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研究成果の概要（和文）：血管の内腔面では、血管内皮細胞が互いに接着することでシート構造を形成し、血管
透過性を低い状態に維持しています。しかし、炎症時には生体防御のため、一次的に血管透過性を亢進します。
本研究では、血管透過性のダイナミックな制御を担う分子機構について研究を行ない、細胞内のシグナル伝達分
子であるRap1低分子量Gタンパク質の重要性を明らかにしました。特に、Rap1は肺胞血管のバリア機能維持に必
須であることを発見するとともに、肺胞血管のバリア機能が破綻する急性呼吸窮迫症候群などの病態に対して保
護的に機能していることを明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：Endothelial cells lining the inner surface of blood vessels adhere to each 
other to form vascular barrier, thereby maintaining vascular permeability at a low level. However, 
during inflammation, vascular permeability temporarily increases as a part of defense mechanism. 
This study investigated the molecular mechanisms responsible for the dynamic regulation of vascular 
permeability and identified Rap1 small GTPase as a key intracellular signaling molecule to regulate 
vascular permeability. In particular, we demonstrate that Rap1 is essential for maintaining the 
barrier function of alveolar blood vessels. Additionally, we show that Rap1 has a protective role in
 conditions such as acute respiratory distress syndrome, where the barrier function of alveolar 
blood vessels is compromised.

研究分野： 血管生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、生体内における血管透過性の制御メカニズムを明らかにした点において、学術的に意義があります。
また、急性呼吸窮迫症候群やがんなどの様々な疾患では、血管透過性が過剰に亢進することで病態が悪化するこ
とが知られています。本研究の成果は、これらの疾患において血管透過性が過剰に亢進する原因を理解するうえ
で重要な発見です。さらに、本研究の成果は、血管透過性の過剰亢進が関連する疾患の治療法開発に貢献するこ
とが期待されます。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
血管の内腔面では、血管内皮細胞が互いに接着することでシート構造を形成し、血管透過性を低
い状態に維持している。抹消組織の血管では、内皮特異的な接着分子 Vascular endothelial-
cadherin（VE-cadherin）が、内皮細胞間接着を形成し、血管透過性をダイナミックかつ厳密に
制御することで、生体恒常性を維持している。正常組織では、VE-cadherin が安定な内皮細胞間
接着を形成し、血管透過性を低い状態に維持している。しかし、感染や創傷などにより炎症が誘
導されると、血管内皮細胞は、生体防御反応として VE-cadherin 接着を弱め、炎症細胞の血管外
移出や血漿成分の血管外への漏出を引き起こす。そして、炎症の収束期には、再び VE-cadherin
接着を強め、血管透過性を低下させる。しかし、VE-cadherin 接着の制御機構が破綻すると、血
管透過性が過剰に亢進し、急性呼吸窮迫症候群（ARDS）や癌など多岐に渡る疾患の病態を悪化さ
せる。 
このように血管内皮細胞は、VE-cadherin を介した内皮細胞間接着を巧みに調節することで、

血管透過性のダイナミクスを制御しており、その制御機構の破綻は様々な疾患と密接に関連す
る。しかし、「正常組織の血管透過性を低い状態に維持する分子機構」や「炎症時にその機構が
如何に調節を受け血管透過性がダイナミックに変化するのか？」、また「血管透過性の過剰な亢
進がかかわる疾患では、この機構が如何に変容していくのか？」など、その分子基盤の全容は解
明されていない。そのため、血管透過性のダイナミクスを司る VE-cadherin 接着の制御機構が解
明されれば、血管透過性の破綻が関連する疾患に病態解明につながり、これら疾患の治療法の開
発に貢献できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、われわれが血管透過性制御の鍵分子である可能性を見出してきた低分子量 G タン
パク質“Rap1”に焦点を当て、Rap1 が VE-cadherin を介した内皮細胞間接着・血管透過性を制
御する機構を解明し、血管透過性のダイナミクスを司る VE-cadherin 接着の制御機構を明らか
にする。 
 Rap1 は、Ras ファミリーに属する低分子量 G タンパク質である。われわれは、これまでに、
Rap1はRhoファミリー低分子量Gタンパク質のRhoとCdc42のバランス調節により、VE-cadherin
接着を増強することを明らかにしてきた（Mol Cell. Biol. 2005; Mol. Biol. Cell 2010; J. 
Cell Biol. 2012 他）。また、rap1 欠損ゼブラフィッシュが頭部の出血を呈することを見出し、
ゼブラフィッシュにおいて Rap1 は頭部血管のバリア機能維持に関与する可能性を示した（Dev 
Cell 2019）。さらに、血管内皮特異的に Rap1 を欠損したマウス（Rap1iECKO）を作出し、同マウス
は、ARDS 様の肺水腫を呈し死亡することを発見し、Rap1 は肺胞血管のバリア機能維持に関与す
ることを示した。 
以上の研究背景を踏まえ、本研究では、生体の血管透過性制御における Rap1 の重要性を明ら

