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要旨 	 

 背景  

	 脳梗塞後の回復期において，機能回復を促進させる治療法の確立

が望まれているが，未だ臨床応用はなされていない．血管内皮増殖

因子（ vascular endothelial  growth factor;  VEGF）は，血管新生を強力

に促進する血管リモデリング因子であり，脳梗塞超急性期において

血液脳関門を破綻させ，さらに血栓溶解療法後の脳出血合併症に関

与する．一方，VEGF のスプライシングバリアントである VEGF1 6 5b

は，VEGF と VEGF 受容体の結合を競合的に阻害し，内因性の VEGF

阻害因子として作用する．しかし，脳虚血後の VEGF1 6 5b の発現や

局在の変化，血管新生への影響については不明である．  

	 目的  

	 VEGF1 6 5b が脳虚血後の血管新生を阻害する可能性を検討するこ

と．このため一過性局所脳虚血後の VEGF1 6 5b の発現および局在の

変化と，VEGF1 6 5b が血管新生に及ぼす影響について検討すること． 

	 方法  

	 雄 Sprague- Dawley ラットを用いた一過性局所脳虚血モデルを用

い，虚血後 1 日， 3 日， 7 日， 14 日，および対照（非虚血群）の大

脳皮質を脳試料として採取した．VEGF1 6 5b の経時的変化と局在を，

抗 VEGF1 6 5b 抗体を用いたウェスタンブロットと免疫組織化学，蛍

光 2 重染色により評価した．血管内皮細胞の増殖を検出するため  



Ki-67（細胞増殖マーカー），および endothelial  barrier antigen（EBA；

血管内皮マーカー）の蛍光二重染色を行った．さらに VEGF-VEGF

受容体シグナリングを介した血管新生のマーカーである endocan に

対する抗体を用いたウェスタンブロットと免疫組織化学を行い，

VEGF1 6 5b と血管内皮細胞増殖，VEGF-VEGF 受容体シグナリングを

介した血管新生の関係を検討した．  

	 結果  

	 VEGF1 6 5b は虚血後 3 日目をピークとして増加し，虚血中心部の血

管内皮細胞に発現した．一方，VEGF は虚血辺縁部に発現し，両者

は共局在しなかった．Ki-67 で評価した血管内皮細胞の増殖は，虚

血後 3 日目をピークとして虚血中心部において増加した．しかし

endocan は虚血後 7 日目以降に増加するものの，虚血中心部には認

めず，虚血周辺部の血管のみに発現していた．  

	 考察  

	 虚血中心部の血管内皮細胞は増殖するものの，VEGF1 6 5b の発現に

より，VEGF-VEGF 受容体シグナリングを介した血管新生が阻害さ

れているものと考えられた．  

	 結論  

	  VEGF1 6 5b は脳梗塞の回復期における血管新生を促進する新規治

療標的分子として有望である．   
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緒言 	 

	 脳卒中は，日本における死因の第 4 位であるとともに，新規要介

護者の原因疾患の第 1 位でもある．脳梗塞に対する根本療法として，

組織プラスミノゲンアクチベーター（ t issue plasminogen activator;  

