ Anglの作用を抑制して､血

管新生の誘導･リモデリングに関わっていると考えられている｡また､ VEGF

の作用発現を抑制する内因性の蛋白が発見されており､その1つにendostatin
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がある(5)｡近年､このような蛋白性の因子が次々発見され､その生理活性がin

vitro及びin vivoで確認されているものの､実際の炎症における肉芽組織中

の血管新生において､どの因子がどのような時期にどのような機序で産生され

るのかについてはほとんど明らかにされていない｡

申請者らは､マウスにおいて著しい血管新生を伴う増殖型炎症を誘導する実

験モデルを開発した(6)｡このモデルでは血管新生､血管の成熟､さらに血管

の退緒の過程を詳細に解析できる｡これまでこのモデルを活用して､慢性炎症

において産生されるhistamineは､ VEGFの産生を誘導し､血管新生に大き

く関与していることを明らかにした(6)｡また､ prostaglandin E2 (PGE2)ち

vEGF産生を誘導する作用があり､本モデルの血管新生に関与していることが

明らかにされている(7)｡これらのことから､血管新生に関与する蛋白性の制

御因子の産生は､炎症のchemical nlediatorsにより制御されている可能性が

高く､これらのchemical mediatorsの産生及び作用発現を制御することによ

り血管新生を薬物により制御できる可能性がある｡そこで本研究では､血管新

生･成熟･退綿に関与する蛋白質の産生時期を明らかにし､これらの因子の産

生機序を明らかにすることを第1の目的とした｡

Histamineはin vitroでVEGFの産生を誘導する作用を持ち､その作用

はH2受容体を介したcAMP産生冗進によることを明らかにしている(8)｡

また､ PGE2は肉芽組織においてVEGF産生を誘導することも報告している

(9)0 PGE2は滑膜由来線維芽細胞においてはEP2受容体を介して(10)､ま

た､固形腫癌周囲の問質細胞においてはEP3受容体を介して(ll) VEGF産

生を誘導することが報告されている｡このようにPGE2は細胞により異なる

EP受容体を介している可能性があるが､主にcAMPの上昇によりVEGFの

産生を誘導すると考えられている｡しかしこれらのchemical mediatorsは単

独で様々な生理作用を持つため､血管新生制御薬として用いることには多くの

問題がある｡そこで､これらのchemical mediatorsと同様にVEGF産生を

誘導する薬物を探索することは､治癒促進薬の開発に貢献すると考えられるo

そこで､本研究では､ VEGF産生を誘導する薬物のスクリーニング系を確立し､

vEGF産生を誘導する化合物の探索を行うことを第2の目的とした｡

これらの研究背景及び目的から､本研究は以下の点について解析した｡
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(1)マウスの増殖型炎症モデルにおいて､蛋白性の血管新生制御因子､すなわ

ち､ VEGF､ angiopoietin-1､ angiopoietin-2及びendostatinの産生

時期と､血管新生､血管成熟､及び血管退緒の各過程との関連性､及び各

血管新生制御因子の産生の相互関係｡

(2) In vitroで強いVEGF産生誘導作用を示す薬物の探索｡

以上の研究から､ VEGFなどの血管新生関連因子の産生を誘導する薬物が血

管新生促進薬として有効であることを明確にするとともに､増殖型炎症性疾患

や癌などの血管新生が関与する疾患に対して新生血管網の退緒を誘導する因子

を用いた新しい攻略法を提言する｡
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2.実験方法

2-1.綿糸誘発増殖型炎症の誘発

129系野生型マウス及びHDC欠損129系マウス(体重25-28g､雄､東北

大学大学院工学研究科　大津浩教授より供与)を用いた｡なお､動物実験は東

北大学大学院薬学研究科動物実験委員会により作成された｢実験動物取り扱い

に関する指針｣に基づいて行った｡

綿糸(凧糸8号)をエチル酢酸で脱脂した後､乾燥させ､ 1cm(7mg)に切

断し､ 160℃で2時間乾熱滅菌した｡エーテル麻酔下､マウス背部皮下に滅菌

した凧糸を移植針(13G)を用いて移植した｡

2-2.肉芽重量の測定と血管新生の定量

綿糸を移植してから一定時間後､マウスをエーテル麻酔下､頚椎脱臼により

致死させた｡綿糸の周囲に形成された肉芽組織を､綿糸ごと摘出し､ PBSで

洗浄後､重量を測定した｡さらに､ Vir-Tis homogenizerを用いて､ 20倍量

の0.5mMNaOH中でホモジナイズした｡ 10,000Xg､ 4℃で30分間遠心し､

得られた上清をさらに14,000Ⅹg､ 4℃で30分間遠心した｡上清中のヘモグ

ロビン量をヘモグロビンアッセイキット(ヘモグロビンBテスト和光､和光純

莱)を用いて測定し､血管新生の指標とした｡

2-3. VEGF及びendostatinの測定

2-2.で得られた肉芽組織のホモジネ-トの上清中のVEGF及びendostatin

はELISAkitを用いて測定した｡

2-4.Angl及びAng2の測定

2-2.で得られた肉芽組織のホモジネ-トの上清中のAngl及びAng2は､

抗Angl (Santa Cruz Biotechnology)及び抗Ang2 (Santa Cruz

Biotechnology)を用いて､ Western blot法により解析したo

2-5. α-Smooth muscle actin (α-SMA)の発現の解析
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α-SMAのWestern blotting及び免疫染色は抗　α-SMAマウスモノクロ

