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低酸素に よ る 血 管細 胞 増殖誘 導 の 分子機構

一

血管内皮増殖因子 (V E G F ) の オ
ー

ト ク リ ン/ パ ラ ク リ ソ作用
-

金沢大学医学部脳神経外科学講座 ( 主任 : 山下純宏教授)

野 村 素 弘

低酸素 に よ る血 管新生梯橋を明らか に す る目 的で , 初代培養 ヒ ト臍静脈内皮細胞 と ウ シ 網膜血 管周皮細胞を種 々 の 酸素

濃度下 で 培養 し, 1 ) 血 管新生 の キ
ー

ス テ ッ プで ある 内皮細胞 と周皮細胞 の 増殖 ,
2 ) 血 管内皮細胞 に 特異的な増殖国子で あ

る血 管内皮増殖国子 ( v a s c u l a r e n d oth eli al g r o w th f a c t or , V E G F ) お よ びそ の 受容体を コ
ー

ドする遺伝子の 発現 ,
3 ) V E G F

m R N A に 対す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが 内皮細胞増殖に お よぼす効果 に つ き検討 した . そ の 結果, 1 ) 内皮細胞
,

周 皮細胞の い ずれ に お い て も低酸素条件下 で は 通常の 酸素濃度下 に比 し生細胞数が有意 に 増加す る こ と が 認め られ た . 2 )

ノ
ー

ザ ソ プ ロ ッ ト分析お よ び逆転写 - ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応 (r e v e r s e tr a n s c rip ti o n - P Ol y m ?
r a S e C h ai n r e a c ti o n

･
R T- P C R) 法に

よ り 内皮細胞 , 周皮細胞 の 両者 で V E G F を コ ー ドする m R N A が 検出され ,
V E G F m R N A 量は酸 素濃度 の 低下 に 依存 して 著

しく増加す る こ と が見 い 出 され た . また
, 内皮細胞で ほ f r n s 様チ ロ シ ソ キナ

ー ゼ 1 (f m s
-

1ik e ty r o sin e k in a s e l , flt l) , f m s 様

チ P シ ソ キ ナ ー ゼ 4 (f m s -1ik e ty r o si n e ki n a s e 4 , fl t4 ) , キ ナ
ー ゼ イ ン サ

ー

ト ド メ イ ン 含 有 リ セ ブ タ ー (ki n a s e i n s e rt

d o m ai n - C O n t ai ni n g r e c e p t o r , k d r) の 3 種の V E G F 受容体 m R N A が酸素濃度 に関わ らず恒常的に 発現 して お り ,

一 方 , 周皮

細胞 で は fl tl m R N A の 発現が 低酸素で誘導 され る こ とが 見い 出 され た . 3 ) V E G F m R N A に 相補的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ドを 化学合成 し培地中 に 投与す る と ▲ 低酸素下 で の 内皮細胞の D N A 合成が 有意 に 抑制 され た . 以上 の 結果か ら ,

血 管新生 の 場 となる細小血管を構成する内皮細胞 と周皮細胞 の 増殖 は低酸素 に よ り誘導 され ,
内皮細胞 の 増殖誘導に は こ れ ら

の 血管細胞自身で産生 され る V E G F が オ
ー

ト ク リ ソ お よ び パ ラ ク リ ソ 作用 を 介 して 関与 して い るも の と結論 された .

K e y w o r d s e n d o th eli al c ell , p e ri c y t e , h y p o xi a , V a S C ul a r e n d o t h elial g r o w t h f a ct o r , r e C e p t O r

血管新生は , 既存 の 血 管か ら新 しい 血 管網が形成 され る現象

で , 個体の 発生 ･ 成長 , 黄体形成 , 創傷治癒と い っ た生理 的過

程 や腫瘍, 糖尿病性網膜症 , 閉塞性血管障害な どの 病的状態の

進展や修復 の 過程 で重要 な役割 をほ た す. した が っ て . 血 管新

生の メ カ ニ ズ ム を 明らか に する こ とほ こ れ らの 生理 的過程 を理

解するの み な らず種 々 の 疾患の 原因 , 病態 , 予防 , 治療法 を解

明するうえ で必須 と思わ れ る . 従来血 管新生を惹起す る主要国

の ひ と つ と して 虚血 の 結果生ず る組織内酸素濃度の 低下が考 え

られ てきて い る が ,
低酸素に よ り ど の よ うに 血 管新生が引き起

こ さ れ るか に つ い て は不 明な点 が多 い .

最近 に 至 り, 内皮細胞 に 特異的な増殖因子 で ある血 管内皮増

殖因子( v a s c u la r e n d o th eli al g r o w th f a ct o r , V E G F )
1)2)

遺伝子の

発現が低酸素状態で増大す る こ と が 悪性神経膠腫 で 見い 出 さ

れ
8 ト 5)

, 低酸素時の 血 管新生と V E G F と の 関わ りが 示妊 され て

きた .

本研 究 で は l 低 酸素 に よ る 血 管細胞増殖 の 誘導機構 を

V E G F の オ
ー

ヤ ク リ ン/ パ ラ ク リ ン 作用と い う観点か ら追及 し

た . すなわ ち , 血 管新生 の 場と な る細小血管 を構成す る内皮細

胞と周皮細胞を種々 の 酸素濃度下で培養 し, そ の 増殖を 調 べ る

と ともに ,
これ らの 血 管細胞 に お ける V E G F 遺伝 子 ,

V E G F

受容体遺伝子の 発現 を解析 し, さ らに ,
V E G F に 対す る ア ン チ

セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが 内皮細胞の D N A 合成 に およ ぼす

効果を検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ . 細 胞

1 . 血 管内皮細胞

ヒ = 済静脈 よ り初代培養 した血 管内皮細胞
8)
を 用 い た . 細胞

は1 5 % 牛 胎 児 血 清 (f e t al b o vi n e s e r u m , F B S ) (C ell C ult u r e

L a b o r a t o ri e s
,
Cl e v el a n d

,
O H

,
U S A ) , 1 0 0 U/ m l ペ ニ シ リ ン (和光

純薬 , 大 阪) , 1 0 恥g/ m l ス ト レ プ ト マ イ シ ソ (和 光 純 薬) .

1 00 /Jg/ m l エ ン ドテ リ ア ル セ ル グ ロ ウ ス サ プ ル メ ソ ト ( e n d o th-

eli al c ell g r o w th s u p pl e m e n t , E C G S) ( C oll a b o r a ti v e R e s e a r c h ,

B e df o r d
.
M A

,
U S A ) , 2 5FLg/ m l ヘ パ リ ン ( si g m a , S t . L o uis ,

M O , U S A ) を 含 む R P M I1 6 4 0 ( G ib c o , G l a n d I sl a n d , N Y ,

U S A ) と 19 9 培 地 ( m e di u m 1 9 9 c o n t ai n i n g H a n k
'

s s alts ,

m e di u m 1 9 9) ( G ib c o) を 等量混合 した培地に て維持 し
,
1 5 ～ 2 0

継代目 の 細胞を 実験に 供 した . 9 5 % 以上 の 細胞が ア セ チ ル 化低

平成 5 年1 2 月1 7 日受付, 平成 6 年 2 月 7 日受理

A b b r e vi atio n s ‥ a ･F G F
,
a Cidic fib r o bla s t g r o w t h f a ct o r ; b F G F , b a si c fib r o bla st g r o w t h f a c t o r ; b p , b a s e p air

( s) ; D M E M ,
D ulb e c c o

'

s m o difie d E a gle m e diu m ; E G F , e pid e r m al g r o w t h f a c t o r ; F B S , f e t al b o v i n e s e r u m ;

fltl
,
f m s -1ik e t y r o si n e kin a s e l ; flt4 , f m s -1ik e t y r o si n e ki n a s e 4 ; k d r , ki n a s e in s e rt d o m ai n - C 6 n t ai nin g

r e c e p t o r ; P D G F , pl at el et
- d e riv ed g r o w th f a c t or ; R T- P C R , r e V e r S e t r a n S C rip tio n - p Oly m e r a s e c h a in r e a ctio n ;



