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要 旨

血管内皮細胞増殖因子 (VEGF-A)は血管の再生において重要な役割をすることが示されて

いるが,splieingによるいくつかのvariantの存在が知られている,また,アンタゴニストとして

働くvariantの存在も最近示されている.しかし,これらを分離して検出する抗体が存在しない

ことから,今桓汗eal-timePCRを用いた定量性のある検出系を開発した,一方,閉塞性動脈硬

化症の治療にはプロスタグランディンEl製剤が頻用されるが,血管拡張作用,血小板凝集抑制

作用は良く理解されているものの,動脈硬化性病変の主役を演じる血管平滑筋細胞に対する影

響は十分に知られていない.プロスタグランディンElとリボ化プロスタグランディンEl製剤

およびそのdrugdeliverySyStemである1ipidmicrosphereの血管平滑筋細胞に対する効果を検

討するために,今回開発 した機能性 VEGF-AmRNAsplicevariant(VEGF-A120,VEGF-

A164,VEGF-Å188)および抑制性 spiicevariant(VEGF-A164b)の定農法を用いた.ラット
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血管平滑筋細胞培養系において血清刺激とプロスタグランディン製剤を合わせて投Ij守 ること

により,有意な機能性VEGF-A164の増加を認めた.VEGF-A164bは,血清刺激とPGEl,

lipidm呈crosphereを添加した群で有意に卜昇したが,1ipoPGElでは有意な上昇を認めなかった.
このような疫応性の差は,リボ化による効果の可能性がある.機能性および抑制性のVF,GF-A

sp呈icevariantを合わせて解析することにより,血管再生におけるVEGF-Aの反応性がより良

く理解できる可能性が示された.

キーワ-ド:閉塞性動脈硬化症,血管平滑筋細胞,プロスタグランディンEl,VEGF-A,splice

variants

緒 言

閉塞性動脈硬化症は四肢の動脈が動脈硬化によ

り狭窄あるいは閉塞 し,虚血状態にいたる疾患で

ある.手術によるバイパス手術およびステント治

痩,薬物療法 としてプロスタグランデ ィン製剤,

アスピリン療法,シロスタブ-ル等が臨床で使用

される他,骨髄細胞の移植による血管新生療法も

注目されている.

臨床で使用されているプロスタグランデ ィン製

剤は強い血管拡張作用,血小板凝集抑制能 i)2)を

もつとされ,手術中の血圧コン トロ-ル,先天性

心疾患での動脈管閉塞の防EL,閉塞性動脈硬化の

治療薬として用いられている,プロスタグランデ

ィンElが動脈の内膜肥厚を抑制するという報告

がある一方で 3),動脈硬化性病変の主役を演じる

血管平滑筋細胞に対する影響は十分に理解されて

いない.また,プロスタグランデ ィンElには肺

で急速に不活性化されるという欠点があり,lipid

microsphereを dn咽deliveTySyStemとして用い

るプロスタグランデ ィンElの リボ化製剤は,プ

ロスタグランディンElの肺での不活性化を抑え

ることを目的に開発された 4).

VEGF-Aは血管新生因子として注目されるが,

mRNA翻訳時のsplicingによりExonの結合に変

化が起こり,何種預かのvaTiantを作り出す.ヒト

では通常アミノ酸数が121個 (VEGF-A121),165

個 (VEGF-A165),189個 (VEGFIA189),206

個 (VEGF-A206)の 4種類が存在する 5).また,

VEGF-A摘5,VEGF-A183といった稀な亜型 も

報告されている6).正常な組織においては,VEGF-

A121とVEGF-A165で全VEGF-AmRNAma§-

sageの78%を占め,Cell-adherentvariantVEGF -

A189が 22% を 占 め る 7㌦ 更 に ,F,ⅩonBaが

Exon8bに置き換わり,抑制性のVEGF-Aの機能

を持つ variantが報言誓されている8ト 1°) (本 論文

では抑制性の variantについてはア ミノ酸数の後

にbをつけることにより区別することとした).

