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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、血管内皮細胞が炎症時の細胞硬化に伴い、どのような機構で細胞機
能を調節するかについて解析を行った。その結果、炎症刺激時に細胞硬化を誘導する転写共役因子YAPの活性
化、細胞骨格の再編成に次いで、Notch1シグナルの抑制が起こり、血管内皮細胞の遺伝子発現が調節されること
を明らかにした。また、抗凝固・抗炎症因子であるトロンボモジュリン製剤が細胞軟化を生じて白血球の接着を
減弱することを見出した。これらから、血管内皮細胞の硬化に連動して誘導される細胞内シグナル伝達と細胞機
能変化が明らかになり、本機構が血管炎症の制御に応用できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In the current study, we analyzed the mechanisms by which endothelial cells 
increased cell stiffness upon inflammatory stimuli to regulate cellular functions. We found that 
cytoskeletal reorganization and activation of the transcriptional coactivator YAP, are implicated in
 cell stiffening upon inflammatory stimuli, lead to suppress Notch1 signaling. Our data also 
revealed that the expression of pro-inflammatory and angiogenesis related genes in endothelial cells
 is regulated under Notch1 signaling pathway. Furthermore, we showed that recombinant thrombomodulin
 protein, an anticoagulant and anti-inflammatory factor, attenuates leukocyte adhesion by inducing 
cell softening. In summary, our results indicate intracellular signaling and cellular functional 
changes associated with endothelial cell stiffening and suggest that this molecular pathway may be 
useful for the control of vascular inflammation.

研究分野： 血管生物学

キーワード： 血管内皮細胞　細胞硬化　炎症　細胞骨格　ギャップ結合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈血管の弾性増加（硬化）は、心血管イベント発症のリスクであり、また敗血症の予後不良に繋がる可能性が
指摘されている。これは血管硬化が血栓形成や炎症の活性化を助長することを示唆し、我々は血管内皮細胞の硬
化が炎症の増悪化を招く可能性を示してきた。本研究では細胞硬化を基軸として炎症拡大を引き起こす新しい分
子機構を明らかにした点で学術的価値に優れる。また、本分子機構が動脈硬化や敗血症の基盤に存在する血管炎
症を制御するための標的となる可能性を示し、これら疾患の新しい治療法への応用に繋がると考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我が国では高齢化、食生活の欧米化、運動不足などを背景として心血管疾患、脳血管疾患など

血管障害性疾患が増加している。血管障害性疾患の血管病変には、動脈硬化病変や血管壁硬化な
どの血管組織の弾性増加（血管硬化）がみられる。血管硬化の実態は、病的炎症を原因とした細
胞外マトリックスの再編成、線維化、石灰化と血管内皮細胞や血管平滑筋細胞など細胞そのもの
の硬化である。他方、血管硬化がコレステロール非依存的な心血管イベント発生（病的血栓形成）
のリスク因子であるという臨床的意義が明らかにされている。血管の硬さは血管の収縮と弛緩
（血管内皮機能）の減退に相関するため、血管内皮機能障害の進行を判断する重要な診断項目で
ある。 
 血管硬化が心血管イベント発症のリスク因子であることは、血管硬化が血栓形成や炎症の活
性化を助長している可能性を示すが、その実態には不明な点が多い。細胞には細胞外微小環境の
硬さや物理的環境要因を感知して細胞内シグナルへ変換し、細胞の分化、増殖、運動能を調節す
る仕組み（メカノバイオロジー）が備わる。細胞外環境の硬化は血管内皮細胞に動脈硬化の増悪
化するシグナルを誘導することを示す報告もある。また、細胞自身にも硬さが存在し、発生時や
病態形成に伴い変化し、細胞の硬さを含む細胞のメカニクスの変化が組織の形成や機能維持に
重要であることが示唆されている。これらを踏まえ、血管硬化に伴う細胞のメカノバイオロジー
と細胞のメカニクスの解析し、その病態生理的役割の解明が血管障害性疾患に対する新たな治
療法の開発に繋がると期待される。 
 
２．研究の目的 
これまで我々は、血管の組織と細胞レベルでの硬さに着目し、炎症時に血管内皮細胞自身も硬

化して細胞硬化が単球の接着を亢進すること、硬化血管組織がマクロファージの炎症性分化を
促進することを明らかにしてきた。本研究では、炎症刺激時の血管内皮細胞の硬化によってどの
ような細胞機能の変化が生じるのか、また、細胞機能変化がどのような機構で誘導されるか理解
すること目的とする。ここでは転写共役因子 Yes-associated protein (YAP)に着目し、本分子を
起点として血管内皮細胞の硬さ制御に関わる細胞骨格や細胞間結合の編成、および細胞機能で
ある血管新生・炎症・血液凝固関連因子の発現の変化を解析した。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞の硬さ測定 
培養ヒト臍帯静脈内皮細胞を 90%コンフルエントまで培養し、Vehicle もしくは LPS 

(Lipopolysaccharide)存在下で細胞を YAP 活性化剤である XMU-MP-1、または、YAP 阻害剤である
Verteporfin で 4時間処理した。処理後、フレッシュな培地に交換し、原子間力顕微鏡で生細胞
の硬さを測定した。測定時に得られるフォースカーブより算出した弾性率を硬さとして示した。 
 