低酸素 に よ る血管細胞 の 増殖誘導機構

密度リ ボ蛋白 (l o w d e n s
it y lip o r o t ei n ･ L D L ) 取 り込み 陽性で 血

管内皮細胞 と同定 された ･

2 . 周皮細胞

ゥ シ 眼球 よ り初代培養 した網膜血管周皮細胞
8}
を 用 い た ･ 細

胞は 20 % F B S , 1 0 0 U/ m l
ペ ニ シ リ ン , 1 0 0 FLg/ m l ス ト レ プ ト マ

ィ シ ソ を 含 む ダ ル
ベ
ヅ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 (D ulb e c c o

'

s

r n ｡d ifi e d E a gl e m e d i u m , D M E M ) ( 日水製薬 ,
東京) に て 維持

し
,
5

～ 1 0 継代 目の 細胞を実験 に供 した ･ 9 5 % 以上 の 細 胞が

α
一 平滑筋 ア ク チ ン 陽性 で周皮細胞 と同定 され た ･

3 . 神経膠腫細胞

ヒ
.
ト 悪 性 神経 膠 腫由 来 の 細 胞 株 で あ る U 251 M G を

10 % F B S , 1 0 0 U/ m l ペ ニ シ リ ン , 1 0 0 p g/ m l ス ト レ プ ト
マ イ シ ン

を含む D M E M に て 培養 した ･

Ⅰ . D N A の化学合成

1 . プ ラ イ マ
ー お よび プ ロ

ー

ブ

V E G F お よ び V E G F 受容体 m R N A 検出用プ ラ イ マ
ー

,
プ

ロ
ー

ブ と して 以下 の オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドを 設計

し , フ ォ ス フ ォ ア ミ ダイ ド法に よ り D N A 合成装置 モ デ ル 39 2

(A p pli e d B i o s y s t e m s , C A , U S A ) を 用 い て 合成 した ･ 合成後 の

オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 精 製 に ほ O P C カ ラ ム

( A p pli e d B i o sy st e m s) を 用 い た . プ ラ イ マ ー は V E G F - U

(5
,

- G A G A A T T C G G C C T C C G A A A C C A T G A A C T T T C T G
C T-

3
1

) ( c D N A 塩 基番号 44
-7 0
丁)) , V E G F - D (5

'

- G A G C A T G C C C T
-

C C T G C C C G G C T C A C C G C-3
'

) (6 9 8 -7 1 7
7)

) , fltl- U (5
'

- G A G A A-

T T C A C T A T G G A A G A T C T G A T T T C T T A C A G TT3
'

) ( c D N A

塩基番号 323 2- 3 25 8
8)

) , fltl - D (5
'

- G A G C A T G C G G T A T A A A T
-

A C A C A T G T G C T T C T A G-3
'

) (4 2 8 9
-4 3 1 3

8)

) , flt4- U (5
'

- A G C C A,

T T C A T C A A C A A G C C T
-3
'

) (c D N A 塩基番号 429-4 4 8
9)

) , flt4- D

(5
J

- G G C A A C A G C T G G A T G T C A T A- 3
'

) (7 0 7 -7 2 6
"), k d rT U (5

'

-

T A T A G A T G G T G T A A C C C G G A- 3
'

) (c D N A 塩 基 番 号 873-

8 9 2
18〉ll)) , k d r - D (5

'

- T T T G T C A C T G A G A C A G C T T G GL3
'

) (1 4 0 6-

1 4 2 7
1 岬 l)

) で あり , プ ロ ー ブ は V E G F-Ⅰ(5
'

- G G T G A A G T T C A
-

T G G A T G T C T A T C A G C G C A G
-3
'

) (1 7 6- 2 0 5
7)

) , fltl-Ⅰ(5
'

- G A G-

C T G G A A A G G A A A A T C G C G T G C T G C T C C-ざ) (41 8 6T 4 21 5
8)
) ,

flt4-Ⅰ (5
'

- T T C C T T T C C A A C C C C T T C C T G G T G C A C A T C-3
'

)

(6 6 2- 6 91
g)

) , k d r-Ⅰ(5
'

q A T C C A G T G G G C T G A T G A C C A A G A A G-

A A C A G -3
,

) (g 2 3-9 5 2
10) 1 n

) で ある . な お , 上 記 プ ラ イ マ ー 中

V E G F - U と fltl- U に は E c o R I ア ダ プ タ
ー ( G A G A A T T C)

を , V E G F- D と fltl- D に は S p h I ア ダ プ タ
ー

( G A G C A T G C)

を 5
'

端 に 付けた .

ヒ ト β- ア ク チ ン m R N A に 対 す る プ ラ イ マ ー

( a c ti n- U ,

a c ti n- D ) , プ ロ ー ブ ( a c ti n-Ⅰ) の 配列ほ 文献12 に 従 っ た .

2 .
ア ン チ セ ン ス お よび セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

ヒ ト V E G F m R N A の 開始 コ ド ン を含 む 5
'

領域に 相補的な

22 塩基 の フ ォ ス フ ォ ロ チ オ エ
ー

ト型ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ドお よび 対照と な る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを D N A 合

成装置モ デ ル39 2 を 用い て合成 し , A Q U A P O R E R P
- 3 0 0 カ ラ ム

( A p pli e d B i o s y s t e m s) を 用い た 逆相分配高速液体 ク ロ マ ト グ ラ

フ
ィ

ー に て精製 した . フ ォ ス フ ォ ロ チ オ ニ
ー ト 型オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ドほ通常 の フ ォ ス フ エ イ ト型 に 比 し安定性が高く , 細胞 へ

39 5

の 取 り込み も良好 で あ る こ とが 知 られ て い る
13}

･

Ⅲ . 低酸素下 での 細胞培養

細胞 を播種後 5 % C O 2 気相下 で37 ℃ , 2 4 時間培養 し, 接着を

確認後, 大気 コ ン ト ロ
ー ル 培養 チ ェ ン バ ー ( B ellc o , V i n el a n d ,

N J , U S A) 内に 移 した . 0 2 (2 .5 % , 5 % , 1 0 % ) , C O 2 (5 % ) お よ び

N 2 の 混合ガ ス (宇野酸素 t 金沢) を 101/ m i n の 流 量 に て 5 分

R乱 大気 コ ン ト ロ
ー ル 培養チ ェ ン バ

ー

に 注入 し , 3 7 ℃ の 恒温室

に 静置 した . 混合 ガ ス ほ24 時間毎に 置換 し, 培地は4 8 時間毎に

交換 した . C O 2 培養装置内で の 培養 を通常の 酸素濃度(20 % ) 下

で の 培養 と した .

Ⅳ . 細胞増殖の定量

1 . 生細胞数 の 算定

細胞を 24 穴の ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ ( C o s t a r , P l e a s a n t o n ,

C A
.
U S A ) に 播種後経時的 に0 . 2 5 % ト リ プ シ ン で 分 散 し ,

0 . 1 7 % ( W / v) トリ バ ン プ ル
ー

を含 む培地 で 希釈 し血 球計算板を

用 い て生細胞数を算定 した .