ーナル抗体(Sigma)を用いて行った｡

2-6.薬物の投与

Histamine (Sigma)､ dimaprit (Reseach Biochemicals International)､抗

VEGF IgG及びcontrol goat lgG (R&D System)は滅菌された生理食塩水

に溶解した｡記載された量の薬物を含む生理食塩水0.1 mlを､エーテル麻酔

下､綿糸移植部位に注射した｡対照群には生理食塩水0.1 mlを同様に注射し

た｡

2-7.肉芽組織の培養

綿糸を移植後7日後の肉芽組織を摘出し､ 1-2mm角にミンスした｡ 25mg

を0.2 mlの10% (Ⅴ/v) CSを含むEMEM中で培養した｡ BrefeldinA (50

LAM)存在下､マウスリコンビナントVEGF (10 ng/ml, Pepr.oTech lnc･)を

含むmedium中で一定時間培養した｡培養終了後､肉芽組織をホモジナイズ

し､遠心(14000Ⅹg,4℃､30分間)上清中のAngl及びAng2量をWestern

blot法で解析した｡また､肉芽組織中の総RNAを抽出し､ RT-PCR法で､

Angl､ Ang2及びGAPDHmRNA量を解析したo

2-8.細胞の調製と培養

マウスマクロファージ様株RAW264を5×105cells/mlになるように､

FBSを10% (Ⅴ/v)およびMEM non-essentialaminoacid solutionを1%

(Ⅴ/v)になるように加えたRPMト1640に懸濁し､ 24-wellclusterdishの各

weuに0.4mlずつ播種した｡ 20時間培養後､ dish内をPBSで3回洗浄

し､各種濃度の薬物､ 10% (Ⅴ/v) FBSおよび1% (Ⅴ/v) MEMnon-essential

aminoacid solutionを含むmediumを添加して一定時間培養した｡培養後､

培養液を回収し遠心(430Ⅹg､ 3分間､ 4℃)して得た上清中のVEGF量を

ELISA法により測定した｡

PGE2 (Sigma)､ PDEl阻害薬8-methoxymethy1-IBMX (BiomoI Research

hb.)､ PDE2阻害薬EHNA (BiomoIResearch Lab.)､ PDE3阻害薬
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quazinone (BiomoI L Research hb.)､ PDE4阻害薬rolipram (BiomoI

Research Lab.)及びRo20-1724 (BiomoI Research hb.)､及びPDE5阻

害薬zaprinast (BiomoI Research Lab.)はDMSOに溶解し､ mediumで

1,000倍希釈して用いた｡対照群にも同様にDMSOを添加したmediumを

用いた｡ DMSOの最終濃度は0.1%(Ⅴ/v)である｡
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3.実験結果

3-1･血管新生･成熟の制御機構

(1)綿糸誘導増殖型炎症モデルにおける血管新生､及びvEGFとAngl産生

の経時変化

マウス背部皮下に綿糸(1 cm)を移植すると血管新生を伴った肉芽増殖が生

じるが､この反応は綿糸を移植して7日後に最大になり､ 14日目ではやや減少

した(Fig. 1a)｡血管新生の指標である肉芽組織中のヘモグロビン量は､綿糸

移植後7日後まで増加し､ 14日では低下した(Fig.1b)ことから､血管新生･

成熟反応は主として7日目までに生じ､その後は血管の退柘が生じていること

が示唆された｡肉芽組織のホモジネ-ト中のVEGF量をELISA法により､

Angl量をWesternblot法により解析した結果､いずれも7日後をピークに

増加した(Fig. 1candd)0

(2) HDC欠損マウスにおける血管新生

HDC欠損マウスでは､綿糸移植によるVEGF産生が減弱しており､血管

新生反応が弱いことを報告している(6)｡そこで､ HDC欠損マウスにおいて､

Angl産生も変化しているかどうか解析した｡ HDC欠損マウスでも､綿糸の

移植により肉芽組織中のヘモグロビン量及びAngl量は経時的に増加したが､

各時点のこれらの値は､野生型マウスに比べて有意に小さい値を示した(Fig. 2)｡

Anglは血管の成熟に関与するため､血管の成熟の指標として周皮細胞･血管

平滑筋細胞に発現するα-smooth muscle actin ( α-SMA)量を解析した｡野

生型マウスでは､肉芽組織中の　α-SMA含量は綿糸を移植して5日後及び7

日後で有意に増加したが､ HDC欠損マウスにおける肉芽組織中の　α-SMA量

は野生型マウスに比べて有意に低かった(Fig. 3a)｡また､ Angl産生量の変

化が､産生細胞である周皮細胞･血管平滑筋細胞数の変化によるものかどうか

明らかにするために､ Angl産生量と　α-SMA発現量の比を算出した｡その

結果､ Angl/α-SMA比は野生型マウスにおいて経時的に増加し､ HDC欠損

マウスではその比は野生型マウスに比べて有意に低いことが明らかになった

(Fig.3b)｡したがって､ Angl量の増加には､産生細胞の増加だけではなく､
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a Day 1

01  3 5 7       14

d Angl■一三　搬甥聯　　　畿

1　3　5　7　　　　　　　　14

01　3　5　7　　　　　　14

Days after Cotton

Thread lmplantatlon

Figure l･ Time-course of anglOgeneSis, and the levels of VEGF and Angl in the granulation tissue･ A

cotton thread (I cm, 7 mg) was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse･ Themice were

killed 1, 3, 5, 7 and 14 d after the cotton thread implantation･ (a) The vascular network formationaround the

cotton thread (left) and the subcutaneous tissue beneath the cotton thread (right)･ (b) Total hemoglobin

contents in the granulation tissue･ (C) VEGF levels in the granulation tissue determined by ELISA･ (d) Angl

levels in the granulation tissue determined by immunoblotting and analysed densitometrically･