ラットにおけるVEGF-Asplicevarian‖よア ミノ

酸数が 1少ない構造を取る 11).タンパク質 レベ

ルで抑制性 variantを区別する抗体が革摘三のとこ

ら-Y-･に入らないため,rea巨timePCRによる定量

性の解析系を作成することとした.ヒトにおいて,

rea卜timePCRの 系 を用い た VEGF-Asplice

variantの検出法が報告されている.ラットの系で

は機能性 variantの検出の報告はあるが 12),抑制

性 variantの報告はまだない,

今札 SYBRgreenを用いたrea卜timePCRを

利用 し,VEGF-AmRNAsplicevariant(VEGF-

A120,VEGF-A164,VEGF-A188)の定量法およ

び抑制性 splicevariant,VEGF-A164bの定 鼠法

を開発し,ラット血管平滑筋細胞の培養系に対す

て検討したので報告する.

材料と方法

動物

すべての動物実験は新潟大学動物実験ガイドラ

インに沿い,委員会の承認を得て行った.雄ラッ

ト (kwis,6週令)をチャールズリバーより購入

し,SpecificPathogenFreeの状態で飼育 し,実験

に用いた.
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血管平滑筋細胞の分離と培養

ラットをイソフルレン吸入で麻酔 し,腹部大動

脈,下大静脈を切断 し,潟血により犠牲死させた

のち,胸部大動脈を切除 した.血管平滑筋細胞は

Explant法を用いて分離 した13).大動脈外膜をメ

スを用いて剥離,内膜は綿棒で搾過し,動脈壁を

2-3mm太 に細 切 した後,10%牛胎児血清,

penicillin日00/1g/ml),streptomycin(100/1g/

ml),および L-glutamine(100U/ml)を含むD-

MEM培養液中で湿潤環境下に5%CO2インキ

ュベータ-内で培善し,組織片から培養皿上に移

動してきた細胞を増殖させ実験に用いた.第4継

代から第8継代までを実験で開いた.

薬剤

リボ化プロスタグランデ ィンEl(毎oPGEl)

は三菱ウエルファーマ社 (東京)との共同研究と

して提供を受けた.リボ化製剤の DrugDelivery

Systemとして用いられている1ipidmicrosphere

(イントラリボス)は大塚大鵬製薬より購入した,

牛胎児血清はSigma一朗drich社より購入した.そ

の他の培養試薬 は GIBCO社の ものを用いた.

messengerRNAの 抽 出 に は TRIzoIReagent

(Invitrogen社 ) を用 い,Real-timePCRには

RevaTraAce-α一食･(TOYOBO社 ),SYBR涙･

PremixExTaqTM (タカラバイオ株式会社)を使

用 した.プライマー合成はSigma-Genosys社に

委託した.

プライマーデザイン

ラッ トVEGF-A遺伝子の配列 は National

CenterforBioもechnologylnformationのデ-夕べ

-スよ り取得 した (associationnumber･.NM

031836.1).ExonおよびIntronの配列 は http://

www.ensembl.org/より検索 した (図 1).sense
あるいは antisenseプライマ-の 3'末端 3-5

塩基がExonの接合部をタ-ゲッ トにするよう

に,annealing温 度 を 60℃前 後 ,プ ライマ -

長 を 20mer程 度 に な る よ う に PRIMER3.0

(http://frodo,wi.nit.edu/cg卜bin/primers/)を

用いてプライマ-をデザインした.LightCycler
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(Loche)な らびに ExTaqSYBRGreenPremix

(TaKaRa)を用いて,ラット肝臓,大動脈より得

られたcDNAを鋳型にしてポジティブコン トロ

-ルを作成,meltingcurveおよび電気泳動にて

singleのPCR産物であることを確認 し,更にタ-

ゲ ッ トとしたシ-ケンスが得 られているかを

PCR産物のシングルパ スシ-ケンスをシーケン
サーを用いて確認 した,Microcnフ ィル ター

(YM -100;Millipore)にて PCRproductを精製,

スペク トロフォトメーターで PCR産物のcopy数

を定量,希釈列 を作成 し,reaトtimePCRのスタ

ンダー ドとして用いた.また,内部標準として/9-
actinを用いた (裏打

血管平滑苗細胞培養系と薬剤の添加

血管平滑筋細胞は6wellplate上で培養 し,48

時間のsenlmStarVationの後,血清刺激ならびに

PGEl,1ipoPGEl,あるいは lipidmicrosphereを

添加した.lipidmicrosphereはIipoPGEllngに対

して,0.4mgの組成で作 られているため,それぞ

れPGEl,1ipoPGElを50ng/ml,lipidmicrosphere

を2mg/mlで添加 した.2時間培養後に細胞を採

敬,mRNAを摘出した.

mRNAの抽出および cDNAの合成

PBSで洗浄後,TRizol法を用いて,mRNAを分

離 した,cDNAの合成は RivaTraAce(Toyobo)

を用いて行った.ReverseTranscription反応の設

定は取扱説明書に従った.反応にはoligod(T)

20プライマ-を用いて, 反応温度42℃50分,

99℃5分で行った.

