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【背 景】

ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン ( 以下 A M ) は ､ ヒ ト褐 色細胞腫 か ら分離同定され た 降庄

作用 を持 つ 血管作動性 物質で あ り ､ 循環 の 恒常性 の調 節や 心 血 管病の 病態生理 -

の 関与 な ど多彩な作用 を有 して お り ､ 今後 の 臨床応用が 期待され る物 質で あ る ｡

A M の 生体にお け る機能 を検討する ため に ､ 我々 は A M の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス

を作成 した ｡ H o m o( 以下 A M /-) の個体は胎生 1 4 日 で致死 で あり
､ そ の 特徴と して

卵黄動脈 の 発達不全 ･ び まん 性 出血 ･ 胎児浮腫 を認 め た ｡ こ の こ とか ら A M が血管

の 発生 に も深く 関与 して い る こ とが 示唆され た ｡

そ こ で本研 究で は ､ A M が成体に お い て も血 管新生作用 を持 つ とい う仮説 を検

証 し､ そ の機序 を検討す る こ と と した ｡

【結 果】

A M /-胎児にお ける血 管構造の 変化(Fi g . 1)

A M / '

の 個体は 胎生 1 4 日で 致死 で あり ､ そ の 所見 と して ､ 卵黄動脈 の 発達不全 ･

胎児の び まん性 出血 ･

胎児浮腫 ･ 心裏水貯留を認 め た( Fi g . 1 A
,
B) ｡ 基底膜 の 主要 な構

成要素 で ある コ ラ ー ゲ ン Ⅳ 型 の 発現 を見 る と ､
A M /- の 個体 で は大きく低 下 して い



る こ とが 認 め られ た(Fi g . 1 C , D ) ｡

こ の 結果 か ら胎児の 血管発 生に A M が深く 関与 して い る こ とが 示唆され た｡ そ

こ で
､ 成体 に お い て も A M が 血管新生能 を発揮す る か どうか

､
い く つ か の モ デ ル

を用 い て 検討 した｡

マ ウ ス 下肢虚血 モ デ ル(Fi g .2 お よび Fig . 3)

6 ケ 月齢 の雄 の C 3 H マ ウ ス の左 鼠径動脈を結集 して血 流を遮断 し ､ 側 副血行路

の 発 達によ る血流 の 回復を レ
ー

ザ ー ドッ プラ ー で 計測 した ｡
マ ウ ス は A M 投与

群 . 血管内皮細胞増殖因子( V E G F) 投与群 ･ コ ン トロ ー ル 群(P B S 投与) の 3 群に分

けた｡ A M と P B S は 浸透圧 ポ ン プを マ ウ ス の 皮下 に埋 め込み持続的に 投与 したo

V E G F は著明な血 管新生作用 を持 つ タ ン パ ク で あり
､ 動脈結染時に 1 回筋注 に て

投与 した ｡

レ ー ザ ー ドッ プ ラ ー の 画像(Fi g . 2 B) お よび血流 を定量化 して プ ロ ッ トした グラ

フ(Fi g . 2 C) か らは ､ A M 投 与群および V E G F 投与群に お い て 良好な血 流の 回復を

藩 め たが
､

コ ン トロ
ー ル 群で は 7 0 % 程度 の血 流回復 しか見 られ なか っ た｡ 虚血肢

の サ ン プ ル の P E C A M ･

1 染色に て新生血管( キ ヤ ピラ リ
ー ) 形成 を評価 した ｡ A M 投

与群と V E G F 投与群で は , キヤ ピラリ
ー

も有意に増加 して い た｡

次 に A M ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を用 い て 下肢虚血 モ デ ル を作成 した(Fi g .3 A) o

A M /~ は胎 生致死 で あるた め に ､ A M の 発 現が半分に低下 して い る h et e r o( A M /-)

マ ウス と野生型 で の 血流回復を検討 した｡ A M /
-

で は血流 の 回復が 約 30 % 低下 して

お り ､ キ ヤ ピ ラリ
ー

の 形成も有意に低下 して い た｡ さらに 野生型 の マ ウ ス に 対 し

て A M の括抗薬で ある A M 2 2 ･ 5 2 を投与する こ とで ､ 血流回復お よ びキ ヤ ピ ラリ
ー

形成 の 低下 を認め た(Fi g , 3 B , C) ｡ 以上 より ､ A M の 血管新生能を確認 しえた ｡

腫療血管新生 モ デ ル(Fi g .4)