Representative immunoblots from one mouse in each group are shown at the top of cI The mean Angl levd

in the granulation tissue at day 1 is set to l･0･ Values are the means from five to six mice with s･e･mean

shown by vertical bars･ Statistical significance: *P < 0･05, **P < 0･01 and ***P < 0･00l versus the values at

dayl.
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何らかの誘導機構が関与すること､その機構がHDC欠損マウスで減弱してい

ることが示唆された｡

実際に､免疫染色により　α-SMAを発現する細胞を検出した結果､野生型

マウスでは､ α-SMAを発現する周皮細胞･血管平滑筋細胞を伴った成熟した

新生血管が多く見られたのに対し､ HDC欠損マウスでは､周皮細胞･血管平

滑筋細胞を伴う血管の形成が減弱していた(Fig.3C)｡これらの結果から､ HDC

欠損マウスでは､ Anglの産生が低下しており､新生血管の成熟が不完全であ

ることが示唆された｡

b

Ang1 -■-

6

3　　　　　5　　　　　7

Days after Cotton Thread lmpLantation Days after Cotton Thread lmplantation

Figure 2. Impalrment Of ang10geneSis and the lower levels of Angl in the granulation

tissue of HDC-/-mice･ A cotton thread (I cm, 7 mg) was implanted subcutaneously in the

dorsum of each mouse. The mice were killed 3, 5 and 7 d after the cotton thread

implantation. (a) Total hemoglobin contents in the granulation tissue･ (b) Angl levels in

the granulation tissue determined by immunobJotting and analysed

densitometricaHy. Representative immunoblots from one mouse in each group are shown

at the top of b･ The mean Angl level in the granulation tissue atday 3 in HDC+/+ mice is

set to 1.0. Values are the means from six mice with s.e.mean shown by vertical bars.

Statistical significance: *P < 0･05, **P < 0･Ol and ***P < 0･001 versus the values at day

3, and #P < 0.05, ##P < 0.01 and ###P< 0.001 versus the values in HDC+/+mice at

corresponding days.
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a

α- SMA一■-

2

dJ

<　詔

琵琶1
l　　●~

ts害
ヽ■■

0

+/+　･/･　+/+ ･/･ +/+　･/I

3　　　　　5　　　　　7

3　　　　　5　　　　　7 3　　　　　5　　　　　7

Days after Cotton Thread lmplantation Days after Cotton Thread lmplantation

H DC+/+

Figure 3･ Defective maturation of vasculature and the lower levels of a-smooth muscle actin in the granulation tissue of

HDC-/- mice. A cotton thread (1 cm, 7 mg) was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse･ Themice were

killed 3, 5 and 7 d after the cotton thread implantation･ (a) α-smooth muscle actin (α-SMA) levels in the granulation

tissue was determined by immunoblottlng and analysed densitometrically･ Representative immunoblots from one mouse

in each group are shown at the top ofa･ The mean α-SMA leve=n the granulation tissue atday 3 in HDC+/+mice is set

to 1.0. (b) The density ratio of Angl to α-SMA was calculated･ Values are the means from six mice with s･e･mean shown

by vertical bars･ Statistical significance: *P < OrO5, **P < 0･01 and ***P<0･00l versus the values at day 3, and #P<

0.05, ##P < 0.Ol and ###P<0･00l versus the values in HDC+/+mice at corresponding days. (C) The granulation tissue

was dissected 7 d after the implantation, dehydrated and sliced 5 〝m thick･ The tissue sections were immunostained with

FITC-coWgated monoclonal anti-α-SMA, and the α-SMA-expresslng Cells in the granulation tissue were observed with a

confocalmicroscope･ Cells expressing α-SMA in the granulation tissue are indicated by white arrows･ Representative

micrographs are shown from four samples･ A scale bar represents 25 JLm･
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(3) Angl産生におけるhistamineの関与

HDC欠損マウスにおいてAnglの産生の低下がみられたことから､

histamineがAnglの産生に関与している可能性が考えられる｡そこで､

histamine及びH2受容体アゴニストdimapritを綿糸誘発炎症部位に注射し､

ヘモグロビン量及びAngl量を解析した｡その結果､ histamine(0.1及び1

pg)及びdimaprit (0･1及び1 LLg)の投与により､用量依存的に肉芽組織中

のヘモグロビン量(Fig.4a)及びAngl量(Fig.4b)が増大することが明ら

かになった｡

o o.1 1 0.01 0.1 1 (〃g)

Histamine Dimaprit

o o.1 1 0.01 0.1 1 (〃g)

Histam ine Dhaprit

Figure 4. Effects of histamine and dimaprit on Angl production･ A cotton thread (1 cm, 7 mg) was

implanted subcutaneously in the dorsum of each HDC-/- mouse･ (a) and (b), histamine (0, 0･l and 1 yg)

or dimaprit (0.01, 0.1 and 1 FLg) dissolved in loo FLl of sterile saline was injected subcutaneously aHhe

site of the cotton thread implantation just after the implantation and then once a day for 4

consecutive days. One day after the last injection of histamine or dimaprit (5 d after the cotton thread

implantation), the mice were killed, and total hemoglobin contents (a) and Angl levels in the granulation

tissue (b) were detemined. Angl levels were determined by immunoblotting and analysed

densitometrically･ Representative immunoblots from one mouse in each group are shown at the top of b･

The mean Angl level in the granulation tissue in the control group ts set to l･0･ Values are the means

from fivemice with s.e.mean shown by verticaJ bars･ Statistical significance: **P < 0･01 and ***P <