tPA）を用いた血栓溶解療法が行われているが，いまだ発症から 4.5

時間以内の患者にしか使用できず，恩恵に浴する患者は発症者の 5%

程度にすぎない 1 )．従って，超急性期における血栓溶解療法を行え

なかった症例に対しても，回復期に機能回復を図る治療法の開発が

望まれている．しかし，今日までそうした治療は確立されていない．  

	 脳虚血後の機能回復を促進する重要な戦略の一つに，血管新生の

促進がある．血管新生と神経再生は相互に影響し，脳虚血後の機能

回復を促進することが報告されている 2 ) 3 )．血管新生は， (1)既存の

血管の拡張，血管透過性亢進，細胞外マトリックスの破壊，(2)血管

内皮細胞の増殖・遊走，(3)血管内皮細胞の管腔構造形成，(4)血管構



造の安定化，という段階を経て行われ，血管数が増加する 4 )．血管

新生を強力に促進する血管リモデリング因子である血管内皮増殖因

子（ vascular endothelial  growth factor;  VEGF）はこれらの段階のすべ

てに深く関わっている 5 ) 6 ) 7 ) 8 )．ラット一過性局所脳虚血モデルの検

討では，超急性期より VEGF の発現が亢進し，血液脳関門の破綻を

招くが，とくに tPA を用いた血栓溶解療法後は VEGF の発現の亢進

が生じ，脳出血合併症の原因となる 9）．一方，VEGF は回復期にお

いて，その血管新生促進作用や神経細胞保護作用により，機能回復

に作用する 6 ) 7 ) 1 0 )．血管新生を評価するマーカーとしてはデルマタン

硫酸プロテオグリカンである endocan が知られているが 1 1 )，endocan

は VEGF が血管内皮細胞に作用するとその発現が誘導されることか

ら 1 2 ) 1 3 )，VEGF-VEGF 受容体シグナリングの活性化を示すマーカー

とも考えられている 1 4 )．以上のように，VEGF は脳虚血後の時期に

よって 2 面性を持つ分子であると言える．  

	 また，VEGF には種々のスプライシングバリアントが存在し，そ

のアミノ酸数が異なる VEGF1 6 5，VEGF1 2 1 などのアイソフォームが

知られている．近年，VEGF の働きを競合的に阻害する内因性阻害

因子として，スプライシングバリアントのひとつである VEGF1 6 5b

が存在することが明らかとなった 1 5 )．これは VEGF 遺伝子の mRNA

の 3’末端のスプライシングが異なることにより，C 末端の 6 アミノ

酸が置換されたものである 1 5 )．VEGF1 6 5b は VEGF 受容体に対し，



VEGF と競合的に結合し，その下流のシグナルを抑制することによ

り血管新生を抑制する 1 6 )．培養血管内皮細胞を用いた in vitro の系

の検討では，培養液中に VEGF1 6 5b に対する中和抗体を添加するこ

とにより，血管内皮細胞による血管様構造形成の抑制が解除される

ことが報告されている 1 6 )．すなわち，VEGF1 6 5b の作用を抑制する

ことにより脳虚血後の血管新生が促進され，さらに血管新生が神経

再生を促進する可能性が期待される．しかし，脳虚血後の VEGF1 6 5b

の発現や局在の変化，血管新生への影響については不明である．  

	 今回，我々は，VEGF1 6 5b が脳虚血後の血管新生を阻害する可能性

を検討することを目的とし，一過性局所脳虚血後の VEGF1 6 5b の発

現および局在の変化と，VEGF1 6 5b が血管新生に及ぼす影響について

検討したので報告する．  

 

 

材料と方法 	 

1.動物モデル	 

	 本研究は新潟大学動物実験倫理委員会の承認を受け，新潟大学動

物実験指針に従って実施した．  

	 一過性局所脳虚血モデルは，Koizumi ら 1 7 )の方法に従った．具体

的には，オス 8 週齢 Sprague-Dawley ラット（体重 280−310 g）を用

い，麻酔はハロセン 1.5％，酸素 30%，笑気 70％の混合気を吸入し，



維持した．手術中，小動物用体温保持装置（BRC）を用いて，直腸

温を 37.0±0.5℃に維持した．手術用顕微鏡の直視下に前頸部を正中

切開し，左側の総頸動脈，外頸動脈，内頚動脈を露出した後，外頚

動脈を遠位部で結紮し，切断した．その後，外頸動脈断端を切開し，

同部位から左内頚動脈に向けて，先端から 8mm までを，径 0.38 mm

にシリコンでコーティングしたナイロン塞栓糸を 18 mm挿入した後，

切開部の近位側を塞栓糸ごと結紮した．この塞栓糸は 90 分後に引き

ぬき，再灌流した．非虚血群ラットに対しては手術操作を行わなか

った．  

 

