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研究成果の概要（和文）： 
 肺動脈性肺高血圧症(PAH)では、angiopoietin-1(Ang1)とその受容体 Tie2 によるシグナルが

その病態に重要であるとこれまで報告されている。我々は Ang1/Tie2 シグナルにおける Gab フ

ァミリードッキング蛋白質の役割を内皮細胞で検討した。Ang1 刺激後の MAP キナーゼ ERK1/2

と AKT の両者の活性化は Gab1 と Gab2 が相補的に担うことが明らかとなった。また、生体の PAH

発症過程で肺動脈内皮細胞の Gab1/Gab2 の機能を解析する目的でタモキシフェン誘導性に内皮

細胞で Gab と Gab2 の二重欠損が誘導されるマウスの系を作成した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 It has been reported that angiopoietin-1(Ang1)/Tie2 signaling pathway has an essential 
role in the pathogenesis of pulmonary arterial hypertension (PAH). Here, we investigated 
the role of Gab family proteins in the Ang1/Tie2 signaling pathway. We found that both 
Gab1 and Gab2 have redundant roles for activation of ERK1/2 and AKT downstream of 
Ang1/Tie2 pathway in the endothelial cells. In addition, we have created the inducible 
endothelium-specific Gab1/Gab2 double knockout mice through crossing Gab1flox/flox 
Gab2-/- mice with VE-CadCreERT2 mice. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 肺動脈性肺高血圧症(PAH)は重症化す
ると在宅酸素療法や prostacyclin 製剤の

持続静注療法が必要となり、患者の QOL は
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著しく低下する。PAH の治療法は近年著し

い進歩が見られるが、これらの新たな治療

法の適応やその予後改善効果についてはさ

らなる検討が必要であり、未だその予後は

極めて不良な疾患である。また、現存の多

くの PAH の治療法は対処療法の域を脱して

おらず、肺移植が唯一根本的治療法であり、

その原因と病態に基づいた治療法の開発が

望まれている。 

(2) PAH の発症に至る病態として、遺伝子

異常や膠原病との合併を初めとする様々な

要因が報告されている。しかしながら、大

多数の PAH は未だ原因不明であり、最も研

究 が 進 ん で い る Bone Morphogenetic 

Protein (BMP)-type II 受容体 (BMPR2) の

遺伝子異常でさえ、familial PAH の約 40％、

idiopathic PAHの15％以下に報告されてい

るにすぎない。また、これらの遺伝子異常

の疾患浸透率は一般に非常に低いことが知

られており、BMPR2 の遺伝子異常は PAH の

発症に十分条件ではなく、いわゆる‘2-hit’

さらには‘multiple-hit’が必要であると

いう概念が広まっている (Circulation, 

111:534, 2005)。 

(3) multiple-hit’の中で最近注目され

ているのが、肺微小血管内皮細胞での

Angiopoietin-1 (Ang1) とその受容体

Tie2によるシグナルである。一つは、Ang1

の発現増強が血管周囲の平滑筋細胞の増

殖／分化を促進し、肺高血圧症の原因で

あるという説である (Proc Natl Acad 

Sci USA, 100:12331, 2003, New Engl J 

Med, 348:500, 2003）。 

(4) 一方で、Ang1 には肺動脈血管内皮細

胞に対して保護作用があり (Circ Res, 

98:1014, 2006)、低酸素や monocrotaline 

(MCT) により誘導されたPAHをAng1が改

善したとの報告もあり、さらには PAH 患

者における Ang1 の発現は正常人と比べ

て決して高くないとも報告されていた 

(Chest, 126:633S, 2005)。このように

Ang1/Tie2 シグナルの PAH 発症における

役割に関しては増悪因子・保護因子とし

て正反対の機能の報告がなされ、結論を

みていない状況であった。 

 

２．研究の目的 

ドッキング蛋白質である Gab ファミリー

蛋白質は近年、レセプター型チロシンキナ

ーゼのシグナル伝達において重要な役割を

担うことがこれまで報告されている。一方

で、Gab ファミリー蛋白質が Ang1/Tie2 シ

グナルでどのような役割を担うか、そして

PAH の病態でどのような役割を担うかはこ

れまで明らかではない。 

そこで本研究では、 
（１）ヒト内皮細胞で Ang1/Tie2 シグナルに
おいて Gab ファミリー蛋白質が果たす役割 
（２）タモキシフェン誘導性に Gab ファミリ
ー蛋白質を内皮細胞で欠損するマウスを作
成し、in vivo の内皮細胞での Gab ファミリ
ー蛋白質の果たす役割 
の 2点の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）Ang1/Tie2 シグナルにおける Gab ファ
ミリー蛋白質の in vitro 実験系での解析： 
 ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）とヒト大
動脈内皮細胞(HAEC)の mRNA を用いて RT-PCR
により Gab1,Gab2,Gab3の発現検討を行った。  