0.00l versus the values in the corresponding control group･
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(4) Angl産生におけるVEGFの関与

次に､ Angl産生におけるVEGFの関与を明らかにするために､ VEGFの

中和抗体を使用した｡抗VEGFIgGを綿糸移植後4日目､あるいは､ 4, 5,

6日目に炎症局所に注射し､それぞれ5日目及び7日目の肉芽組織中のヘモグ

ロビン量及びAngl量を解析した｡抗VEGFIgGの投与により､肉芽組織中

のヘモグロビン量が低下し(Fig. 5a)､血管新生が抑制されることが示唆され

た｡また､ヘモグロビン量の低下とほぼ一致して､肉芽組織中のAnglレベ

ルも低下した(Fig.5b)｡さらに､抗VEGFIgGはhistamineによる肉芽組

織中のヘモグロビン量の増大(Fig. 5C)､及びAngl量の増加を抑制し(Fig･

5d)､ histamineによるAnglの産生増大はVEGF産生を介したものである

ことが示唆された｡

そこで､ VEGFによりAnglの誘導が生じるかどうか､ invivo及びin

vitroで解析した｡綿糸を移植して24時間後に､その近傍にマウスリコンビ

ナントVEGF(30-300ng)を注射し､その24時間後の綿糸周辺の血管網

(Fig. 6a)､及び肉芽組織中のヘモグロビン量(Fig. 6b)は､ VEGFの用量に依

存して増加した｡このとき肉芽組織中のAngl量も増加した(Fig.6C)｡し

たがって､ VEGFはAnglの産生を増大させる作用があることが示唆された､

このVEGFによるAnglの産生増大作用は､血管新生を増大させた結果で

あるのか､あるいは､ Angl産生細胞に直接作用してAnglの産生を増大さ

せたのかを明らかにするために､ invitroの培養系で解析した｡綿糸移植後7

日目に肉芽組織を摘出し､その肉芽組織をVEGF存在下で培養した｡その結

果､ VEGF(long/ml)を添加して24時間培養後の肉芽組織中のAngl蛋白

量は有意に増加することが明らかになった(Fig. 7a)｡ VEGFを添加して2時

間後のAnglmRMレベルも増加した(Fig.7C)ことから､ Anglの産生が

冗進したことが確認された｡このVEGFのAngl産生増大作用はVEGFRl

あるいはVEGFR2のどちらの受容体を介しているかを明らかにするために､

vEGFとともに､それぞれの中和抗体を添加した｡その結果､ VEGFによる

Anglの産生誘導作用はVEGFR2の中和抗体により抑制され(Fig･ 7b)､

vEGFR2を介していることが示唆された｡

また､肉芽組織から調製された線維芽細胞をもちいて､ VEGFのAngl産
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d

Ang1 1-~　　　　　　　~~　　　=

5　　　　　　　7　　　　　日istamine 0 1 1

DaysafterCotton Anti･VEGF lgG 0 0 1

Thread lmplantation Control IgG 1 1 0

(〃g)

Figure 5･ Inhibition by anti-VEGF IgG of histamine-induced Angl production. A cotton thread (1 cm･ 7 mg)

was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse･ (a) and (b), goat anti-VEGF IgG (1 〝g) or control

goat lgG (1 vg) dissolved in 100 〃l of sterile PBS was injected subcutaneously at the site of the cotton thread

implantation in HDC+/+ mice Just after the implantation and then once a day fわr 4 and 6 consecutive days･ One

day after the final injection of ants-VEGF lgG (5 and 7 d after the implantation, respectively), themice were

killed, and total hemoglobin contents (a) and Angl levels (b) in the granulation tissue were determined･ Angl

levels were determined by immunoblotting and analysed densitometrically･ Representative immunoblots from

three mice in each group are shown at the top of b･ The mean Angl level in the granulation tissue in the control

group at day 5 is set to ll0･ Values are the means from sixmice with s･e.mean shown by vertical bars･
statistical significance: **P < 0･01 and ***P < 0･001 versus the values at day 5 in the group treated with

control goat tgG, and ##P < 0･01 and ###P < 0･00l versus the values in the control goat IgG-treated group at

corresponding days･ (C) and (d), 24 h after the.Lmplantation of a cotton thread, histamine (1 〝g)I goat anti-

vEGF IgG (1 pg) orcontrol goat IgG (1 FLg) dissolved in 100 〝l of sterile PBS was injected subcutaneously at

the site of implantation in HDC-/-mice･ The mice were killed 48 h after the implantation･ and total hemoglobin

contents (C) and Angl levels (d) in the granulation tissue were determined･ Angl levels were determined by

immunoblotting and analysed densitometrically･ Representative immunoblots from two mice in each group are

shown at the top of d･ The mean Angl level in the granulation tissue in the control group lS Set tO l･0･ Values

are the means from sixmice with s.e.mean shown by vertical bars･ Statistical significance: **P < 0･01 and
･.*F, < 0.001 versus the values in the control goat IgG-treated group, and ##P < 0･Ol and ###P < 0･001 versus

the values in the group treated with histamine and control goat lgG･
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生誘導作用を解析した｡線維芽細胞においても､ VEGF (long/ml)はAngl

mRMレベルを有意に増加させた｡なお､このときAng2のmRNAは増加

せず､ vEGFはAnglの産生を選択的に増加させることが示唆された(Fig.