2 . D N A 合成能 の 測定

内皮細胞を24 穴 ク ラ ス タ ー デ ッ シ ュ に 各穴 あた り 2 ×1 0
4

個

播種 し, 細胞の 接着を確認 した う えで ア ン チ セ ン ス ある い ほ セ

ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 培 地 に 加 え ,
2 4 時 間 培 養後

Niy a z o n o ら
‖)
の 方法に 従い D N A 合成を測定 し た ■ すな わ ち

1FLC i/ m l の 濃度 で[
3
H ] チ ミ ジ ン (82 ･9 C i/ m m ol , N E N R e s e a r c h

P r o d u c t , W il mi n g t o n , N C , U S A ) を 加え , 4 時間イ ン キ エ
ペ -

シ ョ ン 後 , 水 冷 5 % ト リ ク P ロ 酢 酸 (tric h r olo a c e ti c a cid ,

T C A ) を 加え20 分間氷上 に 静置 して 細胞を固定 し, 細胞を 水冷

5 % T C A に て 3 回洗浄後, 1 M N a O H 2 0 0 pl を 加え室温20 分間

の 技 法に よ り 溶解 した . 1 M H C 1 2 0恥l で 中 和後 ,
全 量 を

1 0 m l の 液体 シ ソ チ レ 一 夕 ー と混和 し
3
H 放射活性を測定 した t

V . ポ リ ( A )
+
R N A の 分離

各酸素濃度条件下で24 時間培養し 1 50 c m
2
の 細胞培養用 フ ラ

ス コ ( C o r ni n g , N .Y . , U S A) 中で コ ン フ ル エ ソ ト とな っ た各種細

胞 か ら Q ui c k P r e p m R N A 精製 キ ッ ト (P h a r m a ci a . U p p s al a ,

S w e d e n) を用 い て ポリ (A)
十

R N A を 分離した
15)

.

Ⅵ . ノ
ー ザン プロ ッ ト分析

2 ,5 p g の ポ リ (A)
+

R N A を 1 .1 M ホ ル マ リ ン を 含む1 ･ 5 % ア ガ

ロ
ー

ス ゲ ル に て 電気泳動 し , ナ イ ロ ン フ ィ ル タ
ー

( ハ イ ポ ン ド

N
･

,
A m e r s h a m

,
B u c ki n g h a m s h ir e , U K ) に 転写 した .

フ ィ ル

タ ー に 転写後 ,
U V ス ト ラ タ リ ン カ

ー 2 4 0 0 (S tr a t a g e n e ,
C A

,

U S A ) を 剛 ､ て1 2 0 ミ リ ジ ュ

ー

ル の 波長 25 4 n m の 紫外線を照射

し R N A を 固定 した . つ い で フ ィ ル タ
ー

を50 % ホ ル マ リ ン ,
5

× 食塩- リ ン 酸 ソ
ー ダ ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸液 (s ali n e

s o di u m p h o s p h at e e th yl e n e d ia m i n e t et r a a c e ti c a cid , S S P E ) , 5

× デ ン ハ ル ト 液(0 . 1 % ポ リ ビ ニ
ー ル ピ ロ リ ドン

,
0 .1 % ウ シ ア

ル ブ ミ ン
,
0 .1 % フ ィ コ

ー

ル) , 0 . 5 % F
t

デ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム

( s o di u m d o d e c yl s ulf a t e , S D S) , 2 0 0 p g/ m l 変性 サ ケ 精 子 D N A

(S i g m a) か らな る溶液中で 42 ℃ , 6 時間プ レ
ハ イ ブ リ ダイ ズ さ

せ た 後 , 5 0 % ホ ル マ リ ン ,
5 × S S P E J 5 × デ ン ハ ル ト 液 ,

0 .5 % S D S
,
3 4 0 FLg/ m l 変性サ ケ 精子 D N A , プ ロ

ー ブ 1 5 n g か ら

な る溶液中で42 ℃ , 1 6 時間 ハ イ プ リ ダイ ズ させ た . プ ロ ー ブ と

して
,
U 2 51 M G よ り分離 した ポ リ( A)

+

R N A l O O n g を鋳型と し

S D S
,
S Odi u m d od e c yl s u lf a t e ; S S C , S ali n e

- s o di u m cit r at e ; S S P E , S ali n e s odi u m p h o s p h at e e t h yl e n e di a mi n e

t et r a a c e tic a cid ; T C A , t ri c h r olo a c eti c a cid ; T G F
- α

,
t r a n Sf o r m i n g g r o w t h f a c t o r

- a ; T G F -

β, t r a n Sf o r mi n g

g r o w th f a c t o r - β; V E G F , V a S C ul a r e n d o th eli al g r o w th f a ct o r
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プ ライ マ
ー

V E G F - U
,
V E G ト D を用 い て 逆転写 -

ポ リ メ ラ ー ゼ

連 鎖 反 応 (r e v e r s e tr a n s c ri p ti o n - p Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n ,

R T - P C R) 法 に て 増幅 した618 塩基対 (b a s e p a ir , b p) の D N A 断

片を 用 い ,
ラ ン ダ ム プ ラ イ マ

ー

ラ ベ リ ソ グ キ ッ ト (S t r at a g e n e)

と [α-
32
P] デ オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 ( N E N R e s e a J C h

P r o d u c t) を 用 い て 標識 した .
ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ソ 後 ,
フ ィ

ル タ ー

を 2 × 食塩
-

ク エ ン 酸液 (s ali n e s o di u m citr a t e , S S C ) ,

0 .1 % S D S に て 室温 で20 分 間 ,
2 回 ,

つ い で 0 .1 × S S C
,
0 .1 %

S D S に て4 2 ℃ , 1 0 分間
,
2 回 洗浄 し, - 8 0 ℃ で オ ー ト ラ ジオ グ

ラ フ ィ
ー

を行 っ た . オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー 後 ,
V E G F プ ロ ー

ブ の シ グ ナ ル が 消退 した の を 確認 し , β- ア ク チ ン C D N A を プ

ロ
ー

ブ と した ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン を 行 っ た .

Ⅶ . R T - P C R と そ の 産物の サザ ン プ ロ ッ ト分析

G e n e A m p R N A P C R キ ッ T
･ (P e r ki n- E l m e r C e t u s ,

N o r w alk
,
C T

,
U S A ) を 用い

,
まず ,
ポ リ( A)

+

R N A を 鋳型 と し

て 逆転写酵素 に て c D N A を合成 し, つ い で
,
各 m R N A に 特異

的な プ ライ マ p

を用 い て T a q D N A ポ リメ ラ ー ゼ に て D N A を

増幅 した . 反応 に は D N A サ ー マ ル サ イ ク ラ ー ( P e r ki nT E l m e r

C e t u s) を使用 した
)6)

.

増幅後の D N A を
,
2 % ア ガ ロ ー ス ゲル に て電気泳動 し, ナ

(

も
L

X
)

U
山

む

五
虐

ヱ
○

旨
q

∈
コ

Z

･ 2 0 2

Ti m e ( d a y s )

イ ロ ン フ ィ ル タ
ー に 転写 し

,
紫外線 に て 固定 した . つ い で フ ィ

ル タ
ー

を50 % ホ ル ム ア ミ ド , 5 × S S P E
,
5 × デ ン ハ ル ト 軋 1 %

S D S , 5 0 0 FLg/ m l 変性 サ ケ 精子 D N A か らな る溶液中 で50 ℃ 】 6

時間 プ レ ハ イ プ リ ダ イ ズ さ せ た 後 , 5 0 % ホ ル ム ア ミ ド
,

5 × S S P E
, 5 × デ ン ハ ル ト液 ,

1 % S D S
,
5 0 0 p g/ m l 変性サ ケ 精

子 D N A , オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ 1 0 p m ol e か らな る溶液

中で55 ℃ , 1 6 時間 ハ イ プ リ ダ イ ズ させ た . プ ロ ー ブ標 識に は
,

D N A 5
'

末端標識キ ッ ト (宝酒造 , 京都) と [rT
32
p】ア デ ノ シ ン 三

リ ン 酸 ( N E N R e s e a r c h P r o d u c t) を 使 用 し た .