現実 の 血管再 生療法に お い て 問題とな る の は ､ 血 管新生 因子が 虚血 部位 の 新生

血 管を増加 させ る の と 同時に腫療で の 病的血管をも増加 させ る こ とで ある ｡ そ こ

で 次に A M の 腰痛血 管新生 に 対する影響 を検討 した｡ 用 い た の は マ ウ ス 肉腫 の

S a r c o m a 1 8 0(S 1 8 0) で あり ､ これ を 1 7 適齢 の 雄の I C R マ ウ ス の厳寓に移植 した｡

マ ウ ス は A M 投与群 ､
コ ン トロ ー ル 群(P B S 投与) ､ V E G F 投与群 ､ A M 2 2

･

5 2 投与

群お よび血管新生阻害薬で ある ス ラ ミ ン 投与群の 5 群に分けた｡

1 0 日 目に レ ー ザ ー ドッ プ ラ
ー

で確認する と ､
コ ン トロ

ー

ル と比較 して ､ A M 投

与群で は腹痛周歯 の 血流の 増加 を認 め た(Fig . 4 A ) ｡ 腫療 を掃出 して みると大き さも
ー

回 り大き い 印象で あ っ た(Fi g . 4 B) . 実際の 腫療重量 は ､ V E G F 投与群 ･ A M 投与

群に て 増加 し､ ス ラ ミ ン 投与群 ･ A M 2 2 - 5 2 投与群で は減少 して い た( Fi g . 4 C) ｡ キ

ヤ ピ ラリ
ー

は ､ V E G F 投与群 I A M 投与群に て 増加 し ､
ス ラ ミ ン 投与群 ･ A M 2 2

-

5 2

投与群で は減少 して い た｡
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同様 の モ デ ル を A M / マ ウス と野生型 に て作成 した. A M / マ ウス で は鹿療重量

お よ びキ ヤ ピラリ
ー が 有意に減少 して い た(Fi g . 4 F) ｡ 以上 よ り ､ A M は腫癌を増殖

させ ､ そ れは A M に よ る血管新生克進 に よ るも の と考えられ た｡

Z B n

'

L T O モ デ ル を用 い た A M の 血 管新生能の 評価(Fi g . 5 お よび Fi g . 6)

さらに T4 tr 10 の系にお い て も ､ こ れま で示 され た A M の 血管新生能を評価 したo

まず ヒ ト厨帯静脈内皮細胞( H U V E C s) の培養で は ､ A M ある い は V E G F の 添加 に

て 細胞増殖が有意に増加 した ｡ A M と V E G F を同時に 投与す る と ､ 細胞増殖は さ

らに克進 した(Fi g . 5) 0

さらに H U V E C s と線維 芽細胞の 共培養 の 系に て 管腔構造形成 の評価を行 っ た .

コ ン ト ロ
ー ル と比 較 して V E G F 添加で は キ ャ ピラ リ ー が増加 して い たo A M 添加

で は ､ 予想に反 して キヤ ピラリ ー は増加 しなか っ たo V E G F と A M を同時に投与

すると V E G F 単独投与 より もキ ヤ ピラ リ
ー

は増加 して い た(Fi g . 6) o これ ら の 結果

は ､ V E G F と A M が何ら か の シ ナ ジ ス テ ィ ッ ク な作用 を持 つ こ とを示唆 して い る ｡

次にそ の機 序 に つ い て検討 した｡

A M 投与 に よ り V E G F の 発現お よ び A k t の リ ン 酸化が 克進す る(Fi g . 7)

前出 の
､

マ ウス 下肢虚血 モ デ ル の タ ン パ ク の サ ン プル を用 い て V E G F の発 現を

ウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グに て評価 した｡ 試料は虚血作成直前 ･ 作成後 2 4 時間 ･