2.脳血流測定	 

	 血管閉塞前にラット頭蓋骨を露出し，Bregmaから 5 mm後方，5 mm

左側に，直径 2 mm のバーホールを作成し，手術開始前，脳虚血 15

分後，再灌流直前，および再灌流直後に，レーザードップラー血流

計（ADVANCE）により脳血流を測定した．既報と同様に，脳虚血

15 分後，および再灌流直前の血流が，虚血前血流の 50%未満となら

なかった個体は実験に用いなかった 9 )．  

 

3.ウェスタンブロット	 

	 脳虚血の 1 日後， 3 日後， 7 日後， 14 日後，および非虚血群のラ

ットを，高濃度ハロセン吸入により安楽死させ，経心臓的に冷生食



で灌流処置を行った（各群 5 匹ずつ施行した）．虚血側の中大脳動脈

領域の大脳皮質を試料として採取した．試料は既報に従い 1 8 )，採取

した脳組織の 7 倍量の 1% Triton-X100 を含む細胞溶解バッファー

（Cell  Signaling Tec.）を加えホモジナイズし，10 分間 14,000 rpm に

て遠心した．ビシンコニン酸法にて上清のタンパク濃度を測定した

後，タンパク量 22.5 µg を用いて，Tris-Glycine SDS-PAGE を行った．

その後，polyvinylidene fluoride（ PVDF）膜に転写し，5%スキムミル

クと 0.1% Tween-20 にて 60 分間ブロッキングした．1 次抗体はマウ

スモノクローナル抗 VEGF1 6 5b 抗体（Abcam, 1:1000），ウサギポリク

ローナル抗 VEGF 抗体（ Santa Cruz,  1:200），ウサギポリクローナル

抗 VEGF1 6 5b 抗体（Abcam, 1:400），ヤギポリクローナル抗 endocan

抗体（ Santa Cruz,  1:100）を用いて， 4℃で一晩反応させた． PBS-T

で洗浄後， horse radish peroxidase 標識マウス抗 IgG 抗体，同抗ウサ

ギ IgG 抗体，同抗ヤギ IgG 抗体を室温にて 1 時間反応させ，

chemiluminescent HRP 基質（Millipore）にて化学発光した後，目的

とするタンパクバンドを， ImageQuant LAS4000（GE healthcare l ife 

sciences）で撮影した．内部コントロールとして β-actin（ Santa Cruz,  

1:2000）を使用し，デンシトメーター（ Image J,  National Insti tutes of 

Health）にて各タンパクバンドを定量した．  

 

4.免疫蛍光染色	 



	 脳虚血の 1 日後， 3 日後， 7 日後， 14 日後，および非虚血群のラ

ットを，高濃度ハロセン吸入により安楽死させ（各群 3 匹ずつ行っ

た），冷生食に引き続き， 4%パラホルムアルデヒドで経心臓的に灌

流固定した．取り出した脳は 20%スクロースを溶解した 4%パラホ

ルムアルデヒドで一晩固定し，メタノール処理後，パラフィンに包

埋した．サンプルはミクロトームで 4 µm 厚にスライスした．脱パ

ラフィン後，クエン酸ナトリウムバッファー中で， 121℃ 10 分の抗

原賦活を行い， 1 次抗体はウサギポリクローナル抗 Ki-67 抗体

（Abcam, 1:2500），マウスモノクローナル抗 EBA 抗体（ Covance, 

1:1000）を使用し， 4℃で一晩反応させ， 2 次抗体は Alexa Flour 488

および 594 標識抗 IgG 抗体（Life technologies,  1:1000）にて染色し

た．  

	 また，VEGF1 6 5b の局在の検討，および VEGF1 6 5b と VEGF の共局

在の検討は，free -  f loating 法による免疫蛍光染色を既報 1 9 )に従い行

った．具体的には，脳虚血の 1 日後， 3 日後， 7 日後， 14 日後のラ

ットを，高濃度ハロセン吸入により安楽死させ，冷生食に引き続き，

4%パラホルムアルデヒドで経心臓的に灌流固定した．取り出した脳

は，20%スクロースを溶解した 4%パラホルムアルデヒドで一晩固定

した．その後，試料をビブラトーム（Leica Biosystems）を用いて 50 

µm 厚にスライスした．1 次抗体はマウスモノクローナル抗 VEGF1 6 5b

抗体，ウサギポリクローナル抗 von Willebrand factor（ vWF）抗体



（Dako, 1:200），ウサギポリクローナル抗 glial  f ibri l lary acidic protein

（ GFAP） 抗 体 （ Millipore,  1:1000）， ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗

microtubule associated protein 2（MAP2）抗体（Millipore,  1:250），ウ

サギポリクローナル抗 VEGF 抗体を用いて 4℃で一晩反応させ， 2

次抗体は Alexa Flour 488 および 594 標識抗 IgG 抗体を用いて染色し

た．血管内皮細胞の増殖は，EBA 陽性血管のうち，Ki-67 陽性核を

持つ血管数で評価した．Ki-67 と EBA との共染色を行い，共焦点レ

ーザー顕微鏡（Carl Zeiss）下に 630 倍で観察し，虚血中心部，虚血

辺縁部のそれぞれにおいて無作為に選んだ 7 視野を選び，視野内の  

EBA 陽性血管のうち Ki-67 陽性核を持つ血管数の， 1 視野あたりの

平均値を求めた．なお虚血中心部は抗 MAP2 抗体を用いた免疫染色

で，染色性の低下の見られる部位とし，虚血辺縁部は中大脳動脈領

域で MAP2 染色性が保たれている部位とした．  

 

5.免疫組織化学染色	 

	 脳虚血の 1 日後， 3 日後， 7 日後， 14 日後に，ラットを高濃度ハ

ロセン吸入により安楽死させ，冷生食に引き続き，4%パラホルムア

ルデヒドで経心臓的に灌流固定した．取り出した脳は 20%スクロー

スを溶解した 4%パラホルムアルデヒドで一晩固定し，メタノール

処理後，パラフィンに包埋した．サンプルは 4 µm 厚にスライスし

た．脱パラフィン後，マウスモノクローナル抗 VEGF1 6 5b 抗体，ウ



サギポリクローナル抗 VEGF 抗体，ヤギポリクローナル抗 endocan

抗体（ Santa Cruz,  1:50）を用いて 4℃で一晩反応させ，その後，

Vectastain ABC キット（Vector）を用いて染色した．endocan 陽性血

管数は，虚血中心部，虚血辺縁部とも，各無作為に選んだ 7 視野で

の陽性血管数の平均値を求めた． endocan 陽性血管を，VEGF-VEGF

受容体シグナリングを介した血管新生による血管とした．  

 

6.統計学的処理	 

	 すべての数値は平均±標準偏差で表記し，一元分散分析（後付試

験として Bonferroni 法）を行い検定した．P 値が 0.05 未満を統計学

的有意とした．   

 

結果 	 

1.VEGF1 6 5b 発現の変動  

	 ラット一過性局所脳虚血後 1 日， 3 日， 7 日， 14 日後，および非

虚血群の脳試料における VEGF1 6 5b の変動を，ウェスタンブロット

により検討した．この結果，虚血後 3 日目をピークとする発現の増

加が認められた（対非虚血群，虚血後 7 日，14 日 p < 0.05）（図 1A，

1B）．免疫組織化学による評価では，虚血中心部において VEGF1 6 5b

の発現が見られた（図 1C）．  

 



2.VEGF1 6 5b の局在  

	 次に，虚血中心部の VEGF1 6 5b の局在について，VEGF1 6 5b と，血

管内皮細胞，アストロサイト，神経細胞のマーカータンパクに対す

る抗体を用いた蛍光 2 重染色により検討した．この結果，虚血後 3

日目の虚血中心部では，VEGF1 6 5b は血管内皮細胞に発現していたが，

虚血辺縁部では血管内皮細胞には発現は認められなかった（図 2A）．

またアストロサイトにはいずれの部位にも発現は認められなかった

（図 2B）．一方，神経細胞には虚血周辺部において発現を認めた（図

2C）．また，VEGF1 6 5b と VEGF とはいずれの部位にも共局在が見ら

れず，VEGF1 6 5b は虚血中心部に，VEGF は虚血辺縁部にのみ発現し

ていた（図 2D）．  

 