ハ イ プ リ ダ イ

ゼ ー

シ ョ ン 後 ,
フ
ィ
ル タ ー

を 2 ×S S C . 0 .1 % S D S に て 室温で

20 分 臥 1 臥 つ い で 0 ■5 × S S C
,
0 .1 % S D S に て室温で

,
2 0 分

F凱 1 臥 そ の 後 0 ･1 ×S S C , 0 ･1 % S D S に て50 ℃ で
, 1 0 分間,

2 回洗浄 し , - 8 0 ℃ で オ ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー を 行 っ た . さ ら

に バ イ オ イ メ ー ジア ナ ラ イ ザ ー F U JI X B A l O O ( 富士 フ ィ ル ム ,

東京) に よ り放射活性 の 測定を行 っ た .

成 績

Ⅰ . 低酸素下で の血 管内皮細胞 , 周皮細胞の増殖

図 1 A に 低酸素 (2 ･5 % , 5 % , 1 0 % ) お よ び 通常 の 酸素濃度

(20 % ) で 培養 した ヒ ト臍静脈内皮細胞 の 増殖曲線を 示 した . 通

(

も
L

X
)

s
O

忘
じ

て

鼠
¢
-

q

虐
>

葛

誌
q

∈
コ

Z

- 2 0 3 6 9

Ti m e ( d ay s )
F i g ･ 1 ･ E ff e c t of h y p o xi a o n th e g r o w th of e n d o th eIi al c ells ( E C ) ( A ) a n d p e ri c y t e s (B) . C ells w e r e i n ｡ ｡ b a t e d u n d e r v a ,i ｡ u S
O X y g e n t e n Sio n s ･ 0 Ⅹy g e n t e n Si o n w a s c h a n g e d o n d a y O f r o m 2 0 % t o th e c o n c e n tr a ti o

?
S i n di c a t e d l O ･ 2 0 % 0 2 ; 職 J l O % 0 2 ;

儲 , 5 % 0 2 ; △ , 2 ･5 % 0 2 1 ･ E a c h p oi n t r e p r e s e n t s m e a n f o r tri pli c a t e e x p e ri m e n t s ; V e r tl C al b a r s s h o w s t a n d a rd d e vi a ti o n (S D)
W h e n l a r g e r th a n th e s y m b ol ･ * , p < 0 ･0 5

･
* *
1 p < 0 ･0 1 c o m p a r e d t o th e n u m b e r o f th e c e11s c ult u r e d u n d e r 20 % 0 2 (S t u d e n t

･

s i

t e sり.
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常の 酸素濃度で は 内皮細胞数は 3 日後
か ら漸増 し1 週間で 培養

開始時の 約 2 倍に 増 え た ･ と こ ろ が , 酸素濃度を10 % に 下げ る

と , 24 時間以内か ら内皮細胞の 増殖 が促進 され , 以後 2 日 , 3

日 , 5 日 , 7 日
の どの 時点 でも通常酸素濃度 で の 培養に 比 し生

細胞数は有意 に 増加 した ･ 7 日目の 細胞数は培養開始時 の3 ･ 5

倍に 達 して い た ･ 5 % の 酸素濃度 で も内皮細胞の 増殖ほ20 % 酸

素濃度時以上 に 促進 され る こ とが 認め られ た ･ 酸素濃度を さ ら

に2 . 5 % に 下げ る と , 内皮細胞 はむ しろ減少 し , 3 日 間 で ほ ぼ

死滅 した .

ウ シ 網膜血 管周皮細胞 の 増殖も低酸素下 で 促進 さ れ た (図

1B) . . 周皮細胞の 場合 ,
2 . 5 % 酸素下で の 細胞増加率が最大 で ,

以下 1 0 % ≧5 % > 2 0 % の 順で あ っ た ･

Ⅰ . 低酸素に よ る血 管細胞 V E G F 遺伝子 の発現誘導

1 . V E G F m R N A の 検出

ヒ ト臍 静脈 内皮細胞 と ウ シ 網 膜 血 管周皮細胞 か ら ポ リ

(A)
+
R N A を分離 し, ヒ ト 脳グ リ オ

ー マ 由来培養細胞 U 251 M-

G か ら R T
- P C R 法 で 調整 した V E G F c D N A を プ ロ

ー ブ と して

V E G F m R N A の 存在を ノ ー ザ ン 法 で 分析 した . そ の 結果 , 図

2 に 示 す よ う に∴ 内皮細胞 ポ リ ( A)
+
R N A

, 周 皮 細胞 ポ リ

( A)
+

R N A の 両者で , 対照 の U 2 51 M G ポ リ (A)
+

R N A と 同 じ

く , お よそ 4 キ ロ 塩基対(kilo b a s e s , k b) の 位 置に
ハ イ プリ ダイ

ゼ ー シ ョ ソ バ ン ドが 検出され た . こ の こ と は
I
V E G F 遺伝子が

これ らの 血管細胞自体でも発現 して い る こ と を 示す ･

F i g . 2 . N o r th e r n bl o t a n aly si s o f p oIy(A )
'

R N A ･ A f t e r

e n d o th elial c ells ( E C ), p e ri c y t e s a n d U 2 51 M G c ell s h a d

b e e n c ult u r e d u n d e r v a ri o u s o x y g e n t e n si o n s , p O ly

( A)
+
R N A s w e r e i s ol a t e d f r o m e a c h c u lt u r e ･ T w o p oi n t

fi v e FL g (E C a n d U 2 51 M G c ells) o r l p g (p e ri c y t e s) of p oly

( A )
+
R N A s w e r e el e c tr o p h o r e s e d , tr a n Sf e r r e d o n t o n y

l o n

m e m b r a n e s a n d h y b rid iz e d w ith
32
p-l a b el e d v a s c ul a r

e n d o th eli al g r o w th f a c t o r ( V E G F) c D N A ( u p p e r p a n el s) ･

A f t e r a n aly si s w ith V E G F c D N A . th e
m e m b r a n e s w e r e

h y b rid iz e d w ith β- a C ti n c D N A (l o w e r p a n el s) ･ B a r s

i n d ic a t e th e p o siti o n of 2 8 S a n d 1 8 S R N A s ･ T h e E C b lo t

w a s e x p o s e d f o r 1 4 d a y s , th e p e ri c y t e b l o t w a s f o r 4 d a y s

ミ

a n d U 2 51 M G bl o t 壬o r 2 d a y s .

ヒ ト V E G F 遺伝 子か らは オ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ライ シ ン グ

よ り鎖長の 異な る 4 種の m R N A が 生 じ
17)

,
こ の う ち 鎖長 の 長

い 2 つ の m R N A 分子 種か ら は非分泌型 の V E G F 胤 V E G F 206

が , 残 る 2 種か らほ 分泌型の V E G F 12. , V E G F -65 の 蛋白質産物 が

生ずる ( 園 3 A) . そ こ で , 血 管細胞 に 存在す る V E G F m R N A

が どの タイ プの 産物を コ
ー

ド して い るか を 同定するた め , ノ
ー

ザ ソ 法に 比べ よ り高感度で , ま た ,
よ り詳細な 鎖長算定が 可 能

な R T-P C R 法 で の 解析を行 っ た . こ の 際プ ラ イ マ
ー は

,
4 種の

V E G F m R N A い ずれ に も共通する 5
'

お よび 3
'

領域に 対 して 作

製 した . そ の 結 果 ,
図 5 に 示 す よ う に , 内 皮 細胞 ポ リ

( A)
+

R N A
,
周 皮細胞 ポ リ( A)

+

R N A の い ずれ を 鋳型に した場合

に も 486 b p と 61 8 b p の D N A 断片が増幅 され た .
こ れ ら 2 種

め 増幅産物ほ そ れ ぞれ分泌型の V E G F 12, , V E G F 165 に 対 応 し た

( 図 3 A 参照) . 非分泌型 V E G F に 対応す る m R N A 分子種 ほ ,

最大 100 n g の ポ リ ( A )
十

R N A を 用 い た50 サ イ ク ル の R T-P C R

で も検出され なか っ た .

