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FGF-2 による階層的血管新生制御メカニズム

米満　吉和＊，＊＊　　居石　克夫＊

要　旨：虚血性疾患への血管新生療法が注目され，すでに臨床での評価段階である。虚血組織救済

には組織還流能を持つ機能的血管が必要であり，血管数は治療効果を反映しない。機能的血管新生

には，現時点でFGF-2 が最も有効であるが，その検討過程で内因性血管新生因子群の多段階誘導が

重要であることを明らかにした。われわれはこれを「血管新生因子の階層的発現制御」と呼称し，生

体での機能的血管新生システムの全容解明を目指している。（J. Jpn. Coll. Angiol., 2004, 44: 151–156）

はじめに

　塩基性線維芽細胞増殖因子（basic fibroblast growth

factor：bFGF/FGF-2）は，血管新生因子としての歴史は

最も古く，これまでに多くの研究がなされてきた。血

管新生において主役をなす細胞は血管内皮細胞である

ことは疑う余地がなく，血管新生に関する研究対象は

血管内皮細胞が主流であった。そして現在，「治療的血

管新生」のストラテジーの開発や「抗血管新生薬」の開発

という臨床応用への成果は，血管新生因子が血管内皮

細胞に及ぼす生物学的機能解析の延長上にあるといっ

ても過言ではない。一方で近年，angiopoietin/Tie-2 シ

ステムやplatelet-derived growth factor（PDGF）システムに

代表されるように，血管内皮細胞とそれを取り巻く壁

細胞／血管平滑筋細胞との相互関係を考えずして血管

新生は理解できないという概念が提出され，定着しつ

つあるのも事実である。このような細胞間相互作用は

液性因子と細胞接着，マトリックスとの相互作用など

により制御されていることは明らかであるが，このよ

うな，より高次的な解析にはin vitroでの解析に加え，

in vivoでの検証がきわめて重要な位置を占めてくる。

　bFGF/FGF-2 は他の血管新生因子とやや異なる生物学

的特徴を持つ。詳細な生化学的特徴は他の著書にゆず

るとして，強調しておきたいのはbFGF/FGF-2 の血管内
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●総　　説●

皮細胞のみならず平滑筋細胞などの間葉系細胞に対し

ても作用することである。われわれはこのbFGF/FGF-2

に着目し，その特徴的な生物学的機能，つまり間葉系

細胞への作用が生体内での血管新生においてきわめて

重要であることを明らかにしてきた。本稿ではbFGF/

FGF-2 の血管新生因子としての特徴と生物学的機能を

概説し，さらにわれわれの提唱する「FGF-2 による階層

的血管新生制御機構の存在」について言及する。

bFGF/FGF-2 の生物学的性質の概略と
その遺伝子発現制御

　ヒトbFGF/FGF-2 タンパクは154個のアミノ酸からな

る等電点9.6，分子量18kDの 1 本鎖ポリペプチドで，ヘ

パリンへの結合能があり，いわゆる古典的分泌シグナ

ルを有しない。しかし種々の細胞で実際に分泌されて

いることが確認されており，われわれもヒトbFGF/

FGF-2 をコードするセンダイウイルスベクターを感染

させた種々の培養細胞が非常に高いレベルのbFGF/

FGF-2 タンパクを分泌することを確認している1）。この

細胞外分泌のメカニズムとして，最近ATP依存性Na+-K+

ポンプによる能動輸送経路が最も重要と考えられてお

り2），われわれもbFGF/FGF-2 の分泌，特に局性を持つ

上皮細胞からの内腔側への方向性分泌は，ウワバイン

などのNa+-K+ポンプ阻害剤にて消失することを明らか

にしている（未発表データ）。
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　bFGF/FGF-2 は種々の間葉系細胞の増殖を促進する

