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血管新生は ､ 促進因子 と抑制因子 の バ ラ ンス に よ っ て 制御さ れて い る ｡ 血管

新生が多く の 疾患 の 病態や進行 の 決定因子 で ある事か らも ､ そ の 制御機構の 詳

細な理解は非常に重 要で ある ｡ そ こで 本研究で は ､ 血管新生 を促進因子 及び抑

制因子両方の 視点か ら理解す る事を試みた ｡ 血管新生抑制因子 の 視点か らは ､

皮膚にお ける血管新生抑制因子 の 探索とそ の 機能解析を ､ 血管新生促 進因子 の

視点か らは ､ V E G F R
-

1 安定発現細胞株 の 樹立 とそ の 有用性の 検討を行い 下 記

の 結果 を得 て い る ｡

1 . 皮ff に お ける血 管新 生抑制因子 の 探索 とそ の 機能解析

血 管内皮細胞増 殖因子 ( V E G F) とそ の 受容体 フ ァ ミリ
ー

は血 管新生 に 対 し

て 重要 な役割を担 っ て い る ｡ V E G F 受容体の 1 つ V E G F R - 2 は ､ 内皮細胞 の 増

殖 に おい て 最 も強い シ グナ ル を発信す る ｡ これ まで に所属研究部で は V E G F R -

2 に特異的なリガ ン ドで ある V E G F - E を K e r ati n 1 4 プロ モ
ー

タ
ー

下で 過剰発

現する トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス を作製し､ 皮膚に お ける血管が著 しく 増加す

る 事を報告 して い る ｡ しか しなが ら興味深 い 事 に は ､ こ れ ら の トラ ン ス ジ ェ ニ

ッ ク マ ウ ス で は V E G ト E を分泌して い る表皮基底層近傍に は 血管はほ とん ど

観察され なか っ た ｡ そ こ で 表皮基底層か ら何 らか の 血管新生抑制因子が 分泌さ

れ て い る の で はな い か と い う仮説を立て それ を検討 した ｡ まず ､ 表皮基底層は

そ の 殆どが角化細胞 に よ っ て 構成 されて い る こ とか ら ､ 表皮角化細胞初代培養

の C o n diti o n e d m e d i u m ( C M ) に血管新生阻害活性がある の か どうかを ､ 血



管内皮細胞 と線維芽細胞の 共培養に よる 1

'

n v l

'

t r o 血管新生 ア ッ セイ によ っ て 検

討 した ｡ C M には予想通り ､ 血管新 生阻害活性が濃度依存性に認 め られた ｡ そ

こ で次に
, C M の ゲル 櫨過ク ロ マ トグラ フ ィ

ー

フ ラク シ ョ ン を用 い て 1

1

n v l

'

tI
-

0

血管新生ア ッ セイ 及び H U V E C の 増殖ア ッ セイ を行 っ て , どち らの ア ッ セ イ に

お い て も強 い 血管新生抑制活 性の 確認され た因子 を質量分 析に よ っ て 同定 した o

質量分析の 結果 ､
c M 特異的に存在して 1

'

n v l
'

tI
･

0 血管新生ア ッ セイ と H U V E C

の 増殖ア ッ セイ の どち らに も血管新生抑制活性が認 め られ た因子 はト ロ ンボ ス

ポ ンジ ンー1 ( T S P - 1) で ある事が明 らか とな っ た ｡ T S P - 1 は既 に ､ 血管内皮細

胞に対 して C D 3 6 受容体 を介 したア ポ ト
ー

シス を誘導す る 血管新生抑制因子 と

して 報告 されて い る ｡ しか しなが ら､ 本研究 にお ける ア ッ セ イ で 使用 して い る

H U V E C に は C D 3 6 受容体が発現 して い な い 事も既に報告されて い る ｡ 実際に

用 い た H U V E C で も フ ロ ー

サイ トメ トリ ー で の確認 を行 っ たが C D 3 6 分子 は

殆 ど検 出され なか っ た ｡ また ､ C D 3 6 分子 に対す る T S P - 1 の 結合部位を含む合

成 ペ プチ ドを使 っ た 1
'

n v l
'

t T O 血管新生ア ッ セ イ と H U V E C の 増殖 ア ッ セ イ で

も血管新生抑 制活性は認 め られず､ c D 3 6 受容体を介さな い T S P - l の 血管新生

抑制能の 存在 が示唆され た ｡ そ こで 次に ､ T S P - 1 の C D 3 6 受容体を介さ ない 血

管新生抑制機構の 詳細 を検討 した ｡ C D 3 6 受容体 を介した 血管内皮細胞 へ の

T S P - 1 の 効果は アポ ト ー シ ス を誘導する 事で 発揮され る事か ら､ C D 3 6 受容体

を持たな い H U V E C に対 して も T S P - 1 に よ っ て ア ポト ー シ ス が誘導され る の

か どうかを ､ T U N E L ア ッ セ イ及 び アポト
ー

シス 実行因子 の 1 つ で ある カス バ

~

ゼ の 阻害剤 を用 い た 増殖ア ッ セイ に よ り検討 した ｡ そ の 結果 ､ T S P - 1 の

H U V E C へ の 血管新生抑制で はア ポト
ー

シ ス は誘導され て お らず ､ ま たカ ス バ
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-