2 . 低酸素下で の 血 管細胞 V E G F m R N A レ
ベ ル の 増大

つ ぎに , 内皮細胞 と周皮細胞に お ける V E G F 遺伝子 の 発現

が低酸素に よ り どう影響 され るか を R T-P C R 法に て 調 べ た ･

こ の た め
,
まず U 25 1 M G よ り分離 した ポ リ( A)

十

R N A を 鋳型と

して R T-P C R 反応条件の 検定を行 っ た
16)

. 図 4 A は , 横軸に 鋳

型 R N A 量 ,
縦軸に 増幅産物の シ グ ナ ル 強度を プ ロ ッ ト した検

量曲線である . 4 86 b p お よ び 61 8 b p の V E G F D N A 断片の 増

幅 は鋳型 R N A 量 50 n g ま で は 鋳型量 に 依存 して 直線的に 進行

した が
, 鋳型量 が 50 n g を超え る と増殖曲線ほ平坦化 した ･ 次

に サ イ ク ル 数依存性 を見 る と , 図 4B に 示 す よ う に ,
V E G F

m R N A で ほ増幅反応は30 サ イ ク ル ま で 直線的に 進行 し , 3 0 サ

イ ク ル 以上 で は プ ラ ト ー に 達 した . した が っ て
,
以下の 実験 で

は 定量性 をも つ と考 え られ る鋳型 ポリ ( A)
十

R N A 量30 n g , 増幅

サ イ ク ル 数25 回 の 条件 で R T-P C R を行 っ た . 対照の β一ア ク チ

ン m R N A 由来 D N A 断片に つ い て も 同様 の 増幅曲線を作成

し
, 鋳型量 30 n g , 1 5 サ イ ク ル の 条件に て コ ン ト ロ

ー ル 反応 を

行 っ た .

種 々 の 酸素濃度で24 時間培養 し た 内皮細胞 (0 % , 2 ･5 ‰ 5 % ,

1 0 ‰ 20 % 0 2) と 周 皮細胞 (0 % , 2 .5 % , 1 0 % , 2 0 % 0 2) か ら ポ リ

( A)
十

R N A を 分離 し, 上 記の 定量的 R T-P C R 法 に よ り V E G F

m R N A レ ベ ル を 検討 した結果が図 5 で ある . 内皮細胞 , 周皮細

胞の い ずれ に お い て も酸素濃度 の 低下に 伴 っ て V E G F m R N A

レ ベ ル が著 しく増大す る こ と が見 い 出 され た . 後に 図 8 A に 示

すよ う に V E G F m R N A レ ベ ル は無酸素状態で 最も高く , 内皮

細胞で は20 % 酸素時の 約 8 倍, 周皮細胞 で ほ 約 9 倍 に ま で 増加

した . シ グ ナ ル が増強 され た の は 分泌型の V E G F .2. , V E G F 165 に

対 応 す る 486 b p , 61 8 b p の 二 本 の バ ン ド で , 非 分 泌型 の

V E G F .8, , V E G F 2｡6 に 対応する m R N A の バ ン ドは無/ 低酸素状

態 でも検出 され なか っ た . な お ,
こ の 定量的 R T-P C R 解析 か

ら
,
内皮細胞 , 周皮細胞 ,

U 2 51 M G 細胞 に 存 在す る V E G F

m R N A 量の 相対比ももと め られ , 通常酸素濃度下 で は お よそ

1 : 1 : 1 0
, 無酸素状態でもほぼ 同率で あ っ た . 無酸素時 の 内皮細

胞 お よ び 周皮細胞 で の V E G F m R N A レ ベ ル は
よ
V E G F

m R N A 含量の 高い グ リオ
ー マ 細胞の 20 % 酸素 濃度 で の レ ベ ル

に ほぼ匹 敵 した.
.

Ⅲ . 血 管細胞 にお け るV E G F 受容体遺伝子の発現

1 . サ ブ タ イ プ 特異的な プ ラ イ マ
ー

と プ ロ
ー

ブ を 用 い た

V R G F 受容体 m R N A. の 検 出
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V E G F は他 の 増殖因子 と同様細胞膜 に 局在す る受容体を介

して 標的細胞 に 作用 す る
1811 g)

. これ ま で ヒ ト V E G F 受容体と し

て は flt1
8)2 0)

, flt4
g) 2 1 )

, k d r
lO )1 1 ,
の 3 種が知 られ て お り

,
い ずれ も受

容体型チ ロ シ ソ キ ナ ー

ゼ フ ァ ミ リ
ー に 属する . 内皮細胞 が どの

タ イ プの V E G F 受容体遺伝子を発現 して い るか が つ ぎの 問題

とな るが , J ねJ 卜 J 掴 ,
烏d r m R N A ほ塩 基配列の ホ モ ロ ジ ー が高

い た め
21)

, 通常の ノ ー ザ ン 法 で ほ 3 種の m R N A を 峻 別 しが た

い と考え られ た . そ こ で , サ ブ タ イ プ特異的な プ ラ イ マ ー

と プ

ロ
ー

ブを用 い た R T-P C R 法 に よ る分析を試み た . すな わ ち , 他

の 2 種の m R N A と ほ比較的 ホ モ ロ ジ ー が低い 部分に 対 し増幅

産物の サ イ ズも 互 い に 異 な る よ うに 設 計した プ ラ イ マ ー を 用 い

て R T -P C R を行 い , さ ら に , 得 られ た増幅産物を サ ザ ン ブ ロ ッ

テ ィ ン グ後 配列特異性の 高い 内部プ ロ ー ブと ハ イ プ リ ダ イ ズ さ

せ る と い う方法 で あ る ( 図 3B) . 図 6 A に 内 皮 細胞 ポ リ

( A)
+
R N A を鋳 型と した 場合 の 結果を示 した . J∠fノ ブ ラ イ マ ー

では 1 0 98 b p の D N A 断片が増幅 され , こ の 増幅産物 は 〃亡J プ

ロ ー ブ と ハ イ プ リ ダイ ズ し, J 舶 , 烏d r プ ロ
ー

ブと は ハ イ プ リ ダ

イ ズ しなか っ た . ノJま4 , 烏d r プ ラ イ マ ー

を 用 い る と そ れ ぞれ

298 b p , 5 5 5 b p の D N A 断片が増幅 され , 各産物ほJlt4 ある い は

V E G F 2 0 6

V E G F 1 8 9

V E G F 1 6 5

V E G F 1 2 1

B

烏d r プ ロ ー ブ との み ハ イ プ リ ダ イ ズ し た . し た が っ て
,
こ の

R T-P C R 法 に よ り各 V E G F 受容体 m R N A 種 が選択的に 検出

され る と考 え られ た ･ な お , 図 6 B , C に 示 す検量曲線か ら
,

V R G F m R N A の 場合と 同様 ,
ポ リ (A )

十

R N A 3 0 n g , 2 5 サ イ ク

ル の 条件で 増幅反応 が定量的 に 進行する と判定 され た の で
, 以

下の 実験 で ほ こ の 条件を 採用 した .
コ ン ト ロ ー ル の β- ア ク チ ン

はポ リ ( A)
十

R N A 3 0 n g , 1 5 サ イ ク ル の 条件 で 増幅を行 っ た .

2 ･ 内皮細胞 に おけ る V E G F 受容体 m R N A の 発現 と低酸素

の 効果

内皮細胞 で は ト 〃り, 葎4 お よび烏d r の 3 種 の 受容体 サ ブ タイ

プを コ
ー

ドす る m R N A す べ て に 由来する バ ン ドが検出 され た

( 図7 ) . ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン バ ン ドの 放射活性 を比較す る

と
, 発現程度 ほ 烏d r ≫′J孟4 > ′たJ の 順に 大きか っ た . しか し , ど

の 受容体 m R N A レ ベ ル も24 時間の 低酸素 (2 .5 % , 5 % , 1 0 % ) あ

るい ほ無酸素 (0 % ) 培養 では 変化 しな か っ た ( 図 8B) .