7d)｡

HDC+/+

HDC-/lControl)

HDC-/I (VEGF 30 ng)

ユこ鞘.i
･･- _=_t{:_._,.㌔.. ∫ _WIF

耶Z･-二道

HDC･/- (VEGF 100 ng)

HDC･/- (VEGF 300

VEGF(ng)　0　　0　30 100　300

HDC+/+　　　HDC-/-

VEGF(ng) 0　　0　30 100　300

HDC+/+　　　HDC-/-

Figure 6･ Effects of recombhant VEGF on the levels of Angl in the cotton thread-induced granulation tissue of

HDC-/- mice. A cotton thread (I cm, 7 mg) was implanted subcutaneously in the dorsum of each mouse･ Murine

recombinant VEGF (30, loo and 300 ng) dissolved in loo FLI of sterile saline was injected subcutaneously 24 h

after the cotton thread implantation at the site of the implantation･ The mice were killed 48 h after the

implantation･ (a) The vascular network around the cotton thread (left) and the subcutaneous tissue beneath the

cotton thread (right)･ (b) Total hemoglobin contents in the granulatiorJ tissue･ (C) Angl levels in the granulation

tissue were determined by immunoblotting and analysed densitometrically･ Representative immunoblots from

one mouse in each group are shown at the top ofc･ The mean Angl level in the granulation tissue in the control

group in HDC-/- mice is set to l･0･ Values are the means from sixmice with s･e･mean shown by verticalbars･

statistical sLgnificance:**P < 0･Ol and ***P < 0･001 versus the values in the control group in HDC-/-mice, and

#p< 0.05 and ###P < 0.001 versus the values in HDC+/+mice･
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VEGF (ng/ml)

O

Anti･VEGF

Rl (〃g/ml)

R2 (〃g/ml)

C

Angl mFtNA　十一-一･ご市町~:17m

GAPDH mRNA　-■-

1.00　2.08

VEGF (咽/ml)

Figure 7. Induction ofAngl producti011 by recombinant VEGF･ The minced granulation tisst)e (25 mg)

dissected from HDC-/- lnice 7 d after the impJa111ation was incubated in 200 Ill of EMEM containing lO%

(V/V) Calf serum at 370c for 3 h. A触r three washes, the tissue was further incubated in the medium at

370C for 24 h (a and b) and 2 h (C)with orwithout recombinant VEGF (10 ng/mJ) in the presence or

absence of brefeldin A (50 FLM) and anti-mouse VEGF Rl (50 FLg/ml) or anti-mouse VEGF R2 (215 Flg/ml)･

(a) and (b),Angl levelintheminced granulation tissue was detected by immunoblotting and analysed
densitometriCally. Representative ilmmnOb】otsfrom two samples in each group are shown at the top ln a

and b. ne meanAngl level in the minced granulation tissue in the control group is set to 1･0･ (C)Angl

mRNA JeveJs in the minced granulation tissue were detennined by RT-PCR and analyseddensitometrically･

RepresentativeAngl lnRNA bands from three samples in each group are shown at tlle top Of c･ (d)

Fibroblasts (5 x 106 cells) isolated frolnthe minced grandation tissue were incubated in a 60-mm tissue

culture dish at 370C for 2 h in 4miofDMEM containing 10% (V /V) FBS. The cells were then washed

three times andincubated at 37oC for 2 hin4miof DMEM supplemented with lO% (V/V) FBS in the

presence or absence of recombinant VEGF (10 ng/lnl)･Angl andAng2 mRNA levels in the fibroblasts
were determined by RT-PCR and analysed densitometrically･ Representative bands from one samplein

each group are shown at the top of d･ The mmbers above the bands indicate the density ratio ofAngl and

Ang2 mRNAwith GAPDH mRNA, respectively. Values are the lneanS from four samples with s･e･mean

shown by verticalbars･ Statistical significance: *P < 0･05, **P < 0･01and *'*P < 0,001 versus tlle Values

ill the corresponding control group, and ##P < 0.001 versus the values in tl1e reCOlnbillant VEGF-treated

grOuP･
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3-2.血管退綿の制御機構

(1)新生血管の退縮とAngl､ Ang2及びendostatin産生の経時変化

綿糸誘導増殖型炎症モデルでは､綿糸を移植して7日後に肉芽重量及びヘモ

グロビン含量が最大となり､以下減少した(Fig.8)｡したがって､ 7日目以降

には新生血管の退緒が生じていると考えられる｡そこで､この新生血管退縮期

における肉芽組織中のVEGF､ Angl､ Ang2及びendostatin量を解析した｡

肉芽組織中のVEGFレベルは7日目以後減少し､ヘモグロビン量の減少と類

似した経時変化を示した(Fig.9a)｡一方､ VEGFの作用を抑制する

endostatinは14日後に一過性に増大した(Fig. 9b)｡ Anglも綿糸移植後7

日後に最大になり､以後減少した(Fig. 9C)が､ Ang2は､ endostatinと同

様に､14日後に一過性に増大した(Fig.9d)｡したがって､VEGF及びAnglは

血管新生及び血管の成熟期に産生が高まり､新生血管の退縮期にはその産生が

減弱すること､さらに､これらの作用に抑制的に作用するendostatin及び

Ang2は､新生血管の退縮が顕著な14日目に産生が高まり､新生血管の退縮

反応に関与していることが示唆された｡また､この7日目以降の新生血管の退

縮､ Ang2及びendostatinの産生には､野生型マウス及びHDC欠損マウ

スに差は見られず､ histamineは新生血管の退綿には関与していないことが示

唆された(データ未掲載)｡

(2) Ang2及びendostatin産生に対するVEGFの関与

vEGFがAnglだけでなく､ Ang2及びendostatin産生にも影響するか

どうか明らかにするために､新生血管の退縮期である綿糸を移植後7日目から

13日目まで1日1回VEGFを綿糸移植部位近傍に注射した｡その結果､ 14

日後の肉芽組織中のヘモグロビン量及び肉芽重量は増加した(Fig･ 10)ことか

ら､ VEGFの注射により新生血管の退緒が抑制され､血管新生が促進されたと

考えられる｡このとき､ VEGFの用量に依存して､肉芽組織中のAngl量が

増加した(Fig. lla)が､ Ang2及びendostatin量は逆に低下した(Fig･ llb

andc)｡したがって､ VEGFレベルが克進し､血管新生が促進されている状態

では､新生血管の退緒に関与するAng2及びendostatinの産生が減弱する

ことが示唆された｡
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0　　　7　　1 4　　21　28

Days after Cotton

Thread lrTIPlantation

Figure S･ Time changes of granulation tissue weight and anglOgeneSis in the granulation tissue