定量性 Rei11 -TimePCR

各 cDNAに対応 したプライマーとSYBR甘.

Prem豆XExTaqTM,Lightcycler(Loche)で PCR

反応を行った,反応液は2×SYBR⑧ premiⅩEx

TaqTM (perfectRealTime)(Takara)を 10ij1,

senseプライマ- (10/lM)およびantisenseプラ

イマ- (10liM)各1/Ll,H207/ulに逆転写の終

わったサンプルを 100倍希釈にしたものを 1/ul

の合計 20/jlを作製 した.PCR反応は95℃10秒
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AVEGトAgenestructure

BVEGト Asplicevariants

VEGトA188

VEGF-A164

VEGF-A144

VEClF-AlIO

VEGF-A164b
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図 i

A :VEGF-A酢neStmCture

ラッ トの VEGF-A遺伝 打ま,9番染色体に存在 し,1から8番までの

Exonが存在する.

B :VEGF-Asplicevariants

VEGF-A188は 1か ら 8番 までの Exonを有す るが,VEGF-A164は

Exon6を,VEGF-A144はExon7を,VEGF-A120はExon6,7を欠いて

いる.抑制性 variantVEGF-A164bのExon8bは COOH末端の塩基が

部変化 しており機能性 variantが用いるExon8aに対し8bと表現 される.

矢印はプライマ-がannealingする部位を示 した.

表 1 プライマーリス ト

Product Sense antisense

VEGF-A CCACCATGCCAAGTGGTC ACTCCAGGGCTTCATCATTG

VEGF-A188 TAAATCCTGGAGCGTTCACTG CGCCTTGGCTTGTCACAT

VEGF-A188b TAAATCCTGGAGCGTTCACTG CATGGTTAATCGGTCm CC

VEGトA164 GATAGAACAAAGCCAGAuM TCAC CGCm GGCTTGTCACAT

VEGトA164b GATAGAACAAAGCCAGAAAATCAC GGTGAGAGGTCTGCAAGTACG

VEGトA144 CAGATGTGAATGCAGACCAAAG GCCTTGGCTTGTCACATACG

VEGトA144b CAGATGTGAATGCAGACCAAAG TCTTTCCGGTGAGAGGTACG

VEGF-A120 AATGATGAAGCCCTGGAGTG GCCTTGGCTTGTCACATTTT

VEGトA120b AATGATGAAGCCCTGGAGTG CCGGTGAGAGGTlm CTGG
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図2 薬剤投与-2時間後のVECF-A全発現量の比

較

血清の添加 により血管平滑筋細胞からのVEGF-

A発現総巌は有意に増加 した (p-0.008),PGEl,

lipoPGEl及びIipidmicrosphereを加えた場合にも

無血清の場合に比べると有意な増加 を認めたが,

血清刺激単独群に比べて明らかな発現量の変化は

認められなかった.

を1サイクル行った後,95℃,5秒 ;60oC,且銅′わ

で40サイクル行った後,meltingcurveを確認 し
た.LightCyclerSoftwareversion3.5を用いてスタ

ンダー ドの10倍希釈列からコピ-数を算出した.
サンプル間の比較は,特に記載のない場合,β-

actinに対する相対的発現巌として表した.

統計学的解析

結果は 3サンプル以上の mean±SDで表記し

た 有意差検定はone-wayANOVA,Bonferroni's

MultipleComparisonTestを用 い,有意水準 は

P<0.05とした.

結 果

VECF-AmRNAの発現

血管平滑筋細胞の牛胎児血清刺激 2時間後の

VEGF-A遺伝子の発現は/r?-actinを内部コン ト

ロールとして比をとると,薬剤の添加の有無にか

かわらず,無血酒の培養系に比べて,優位な増加

VEGF-A164/VEGF-A
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FBSH PBS P(:TEl 極oPGEI LM

図3 薬剤投与2時間後のVEGF-A全発現量に占

めるVEGF-A164発現鼠の割合

VEGF-A総 星に占めるVEGF-A164の割合は

29%から54%であったが,血清刺激や各種薬剤の

添加による群間の有意差は認められなかった.