が，その中でも最も特徴的な作用は，血管内皮細胞の

増殖促進・管腔形成の促進作用である。これらの作用

は培養細胞のみならず，動物個体局所での作用も確認

されている。

　bFGF/FGF-2 は細胞外に放出された後，ヘパラン硫酸

プロテオグリカンに結合し安定化される。われわれはさ

らに生体内でのbFGF/FGF-2 の安定化にヒアルロン酸も

重要であることを明らかにした3）。bFGF/FGF-2 のマト

リックスからの遊離にはFGF-BPやCYR61が関与し，遊

離FGF-2 が生理作用を発現すると考えられている4, 5）。

　bFGF/FGF-2 には，読み取り枠の異なる22，22.5，

24，34kDの高分子型のアイソフォームが存在し，これ

らはすべて低分子量18kD bFGF/FGF-2 と異なり分泌さ

れずに核へ移行する。しかし低分子量bFGF/FGF-2 も標

的細胞の受容体に作用した後に細胞質に取り込まれ，

G1 期特異的に核へ集積することが観察されていた6）。

最近，この低分子量bFGF/FGF-2 の核移行がtranslokinと

いうシャトルタンパクにより実行されていることが明

らかになった7）。しかしながらこのbFGF/FGF-2 の核移

行の意義については，今なお明らかではない。

　一方で，bFGF/FGF-2 遺伝子発現を制御する因子に関

する報告はほとんどされていない。現在のところ

bFGF/FGF-2 タンパクレベルの主たる制御機構は，細胞

から分泌されたbFGF/FGF-2 が細胞外基質に豊富に存在

するヘパラン硫酸に結合，安定化し，病的，または生

理的な生体内イベントの一過程である細胞外基質分解

に伴って遊離し，標的細胞に作用するという一連の流

れで理解されている。われわれのin vitroにおける検討

においても，代表的な炎症性サイトカインや増殖因子

刺激，低酸素刺激は血管内皮細胞におけるbFGF/FGF-2

遺伝子発現に影響を及ぼさなかった。しかしながら，

一方でわれわれはin vivoマウス重症下肢虚血モデルに

おいて，重症虚血誘導後 6 時間という比較的早期に大

腿筋肉中の内因性bFGF/FGF-2 遺伝子の明らかな発現亢

進を認め，後48時間における内因性bFGF/FGF-2 タンパ

ク発現亢進も確認している8）（Fig. 1a, b）。この虚血誘導

に伴うbFGF/FGF-2 発現亢進に関わる因子は現在のとこ

ろ明確ではないが，in vitroにおいてアシドーシス環境

がbFGF/FGF-2 遺伝子発現を誘導するとの報告がされて

おり9），アシドーシスが重要な因子となる可能性は十

分考えられる。いずれにしろ，生体には重症虚血とい

うクライシスにおいて積極的にbFGF/FGF-2 遺伝子発現

を亢進するシステムが備わっている可能性が示唆され

る。

血管新生因子の発現制御因子としての

bFGF/FGF-2

　bFGF/FGF-2 遺伝子発現が他の増殖因子による制御を

受けにくい一方で，bFGF/FGF-2 が他の増殖因子遺伝子

発現，さらにはそれらの受容体遺伝子発現を制御して

いるとの報告は比較的多い。in vitroにおいてはvascular

endothelial growth factor-A（VEGF-A）10, 11），VEGF-C12），

hepatocyte growth factor（HGF）8），anigopoietin-2（Ang-

2）13），VEGF受容体Flk-1/KDR14），PDGF受容体PDGF

receptor-�（PDGFR-�）11, 15）などはすべてbFGF/FGF-2 に

より発現誘導の制御を受ける（Fig. 1c）。

bFGF/FGF-2 の血管内皮細胞に対する
直接作用

　血管内皮細胞にはbFGF/FGF-2 受容体FGF receptor-1

（FGFR-1）が発現しており，in vitroにおいてbFGF/FGF-

2/FGFR-1 を介した細胞内シグナルによる，血管内皮細

胞の増殖，遊走，分化（管腔形成）を誘導，加えてFlk-1/

KDRやAng-2 の遺伝子発現誘導することで血管新生促

進に関与すると想定されている。FGFR-1 を介したシグ

ナル伝達系路のうち，細胞増殖活性はRAS-p42/44 mito-

gen-activated protein kinase（MAPK）系やPI3キナーゼ非依

存性p70S6キナーゼ系の関与が16, 17），細胞の遊走は非受