after implantation of a cotton thread･ A cotton thread (1 cm, 7 mg) was implanted

subcutaneously in the dorsum of each mouse. Themice were sacrificed 7, 14, 2J and 28 d after

the cotton thread implantation. (a) The vascular network formation around the cotton thread

(left) and the subcutaneous tissue beneath the cotton thread (right). (b) The granulation tissue

weight. (C) Hemoglobin contents in the granulation tissue･ Values are the means from fourmice

with SEM shown by vertical bars･ ***P < 0･00l compared with values at day 7 after the

i mplantation.
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Ang1 -義-

1.2

1.0
の　一､

三… ≡:;
▼~　■ー

P芸　0.4

毒星
0.2

0

********* 

0　　　7　　1 4　　21　28

･=ri ---i_- _T=二三

0　　　7　　14　　21　28

Days after Cotton Thread Lmplantation

Ang2 +脚欝紺

Days after Cotton Thread lmplantation

Figure 9･ Time changes of VEGF, Angl･ Ang2 and endostatin protein levels in the cotton thread-induced

granulation tissue･ A cotton thread (I cm･ 7 mg) was implanted subcutaneously in the dorsum of each

mouse. Themice were sacrificed 7, 14, 2l and 28 d after the implantation. (a) VEGF protein levels in the

granulation tissue were determined by ELISA･ (b) Endostatin protein levels in the granulation tissue were

determined by ELISA･ (c and d) Angl and Ang2 protein levels in the granulation tissue were determined by

immunoblotting and analyzed densitometrically･ Representat."e immunoblots from twomice in each group

are shown at the top of c and d, respectively･ The mean Angl and Ang2 protein levels in the granulation

tissue at day 7 after the implantation is set to l･0, respectively･ Values are the means from four mice with

SEM shown by vertical bars. **P < 0･01･, ***P < 0･00l comparedwith values atday 7 after the

implantation･
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a

(Control)

(VEGF 100 ng)

(VEGF 300 ng)

VEGF(ng)　0　　30　100　　300

…｢
VEGF(ng)　0　　30　100　300

Figure lO･ Effects of murine recombinant VEGF on granulation tissue formation and ang10geneSis in the

granulation tissue in HDC十/+ mice･ A cotton thread (1 cm, 7 mg) was implanted subcutaneously in the dorsum of

each m.use. Murine recombinant VEGF (30, 100 and 300 ng) dissolved in 100 ill of sterile saline was injected

subcutaneously at the site of the implantation at 7 d a触r the implantation and then once a day for 6 consecutive

days. The mice were sacrificed 14 d after the implantation･ (a) The vascular network formation around the

cotton thread (left) and the subcutaneous tissue beneath the cotton thread (right)･ (b) The granulation tissue

weight･ (C) Hemoglobin contents in the granulation tissue･ Values are the means from four mice with SEM

shown by vertical bars･ **P < 0･Ol and ***P < 01001 Compared with values in the control groups･
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a

1.0

享二~ユニi
VEGF(ng)　0　　30　100　　300

Figure ll･ Effects of murine recombinant VEGF on the levels of Angl I Ang2 and endostatin in the

granulation tissue in HDC+/+ mice･ A cotton thread ( 1 cm, 7 mg) was implanted subcutaneously in the

dorsum of each mouse. Murine recombinant VEGF (30, 100 and 300 ng) dissolved in 100 ffl of sterile

saline was injected subcutaneously at the site of the implantation at 7 d after the implantation and then once

a day for 6 consecutive days. Themice were sacrificed 14 d after the implantation･ (a and b) Angl and

Ang2 protein levels in the granulation tissue were determined by immunoblotting and analyzed

densitometricaHy･ Representative immunoblots from two mice in each group are shown at the top of A and

B, respectively. The mean Angl and Ang2 protein Jewels in the granulation tissue in the control group IS Set

to I.0, respectively. (C) Endostatin protein levels in the granulation tissue were determined by EuSA･

values are the means from fourmice with SEM shown by vertical bars･ *P < 0･05, **P < 0･01 and ***P <

0･00l compared with values in the control groups･
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3-3.血管新生誘導薬物の探索

(1) PGE2によるVEGF産生誘導

血管新生を増加させる薬物を探索する実験系を確立するために､マウスマク

ロファージ様株RAW264細胞を用いてPGE2の作用を解析した｡すでに肉芽

組織をPGE2存在下で培養すると､ VEGF産生が冗進することを明らかにし

ているが､ RAW264においてもVEGFを産生するかどうか検討した｡PGE2(1

PM)存在下でfuW264細胞を培養すると､培養液上晴中のVEGF量は3時

間後から有意に増大した(Fig. 12a)｡また､ PGE2のVEGF産生増大作用に

は､ 0.1-10 uMにおいて濃度依存性が見られた(Fig･ 12b)o

★★ PGE2(1一九M) ★耕control 

★★★ ll一 

0　　　3　　　6　　　　　　12

1ncubation Time (h)

