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研究成果の概要（和文）：　腫瘍内に新しく形成された腫瘍血管では内皮細胞同士の接着が不安定化しており、
薬剤の不到達や癌細胞の浸潤及び血管新生の容易化を誘導することで癌治療に悪影響を及ぼすことが指摘されて
いる。本研究により、バソヒビン-1（VASH1）が微小管の脱チロシン化増加を通して膜分子のエンドサイトーシ
スを阻害し、血管不安定化を抑制することで安定化を引き起こすという新規血管安定化機構を明らかにした。さ
らに、VASH1は同様な細胞内機構を通して血管新生を抑制することも見出していることから、VASH1を標的とした
血管新生抑制と血管安定化誘導の両方を同時に発揮できる治療法の開発を目指すための基礎を築くことが出来
た。

研究成果の概要（英文）：  It is known that tumor vessels show vascular instabilization, which causes
 adverse effects on tumor therapy through the inaccessibility of drug, the invasion of cancer cells 
or the induction of easy angiogenesis. In this study, I revealed the novel vascular stabilization 
mechanism that vasohibin-1 (VASH1) inhibits vascular instabilization by inhibiting endocytosis of 
cell-cell adhesion molecules via detyrosination of microtubules. Furthermore, I have found that 
VASH1 provokes anti-angiogenic effects through the similar mechanism, which requires increase in 
detyrosinated tubulin.
  From these findings, it was suggested that VASH1 becomes good target for the tumor therapy which 
can provoke the inhibition of both vascular instability and angiogenesis concurrently. And this 
study provides a basis for the potential therapeutic development using of VASH1.

研究分野：血管細胞生物学

キーワード： 血管安定化　細胞間接着分子　微小管
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１．研究開始当初の背景 
腫瘍に誘導された新生血管では内皮細胞