容体型チロシンキナーゼであるc-Fesやp42/44MAPK

系，p38MAPK系の関与が18, 19），分化活性には主にSrcキ

ナーゼ系の関与が16）示唆されている。

bFGF/FGF-2 の血管内皮細胞に対する

間接的作用

　他の血管新生因子と異なるbFGF/FGF-2 の大きな特徴

は，その主たる受容体であるFGFR1が血管内皮細胞以

外にも広く多種にわたる細胞に発現しており，その結

果，bFGF/FGF-2 は多種の細胞に対し作用し得ることで

ある。そして，線維芽細胞をはじめ，血管平滑筋細胞

など間葉系細胞に対する増殖活性作用に関する報告は

枚挙にいとまがない。一方，血管内皮細胞は血管新生

因子の受容体を発現しているものの，そのリガンドの

多くは主として間葉系細胞が産生している。つまり，



153April 25, 2004

米満　吉和　ほか 1 名

生体においては，間葉系細胞から分泌される血管新生

因子がパラクライン的に血管内皮細胞に作用し血管新

生活性が惹起されると想定される。よって，間葉系細

胞に作用するbFGF/FGF-2 は，血管新生因子の遺伝子発

現亢進という形で間接的に血管内皮細胞に影響を及ぼ

していることが示唆される。現にわれわれは間葉系細

胞において，bFGF/FGF-2 が主にp42/44MAPK系および

p70S6K系を介してVEGF，HGF持続性の遺伝子発現が

誘導することを明らかとしている8）（Fig. 1d）。

bFGF/FGF-2 は「機能的」血管新生を

促進する

　われわれはこれまでに，生体内できわめて高い遺伝

子発現効率を有するセンダイウイルスベクター

（SeV）1, 3, 8, 11, 20, 21）を用いて，マウス重症下肢虚血モデル

の大腿筋肉中にVEGF，bFGF/FGF-2 遺伝子を導入し，

VEGF過剰発現群とbFGF/FGF-2 過剰発現群における救

肢効果や血流回復効果（治療効果）について比較検討し

てきた1）。VEGF過剰発現では救肢効果や血流回復効果

を得ることはできず，逆に浮腫・炎症反応が目立ち，

かえって予後を悪化させるという結果となった。一

方，bFGF/FGF-2 過剰発現群では高い救肢効果，血流回

復効果を得ることが可能であった。さらに，この

bFGF/FGF-2 過剰発現による救肢，血流回復効果は，下

肢の内因性VEGFあるいはHGFの活性を中和すること

により抑制ないし消失することを見いだした。つまり

bFGF/FGF-2 過剰発現による治療効果はbFGF/FGF-2 に

よる血管内皮細胞への直接的作用の亢進によりもたら

されるものではなく，内因性の血管新生諸因子に依存

していることを示唆すると考えられた。bFGF/FGF-2 過

剰発現群の下肢に，非導入群の 5 倍程度のCD31陽性血

管が認められたが，興味深いことに，救肢・血流回復

が得られないVEGF過剰発現群の虚血下肢にもCD31

陽性血管数が同程度認められた。しかし一方で，

�-smooth muscle actin陽性となる血管数がbFGF/FGF-2 群

と比較して有意に低値であった（Fig. 2）。

Figure 1
a: Protein expression of endogenous VEGF, HGF, and FGF-2 48 hours after surgically induced murine limb ischemia (ELISA).
b: mRNA expression of FGF-2 in skeletal muscle 6 hours after surgically induced limb ischemia (RT-PCR).
c: Bi-phasic upregulation of HGF and VEGF in bovine aortic smooth muscle cells (BSMCs) and human lung fibroblasts
(MRC-5) by FGF-2 (Northern blot).
d: Effects of various inhibitors for cytoplasmic signals on early expression of HGF mRNA (3 hours) after FGF-2 stimulation.
(modified from ref. 8)
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　これらの実験結果から，1）新生血管には壁細胞に乏