0　　　0.1　　1　　10

PGE2 (pM)

Figure 12. Effects of PGE2 0n VEGF production. RAW264 cells (2 x 105 cells) were incubated

for 20 h ill 0.4miof medium. A洗er 3 washes, cells were incubated for the periods indicated in

o.4miofmedium in the presence or absence ofPGE2 (1 LAM) (a), or for 6 h in O･4miofmedilJm

in the presence of the indicated concentrations of PGE2 (b)･ VEGF in the conditioned lnediuln

was then determined by ELISA･ Values are the means ± S･E･M･ froln 4 samples･ In Fig･ 12a･

S.E.M. are too small to depict; they arewitllin each symbol･ Statistical significance:川*p <

0.001 versus the correspondhg control･
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(2)ホスホジエステラーゼ阻害薬によるVEGF産生誘導

pGE2やhistamineによるVEGF産生冗進には細胞内cAMP量の増加が

関与していることが報告されている｡そこで､ cAMPの分解酵素であるホスホ

ジエステラーゼ(PDE)の阻害薬がVEGF産生を誘導するかどうか解析した｡

pDEl阻害薬8-methoxymethyHBMX､ PDE2阻害薬EHNA､ PDE3阻

害薬quazinone､ PDE4阻害薬rolipram及びRo20-1724､及びpDE5阻

害薬zaprinastの効果を検討した結果､ PDE4阻害薬rolipram及びRo20-

1724に強いVEGF産生促進作用が認められた(Fig. 13)｡

0　10　30100　5 1550　0.1 1 10　1 3 10　0.5　5　50　3 (LAM)

8･Methoxymethyl EHNA Quazinone Rolipram Zaprinast Ro2011724

.1BMX

Figure 13･ Induction of VEGF production by PDE inhibitors･ RAW264 cells (2 x 105 ceus) were

incubated for 20 A in 0.4 ml of medium. A鮎r 3 washes, the cells were incubated for 6 h in O･4 ml

of medium containing the indicated concentrations of the PDEl inhibitor 8-methoxymetlly1-IBMX･

the PDE2 inl1ibitor EHNA, the PDE3 inhibitor quazinone, the PDE4 inhibitors rolipram and Ro20-

1724, and the PDE5 inhibitor zapmast･ VEGF in the conditioned medium was then determined by

ELISA. Values are the means ± S.E.M.from 3 samples･ Statisticalsignificance: *p < 0･05and

'Hp < 0･001 versus the unstimulated control･
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4.考察

4-1.血管新生･成熟の制御機構

慢性炎症における急速な肉芽増殖は､血管新生に依存した反応であり､血管

新生を抑制することは､慢性関節リウマチのような増殖型炎症を抑制する1つ

の有効な方法論である｡これまで野生型マウス及びHDC欠損マウスにおけ

る綿糸誘発増殖型炎症を解析し､肉芽組織中で産生されたhistamineは

VEGFの産生を冗進して､血管新生反応を増大させることを報告した(6)｡そ

こで今回､この炎症モデルを用いて､血管の成熟に関与するAnglの産生制

御機構について解析した｡

綿糸をマウス皮下に移植した場合､ 3日後から7日後まで､急速に肉芽組織

の形成､及び肉芽組織中の血管新生が冗進した｡この血管新生反応の経時変化

はVEGF量及びAngl量の変化と良く一致した(Fig.1)｡そこで､ Anglの

産生機序を明らかにするために､野生型マウス及びHDC欠損マウスを用いて

histamine及びvEGFの関与について検討した｡まず､ HDC欠損マウスで

は､野生型マウスに比べて綿糸による血管新生及びvEGF産生が減弱してい

るが､さたに､ Anglの産生も低下していることを兄いだした(Fig.2)｡そこ

で､HDC欠損マウスにおいてAnglの産生が低下する理由について解析した｡

HDC欠損マウスでは野生型マウスに比べて綿糸移植により誘導される新生血

管が少ないことから､ Anglを産生する周皮細胞･血管平滑筋細胞の数が少な

い結果としてAnglの産生量が低下した可能性がある｡そこで､周皮細胞･

血管平滑筋細胞のマーカーである　α-SMA量を解析した｡その結果､ HDC欠

損マウスにおいて､肉芽組織中の　α-SMA量は低下していること(Fig. 3a)､

免疫組織学的にも成熟した血管が減少していること(Fig. 3C)が確認された｡

しかし､ Angl量と　α-SMA量との比を計算した結果､野生型マウスで顕著

に増加したが､ HDC欠損マウスではこの増加が小さいことが判明した(Fig.

3b)｡この結果から､ Anglの産生は何らかの制御因子により誘導されており､

HDC欠損マウスではこの制御因子の産生が低下している可能性が考えられた｡

そこで､ histamineあるいはVEGFがAnglの産生に影響を与えているか

どうか解析した｡その結果､ histamineあるいはH2受容体アゴニスト
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dimapritを綿糸移植部位に注射した場合､血管新生が増加するとともに､ Angl