（２）細胞接着斑、細胞骨格の評価 
 刺激を加えた血管内皮細胞を 4%パラホルムアルデヒトによって固定し、0.05% Tween-20 を含
む PBS で浸透化処理を行った。細胞接着斑は抗ビンキュリン抗体で染色し、得られたシグナル数
を個々の細胞ごとに計数して評価した。細胞骨格はローダミンファロイジンを用いて線維状ア
クチンを染色し、蛍光顕微鏡を用いて観察するとともに細胞ごとの蛍光シグナル強度を ImageJ
で数値化し、定量に用いた。 
 
（３）ギャップ結合の評価 
 ギャップ結合の評価は色素移行アッセイで行った。未染色の血管内皮細胞を 90%コンフルエン
トまで培養し、別途準備したカルセインで染色した細胞を加えて共培養した。共培養後洗浄し、
カルセイン染色細胞から未染色細胞へのカルセイン色素の移行を蛍光顕微鏡で観察し、評価し
た。 
 
（４）遺伝子発現解析 
 血管内皮細胞に XMU-MP-1、または Verteporfin を作用させたのち、RNA を回収し、逆転写反応
によって cDNA を作製した。定量的 PCR 法を用いて DLL4（Delta-Like Protein 4）と Notch1 mRNA
の発現を解析した。次に、DLL4 siRNA、またはコントロール siRNA をリポフェクション法によっ
て細胞に導入し、RNA の回収と cDNA 作製を行った。定量的 PCR 法を用いて Notch1 シグナルによ
って制御される HEY1、HES1、血管内皮増殖因子受容体（VEGFRs）および各種炎症・血液凝固関連
遺伝子の mRNA の発現を解析した。 
 
（５）血管内皮細胞への白血球接着の評価 
 血管内皮細胞を 24 穴プレートに播種し、rTM で処理した後、LPS 刺激を 4 時間加えた。刺激
後、細胞を洗浄してカルセインで染色したヒト単球由来細胞株 THP-1 細胞を共培養した。共培養
後、洗浄操作によって非接着細胞を除き、血管内皮細胞に結合している THP-1 細胞の数をセルフ
ァンクションイメージャーで検出した。 



 
４．研究成果 
（１）YAP を介した血管内皮細胞の硬さ制御機構 
YAP 活性化剤の XMU-MP-1 で培養血管内皮細胞を処理し、細胞の硬さを測定した結果、XMU-MP-1

処理で細胞の硬さが増加した（図 1）。一方で YAP 阻害剤の Verteporfin を処理した血管内皮細
胞に LPS 刺激を加えて細胞の硬さを測定したと
ころ、YAP 阻害により細胞の硬化が抑制されるこ
とが明らかになった。次いで、細胞の硬化に関わ
る細胞接着斑と線維状アクチンの形成を評価し
た。その結果、YAP を活性化することで細胞接着
斑と線維状アクチンの形成促進が生じ、また、YAP
の阻害は LPS で誘導される線維状アクチン形成
を抑制した。また、ギャップ結合の形成について
色素移行アッセイを用いて解析した。LPS などの
炎症刺激はギャップ結合の形成を減弱し、細胞硬
化を誘導する。本実験では YAP の活性化はギャッ
プ結合機能を抑制し、YAP の阻害は LPS による減
弱効果を抑制した。これらの結果から細胞の硬さ
は YAP 活性化の下流で生じるギャップ結合抑制・
細胞接着班形成・細胞骨格の編成によって制御さ
れることが示唆された。 
 
 
（２）YAP を介した Notch1 シグナルの制御 
 これまでの先行研究によって細胞外環境の硬化が YAP 活性化を誘導することが明らかにされて
いる。我々の先行プロジェクトにおいて、細胞外環境の硬化が YAP 活性化を誘導して細胞の形態
が変化すること、さらに同環境下で DLL4 の発現を
介して Notch1 シグナルに影響を及ぼすことを見出
した。これらの結果から YAP が DLL4（Delta-Like 
Protein 4）の遺伝子発現を調節すると考え、本仮説
を検証した。XMU-MP-1、または Verteporfin による
YAP の活性化に応じて DLL4 mRNA の発現量が変動し
た。次に、siRNA を導入して DLL4 の発現をノックダ
ウンした細胞の遺伝子発現解析を行い、DLL4 の発現
低下に伴い、HEY1、HES1、VEGFR1 および 2 の mRNA
の発現も減少した。これらの結果は、YAP が DLL4 の
発現を介して Notch1 シグナルを制御し、血管内皮
細胞の遺伝子発現を調節することを示唆した。 
 
（３）YAP を介した Notch1 シグナルの制御 
 リコンビナントトロンボモジュリン製剤(rTM)は血管内皮細胞に対して抗血液凝固作用、抗炎
症作用を示し、播種性血管内凝固症候群の患者に適応される。ここでは rTM が血管内皮細胞の硬
さや YAP 活性化に及ぼす影響を解析することで、rTM の抗炎症・抗血液凝固作用発現における
YAP や細胞の硬さの関与を明らかにした。まず細胞の硬さに関して検討を行い、rTM は LPS 刺激
時によって硬化した血管内皮細胞を柔らかくすることを見出した。さらに、rTM は細胞接着斑や
細胞骨格の形成を抑制し、LPS 刺激によるギャップ結合の減弱を抑制した。また、YAP の活性化
を解析した結果、rTM は YAP の活性を抑制する可能性が示唆された。次いで、rTM は白血球の接
着を抑制して抗炎症作用を発揮することから、この白血球接着抑制作用に血管内皮細胞の硬化
が関与するか解析した。rTM により軟化した血管内皮細胞上には細胞の硬さ依存的に白血球の接
着が減弱することを明らかにした。 
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