同士の接着が不安定であることが知られてお

り、現行の VEGF を標的とした抗血管新生療法

が腫瘍血管の不安定化を促進させることも示

唆されている(文献 1)。腫瘍血管の不安定化は

薬剤の不到達や癌細胞の浸潤及び血管新生の

容易化を誘導することで癌治療に悪影響を及

ぼすため、癌治療を目指した血管安定化誘導

法を開発する必要がある。血管の安定化には

アンジオポエチン-1(Ang1)/Tie2 シグナル伝

達が重要な役割を果たしており、不安定化し

た血管ではAng1の代わりにAng2が Tie2に結

合することでTie2及び Ang1/Tie2複合体に含

まれる膜分子群の細胞内取込みが誘導され、

安定化シグナルが崩壊して血管の不安定化が

もたらされる(文献 2)。腫瘍血管における

Ang1/Tie2 の役割は VEGF シグナルと関連する

ことにより相反する二面性を持つことが示唆

されているため	(文献 3,	4)、Ang/Tie を標的

とした癌治療法の確立には未だ至っていない。

一方、申請者の所属研究室で 2004 年に単離・

同定されたバソヒビン−1(VASH1)は血管新生

ネガティブフィードバック調節因子であると

同時に血管の安定化を誘導することが示唆さ

れている	(文献 5)。VASH1 による血管の安定

化においては Ang1/Tie2 活性化で観られる血

管径の増大を伴わず、安定化をもたらす細胞

内機構も不明瞭なままであることから、この

機構の解明は VASH1 による血管を標的とした

癌治療の開発において重要なポイントであり、

癌治療の様々な問題点を克服できることが大

きく期待される。申請者はこれまでに、VASH1

が血管内皮細胞内で微小管の脱チロシン化を

強く誘導することを明らかにし、脱チロシン

化型チューブリン（∆Y-チューブリン）の増加

が VEGF 誘導性の VEGFR2 の細胞内取込み及び

細胞内輸送を抑制する結果、VEGF シグナル伝

達とそれに伴う細胞遊走及び血管新生が阻害

されること、さらに再チロシン化酵素である

TTL と VASH1 との共発現により細胞内∆Y-チュ

ーブリン量を標準値まで下げるとこれら VEGF

シグナル伝達が復活することを見出した(図

1,2 論文準備中)。図 3 に示すように、脱チロ

シン化はα-チューブリンの翻訳後修飾の１

つであり、∆Y-チューブリンはチューブリンチ

ロシンリガーゼ(TTL)によって再チロシン化

されることが分かっているが、∆Y-チューブリ

ン自体を直接誘導する分子は未だ同定されて

いない。さらに申請者のグループは、VASH1

の発現を抑制した内皮細胞において細胞間接

着の維持に必須であるZO-1の細胞間局在が崩

壊していることを報告しており(文献 6)、他グ

ループにより不安定化内皮細胞では VE-カド

ヘリンやZO-1を始めとした細胞間接着分子の

細胞内取込みが活性化していることも報告さ

れている(文献 7)。以上の経緯を踏まえ、VASH1

が誘導する∆Y-チューブリン増加を介した細

胞内取込みの抑制と Ang/Tie シグナル伝達及

び細胞間接着分子制御との関係を明らかにす

ることで VASH1 による血管安定化誘導機構を

解明し、VASH1 を標的とした血管新生抑制と血

管安定化誘導の両方を同時に発揮できる治療

法の開発に貢献できると考え、本研究を着想

するに至った。	
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２．研究の目的 
本研究では VASH1 による∆Y-チューブリ

ン増加を介した膜分子の細胞内取込み抑制

機構に着目することで Ang/Tie 経路及び

VEGF/VE-カドヘリン経路に対する VASH1 の役



割を調査し、VASH1 による血管安定化機構を

明らかにすることを目的としている。さらに、

腫瘍血管に対する VASH1 の効果を抗血管新生

作用及び血管安定化作用の両方から着目し、

新たな抗腫瘍療法の確立を目指す。	

	

３．研究の方法 
本研究では、まず（1）VASH1 による∆Y-

チューブリン増加が血管内皮細胞の安定化

自体に影響するか、Tie2 及び細胞間接着分子

の細胞内取込みに∆Y-チューブリン増加が影

響するかを解析し、血管安定化と∆Y-チュー

ブリン増加との関係性を明らかにする。（2）

また血管安定化を制御する Ang1・Ang2 の細

胞外放出に対する VASH1 の影響、及び VASH1

と Tie2 との結合活性をそれぞれ検討し、

VASH1 による∆Y-チューブリン増加を介さな

い血管安定化制御の可能性も評価する。さら

に （ 3 ） こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る

Ang1,2/Tie2 の下流で血管安定化制御に働く

シグナル伝達経路に VASH1 が影響するかを検

討し、（4）マウスを用いた in	vivo 実験によ

り生体内での VASH1 誘導性の血管安定化を詳

細に解析することで、VASH1 による血管安定

化誘導機構を明らかにする。 
	
４．研究成果	

（1）VASH1 による膜分子の細胞内取込み抑制

と血管安定化との関係	

①	血管安定化における VASH1 誘導性∆Y-チ

ューブリン増加の必要性の検討	

VASH1 や TTL の過剰発現により血管内皮

細胞（ECs）内の∆Y-チューブリン量を人工的

に操作し、血管の安定化に対する∆Y-チュー

ブリンの影響を検討した。ZO-1 の細胞間局在

化を安定化の指標とした共焦点レーザー顕

微鏡観察から、TTL の過剰発現または VASH1

のノックダウンにより細胞内の∆Y-チューブ

リン量を減少させると、無刺激でも細胞間に

ギャップを生じた。また、VASH1 により∆Y-

チューブリン量を増加させると、VEGF 及び

Ang2 刺激後の細胞間ギャップ形成がコント

ロール ECs よりも抑制された。したがって、

VEGF や Ang2 で制御される血管安定化に

VASH1 誘導性∆Y-チューブリン増加が必要で

あると考えられた。	

②	 VASH1が VE-カドヘリン及び Tie2の細

胞内取込みに及ぼす影響の検討	

細胞表面上タンパク質のビオチン化アッ

セイにより、VEGF または Ang2 刺激後に細胞

内に取込まれた VE-カドヘリン量または Tie2

量を生化学的に検討した結果、VASH1 により

∆Y-チューブリンを増加させると VEGF または

Ang2 刺激による VE-カドヘリンまたは Tie2

の細胞内取込みが抑制された。次に、VEGF ま

たはAng2刺激前後のECsにおいてVE-カドヘ

リンまたは Tie2 を蛍光免疫染色し、共焦点

レーザー顕微鏡観察によりそれぞれの局在

を細胞生物学的に解析した。コントロール

ECs において、無刺激時には VE-カドヘリン

及び Tie2 はどちらも細胞間接着部位にライ

ン状に局在していたが、VEGF または Ang2 刺

激により、それぞれがベシクル状に細胞内に

局在化し、それと共に細胞間にギャップを形

成する様子が観察された。対照的に、VASH1

により∆Y-チューブリンを増加させると、コ

ントロール ECs で見られた様な刺激依存的な

VE-カドヘリン及び Tie2 の局在変化が抑制さ

れており、細胞間ギャップ形成も抑制されて

いた。また、ビオチン化アッセイ及び顕微鏡

観察の両方において、VASH1 と TTL を共発現

することにより∆Y-チューブリン量を基礎レ

ベルまで低下させると、VASH1-∆Y-チューブ

リン増加によるVE-カドヘリン及びTie2の細

胞内取込み阻害がキャンセルされ、ギャップ

形成が復活した。したがって、VASH1 によっ

て細胞内の∆Y-チューブリン量を操作するこ

とにより、血管の安定化を強制的に誘導する

ことが出来ることを生化学的・細胞生物学的

に明らかにした。	

	