しく血流回復に寄与しない未熟な血管（「病的」新生血

管）と血流回復に寄与する成熟した血管（「機能的」新生

血管）があること，2）bFGF/FGF-2 は効率的に「機能的」

血管新生を誘導し得ること，3）bFGF/FGF-2 の「機能的」

血管新生の誘導にはVEGFなどの内因性の血管新生因

子が必須の役割を担っていること，などbFGF/FGF-2 が

誘導する血管新生の特徴が次第に明らかになってき

た。そして，われわれは，bFGF/FGF-2 の有する「機能

的」血管新生誘導効果には，上記した“bFGF/FGF-2 の血

管内皮細胞に対する間接作用”が重要な役割を担ってお

り，血管内皮細胞と壁細胞を含めた間葉系細胞との相

互作用，協調作用を強化することがbFGF/FGF-2 の機能

の本質であると考え，この観点から現在，bFGF/FGF-2

が“いかにして壁細胞を伴う「機能的」血管を誘導する

か”を中心とした血管新生の分子メカニズム解明に力を

注いでいる。

bFGF/FGF-2 の「機能的」血管新生誘導

メカニズムの新展開

　われわれは，bFGF/FGF-2 の間葉系細胞への作用を中

心に研究を進めていく中で，間葉系細胞における

bFGF/FGF-2 依存性のVEGFやHGF遺伝子発現誘導機構

にはPDGF-AA/PDGFR-�/p70S6Kシステムが重要な役割

を果たすことを見いだした11）。つまり，bFGF/FGF-2 に

よるVEGFやHGF発現誘導はp42/44MAPK システムによ

る直接的な誘導よりもむしろPDGF-AA/PDGFR-� /

p70S6kシステムに依存しており，bFGF/FGF-2の重要な

役割は，PDGF-AやPDGFR-�の発現誘導を介して

PDGF-AA/PDGFR-�/p70S6kシステムを誘導，活性化す

ることにあると考えられる。さらにわれわれは，

bFGF/FGF-2 が間葉系細胞においてVEGF-Cの発現を亢

進することを見いだし，一方，このVEGF-CがPDGF-

BBの発現制御に関与することを見いだしている（投稿

準備中）。in vivoにおいてはPDGF-AA/PDGFR-�/p70S6k

システムやVEGF-C/Flt-4 システムをブロックすること

によりbFGF/FGF-2 による救肢効果が完全に消失するこ

とから，これらシステムが機能的血管新生誘導過程に

おいて重要であることは間違いない。

“integrated” therapeutic
angiogenesisの提唱

　血管新生促進効果を有するサイトカインを外来性に虚

血組織に投与し，血管新生を誘導することで虚血状態の

改善を図る「治療的血管新生療法（t h e r a p e u t i c

angiogenesis）」を考える場合，治療薬の選択が問題とな

る。治療薬の選択は血管新生の分子メカニズムを背景

に，より有効なものを選択すべきであることは言うまで

もない。詳細な血管新生分子メカニズムの解明は，現在

においてまだ発展途上と言わざるを得ないが，われわれ

Figure 2
a: Angiogenesis immunohistochemically assessed by PECAM-1 in ischemic thigh muscles 10 days after treat-
ment by recombinant Sendai virus (SeV) expressing human VEGF165 or murine FGF-2.
b: Assessment of microvessel density accompanying SMA-positive pericytes in same sections above. FGF-2 gene
transfer accelerated the pericytes lining, but VEGF165 did not.
(modified from ref.1)
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のこれまでの検討から，治療効果に反映される血管新生

の誘導，つまり「機能的」血管新生を誘導するためには，

各血管新生因子が有する血管新生活性をバランスよく亢

進させ，血管内皮細胞と間葉系細胞との間の協調作用を

高めることが重要であると考えられる（Fig. 3）。われわ

れはこのことを“integrated” therapeutic angiogenesisと呼

び，血管新生を治療に応用する際の基礎的概念とするこ

とを提唱している。現時点でこのコンセプトに合致する

治療薬としてbFGF/FGF-2 が最も有効であり，現在，九

州大学において「FGF-2 搭載非伝播型組換えセンダイウ

イルスベクターを用いた重症虚血肢に対する血管新生遺

伝子治療臨床研究」の準備が整いつつある。

終わりに

　血管新生過程における詳細な分子メカニズムはまだ

不明な点が多い。血管新生には多くの因子が関与し，

複数の細胞の相互作用，協調的作用の上に成り立って

いる生体現象である以上，血管新生メカニズムの全貌

解明は，今後，多くの，より高次的な研究成果を待た

なければならない。しかし，近い未来，地道な各血管

新生因子の詳細な機能解析の延長上に血管新生をター

ゲットとした治療戦略を確立する上でのはっきりとし

た基盤が見えてくるであろう。この分野におけるさら

なる研究の発展を期待したい。
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FGF-2 Regulating Multiple Angiogenic Factors in Hierarchical Mode of Action

Yoshikazu Yonemitsu*,** and Katsuo Sueishi*

Recently, we have demonstrated that gene transfer with fibroblast growth factor-2 (FGF-2/bFGF) constantly facilitates
functionally and morphologically mature neovessels in ischemic tissue, achieving in the high therapeutic effectiveness to

treat subjects with critical limb ischemia. We demonstrated that FGF-2 induced multiple angiogenic growth factors,
including vascular endothelial growth factor (VEGF) and hepatocyte growth factor (HGF) in mesenchymal cells, and

found that this was controlled by platelet-derived growth factor receptor-� (PDGFR�)/p70S6K, thus, our studies indicate
that the PDGFR�-p70S6K pathway is an essential regulator for therapeutic neovascularization using FGF-2 which was

regulated by hierarchical mode of action of FGF-2. (J. Jpn. Coll. Angiol., 2004, 44: 151–156)
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