3 日 ･ 7 日 ･ 1 4 日 ･ 2 1 日 ･ 2 8 日と継時的にサ ン プリ ン グ した｡ A M 投与 マ ウ ス で

は ､ 虚 血作成後 2 4 時間と い うか なり早 い段階か ら V E G F の 発現 が克進 し､ そ の

後も高い レ ベ ル で発 現克進を維持 して い た(Fi g . 7 A) ｡ また ､ 虚血 作成後 1 2 日 の 試

料で の 比較にて , m /
-

マ ウス で は V E G F の 発現 が野 生型 と比 較 して有意に低下 し

て い た( Fi g . 7 B) o

H tJ V E C s を用 い た v7

'

t m の 系で は ､
A M が用量依存的お よ び時間依存的に V E G F

の発現 を完進す る こ とが確認 され た(Fi g .7 C) ｡ さ らに リ ン 酸化 A k t の 発現 を見 る

こ とで P I3 K ･ A k t p a t b w a y の 活性 を評価 した｡ A M 単独 で は A k t の リ ン 酸化 は活

性化 され な い が ､ V E G F 存在下 では A k t の リ ン 酸化が強く なる こ とが確認 され た.

したが っ て ､ A M は A k t p a t h w a y を増強 し､ さらに V E G F の発 現そ の もの に も関

与 して い る 可能性 が示唆され た｡

A M 2 2
･

5 2 投与 マ ウ ス お よ び A M /- マ ウス の 減弱 した血流回復を V E G F あ る い は

A M 投与 によ り 回復 しう る(Fi g . 8)

A M の 血管新生作用 が V E G F を介 して の も の で ある とい う こ とを確認す るため

に ､ 下肢虚血 モ デ ル を用 い て レ ス キ ュ
ー 実験を行 っ た ｡ A M 2 2

-

5 2 投与 マ ウ ス お よ

び A M /
-

マ ウ ス は それ ぞれ コ ン トロ
ー

ル マ ウ ス
､ 野 生型 マ ウス と比較 して血流回復
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が 滅弱 して い る が
､ それ に対 して A M ある い は V E G F を投与す る こ とで 血流回復

を レ ス キ ュ
ー しうる こ とが確認 され た ｡ ま たキ ヤ ピ ラリ ー の 形成に 関して も ､ A M

ある い は V E G F 投与 にて 回復 しうる こ とが示 された o

以上 より ､ A M の 血 管新生作用は V E G F を介 して い る と確認 で きたが ､ そう で

ある ならば ､ 血管新生 の 過程に お い て は V E G F さえあれ ば い い の で は な い かと い

う こ とに なる o しか し実は A M の 血管に対す る作用 はそれ だけで は な い ｡ 以 下 の

実験 に よ り ､ A M は血 管透過性 に対 して も影響を与 える こ とが 示唆され た ｡

Z n v )
'

t J 10 血管透過性試験(Fi g . 9)

半透膜 の チャ ン バ ー の 中で H U V E C s を培養 し､ F I T C デ キ ス トラ ン の 透過性 を

見る こと で血管透過性 を評価 した ｡ V E G F は もと もと血管透過性 を克進さ せ る物

質と して 見 つ か っ てき て おり ､ こ の 系 にお い て も コ ン トロ
ー

ル と比較 して約 4 0 %

透過性 を克進 させ たo

一

方
､
A M は血管透過性 を約 4 0 % 低下さ せ たo さらに

､
A M

と V 苫G F を同時に投与する と ､ V E G F によ っ て克進 した血管透過性 を A M が抑制

すると い う こ とが確認 でき た ｡

こ れ は
､

V E G F をは じめ とす る血管新生因子 に は 見 られ な い
､

A M の ユ ニ
ー ク

な性質で あ る｡ こ の 性質に 着目 して ､ 何 らか の 塩床応用 に つ なげられ な い か ､ そ

の 可能性 を探る べ く 2 つ の モ デル を作成 した｡

マ ウス フ ッ トパ ッ ドモ デ ル(Fi g .1 0)