かにし、それを制御するシグナル伝達系の解明を目指す。特に、「血流に起因する流れずり応力
が Rap1 の上流シグナルである」との仮説を検証し、血管透過性制御における血流の新たな役割
とその分子機構を明らかにする。また、Rap1 を基軸とした血管透過性制御機構が、ARDS や癌な
どの疾患において如何に変容し、血管透過性の過剰な亢進をもたらすのか解明する。 
 
３．研究の方法 
哺乳動物には RAP1A と RAP1B の二つの RAP1 遺伝子がある。そこで、タモキシフェン誘導性
Cre/loxP システムを用いて、血管内皮細胞における Rap1a と Rap1b の両遺伝子を破壊した成獣
マウス（Rap1iECKO）を作出し、Evans Blue による血管透過性評価実験、肺動脈の en face 蛍光免
疫染色実験、肺の 3次元蛍光免疫染色実験を実施した。また、ヒト肺動脈血管内皮細胞（HPAEC）
を用いた in vitro 実験を行う。具体的には、ディッシュにコンフルエントに播種した HAPEC を
種々の化合物で処理し、細胞免疫染色実験を行った。また、VE-cadherin 接着や血管透過性制御
におけるシェアストレスの役割とそのメカニズムを明らかにするため、ibidi 社の pump System
を用いて、HPAEC にシェアストレスを負荷し解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 生体の血管透過性制御における Rap1 の役割とその制御機構 
Rap1iECKOマウスは、タモキシフェン投与後、数種間で死亡した。そこで、死因が血管透過性の亢
進が原因か知るため、Evans Blue 漏出実験により Rap1iECKOマウスの肺、心臓、脳における血管
透過性を測定した。その結果、Rap1iECKOマウスでは、肺や心臓における血管透過性が亢進してお
り、特に、肺では非常に強い Evans Blue 漏出が認められた。一方、脳では顕著な Evans Blue の
漏出が認められなかった。また、Rap1iECKOマウスの肺の水分重量も高かったことから、Rap1iECKOマ
ウスは重度の肺水腫により死亡することが示唆された。 
 これまでに in vitro の解析から、Rap1 は、Rho によるアクチンストレスファイバーの形成を
阻害する一方、Cdc42 を介して細胞間接着部位に沿ったアクチン繊維（CAB; Circumferential 



actin bundle）を形成し VE-cadherin 接着を安定化することを明らかにしている。そこで、
Rap1iECKO マウス肺における血管バリア機能の破綻が、アクチン細胞骨格系の異常とそれに伴う
VE-cadherin 接着の崩壊が原因であるか知るため、肺動脈の en face 蛍光免疫染色実験を行っ
た。その結果、コントロールマウスの肺動脈では、細胞間接着部位に沿ったアクチン繊維束（CAB; 
Circumferential actin bundle）が形成され、VE-cadherin の細胞間接着部位への集積が認めら
れた。一方、Rap1iECKOマウスの肺動脈では、CAB が消失し、細胞質に VE-cadherin 接着を起点と
したストレスファイバーが形成されていた。ストレスファイバーは収縮力を有し VE-cadherin 接
着を不安定化することが知られている。実際、Rap1iEC-KOマウスの肺動脈では、VE-cadherin はジ
ッパー状の局在を示し、細胞間接着部位で不安定化している様子が観察された。上述の通り、
Rap1 は Rho を抑制することで、ストレスファイバーの形成を抑制する。そこで、Rap1iECKOマウス
の肺動脈における、ストレスファイバーの形成が、Rho シグナルの活性化によるものか知るため、
Rap1iEC-KOマウスから単離した肺動脈を Rho の下流因子である ROCK の阻害剤で処理したところ、
ストレスファイバーの形成が消失した。この結果から、肺動脈では、Rap1 は Rho シグナルを抑
えることで、VE-cadherin 接着を増強していることが分かった。さらに、肺の 3次元蛍光免疫染
色実験により、肺胞毛細血管内皮細胞における VE-cadherin 接着を観察したところ、コントロー
ルマウスの肺胞では、VE-cadherin の細胞間接着部位への集積が認められたのに対し、Rap1iEC-KO

