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研究成果の概要（和文）：免疫グロブリン様分子 Necl-5 とアクチン結合蛋白質アファディンは、

血管内皮増殖因子による低分子量 G蛋白質 Rap1-Akt シグナル伝達経路の活性化を調節して、血

管内皮細胞の管腔形成、遊走、増殖、生存を制御した。Necl-5 欠損マウスや血管内皮特異的ア

ファディン欠損マウスでは大腿動脈結紮後の血管新生が減弱した。したがって、血管内皮の

Necl-5 とアファディンは血管新生を制御していることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Necl-5, an immunoglobulin-like molecule, and afadin, an 
actin-binding protein, regulated tube formation, migration, proliferation and survival 
of vascular endothelial cells by controlling VEGF-induced activation of the Rap1-Akt 
signaling. Angiogenesis following femoral artery excision was reduced in Necl-5-knockout 
and endothelium-specific afadin-knockout mice. Our study revealed that Necl-5 and afadin 
in endothelial cells regulate angiogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 動脈硬化は慢性の血管炎症であり、血管
内皮細胞間に発現する細胞接着分子は炎症
細胞の内皮下への浸潤に重要な役割を果た
している。 
 
(2) 血管内皮細胞は、細胞膜に発現する受容
体やインテグリンなどの細胞接着分子を介
して、シグナルを細胞内へ伝達するとともに、
隣接する血管内皮細胞や炎症細胞と接着し

て相互にシグナルの授受を行い、血管炎症や
血管新生を調節している。 
 
(3) 免疫グロブリン様分子 Necl-5 やアクチ
ン結合蛋白質のアファディンは細胞の接着、
運動、増殖、分化など多彩な細胞機能を制御
している。 
 
(4) しかし、血管新生や動脈硬化における
Necl-5 やアファディンの役割は不明である。 
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２．研究の目的 
(1) 個体レベルでの血管内皮の Necl-5 とア
ファディンの生理機能の解明。 
 
(2) 動脈硬化形成における血管内皮の
Necl-5 とアファディンの役割の解明。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 血管新生における Necl-5 の役割とシグ
ナル伝達の制御機構 
① 血管内皮における Necl-5 の発現 
 マウス下肢毛細血管における Necl-5 の発

現を免疫染色にて検討した。 
 Necl-5 の mRNA と蛋白の発現はそれぞれ

qPCR とウエスタンブロットにて検討した。 
 
② Necl-5 ノックアウトマウスの表現型 
 大腿動脈結紮後の下肢血流の回復をレー

ザードップラー法にて計測した。 
 
③ Necl-5 による培養血管内皮細胞の機能制
御 
 特異的 siRNA により Necl-5 をノックダウ

ンし、血管内皮細胞のマトリゲル上でのネ
ットワーク形成、遊走、増殖、生存を検討
した。 

 
④ Necl-5 による VEGF シグナルの制御 
 Necl-5 や VEGF 受容体のプラスミドを

HEK293 細胞にトランスフェクションし、
免疫沈降を行った。 

 特異的 siRNA により Necl-5 をノックダウ
ンし、細胞内シグナルの活性化を検討した。 

 
 
(2) 血管内皮細胞における FGD5 の役割とシ
グナル伝達の制御機構 
① 血管内皮における FGD5 の発現 
 マウス組織におけるFGD5mRNAの発現をin 

situ hybridization 法により検討した。 
 培養ヒト血管内皮細胞における FGD5 の局

在を蛍光免疫染色にて検討した。 
 
② FGD5 による Cdc42 の活性化 
 pull-down アッセイにて検討した。 
 
③ FGD5 による培養血管内皮細胞の機能制御 
 特異的 siRNA により FGD5 をノックダウン

し、血管内皮細胞のマトリゲル上でのネッ
トワーク形成、透過性、遊走、増殖、生存
を検討した。 

 
④ FGD5 による VEGF シグナルの制御 
 ERK のリン酸化をウエスタンブロットに

て検討した。 
 
 
(3) 血管新生におけるアファディンの役割
とシグナル伝達の制御機構 
① 血管内皮における Rap1依存性のアファデ
ィンの局在制御 
 恒常活性型 Rap1 や Rap1GAP のプラスミド

をトランスフェクションし、免疫染色を行
った。 

 
② Rap1 とアファディンによる培養血管内皮
細胞の機能制御 
 特異的 siRNA により Rap1 あるいはアファ

ディンをノックダウンし、血管内皮細胞の
マトリゲル上でのネットワーク形成、遊走、
増殖、生存を検討した。 

 
③ Rap1とアファディンによるVEGFと S1Pシ
グナルの制御 
 Rap1 やアファディンのプラスミドを

HEK293 細胞にトランスフェクションし、
免疫沈降を行った。 

 特異的 siRNA により Rap1 やアファディン
をノックダウンし、細胞内シグナルの活性
化を検討した。 

 
④血管内皮特異的アファディンノックアウ
トマウスの表現型 
 Tie2-Creマウスとアファディンfloxアウ

トマウスを交配して、血管内皮特異的アフ
ァディンノックアウトマウスを作成した。 

 大腿動脈結紮後の下肢血流の回復をレー
ザードップラー法にて計測した。 

 マトリゲルプラッグアッセイにて血管新
生を評価した。 

 
 