を示 した (図2,P<0.05).pGEl,1ipoPGEl,lipid

microsphere間では優位差を認めなかった.また,

VEGF-A164のVEGF-Aの中で占める割合は30

-50%とばらつ きはあるものの,血清や薬剤添

加による有意差は認められなかった (図3).

1'EGF-i:116･Iおよびl'EGF-:11611bmRIN:tの発現

VEGF-A164の発現において有意差を認めたの

は,血清刺激をしていない培薄系 と血清刺激に

PGElあるいは1ipoPGE且を添加 した系の間のみ

であった (図 4,p<0.05),しかしながら,VEGF-

A164bに 関 して は,血清 刺 激 と PGEl,lipid

microsphereを添加 した群で有意に上昇 したが,

iipoPGElでは,有意な 上昇 を認めなかった (図

5).また,PGElとlipoPGElの間 に差 を認め,

PGEl刺激ではより抑制性variantであるVEGFI

A164bの増加 が認 め られ た.しか し,VEGF-

A164/VEGF-A164b比には有意差を認めなかっ

た (図6).
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VEGF-A164
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図4 薬剤投与2時間後のVEGF-A164発現墨の
比較

無血清の状態に比べ,血清刺激単独や lipid

microsphereを加えた場合のVF,GF-A164の有意

な増加は認められなかった.しかし,さらにPGEl

及びlipoPGElを加えた場合の増加は存意であっ

た.(それぞれp=0.026,p-0.023).血清紬敏群
と各種薬剤を加えた郡間に有意差は認められなか
った.

VEGF-A164b
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図5 薬剤投与2時間後のVEGF-A164b発現墓の

比較

VEGF-A164bは,血清刺激により有意に増加し

た (p-0.025).pGElや1ipidmicrosphereを加え

た場合にも無血酒の場合に比べ有意に増加したが

(それぞれp-0.001,p-0.041),1ipoPGElを加え

た場合の増加は有意ではなかった.PGEl添加群で

は叛)oPGElに比べ有意にVEGF-A164bの発現墨

が増加した (p-0.034).

VEGF-A164/VEGF-A164b

FBSH PBS ド(jEl lipoPGEI LM

図6 薬剤投 与-2時間後の VEGF-A164及び

V官GF-A164b発現宅霞の比

血清刺激がない場合,VEGF-Å164はVEGF-

A164bの 2.7倍発現 していた.VF,(i,ド-A164及び

VEGF-A164b発現量の比の,血清刺激や各種薬剤

による明らかな増減は認められなかった.

VEGF-A120およびvEGF-A188mRNAの発現

VEGF-A120は無 血 清 の培 養系 に対 して,

lipoPGEl添加群のみ有意差 をもって増加 したが,

血清や PGEl,lipidmicrosphereの添加群では増

加は有意ではなかった (図7).VEGF-A188は無

血酒の培養系に対 して,血清刺激および各薬剤の

添加による有意差は認められなかった (図8).

考 察

本研究では,① ラッ ト血管平滑筋細胞における

VEGF-Aお よ び 機 能 性 splicevariantで あ る

VEGF-A164,VEGF-A120,VEGF-A188,および

抑制性の VEGF-A164bの mRNA産生 を SYBR

greenを用いたreal-timePCRを利用 して定馴 ヒ

できること.②機能性 VEGF-A (164,120)が血

清刺激で増加すること.③無血清の培養,および

10%牛胎 児血清刺激下では,抑制性 VEGF-A

164bは機能性 variantVEGF-A164の 3分の 1程

度の発現 を示すこと④血管平滑筋細胞における機
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図7 薬剤投 与2時間後のVEGF榊A120発現韻の

比較

血清刺激によるVEGF-Å120発現の増加は有意

ではなかった.PGElや1ipidmicrosphere添加群も

発現量の増加は有意ではなかったが,lipoPGEl添

加により有意な増加を認めた (p-0.048).

能性variantと抑制性variantの産生割合がプロス

タグランディンEl製剤により変化する可能性が

あることを示した.

VEGF-A とチ ロシ ンキ ナ -ゼ受 容 体

(VEGFR-1,-2)システムは,生理的血管新生あ

るいは病的血管新生において中心的役割を演じる

が6),これら受容体にアンタゴニストとして働く

VEGF-Aの varian摘ミ結合すれば,VEGF-Aの

生理的機能を抑制することになる.