3 ･ 周皮細胞 に おけ る V E G F 受容体 m R N A の 発現 と低酸素

の 効果

通常 の 酸素濃度 で培養 した 周 皮細胞 で は , /上土ノ1 葎4 , 烏d r の

どの m R N A も検 出され なか っ た . と こ ろ が
,
周 皮細胞を低酸

2 0 6 a m i n o a cid s

1 3 3 8 a m l n o 鋸 抽出

1 3 S 6

･せ■ ･ ･ - 中 嶋
噌

･ ･

7 4 1 b p

6 9 0 b p

61 8 b p

4 8 6 b p

1 0 9 8 b p

2 9 8 b p

5 5 5 b p

F i g ･ 3 ･ P ri m e r s a n d p r o b e s f o r d e t e ci n g V E G F a n d its r e c e pt o r m R N A s ･ A ) S c h e m a ti c r e p r e s e n t ati o n of f o u r alt e r n a ti v e
S pli ci n g p r o d u c t s of h u m a n V E G F g e n e ･ B o x e s i n di c a t e o p e n r e a di n g f r a m e s ･ A r r o w s i n di c a t e p ri m e r s u s e d f o r r e v e r s e
tr a n s c rip ti o n- p Ol ym e r a S e C h ai n r e a c tio n (R T - P C R) ･ B a r s i n d i c a t e p r o b e s f o r S o u th e r n h y b ri diz a ti o n . E x p e c t e d siz e s of R T- P C R
p r o d u c t s a r e i n d i c a t e d o n th e rig h t ･ B ) S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n of h u m a n V E G F r e c e p t o r m R N A s ･ B o x e s i n di c a t e o p e n
r e a di n g f r a m e s ･ A

l
rr O W S a n d b a r s i n di c a t e r e s p e c ti v e p ri m e r s a n d p r o b e s th a t a r e s p e cifi c f o r f m s-1i k e ty r o si n e k in a s e l (fltl) ,

f m s qli k e ty r o si n e ki n a s e 4 (flt4) a n d ki n a s e i n s e r t d o m ai n - C O n t ai n in g r e c e p t o r (k d r) m R N A s , E x p e c t e d si z e s ｡f R T- P C R
P r O d u c t s a r e i n di c a t e d o n t b

_
e ri g h t .
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F i g , 4 , Q u a n tit ati v e R T- P C R a n aly si s of V E G F m R N A ･ P oly( A )
十

R N A f r o m U 2 5 1 M G c ell s w a s u s ed a s te m pla t e f o r th e

d e t e r mi n a ti o n of th e e x p o n e n ti al r a n g e . S e ri al d il u ti o n f o r V E G F w e r e c a r ri e d t o 25 c y cl e s a n d f o r β- a C ti n w e r e to 1 5 c y cl e s .

A ll s e q u e n ti al c y cl e s w e r e i ni ti a t e d wi th 3 0 n g of p oly( A )
十

R N A ･ S ig n al i n t e n siti e s of R T- P C R p r o d u ct s a r e e x p r e s s e d a s th e

a r bitr a r y l o g a rith m v al u e s of r a di o a c ti v iti e s , a n d plo tt e d a g ai n s t t e m pla t e a m o u n t s ( A) a n d c y cl e n u m b e r s (B ) , r e S P e Cti v ely .

R a d io a c ti v iti e s of h y b rid iz a ti o n b a n d s w e r e m e a s u r e d wi th a F uji x B A 1 0 0 B ioI m a g e a n aly s e r . ◎ , V E G F ; コ , β- a C tin .

F ig . 5 . E x p r e s si o n of V E G F m R N A i n v a s c u l a r c elIs . T hir ty n g of p oly( A )
十

R N A s f r o m e n d oth eli al c ells ( E C) , p e ri c yt e s aL
n d

U 2 51 M G c ell s
,
W h i c h h a d b e e n i n c u b a t e d u n d e r v a rio u s o x y g e n t e n si o n s , W e r e 争m plifi e d b y R T- P C R ･ T h e R T - P C R p r o d u c t s

w e r e el e c tr o p h o r e s e d o n 2 % a g a r o s e g el , tr a n Sf e rr e d o n to n yl o n m e r n b r a n e s a n d h y b rid iz e d wi th
32
p -la b el ed V E G F ( u p p e r

p a n el) o r β- a Cti n (lo w e r p a n el) m R N A - S P e Cifi c p r o b e s . B a r s o n th e l ef t sid e i n d i c at e si z e m a r k e r s a n d b a r s o n th e ri gh t sid e

th e si z e of e a c h p r o d u c t i n b a s e p air s (b p) . R T (
- ) i n di c a te s th e r e a c ti o n wi th o u t r e v e r s e tr a n s c ri p t a s e . T h e E C a n d p e ri c y t e

b lo t s w e r e e x p o s e d f o r 4 h r , a n d t h e U 2 5 1 M G bl o t w a s f o r l h r ･
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素下 で 培 養す る と ルイ の 遺 伝 子 の 発現 が 誘導 さ れ , Jg王J

m R N A レ ベ ル は 無酸素状態 で は さ らに 増大す る こ と が 見 い 出

され た( 図 9 A , B) . 他 方, fl t4 , k d r m R N A ほ 低/ 無酸素状態 で

も出現 せ ず , 鋳 型 ポ リ ( A)
+

R N A 量 お よ び サ イ ク ル 数 を

100 n g , 3 5 回 ま で増や して も検出され な か っ た .

Ⅳ .
V E G F m R N A に 相補的な ア ンチ セ ンス オ リゴ ヌ ク レオ

チ ドに よ る内皮細胞 D N A 合成の抑制

き

苫
1

0
再

○

苛
帽

∝

1 0 1 0 0

V E G F が 低酸素に よ る 血管内皮細胞 の 増殖誘導 に 機能的に

関わ っ て い るか どう か を み る ため ,
V E G F m R N A に 相補的な

ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド( 図1 0) を 作製 し て 内皮細胞

の D N A 合成 に お よぼ す効果を調 べ た . 図11 に そ の 結果 を示 し

た . 低酸素(1 0 %) 培養内皮細胞 の 培地中に ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ドを 投与する と ,
D N A へ の 【

3

H】 チ ミ ジ ン 取 り込み

が 用量依存的に 抑制 され ,

3
H 放射活性 は 1 , 2 , 5 , 1 恥M の

ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド濃度で 各々 対照 の 82 .3 , 5 7 .2 ,

34 且 22 ■2 % に 有意 に 低下 した .
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは 内

皮細胞 D N A へ の [
3

H ] チ ミ ジ ン 取 り込み を 阻害 しなか っ た .

考 察

血 管新生は 一 厘 瘍の 増殖や 虚血 性病変の 進行 に 伴 っ て お こ る

医学上重要な生体反応 の ひ と つ で ,
つ ぎの 4 つ の 過程 に 大別さ

れ る
2 2)2 3)

. すな わ ち , 1 ) 細小血 管内皮細胞 の 活性化 とそ れ に 引

き続く基底膜 の 破壊 ,
2 ) 内皮細胞の 遊走, 3 ) 内皮細胞の 増

殖 ,
4 ) 内皮細胞 に よ る 管腔形成 と周皮細胞 に よ る包囲 で あ

る . 筆者は
,
こ の う ち血 管細胞増殖の 問題 に 関 して , 血 管新生

の 主要因の ひ と つ で ある低酸素が どの よ うに 内皮細胞 と周 皮細

胞 の 増殖を誘導する か を追及 した .