（2）VASH1 が Ang2/Tie2 の下流シグナル経路

に及ぼす影響の検討	

ECs において、血管不安定化が誘導される

際に起こる Tie2 シグナル伝達活性化に及ぼ

すVASH1の影響を検討した。コントロールECs

では Ang2 により Tie2 と Akt のリン酸化が誘

導されたが、VASH1 を過剰発現させると Tie2

のリン酸化はコントロール ECs とほとんど差

がなかったのに対して、Akt のリン酸化レベ

ルは元々高く、Ang2 による変化はコントロー

ル ECs よりも小さくなった。さらに、VASH1

と TTL の共発現により∆Y-チューブリン量を

基礎レベルまで下げると、Akt リン酸化レベ

ルの変化はコントロール ECs と同様に復活し

た。したがって、VASH1 は Ang2 刺激で起こる

Akt の活性化を抑制し、その抑制機構は∆Y-

チューブリンの増加を必要とすることが明

らかになった。一方、VASH1 のノックダウン

により Ang2 刺激で起こる Akt の活性化が増

大したことから、（1）-①での結果と合わせ

て考えると、VASH1 は Ang2 シグナル伝達を阻

害することで血管の不安定化を抑制してい

ると示唆された。	

	

（3）VASH1 が VEGF/Src/VE-カドヘリンのシ

グナル経路に及ぼす影響の検討	

VE-カドヘリンによる細胞間接着が崩壊

する際には VEGF の下流で Src が活性化する

ことが必要であることが知られているが

（Kimura	et.	al.,	Cardiovasc.	Res.	192:	

149-158,	2011）、VASH1 の過剰発現は VEGF に

よる Src のリン酸化レベルの変化を抑制した。

この抑制は VASH1 と TTL の共発現により∆Y-

チューブリン量を基礎レベルまで下げると

解除され、コントロール ECs と同様に VEGF

による Src のリン酸化上昇が復活した。した

がって VASH1 は∆Y-チューブリン増加を介し

て VEGF-Src シグナル経路を阻害し、その下

流で起こる VE-カドヘリンによる内皮細胞間

接着が崩壊するのを抑制することで血管安

定化を誘導することが明らかとなった。	

	

（4）VASH1 が ECs と血管平滑筋細胞（SMCs）

との相互作用に及ぼす影響の検討	

安定化した血管はSMCsで被覆されており、

血管の不安定化と共に SMCs が血管から離れ

ることが知られている。ECs のスフェロイド

を 3次元培養して spouting を伸長させ、SMCs

と共培養することにより ECs と SMCs との相

互作用の様子を顕微鏡観察した。コントロー

ル ESc スフェロイドでは sprouting した ECs

やスフェロイド自体に SMCs が接着する様子

がわずかに観察されたが、spouting を伸長さ

せた後に VASH1 を過剰発現させた VASH1-ECs

スフェロイドでは、SMCs の接着がコントロー

ルよりも増加していた。一方、TTL 単独の過

剰発現により細胞内の∆Y-チューブリン量を

低下させた TTL-	ECs スフェロイドでは ECs

に接着した SMCs がコントロールに比べて減

少していた。また、Ang2 または VEGF 刺激は

コントロールEScスフェロイドに対するSMCs

接着の減少を引き起こしたが、VASH1-ECs ス

フェロイドではこれら刺激による SMCs 接着

の変化は見られなかった。したがって、ECs

が発現する VASH1 は ECs と SMCs との接着を

増加させ、血管不安定化刺激による ECs から

の SMCs の剥離を抑制することが明らかとな

った。	

	

これらの結果から、VASH1 は∆Y−チューブ

リンの増加を通して Tie 及び VE-カドヘリン

の細胞内取込みを抑制し、細胞間接着の崩壊

を阻害していること、加えて VASH1 は Ang2

及び VEGF による血管不安定化シグナル伝達

を抑制することで血管の安定化を更に誘導

することが明らかになった。したがって、

VASH1 が血管新生と血管不安定化の両方を同

様の機構を通して抑制出来ることがわかり、

腫瘍発展に対する治療の良好なターゲット

と成り得ることが示唆された。	
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