今回対象とした血管平滑筋細胞の午胎児血清刺

激の培養系は,動脈硬化性病変における初期病態

に重要と考えられる血管平滑筋細胞増殖のモデル

と考えられる 14).活動期の動脈硬化性病変では,

様々なサイトカインおよび成長因子が豊富に存在

する巨指巨性が高い15)16).従って,このような抑制

型VEGF-Avariantの産生が増加している可能性

がある.VEGF-Aの総量が血管内皮細胞の増殖

に影響を及ぼすのは当然だが,このようなvariant

の存在も大きな問題と考える.今回のシリ-ズで

は抑制性 variant(VEGF-A164b)が,機能性

variant(VEGF-A164)の3分の1程度に認めら

れた.このようなメカニズムが動脈硬化病巣の血
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図8 薬剤投 与-2時間後のVEGF-Ai88発現竃の

比較

無血清の場合に比べ,血清刺激や各種薬剤添加

による明らかな増加は認められなかった.

管内皮細胞の増殖を抑え,内膜病変部の修復を抑

制する作用があるのかもしれない.アスピリン治

療 17)18),細胞保護因子 HemeOxygenasetype1/

一酸化炭素系による動脈硬化性病変の抑制 19),

あるいはNF〝Bデコイによる血管平滑箭細胞の

増殖抑制 20)等の現象をVEGF…Asplicevarまant

という視点で見直して見ると興味深い.また,こ

のVEGF-A164/164b比を増加させることができ

れば,血管内皮の増殖を促進し,血管新生の一助

となる可能性がある.今後,ラットを用いたin

vivoの系で検討したいと考えている.

従来のVEGF-AmRNA絶景を定義する方法で

は,抑制性 variantを含んだ分画を定量 している

ことになるので,機能的VEGFsplicevariantの薬

理作用を反映したものでない可能性がある.見方

を変えると,VEGF-Aはsplicingというプロセス

を介すことで,自らの作用を調節する機序を持っ

ているのかも知れない.

今回,血清刺激でVEGF-A総量はプロスタグ

ランディンEl,リボ化製剤,lipidmicrosphereの

投与により増加したが,lipo-PGElの添加群のみ

VEGF-A164bの増加 を認めなか った.splice
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variantの発現にPGElとlipoPGElとの間で違い

があることから,この2剤の血管平滑筋細胞に対

する効果に違いがあることが示唆 される.今回の

実験では,VEGF-A164/164bで有意差を認めな

かった.これ らのvariantが生体内細 胞内あるい

は局所でどのように分布するのか,単なる濃度と

比率というものがどういう意味をなすのかを今後

in-vivoの実験を含めた検討をしてゆきたい.こ

の 実験で示 されたように,VEGFsplicevariantの

ほとんどがVEGF-A164と164bの形で存在する

ことを考 えるとVEGF-Aの上 昇のみな らず,

VEGF-Al朗bの変化や,VEGF-A164/164b比の

評価が意味を持ってくる事象があり得る.

今札 すべてのsplicevariantについて検討すべ

く,プライマ-を設計 して検討 したが (表 1),プ

ライマ-dimmerが問題となり比較に至らなかっ

たvariantがあった.また,VEGF-A164以外でコ

ど-数が少なく,スタンダ- ドを作成することす

ら国難であったものも存在する.Exonのつなぎ

目をアニ-リングサイ トとして用いてプライマ-

を設計する本法は,SYBRGreenを用いた実験系

ではプライマーデザイン上の限界があり,非特異

的合成 を抑 える工 夫が必要 で ある.TaqMan

Probe等 probeを用いたhybridize法,バ ッファ

ーの改良によるdimmer産生の抑制等,試薬の改

良が進んでおり,本実験系もこれらを利用するこ

とにより,今回検珪1できなかった抑制性 variant

についても最適化できる可能性がある.

組織工学,再生医療分野では血管再生が重要な

意味 を持 っている.他方,動脈硬化においては,

血管平滑筋細胞の増殖が狭窄の原因となってい

る.また,ガンの治療においては,血管増殖の抑

制が大きな意味を持つ.もし,血管の再生,抑制

を思うようにコントロールできれば,様々な病態

のコントロールを可能にする可能性がある.今蔓司

の解析システムを発展 させ,すべてのsplicevarト

arltに着 冒して検討 し,VEGF-Asplicevariants

の動態について詳細に検討されれば,これらの領

域でのVEGF-Aの役割を更に詳細に検討するこ

とができると考えられる.
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