0

倉
写
苛
O
d
O

苛
d

∝

2 0 3 0 4 0 5 0

T e m p l at e ( n g ) C y cl e s

F i g ･ 6 , S p e cifi c a n d q u a n tit a ti v e d e t e c ti o n of fl tl , flt4 a n d k d r m R N As . A ) E a c h p r o b e s p e cifi c ally bi n d s t o th e p r o d u c t of

R T - P C R c o n d u c t e d wi th c o r r e s p o n dirLg p ri m e r s . B a r s in di c a t e d th e si z e of e a c h p r o d u c t in b p . B ) a n d C) E s ti m a ti o n of
C O n diti o n s f o r R T - P C R r P oly( A )

+

R N A fr o m e n d o th eli al c elI s w a s u s e d a s t e m pl at e . S e ri al dil u ti o n f o r flt l , fl t4 a n d k d r w e r e

C a r ri e d t o 2 5 c y cl e s a n d f o r βT a C ti n w e r e t o 1 5 c y cl e s ･ A ll s e q u e n ti al c y c le s w e r e i niti a t ed w ith 3 0 n g of p ol y( A )
+

R N A . S i g n al

i n t e n sitie s of R T - P C R p r o d u c t s a r e e x p r e s s e d a･S th e a rb it r a r y l o g a rith m v al u e s o f r a d i o a c ti viti e s , a n d pl o tt e d a g ai n s t t e m pl a t e
a m o u n t s ( B) a n d c y cl e n u r n b e r s ( C) , r e S p e Cti v ely l R a d i o a c tivi ti e s of h yb rid iz a ti o n b a n d s w e r e m e a s u r e d wi th F tかⅩ B A l OO . 0 ,

〃fJ ; 儲 , ノ克4 ; 口 , 烏d r ; △ , β- a C ti n .
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まず, 培養化 した 内皮細胞と周皮細胞 を低酸素に さ らすと !

いずれ の 細胞種で も生細胞数が有意に 増加す る こ と が認め られ

た . 細胞増殖促進に お け る酸素 の 最大有効濃度 ほ内皮細胞 で

10 % , 周 皮細胞 で2 , 5 % で あ っ た . こ の 値 は , 内皮細胞が7 ･ 5

40 1

%
24)

, 周皮細胞ほ 3 %
2S) の 酸素濃度 で 最も増加 した と い う他 の

研究者の 観察値と ほ ぼ
一 致す る .

本 研 究 で 筆者 は , 血 管 内皮 に 特異的 な増殖困子 であ る

V E G F を コ
ー ドする m R N A が内皮細胞 の み な らず周 皮細胞に

Fig . 7 . E x p r e s si o n of V E G F r e c e p t o r g e n e s i n e n d o t h eli al c ell s (
E C) ･ T hir ty n g of p ol y( A )

十
R N A f r o m e n d o th eIi al c ells h a vi n g

b e e n i n c u b a t e d u n d e r i n di c a t e d O 2 C O n C e n tr ati o n s w a s a m plifie d b y R T- P C R a n d h y b ridi z e d w ith fltl , flt4 , kd r ( u p p e r p a n els)

a n d βT a C ti n (l o w e r p a n el s) m R N A- S p e Cific p r o b e s . R T (
- ) i n di c a t e s th e r e a c ti o n w ith o u t r e v e r s e tr a n s c ri p t a s e ･ A ll b l o ts w e r e

e x p o s e d f o r 1 8 h r ･ B a r s o n t h e lef t sid e i n d ic a t e si z e m a r k e r s a n d b a r s o n th e ri g h t sid e th e siz
e o f e a c h p r o d u c t i n b p ･
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も存在する こ と を見 い 出 し , さ ら に ,
これ ら の 血 管細胞 に お け

る V E G F 遺伝子 の 発現が低酸素に よ り著 しく誘導 され る こ と

を ほ じめ て 明 らか に した . V E G F ほ
,
F e r r a r a ら

28)
に よ り ウ シ

下垂体星状濾胞体細胞の 培養液中か ら見い 出 され た 血 管内皮 に

特異的と さ れ る増殖因子で ,
そ の c D N A ク ロ ー ニ ン グ に よ り

ほ ぼ同時期に 血管 の 透過性を克進 させ る 因子と して 同定 され た

血 管透過性因子 ( v a s c ul a r p e r m e a b ilit y f a c t o r , V P F )
27)

～ 3 0 )
と 同 一

遺 伝子 の 産 物 で あ る こ と が 判明 し た . そ の 後 ,
V E G F ほ 卵

巣
31)ユ2)
や 腫瘍組織

33 ト 36)

な ど血管新生の さか ん な組織 で産生 され

て い る こ と が報告 され ,
ま た

, 悪性神経膠種の 虚血 部分や低酸

素培養 した悪性神経膠種細胞 で V E G F m R N A レ ベ ル が増大 し

て い る こ とも観察 され て きた こ と か ら
3 ト 5)

, 生体 が 低酸素 に さ

ら され た際 に 血 管新生を促す因子 の 最有力候補 と 目 され て い

る . 本研究 で筆者は ,
血管細胞自体で発現 し低酸素 で増加す る

V E G F m R N A ほ分泌型 の V E G F 1 21 と V E G F 165 を コ ー

ド して い

る こ と も明らか に した . こ の 知見は ,
V E G F が オ ー ト ク リ ン ま

た は パ ラ ク リ ソ に 作用 して 血管細胞自身の 増殖誘導 に 関わ っ て

い る可能性 を示 唆 してい る .

一 般に
, 増殖 国子 が そ の 作用を 発揮す るに は , 増殖 因子 と結

合 し シ グナ ル を 細胞内に 伝 え る受容体が標的細胞 で 発現 され て

い る必 要が ある . V E G F 受容体遺伝子と して は 当初 プ ロ トオ ン

コ ジ ー ン と して 見い 出され たJJ亡J
嘲 0)

一 JJ f4
g)2 ‖3T )
と鳥d r

lO)l l ) 胴 9)
が 知

られ て お り
,
い ずれ も細胞外 に 7 個 の 免疫 グ ロ ブ リ ン ドメ イ

ン
, 細胞 内に ほ チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ ドメ イ ン を も つ 膜貫通型受容

体を コ ー ド して い る
21)

. 本研究で筆者は , 内皮細胞 で ほ 3 種 の

V E G F 受容体遺伝子す べ て が酸素濃度 の 高低 に か か わ ら ず構

成的に 発現 して い る こ と を ほ じめ て 明ら か に した . m R N A 量

は 烏d r ≫〃紹 > ′gfJ の 順 に 多 い こ とか ら , 内皮細胞 で ほ k d r 蛋

白が V E G F か らの シ グ ナ ル を 受容する 主要 な レ セ プ タ ー 分子

種 で あろ うと 推定 され る .

一

方 , 周 皮細胞で は fl tl m R N A の

み が低/ 無酸素状態で検出され た . 同 じ血 管系細胞 であ り な が

ら ∴〃り 遺伝子 が内皮細胞で ほ 構成的, 周皮細胞 で ほ誘導的と

い う よう に 発現様式を異 に して い る こ とほ
, 今後 V E G F 受容

体遺伝子の 発現調節機構 を考 え るう えで 興味深い .
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以上 の 知見は ,
血 管細胞自身が V E G F の 生合成系と反応系

と を合わ せ もつ こ と を 示 してい る . 内皮細胞 の 場合 ,
V E G F 遺

伝 子 の 発現 レ ベ ル は酸素漉度で 変化する の に 対 し , V E G F 受容

体遺伝 子 とく に 点か の 発現は恒常的に 高く保 たれ てい る こ と か

ら , V E G F の オ
ー

ト ク リ ン 作用 の う え で ほ V E G F 遺伝子の 発

現が律速段幡と考え られ る .

本研究 で は さ ら に , 低酸素 に よ る 内皮細胞 の 増殖誘導 に

V E G F が原因的に 関係して い る こ と を 示す証拠も得た . すな わ

ち , V E G F m R N A に 相補的な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ドで V E G F 遺伝子の 発現を ブ ロ ッ ク す ると , 低酸素下 で の 内

皮細胞 の D N A 合成 が有意に 抑制 され る こ と で あ る ･
ニ れ は ,

ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを用 い て V E G F の 機能 の
一

端を 解き明か した 最初の 例で ある .