3.Ki-67 による血管新生の評価  

	 一過性局所脳虚血後の血管新生について検討する目的で，Ki-67

陽性血管内皮細胞を有する血管数の経時的変化とその局在を検討し

た．ラット一過性局所脳虚血後 1 日， 3 日， 7 日， 14 日後，および

非虚血群ラットにおいて，細胞増殖マーカーである Ki-67 と，血管

内皮マーカーである EBAに対する抗体を用いた蛍光 2重染色を行っ

た（図 3A）．非虚血群では，Ki-67 陽性血管は認めなかったが，虚

血中心部では虚血後 3 日目をピークとして，Ki-67 陽性血管が多数

出現した（図 3B；対非虚血群，虚血後 1 日， 7 日， 14 日 p<0.05）．



虚血辺縁部にも，虚血後 3 日目をピークとして Ki-67 陽性血管が増

加したが，非虚血群に比して有意なものではなかった（図 3C）．  

 

4. endocan による血管新生の評価  

	 VEGF-VEGF 受容体シグナリングを介した血管新生を評価する目

的で，まず脳虚血後の endocan の発現の変動を検討した．抗 endocan

抗体を用いたウェスタンブロットによる虚血側の中大脳動脈領域に

おける評価では，虚血後 7 日目から 14 日目にかけて発現の増加が認

められた（図 4A， 4B）．一方，抗 endocan 抗体による免疫組織化学

染色では，Ki-67 陽性血管が見られた虚血後 3 日目の虚血中心部で

は，endocan 陽性血管の増加は乏しく，非虚血群と比べ 14 日目に有

意に増加したのに対し（図 4C， p<0.05），虚血周辺部で 7 日目をピ

ークとして増加が認められた（図 4D， p<0.05）．  

 