量も増加することが明らかになり(Fig.4)､ histamineがAnglの産生に関

与していることが示唆された｡また､抗VEGFIgGは綿糸により誘発される

Anglの産生を抑制し､さらにhistamineによるAnglの産生増大も抑制し

た(Fig.5)｡したがって､ histamineはVEGF産生を介してAnglの産生

を冗進させることが示唆された｡さらに､ VEGFは直接Anglの産生を冗進

させているかどうか明らかにするために､肉芽組織の培養系で解析した｡その

結果､ VEGFは添加後2時間でAnglのmRNAレベルを増加させ(Fig.7)､

直接的にAnglの産生を増加させることが示唆された｡また､肉芽組織から

調製した線維芽細胞においても､ VEGFはAngl mRM量を増加させたが､

Ang2mRM量を増加させなかったこと(Fig.7d)から､ VEGFはAnglを

選択的に誘導していることが明らかになった｡

これらの結果から､血管新生に関わるVEGFと血管の成熟に関わるAngl

の産生は連関していることが明らかになった｡すなわち､ VEGFは血管新生を

誘導するとともに､ Anglの産生を冗進させ､血管の成熟も誘導することが示

唆された｡また､これらの蛋白性の因子の産生はhistamineにより制御され

ていることから､ histamine括抗薬あるいはアゴニストを用いることにより血

管新生を制御することが可能であると考えられる｡

4-2.血管退綿の制御機構

本研究で用いた綿糸誘発増殖型炎症モデルでは､肉芽重量及び肉芽組織中の

ヘモグロビン量は綿糸移植後7日目で最大になった後､いずれも低下し(Fig. 8)､

血管退縮を解析できるモデルであると考えられる｡ヘモグロビン量の低下に伴

い､肉芽組織中のVEGF量及びAngl量が低下し､逆に､ Ang2及び

endostatin量が増加した(Fig. 9)｡その増加は特にヘモグロビン量が顕著に

低下する時期と一致し､しかもendostatinはVEGFの作用発現を抑制し､

Ang2はAngl　と括抗する作用を持つことから､これらの蛋白の産生冗進が

血管退縮に関与している可能性が考えられる｡血管退縮及びAng2と

endostatinの産生には､野生型マウスとHDC欠損マウスで差が見られなか

ったことから(データ末掲載)､血管新生にはhistamineが促進的に作用して
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いるものの､血管退緒にはほとんど影響していないと考えられる｡一方､血管

退縮期にVEGFを投与し､ VEGFの低下を抑制した場合､血管新生が持続し､

Ang2及びendostatinの産生が抑制された｡したがって､血管新生･成熟及

び血管退綿はいずれもVEGFレベルにより制御されていることが示唆された｡

しかし､ Ang2及びendostatinの産生誘導機序は不明であり､今後､これら

の因子の産生機序を解明するin vitroの実験系の確立が必要である｡

4-3.薬物による血管新生の誘導

マウスマクロファージ様株RAW264細胞がPGE2に応答してVEGFを産

生することが明らかになり(Fig. 12)､ VEGF産生を誘導する薬物のスクリー

ニング系として､また､ VEGFの産生を抑制する薬物のスクリーニング系とし

て利用できると考えられる｡ PGE2やhistamineは細胞内cAMPを増加さ

せて､ VEGF産生を増加させることが報告されている(ll)｡しかし､ PGE2に

は4種の受容体があり､様々な生理活性を示し､また､ histamineはH2受容

体を介してVEGF産生を高めるが､ Hl受容体を介してアレルギー反応を誘

発し､ H2受容体を介して胃酸分泌を冗進する｡このように様々な生理作用を

持つために､これらのchemicalmediatorsをVEGF誘導剤として用いるこ

とは副作用の点から問題が多いoそこで､ cAMPを増加させ､臨床的に用いた

れている薬物としてPDE阻害薬があることに着目し､これらの薬物がVEGF

産生を冗進するかどうか解析した｡その結果､ PDE4阻害薬がVEGF産生を

強く促進することが明らかになり(Fig. 13)､これらの薬物は治癒促進剤とし

ても使用できることが示唆された｡今後､これらの薬物が動物実験モデルにお

いて血管新生を増加させ､損傷治癒を促進するかどうか解析する必要がある｡
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5.結論と今後の展望

慢性炎症における肉芽組織の形成における血管新生の誘導及び新生血管の成

熟にはVEGF及びAnglが関与すること､さらにVEGFはAnglの産生

を冗進することが明らかになった｡これまで､ VEGFをアデノウイルスで発現

する試みがなされているが､この場合､血管の成熟が不完全で､血管透過性が

冗進することが示されている｡本研究では､ VEGFはAnglを誘導し､血管

の成熟も誘導することが示唆された｡したがって､ウイルスなどにより強制的

にVEGFを発現させる場合には､内因性のAnglの産生量に比べてVEGF

の産生が過剰になったために血管の成熟が不完全であった可能性が考えられる｡

この観点から､内因性のVEGFの産生を高める薬物はVEGFを発現するア

デノウイルスを用いる場合より効果的であると考えられる｡ VEGFの産生を高

める薬物の1つとして､本研究ではPDE4阻害薬を明らかにした｡今後､動

物レベルでの解析により､その有効性を明らかにすることが必要である｡

また､血管退緒にはAng2及びendostatinが関与していることが示唆さ

れた｡ Ang2はAnglに括抗し､ endostatinはVEGFの作用を抑制する作

用を持つため､血管の不安定化､血管内皮細胞のアポトーシスを誘導する｡そ

こで､ VEGFの産生阻害薬や括抗薬とともに､ Ang2及びendostatin､ある

いはこれらの産生を冗進させる薬物を併用することにより､既存の新生血管の

退綿を誘導することが可能であると考えられる｡これらの産生は､ VEGFによ

り抑制されることが示唆されたが､どのような機序により産生が冗進するかは

明らかではない｡今後､ AnglやAng2を発現する低分子化合物のスクリーニ

ング系を確立し､これらの蛋白質の産生を制御する薬物を開発することは､血

管新生を薬物で制御する上で極めて重要であると考えられる｡
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