また、HUVEC を用いて、Ang1 刺激後の Gab1
及び Gab2 のチロシンリン酸化について検討
した。Gab2 の野生型、及び変異型アデノウイ
ルスベクターを作成して、Gab2 過剰発現をア
デノウイルスベクターの感染により行って、
ERK1/2とAKTの活性化に対する影響を検討し
た。さらに Gab1 と Gab2 の siRNA を用いて
HUVEC でのノックダウン実験を行い、Ang1 依
存性の ERK1/2 と AKT の活性化に対する役割
を検討した。 
（２）Gab ファミリー蛋白質の in vivo 実験
系での解析： 
 Gab1floxマウスと Gab2 ノックアウトマウス
（Gab2-/-）を交配し、さらに内皮細胞特異的
に働く VE-Cadherinプロモーターの下流に薬
剤（タモキシフェン）誘導性に Cre の活性化
が起こる CreERT2遺伝子を発現するマウスを
交配して、タモキシフェン誘導性内皮細胞特
異的 Gab ファミリー欠損マウスを作成した。 
 
４．研究成果 
（１）Ang1/Tie2 シグナルにおける Gab ファ
ミリー蛋白質の in vitro 実験系での解析： 
①内皮細胞における Gabファミリー蛋白質の
発現の解析 

HUVEC 及び
HAECよりmRNA
を回収して、
RT-PCR による
Gab ファミリ
ー蛋白質の発
現を検討した。
そ の 結 果 、
HUVEC, HAEC
ともにGab1及



 

 

び Gab2 の発現が見られたが、Gab3 の発現は
見られなかった（図 1）。 
 
②内皮細胞における Gab1 と Gab2 のチロシン
リン酸化の検討 
 HUVEC で
Ang1 の活性増
強 体 で あ る
Comp-Ang1 刺
激 を し て 、
Gab1及びGab2
のチロシンリ
ン酸化及び、
主要な会合相
手分子の SHP2
及び p85 との
会合を検討し
た。Comp-Ang1 刺激により、Gab1 と Gab2 と
もに 15 分をピークとしてチロシンリン酸化
が観察され（図２赤枠）、同時に SHP2 及び p85
との会合も観察された（図２）。 
 
③内皮細胞での Gab2 野生型、変異型アデノ
ウイルスベクターを用いた解析 

Gab2のAng1/Tie2シグナルにおける役割を
明らかにする目的で Gab2 野生型、SHP2 結合
不能変異体、p85 結合不能変異体を発現する
アデノウイルスベクターを作成した。HUVEC
に感染させて血清除去したうえで Comp-Ang1
刺激したところ、SHP2 結合不能変異体、p85
結合不能変異体ではそれぞれSHP2およびp85
との会合不能であることが観察・確認された。
一方で、野生型 Gab2 過剰発現下では SHP2 お
よび p85と恒常的に会合していることが明ら
かとなった。 

 SHP2 結合不能変異体 Gab2 の過剰発現下で
は Comp-Ang1 依存性の ERK1/2 の活性化が遮
断されていた。一方、AKT 活性化については
野生型といずれの変異体の過剰発現下でも
増強されていた（図４）。 
 
④内皮細胞での Gab1 及び Gab2 特異的 siRNA
を用いたノックダウンによる ERK,AKT活性化
への影響の検討 

 ③の Gab2 アデノウイルスベクターでの結
果に基づき、Gab2 特異的 siRNA によるノック
ダウン実験と Gab1 特異的 siRNA によるノッ
クダウンを組み合わせて行った。 
 その結果、HUVEC においては Gab2siRNA の
トランスフェクションによる Gab2 ノックダ
ウンで 50-60%前後の ERK1/2 及び AKT の活性
化低下が見られ、Gab1,Gab2 の両者のノック
ダウンにより ERK1/2 及び AKT の活性化は
90％前後低下することが明らかとなった。 
（２）Gab ファミリー蛋白質の in vivo 実験
系での解析： 
上記より、Ang1/Tie2 シグナルにおいて Gab1
と Gab2 は相補的に機能することが示唆され
たため、Gab1 と Gab2 を内皮細胞で薬剤誘導
性に二重欠損するマウスの作成を試みた。
Gab1floxマウスと Gab2 ノックアウトマウス
（Gab2-/-）を交配し、VE-Cadherin-CreERT2
マウスを交配して、タモキシフェン誘導性内
皮細胞特異的 Gabファミリー欠損マウスの作
成が完了した(図６)。 
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