考察 	 

	 今回，VEGF1 6 5b が脳虚血後の血管新生を阻害する可能性について

検討した．まず，VEGF1 6 5b の発現の検討を行ったところ，虚血後 1

日目から増加の傾向が見られ，虚血後 3 日目，すなわち亜急性期に

おいて有意に増加することが示された．VEGF1 6 5b の発現に関して，

Chaitanya らはマウス一過性局所脳虚血モデルを用いた検討を行い，

虚血 24 時間後に増加することを報告しているが，それ以降の



VEGF1 6 5b の発現変化については検討されていない 2 0 )．今回の検討

の結果，VEGF1 6 5b の長期間に及ぶ発現変化が初めて明らかにされ，

とくに虚血後 3 日目をピークとする亜急性期に高発現することが示

された．  

	 また，今回の検討では，VEGF1 6 5b が虚血後 3 日目において，虚血

辺縁部ではなく，虚血中心部の血管内皮細胞に発現することを示し

た．血管内皮細胞は VEGF 受容体を発現するが，VEGF1 6 5b は VEGF

受容体に対し，VEGF と競合的に結合し，その下流のシグナルを抑

制することにより血管新生を抑制する 1 6 )．よって，虚血中心部の血

管内皮細胞における VEGF1 6 5b の発現は，VEGF-VEGF 受容体シグナ

リングを阻害し，虚血中心部における血管新生を阻害する可能性が

示唆された．  

	 次に，Ki-67 陽性血管内皮細胞を指標として，脳虚血後の血管新

生の検討を行った．この結果，虚血中心部であっても，血管内皮細

胞の増殖が生じていることを示し，この変化は虚血後 3 日目をピー

クとして認められた．虚血辺縁部においても，統計学的有意差を認

めないものの，３日目にピークを認めた．Marti らは，マウス中大

脳動脈永久閉塞モデルにおいて，虚血後 3 日目の虚血中心部に Ki-67

陽性血管が出現することを報告している 2 1 )．本研究ではラット一過

性局所脳虚血モデルを用いたが，同様の結果であった．血管内皮細

胞増殖は，血管新生の早期に見られる反応であり 4 ) 2 2 )，虚血中心部



においても血管新生が生じていることが示唆された．  

	 最後に虚血中心部において，VEGF-VEGF 受容体シグナリングに

伴う血管新生が生じているかどうかを検討した．血管新生のマーカ

ーとして知られる endocan1 1 )は，VEGF-VEGF 受容体シグナリングに

より発現がもたらされることが知られている 1 2 ) 1 3 ) 1 4 )．ウェスタンブ

ロットによる検討では， endocan の発現は虚血後 7 日目以降に認め

られたが，免疫染色では虚血後 3 日目より endocan 陽性血管が認め

られた．しかし，Ki-67 陽性血管での評価と異なり，虚血辺縁部の 7

日目にその出現が多く認められた．一方，Ki-67 陽性血管が増加し

た虚血後 3 日目の虚血中心部では endocan 陽性血管は目立たず， 14

日目に遅れて増加した．この結果から，虚血後 3 日目の虚血中心部

の血管内皮細胞には VEGF1 6 5b が高発現しているため，VEGF-VEGF

受容体シグナリングを介した血管新生が抑制されているものと考え

られた．VEGF1 6 5b は乳癌組織，強皮症において血管新生を阻害する

という報告はあるものの 1 5 ) 1 6 )，脳虚血後に血管新生を阻害するとい

う報告は渉猟した限りではなく，VEGF1 6 5b が一過性局所脳虚血後に

も血管新生において抑制的な役割を果たすことを初めて示した．  

ごく最近，末梢動脈病モデルマウスにおいて，虚血肢の筋組織に

VEGF1 6 5b が高発現しており，抗 VEGF1 6 5b 中和抗体を投与すること

により血管新生が促進され，予後が改善することが報告された 2 3 )．

同様に，脳梗塞回復期における抗 VEGF1 6 5b 中和抗体の投与は，虚



血中心部においても VEGF-VEGF 受容体シグナリングを介した血管

新生を促進させる可能性がある．血管新生を促進する方法として，

VEGF を直接投与する方法も考えられるが，すでに虚血中心部に

VEGF1 6 5b が発現している場合には，競合阻害のため無効となる可能

性があることから，抗 VEGF1 6 5b 中和抗体の投与が望ましいものと

考えられる．虚血中心部における血管新生の促進が，脳梗塞の予後

を回復しうるかについて今後の検討が必要であるものの，VEGF1 6 5b

は脳梗塞回復期における血管新生を促進する新規治療標的分子とし

て有望と考えられた．  

 

結語 	 

	 ラット一過性脳局所虚血モデルにおいて，虚血後 3 日目の虚血中

心部における VEGF1 6 5b の発現と血管内皮細胞増殖を示した．しか

し endocan 陽性血管の発現は乏しいことから，VEGF1 6 5b により，

VEGF-VEGF 受容体シグナリングを介した血管新生が抑制されてい

る可能性が示唆された．中和抗体を用いた VEGF1 6 5b の抑制療法は，

脳梗塞回復期において血管新生を促進させる新規治療標的として有

望と考えられた．  
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図の説明 	 

図 1	 ラット一過性局所脳虚血モデルにおける VEGF1 6 5b の発現．  

（A）VEGF1 6 5b 抗体を用いたウェスタンブロット．VEGF1 6 5b は虚血

後 3 日目をピークとする増加が認められた．  

（B）デンシトメトリーによる定量．VEGF1 6 5b は虚血後 3 日目にお

いて著明に増加した． *： p < 0.05．  

（C）VEGF1 6 5b 抗体を用いた免疫組織化学．VEGF1 6 5b は虚血後 3 日

目の虚血中心部において，血管に多く発現していた（矢印）．

スケールバー： 20 µm．  

 