V E G F 等に よ る血 管再生療法 の 大き な副作用 は 前述 の 病的血管新生に加 え て ､

非常に脆弱 な血 管が でき てく るが ゆえ の 出血や浮腫 とい っ た こ とに ある ｡ そ こ で

A M 投与 によ り
､ 浮腫を軽減でき る の で は ない か と考え ､ 浮腫 の モ デ ル を作成 し

た ｡
マ ウス の 足底 の フ ッ トパ ッ ドの 部分に ､ 高浸透圧 物質で ある カ ラ ジ ー ナ ン を

注入 し,

一

過性 の 浮腫 を作成 したo こ の モ デ ル で も ､ A M 投与 マ ウ ス と コ ン ト ロ

ー ル マ ウス(F i g . 1 0 A ) ､ A M / - ウス と野 生型 マ ウ ス(Fi g . 1 0 B) で 比 較 した .
コ ン ト

ロ ー ル マ ウ ス で は カ ラ ジ ー ナ ン 注入 3 時間後 か ら浮 腫が増強 し､ 6 時間後 に浮腫 が

最も強く な っ た ｡ A M 投与 マ ウス で は ､ 4 時間後 に も っ とも浮 腫が強く な っ た が
､

す べ て の 経過を通 じて 浮腫 の 程度は 軽度で あ っ た. ま た ､ A M / マ ウス と野生型 マ

ウス の 比較で は ､ 野 生型 と比 較 して A M /
マ ウ ス で浮腫 が克進 したo

マ ウス 脳浮腫 モ デ ル(Fi g . l l)

マ ウ ス の頭 蓋骨 に ドリ ル を用 い て 穴 を開け ､ 右半球 の硬 膜上 か ら液体窒素で 冷

や した シ リ ン ダ
ー

を押 し当 て て外傷を作成 し脳浮腫 をお こ す モ デ ル を作成 した ｡

浮腫 の 程度は ､ 実際に脳 を取り 出 し含水量を測定 して評価 したo さ らに , 尾静脈

か ら フ ル オ レ セ イ ン を静江 し血液脳 関門を通過する量 を評価する こ とで , 脳血 管
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の 透過性 を測 定 した｡

A M /
･

マ ウ ス と野 生型 マ ウ ス の 比 較で は ､ A M /
･

マ ウ ス で 浮腫 が 増強 して お り ､

また脳 血管の 透過性 も克進 した ｡ A M を外因性 に投与す る こ とで ､ 浮 腫 の 程度は

抑制され る傾向に あり ､ また脳血管の 透過性 は 有意に低下 させ る こ とがで きた ｡

【結 論】

本研 究よ り ､ A M が血管新生能を有する こ とが結論され た｡ すなわ ち A M を外

因性 に投与す る こ と で虚血部位 で の血 流回復が克進 し , 腫癌の 新生血管を増加 さ

せ ､ 胎児 の 血 管発生 に も深く関与 して い る こ とが確蒸 され た ｡ さら に ､ 内因性 の

A M の 影響に 関 して も ､ A M / マ ウス の 検討か ら ､

I
虚血に お ける血管新生お よび腫

癌血管増殖が低下 して い る こ とを確認 した｡

本研究で は ､ 血 v:1

'

v o およ び )

'

D V )

'

t T O の モ デル を用 い て A M が V E G F の発 現 を克

進 させ る こ と を示 したが ､ それ は いく つ か の 先行研究に お い て も別 の モ デ ル を用

い て 指摘されて お り ､ それ らの 結果 と矛盾 しない ｡ V E G F の 血管新生促進 作用に

関 して は
､

P I 3 K I A k t ･

e N O S の p a th w a y が重要 で あ ると言われ て い るが ､ 本研究

の 結果 か らは ､ A M がそ の p at b w a y をも増強 して い る こ とが 示唆され た ｡ また ､

A M が 血管透過性 を減弱 させ ､ 浮腫 を軽減させ う る こ とも判 明 した ｡

すなわ ち, A M の血 管新生能の機序と して は , A k t p a t h w a y の 増強お よ び V E G F

そ の も の の 発現克進 を通 して の 血管新生作用 ､ お よ び ､ で き あが っ て き た脆弱な

新生血管の透過性 を抑制 し浮腫を軽減させ ると い う ､ 2 つ が指摘され た｡ したが っ

て A M は血管再生療法 - の応用 を考えた際 ､ 他 の血 管新生因子 との 併用療法と し

て 非常に有効で ある｡ また , A M の括抗薬 は ､ 腫虜増殖 の コ ン トロ
ー

ル にお い て

有効な手段 に な りう る｡

了
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