マウスの肺胞では、VE-cadherin がジッパー状の局在を示した。 
 以上の結果から、Rap1 は VE-cadherin 接着を増強することで、肺胞のバリア機能を維持して
いることが明らかになった（Yamamoto et al. FASEB J. 37:e23310,2023）。そのメカニズムとし
て、Rap1 は Rho を抑制することでストレスファイバーを消失させ、その一方で、細胞間接着部
位に CAB を形成することで VE-cadherin を安定化し、肺胞毛細血管の血管透過性を抑制してい
ることが示された(図 1)。 

 
図１ Rap1 が肺胞血管のバリア機能を維持するメカニズム 

 
(2) VE-cadherin 接着および血管透過性制御におけるシェアストレスの役割とその制御機構 
血流に起因するシェアストレスが、三量体 Gタンパク質 Gs－サイクリック AMP（cAMP）－Epac1
経路を介して Rap1 を活性化し、正常組織の血管透過性を低い状態に維持しているか検討した。
HPAEC に in vitro でシェアストレスを負荷すると、収縮性アクチン繊維ストレスファイバーが
消失し、その一方で、細胞間接着部位に沿ったアクチン繊維束 CAB が形成されることで、VE-
cadherin 接着が増強した。また、siRNA を用いた RAP1 遺伝子のノックダウンおよび EPAC 阻害
剤処理がシェアストレスによるアクチン細胞骨格の再編・VE-cadherin 接着増強を阻害すること
を示した。さらに、血管透過性測定系を独自に開発し、シェアストレスが血管透過性を低下させ
ること、FRETプローブを用いた蛍光ライブイメージング実験から、シェアストレスがcAMP産生、
Rap1 活性化を誘導することを示した。また、Pdgfb-iCre マウス、Gs floxed マウスを用いて血
管内皮細胞のみで Gs を欠損させると、肺および心臓における血管透過性が亢進することを示し
た。以上から、シェアストレス－Gs－cAMP－Epac1 経路が Rap1 を活性化し、血管透過性を制御
していることが示された。 
 



(3) ARDS における Rap1 を基軸とした血管透過性制御機構の役割 
ARDS は、肺胞毛細血管のバリア機能破綻により起こる、非心原性の肺水腫である。Rap1 を基軸
とした血管透過性制御機構が、肺胞血管のバリア機能維持に必須であることから、ARDS 病態に
おける同機構の役割を解析した。哺乳動物が持つ二つの Rap1 遺伝子のうち、Rap1a の 1 アリル
のみ正常なマウスを作出した（Rap1aiECHet;Rap1biECKO）。同マウスは、Rap1 シグナルが低下したマ
ウスであると考えられるが、正常時は外見上、異常は認められなかった。しかし、リポポリサッ
カライド（LPS）を静脈投与し、肺における血管透過性を Evans Blue の漏出実験により検討する
と、コントロールマウスでは僅かに血管透過性亢進が認められたのに対し、Rap1aiECHet;Rap1biECKO

マウスでは、肺胞血管のバリア機能が破綻し、血管透過性が劇的に亢進していた。これら知見か
ら、Rap1 を基軸とした血管透過性制御機構は、ARDS などにおける病態に対して保護的に働いて
いることが示された（Yamamoto et al. FASEB J. 37:e23310,2023）。そこで、Rap1 の人為的な
活性化が急性肺障害の病態を改善するか検討した。その結果、Epac1（Rap1 のグアニンヌクレオ
チド交換因子）活性化剤である 007 の静脈投与により、LPS 誘導性肺障害における肺血管の透過
性亢進が優位に抑制されることが分かった（Yamamoto et al. FASEB J. 37:e23310,2023）。以上
の結果から、Rap1 シグナルが ARDS など肺血管透過性亢進を伴う疾患の治療標的となる可能性が
示された。 
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