ゼ非依存性 の 効果で あ る事も確認さ れ た ｡ そ して 更 に
､

H U V E C に対 す る

T S P - 1 の作用 の 詳細に つ い て フ ロ
ー

サイ トメ トリ
ー

による細胞周期の 解析を行

っ た結果 ､ そ れ らは細胞周期の 停止誘導に よる も の で ある こ とが明らか と な っ

た
｡ 加 えて ､ ウ エ ス タ ン ･ ブロ ッ テ ィ ン グに よ る各種細胞周 期関連因子 の 発現

変化 を検討 した結果 ､ T S P - 1 に よ っ て H U V E C にはサイ クリ ン依存性キナ
-

ゼ 阻害因子 の 1 つ で ある P 2 1 Cip l / W A ト 1 が誘導され る事､ 及び c y cli n - C D K 複合

体の 標的因子で ある R b の リ ン酸化 レ ベ ルが著しく低下して い る事が明 らか に

な っ た ｡ こ れ らの 結果か ら､ T S P - 1 によ っ て C D 3 6 及 びカ ス バ - ゼ非依存性に

P 2 1
C ip l / W A F- 1

が誘導され る事で C y cli n - C D K 複合体 によ る R b の リ ン酸化が阻

害され ､ 細胞周期 の 停止が誘 導され る の で はな い か と推測 され た｡ また ､
T S P - 1

の 内皮細胞 へ の 細 胞周期停止誘導は C D 3 6 分子 とは独立 に起 こ る事､ 及 びそ の

作用 ドメイ ンも これ まで に報告の ある 血管新生抑制 の機能 ドメイ ン と は違う部

分に存在 す る可 能性が合成 ペ プチ ドを用 い た実験か ら示唆され た ｡ こ れ らの 結

果か ら
､

T S P - 1 は C D 3 6 受容体を持たな い 血管内皮細胞に対 して ､ 既知 の 血管

新生抑制 ドメイ ン以外 の 部分で カス バ - ゼ非依存的に P 2 1
Ci p l' W A F1 1 を誘導 し

､

R b の リ ン酸化 を阻害する事で 細胞周期 の 停止 を誘導 して 血管新生抑制活 性を

発揮す る事 が出来る と考えられ た ｡

2 ･ V E G F R - 1 安 定発現細胞株 の 樹立 とそ の 有用性 の 検討

V E G F とそ の 受容体系は ､ 生理 的血管新生の み ならず病的血管新生 にお い て ､

そ の 促 進因子 と して 最も重要な 因子 で あ る と考え られ て い る ｡ V E G F は主 に

V E G F R - 1 及 び v E G F R - 2 と結合す る事で そ の 機能を発揮す る が ､ V E G F R - 2

に比 べ て V E G F R - 1 の 分子 機構の 解析は遅れて い る ｡ そ の 理 由 の 1 つ と して は､
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頻用され る内皮細胞には V E G F R - 1 が殆ど発 現して い な い ､ 或い はそ の 発現 が

欠失 して い る為 に
､ 解析 に使 え る有効な細胞が 無い 事が 挙 げられ る ｡ そ こ で

V E G F R - 1 の 分子 機構解析 に有用な細胞として ､ まず安定 的且 つ 安価に供給す

る こ と の 出来る内皮細胞様細胞株 を樹立し ､ 更 にそ こか ら V E G F R - 1 安定発現

細胞株を作製して A G ト G l - F l 卜1 細胞 と した ｡ A G ト G l - F l 卜1 細胞は対照実

験用 に作製した A G ト G l - N e o 細胞と共 に
､

マ トリゲル 上で の管腔形成能及 び

アセ テ ル化 L D L の 取 り込 み 能を維持して い る事 ､ ま たそ の 細胞形態か らも血

管内皮細胞様の 細胞株で あ る事を確認 した o

一

方 ､ V E G F R - 2 の 発現 は蛋 白質

レベ ル で は確認出来ず､ V E G F R - 1 を優位 に発現 した血管内皮細胞様 の 細胞株

で ある と考 えられた ｡ そ こ で 次に
､ 作製した V E G F R - 1 安定発現細胞株 A G ト

G l - Flt - 1 細胞で V E G F R - 1 の 機能を検出する事が出来るか どうかを検討 した
｡

検討 の 結果 , V E G F 誘導性 の 細胞遊走 の 検出 に極め て適 した細胞で ある 事が明

らか とな っ た ｡ V E G F R - 1 及び v E G F R - 2 特異的なリガ ン ドやそれぞ れ の 中和

抗体を使っ た実験の 結果､ そ の細胞遊走活性が確か に V E G F R - 1 依存的な反応

で ある事 も確認さ れた ｡ 更 に ､ ウ エ ス タ ン ･ ブロ ッ テ ィ ング の 結果か ら V E G F R - 1

に よ っ て P L C - γ や p 4 2 / 4 4 M A P K ､ A k t ､ J N K とい っ た シ グナル 伝達分子 の

活性化 が 引き起 こ され る事 も確認 された ｡ また ､ 阻害剤を用 い た細胞遊走の 実

験 か らは V E G F R - 1 によ る p 4 2 / 4 4 M A P K の 活性化は 少なく と も細胞遊走 の

シ グナ ル とは独立 したも の で あ る事も確認出来た ｡ 以 上 の 事は ､ これ まで 困難

で あ っ た V E G F R -

1 の 細胞運 動 ･ 遊走 に対する作用 を容易に検出出来る細胞株

が樹立 され た事を意味し ､ そ の 機能を促進 又 は抑制する薬剤の 開発 に も有 肝で

ある と期待された ｡
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以上
､ 本論文は皮膚にお ける血管新生抑制因子 の 探索から ､

T S P - 1 の 新たな

血 管新 生 抑 制機 構 の 存在 と そ の 分子 機構 の
一 部 を 明 ら か に し た ｡ ま た ､

V E G F R - 1 安定発現細胞 の樹立 にも成功し ､ V E G F R - 1 の 機能や そ の 分子機構

解析に有用で あ る事が確認され た ｡ これ らの 結果は
､

血管新生 の 制御機構 の 更

な る解明に 重要な貢献をなすと考え られ ､ 学位の 授与に値する も の と考え られ

る o
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