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論 文 内 容 の 要 旨

血管新生は血管内皮細胞の分化,増殖,管腔形成,成熟の段階を経てなされるが,1989年にFerraraらが発見した血管内

皮増殖因子 (Vascularendothelialgrowthfactor:VEGF)はその過程において重要なサイトカインと一つであると考えら

れている｡ 近年新たに血管内皮細胞特異的でVEGF受容体とは異なるreceptortyrosinekinaseとしてTie2受容体が発見

され,傍血管細胞と血管内皮細胞との相互作用を通じて血管の成熟に関与することが示唆されている｡ Tie2受容体のリガ

ンドとしてagonistであるangiopoietin-1(Angl)とantagOnistであるangiopoietin-2(Ang2)がYancopoulosらによっ

て発見されているが,本研究ではangiopoiein-Tie2受容体系が眼内血管新生局面においてどのような発現制御を受けるの

かということについて検討した｡まず培養ウシ網膜血管内皮細胞を用いて,血管新生で重要な役割を果たすVEGFによる

刺激でこの系のmRNAの発現制御をNorthemblot法で解析した｡その結果,AnglとTie2には変化がみられなかったが,

Ang2だけがVEGFにより選択的に4.6+/-0.7倍に発現増強した｡また,用量依存性についての検討では25ng/ml

(EC50-12.5ng/ml)で最大効果が得られた｡次に同じ内皮細胞でもoriginによる反応の相異が存在するか否かという点に

ついてウシ大動脈血管内皮細胞を用いて検討した結果,同様に選択的なAng2の発現増強 (2.6+/-0.3倍)がみられた｡

このVEGFによるAng2の発現増強のメカニズムについては,nuclearrun-onassayと転写阻害剤であるアクチノマイシ

ンDを用いた解析から,Ang2mRNAの半減期には影響がなく,主として転写克進によるものであることが判明した｡

VEGF受容体下流のシグナル分子としてはtyrosinekinase,PKC,MAPKが報告されているが,それぞれの阻害剤を用い

た解析から,VEGFによるAng2の発現増強にはtyrosinekinaseやMAPKが重要な役割を果たし,PKCも部分的に関与

していることが解明された｡次に虚血性血管新生の重要な因子である低酸素のangiopoiein-Tie2受容体系に対する効果を

検討した結果,VEGFによる刺激と同様,Ang2の選択的発現増強 (3.6十/-0.09倍)がみられた｡低酸素はVEGFの発

現も誘導するが,観察された低酸素によるAng2の発現増強がVEGFを介するか否かという点について,VEGF中和抗体

を用いて検討した｡その結果低酸素によるAng2の発現増強にはVEGFが介在していないことが判明した｡最後にinvivo

の病的血管新生局面におけるAng2の発現動態を解析するため,Smithらが考案したマウスの虚血性網膜血管新生モデルに

おいてinsituhybridizationにより検討したところ,網膜虚血誘導開始12時間後にはAng2の発現増強がみられ,生後17日

目のいわゆるneovasculartuf隼と呼ばれる網膜血管新生部位にも著明な発現をみとめた｡以上より,虚血性網膜血管新生

においてはVEGFや低酸素によりAng2の選択的発現増強が誘導され,これが既存血管のintegrityを不安定化し,血管新

生が起こりやすい環境を創出するという新しいメカニズムが示唆された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

′近牛,血管内皮細胞特異的受容体チロシンキナーゼとしてTie2とそのリガンドであるangiopoietin(Angl:agonist,

Ang2:antagonist)が発見され,血管の成熟に関わることが示唆されている｡ 本研究では,この系の網膜血管新生におけ

る発現制御について検討した｡血管新生で重要な役割を果たす血管内皮増殖因子 (VEGF).による刺激でmRNAの発現制
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御を培養ウシ網膜血管内皮細胞で解析した結果,Ang2だけが選択的に発現増強した｡nuclearrun-onassayによりこの発

現増強は主として転写克進によるものであることが判明した｡VEGF受容体下流のシグナル分子を検討した結果,この発

現増強にはチロシンキナーゼやmitogen-activatedproteinkinaseが重要で,proteinkinaseCも部分的に関与することが

明らかになった｡虚血性血管新生の重要因子である低酸素の効果を検討した結果,VEGF刺激と同様にAng2の選択的発

現増強がみられた｡マウスの虚血性網膜血管新生モデルでは,血管新生部位に著明なAng2の発現がみられた｡これらの結

果より,虚血性網膜血管新生ではAng2が選択的に発現増強して既存血管が不安定化し,向血管新生的環境が創出されると

いう機構が示唆された｡

以上の研究は網膜血管新生の病態解明に貢献し,今後の治療に寄与するところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,本学位授与申請者は,平成13年10月3日実施の論文内容とそれに関連した研究分野並びに学識確認のための試問を

受け,合格とみとめられたものである｡
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