以上 本研究 で 得 られ た知見か ら, 筆者は , 低酸素に よ る血 管

細胞の 増殖誘導機構に 関す る
一

つ の モ デ ル を提唱 する ･ すな わ

ち , 図12 に 示 すよ う に , 通常の 酸素濃度で は内皮細胞 と周 皮細
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胸が少量 の 分泌型 V E G F を産生 し , 内皮細胞 の 修復維持 に 関

係 して い る . と こ ろが
, 酸素濃度が低下する と , 内皮細胞 と周

皮細胞 の 両者 で V E G F 遺 伝 子 の 発現 が増 大 し , 分 泌 型

V E G F の 産生が 増 し , こ の V E G F が 内皮細胞 で ほ 主 と して

kd r 受容 軋 周皮細胞 で は fltl 受容体を介 して オ ー ト ク リ ン/
パ ラ ク リ ン に 作用す る . こ の 若 果, 血 管細胞 の 増殖が誘導 され

る , と い う 考え 方で ある . こ の モ デ ル に 従え ば
,
上 記 の 一

連の

過程 を ど こ か の 段階 で 断 ち切る こ と で 血 管新生を阻止 な い しほ

軽減す る こ とも理 論上 可 能と な る . 例え ば, 本研究で 用 い た よ

うな V E G F m R N A に 対する ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

や リ ボザ イ ム を 局所的 に 投与 して 血 管新生を抑制 し腫瘍 の 進展

を妨げ る と い っ た 手段も考え られ る . なお上 記仮説中 , 内皮細

胞 に特異的な増殖周子と され る V E G F が 実際周 皮細胞 の 増殖

に も関与す るか 否か ほ 今後 の 検証を要する .

筆者 の モ デ ル は 内皮細胞 と周皮細胞 の 純培養弟で得られ た 試

験管内の 実験結果に 基づくもの で , 低酸素に よ る血 管細胞の 増

殖誘導機構の
一

部は こ の モ デル で 説明でき る と考え られ るが
,

生体 でお こ る血 管新生の しくみ の 全容 を理 解す るに は 他の 増殖

因子 の 関与も考慮する必要 があ る. 血 管新生 に 関係す ると 考え

られ る田子 と して ほ V E G F 以外 に 酸性線維芽細胞増殖因子

( a cid i c fib r o b l a st g r o w th f a c t o r , a F G F) , 塩基性線維芽細胞増殖

因子 (b a si c fib r o bl a s t g r o w th f a c t o r , b F G F ) , 表 皮 増殖 因子

(e pid e r m a ･1 g r o w th f a c t o r , E G F) , a 型 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ソ グ増

殖因子(t r a n sf o r m i n g g r o w th f a c t o r - a , T G F -

α) , β 型 ト ラ ン ス

フ ォ
p ミ ソ グ 増 殖 因子 (tr a n sf o r m i n g g r o w t h f a c t o r -β,

T G F-B) , 血 小 板 由来増殖 田子 - B (pl a t el e トd e ri v e d gr o w th

f a c t o r -B
,
P D G F - B) が あ り

40 ～ 4 3)

,
と く に b F G F 44)

,
T G F - B

45}

と

P D G F - B
瑚
は 内皮細胞自身が産生す る増殖因子と して も知 られ

て い る .
こ れ らの うち b F G F は t 内皮細胞の 遁走

, 増殖 の み な

らず基底膜 を破壊す る プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー の 産生

も促進するなど強力な血管新生活性を有する
仰
が
, 低 酸素下 に

内皮細胞 を お い ても bF G F m R N A レ ベ ル は変化 しな い こ とが

示 され て い る
48)

. T G F -β は , 直接的に は内皮細胞自身の 増殖 を

抑制す るが ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジに種 々 の 増殖因子 を産生 させ 間接

的に 血 管新生 を促進す る
▲2)

. しか し
,
T G トβ の 発現も低酸素 に

よ る影響を受けな い
4&}

. P D G F は
, 従 来内皮細胞 に は作用 しな

い と さ れ て い た が , 最 近 F u n a ら4g) に よ り 毛 細 血 管 に は

P D G F -β受容体が存在 し , P D G F - B が 内皮細胞 の 増殖を促進す

る こ とが 立証 された . 前 二 者と は 異 な り , 内皮 細胞 に お け る

P D G F - B の 発現 は 低酸素 に よ り増大す る こ と が 示 さ れ て い

る
欄

. した が っ て
, 通常の 生理 的条件下で は 内皮細胞 の オ

ー

ナ

ク リ ン 因子と して b F G F や V E G F
,
P D G F- B が 内皮細胞 の 恒常

性 の 維持 に関係 し て お り
, 低酸 素時 に は 主 と し て 増量 し た

V E G F と P D G F - B が協調的に 作用 して 内皮細胞増殖を促すも

の と推察さ れ る . こ の 場合 ,
V E G F と P D G F - B の 量比や 受容

体後 シ グナ ル 伝達機構 の 異同が問題 となるが ,
こ れ らの 点に つ

い ては 今後の 検討 を待 たね ばな らない .

Y a m a
･g
i sh i らは

,
周皮細胞ほ通常内皮細胞の 増殖を抑制する

こ とを 見い 出 し, こ の 増殖抑制因子が T G F 一β も しく ほ へ ノi ラ

ン 硫酸 で ある可能性 を示 改す ると とも に
¢)

, 内皮 細胞 が エ ン ド

セ リ ソ 1 を介 して周皮細胞の 増殖を促進す る こ と を 明 らか に し

て い る
抑

. 低酸素状態 で は , 内皮細胞で の エ ン ドセ リ ソ 1 産 生

が 増す こ と が知られ て お り51)
,

一

方 , 本研究で 周皮細胞 に お け

る V E G F m R N A の 発現が増大す る こと も見い 出され た . した

が っ て
, 周 皮細胞 は内皮細胞の 増殖促進因子 , 抑制因 子 の 両者

の 産 生能 を有す る , 内皮細胞増殖の 指令細胞 とも見な しうる .

低酸素状態 に おけ る周 皮細胞の 挙動に つ い て は不 明な 点が 多い

が
′
おそ ら く周皮細胞自身も ｢ 活性化｣ され て 増殖促進因子優

位の 状態 へ と転換 され ,
V E G F や P D G F

,
エ ン ドセ リ ソ を 介す

る 相乗作用 に よ り 内皮細胞共 々 増殖方向に 向か うもの と 思われ

る .

結 論

血 管新生の 主要因の ひ と つ で ある低酸素が どの よ うに 血 管内

皮細月凱 周皮細胞の 増殖を誘導す るか に つ き V E G F の 発現と

作用 の 観点か ら追及 し , 以下の 新知見を得た .

1 ･ 培養化 した 内皮鰍 臥 周皮細胞 の 増殖は低酸素に よ り促

進 され た .

2 ･ 内皮細胞 , 周 皮細胞とも に V E G F m R N A を 発現 して お

り , 低酸素は 両 者で の V E G F m R N A レ ベ ル を増 大 させた .

3 ･ 内皮細胞 で は V E G F 受容体で ある ルJ , 躇4 , 烏d r の 三

種 の m R N A す べ て が酸素濃度 に か か わ らず恒常的に 発現 して

お り , そ の 発現程度 ほ 烏d r ≫J 離 > 弗 J の 順で あ っ た .

一 方
, 周

皮細胞で は JJ≠J m R N A の 発現が 低酸素 に よ り誘導 され た .

4 . V E G F m R N A に 対する ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ド投与に よ り低酸素下 で の 内皮細胞 P N A 合成 が有意 に 抑制さ

れ た .

以上 の 結果か ら , 低酸素状態で は 内皮細胞 , 周 皮細胞の 増殖

が誘導され ,
こ の 誘導に ほ V E G F が オ ー

ト ク リ ン/ パ ラ ク リ ン

作用を 介 して 関与 して い る と結論 され た .
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