図 2	 虚血後 3 日目における VEGF1 6 5b の局在の検討．  

（A）VEGF1 6 5b（緑），血管内皮マーカー von Willebrand factor（ vWF；

赤）， 4' ,6-diamidino-2-phenylindole （DAPI；青）の 3 重染色．

VEGF 1 6 5 b は虚血中心部において， vWF と共局在する（上段，

矢頭）．しかし虚血辺縁部では vWF との共局在は見られない

（下段）．スケールバー： 20 µm．  

（B）VEGF1 6 5b（緑），アストロサイトのマーカー glial  f ibri l lary acidic 

protein（GFAP；赤），  DAPI（青）の 3 重染色．VEGF1 6 5b は

虚血中心部（上段），虚血辺縁部（下段）のいずれにおいても

GFAP と共局在しない．スケールバー： 20 µm．  



（C）VEGF1 6 5b（緑），神経細胞マーカーmicrotubule associated protein 

2（MAP2；赤），  DAPI（青）の 3 重染色．VEGF1 6 5b は虚血辺

縁部においては神経細胞にも発現する（矢頭）．スケールバー：

20 µm．  

（D）VEGF1 6 5b（緑），VEGF（赤），DAPI（青）の 3 重染色．VEGF1 6 5b

と VEGF とは，虚血中心部（上段），辺縁部（下段）のどちら

でも共局在しない．虚血中心部では VEGF1 6 5b が，虚血辺縁部

では VEGF が発現している．スケールバー： 20 µm．  

 

図 3	 ラット一過性局所脳虚血モデルにおいて，虚血後に見られる

Ki-67 陽性血管．  

（A）共焦点レーザー顕微鏡による虚血後 3 日目における Ki-67 陽

性血管．細胞増殖マーカーKi-67（緑），血管内皮マーカー

endothelial  barrier antigen（EBA；赤），DAPI（青）による 3 重

染色．Ki-67 陽性血管が，虚血後 3 日目の虚血中心部において

増加している（矢頭）．3d：虚血後 3 日目，スケールバー：20 µm．  

（B）虚血中心部における 400 倍 1 視野あたりの，Ki-67 陽性血管数．

虚血中心部においては，虚血後 3 日目をピークとして Ki-67 陽

性血管数が増加している．単位：個／ 1 視野，cont:非虚血コン

トロール，1d：虚血後 1 日目，3d：虚血後 3 日目，7d：虚血後

7 日目， 14d：虚血後 14 日目， *： p < 0.05 



（C）虚血中心部における 400 倍 1 視野あたりの，Ki-67 陽性血管数．

虚血中心部と同様に虚血後 3 日目において非虚血群よりも増

加する傾向はあるものの，有意ではなかった（ p = 0.83）．単位：

個／ 1 視野，  *： p < 0.05 

 

図 4	 ラット一過性局所脳虚血モデルにおける endocan の発現，お

よび endocan 陽性血管．  

（A）ウェスタンブロットによる endocan 発現の検討．虚血後 7 日

目以降， 14 日目にかけて増加が見られた． cont：非虚血コン

トロール，1d：虚血後 1 日目，3d：虚血後 3 日目，7d：虚血後

7 日目， 14d：虚血後 14 日目  

（B）デンシトメトリーによる定量． endocan は虚血後 14 日目にお

いて有意に増加した． *： p<0.05．   

（C）抗 endocan 抗体を用いた免疫組織化学．endocan は虚血後 7 日

目の虚血辺縁部において血管に多く発現した．一方，虚血後 3

日目の虚血中心での発現は乏しかった．矢印： endocan 陽性血

管，スケールバー： 20µm．  

（D）虚血中心部における 400 倍 1 視野あたりの endocan 陽性血管

数．単位：個 /1 視野．Ki-67 陽性血管が多く見られた虚血後 3

日目の虚血中心部における有意な増加は認めなかった（対非虚

血群， p = 0.60）．  



（E）虚血辺縁部における 400倍 1視野あたりの endocan陽性血管数．

単位：個 /1 視野．虚血辺縁部では虚血後 7 日目に増加が認め

られた．  