(4) 内膜肥厚形成における Necl-5 の役割と
シグナル伝達の制御機構 
 Necl-5 の発現を蛍光免疫染色にて検討し

た。 
 総頸動脈を結紮し、結紮後の内膜肥厚形成

を HE 染色にて検討した。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 血管新生における Necl-5 の役割とシグ
ナル伝達の制御機構 
① 血管内皮における Necl-5 の発現 
 免疫染色にて Necl-5 のシグナルはマウス

下肢毛細血管の内皮細胞で強く観察され
たが、細動脈レベル以上の太い血管ではほ
とんどシグナルが観察されなかった。 

 大腿動脈結紮により下肢虚血を誘発する
と Necl-5 の発現は mRNA レベル、蛋白レベ



ルにて増加した。 
 培養ヒト血管内皮細胞において低酸素下

で培養すると、Necl-5 の発現は増加した。 
 

② Necl-5 ノックアウトマウスの表現型 
 Necl-5 ノックアウトマウスの血管の発育

には異常を認めなかった。 
 大腿動脈結紮による下肢慢性虚血モデル

において、Necl-5 ノックアウトマウスで
は、対照の野生型マウスに比べて、下肢血
流の回復が遅延しており、血管新生が減弱
していた。 

 
③ Necl-5 による培養血管内皮細胞の機能制
御 
 Necl-5特異的siRNAによりNecl-5をノッ

クダウンした血管内皮細胞では、対照の血
管内皮細胞に比べて、VEGF に応答したマ
トリゲル上でのネットワーク形成が減弱
していた。 

 同様に、VEGF に応答した細胞の遊走と増
殖も減弱していた。反対に、血清飢餓によ
り誘導されるアポトーシスは亢進してい
た。 

 以上の結果から、Necl-5 は血管内皮細胞
の管腔形成や遊走、増殖、生存を制御して
いることが明らかになった。 

 
④ Necl-5 による VEGF シグナルの制御 
 Necl-5は細胞外領域を介してVEGF受容体

と結合していた。 
 VEGF に応答して VEGF 受容体とインテグ

リン alphaV beta3 との結合は亢進し、細
胞内シグナルの活性化を促進する。Necl-5
ノックダウン血管内皮細胞では、対照の血
管内皮細胞に比べて、VEGF に応答した
VEGF 受容体とインテグリン alphaV beta3
との結合は抑制されていた。 

 VEGF に応答して Rap1−ホスファチジルイ
ノシトール３キナーゼ−Akt シグナル伝達
経路は活性化される。Necl-5 ノックダウ
ン血管内皮細胞では、対照の血管内皮細胞
に比べて、VEGF に応答した Rap1−ホスファ
チジルイノシトール３キナーゼ−Akt シグ
ナル伝達経路の活性化は抑制されていた。 

 
以上の結果から、血管内皮細胞の Necl-5 は
VEGF による細胞内シグナルの活性化を調節
して、血管内皮細胞の管腔形成、遊走、増殖、
生存を制御し、血管新生に重要な役割を果た
していることが明らかになった。 
 
 
(2) 血管内皮細胞における FGD5 の役割とシ
グナル伝達の制御機構 
① 血管内皮における FGD5 の発現 
 FGD5mRNA はマウス組織のうち、血管の豊

富な組織である肺、腎臓、卵巣に多く発現
していた。 

 ヒトの培養細胞では、FGD5 の mRNA および
蛋白は血管内皮細胞に選択的に発現して
いた。 

 マウス胎児において FGD5mRNA のシグナル
は体節間や脳などの血管で強く観察され
た。 

 マウス新生児の網膜において FGD5mRNA の
シグナルは静脈優位に血管で観察された。
また、網膜周辺の血管新生の盛んな領域で
より強いシグナルが観察された。 

 培養ヒト血管内皮細胞において FGD5 は運
動先導端に局在していた。 

 
② FGD5 による Cdc42 の活性化 
 FGD5 は低分子量 G タンパク質の Cdc42 を

活性化したが、TC10(RhoQ)や TCL(RhoJ)は
活性化されなかった。 

 FGD5特異的siRNAによりFGD5をノックダ
ウンした血管内皮細胞では、対照の血管内
皮細胞に比べて、VEGF に応答した Cdc42
の活性化が減弱していた。 

 
③ FGD5 による培養血管内皮細胞の機能制御 
 FGD5 をノックダウンした血管内皮細胞で

は、対照の血管内皮細胞に比べて、VEGF
に応答したマトリゲル上でのネットワー
ク形成が減弱していた。同様に、VEGF に
応答した透過性も減弱していた。 

 FGD5 ノックダウン血管内皮細胞では、
VEGF に応答した細胞の遊走は減弱してお
り、遊走時の極性形成も障害されていた。 

 FGD5 ノックダウン血管内皮細胞では、
VEGF に応答した細胞の増殖は減弱してい
たが、血清飢餓により誘導されるアポトー
シスには変化がなかった。 

 以上の結果から、Necl-5 は血管内皮細胞
の管腔形成や透過性、遊走、増殖、極性を
制御していることが明らかになった。 
 

④ FGD5 による VEGF シグナルの制御 
 VEGF に応答して ERK はリン酸化される。

FGD5 ノックダウン血管内皮細胞では、対
照の血管内皮細胞に比べて、VEGF に応答
した ERK のリン酸化は抑制されていた。 

 しかし、Cdc42 をノックダウンしても ERK
のリン酸化には変化がなかった。 

 以上の結果から、FGD5 は Cdc42 を介さず
に ERK シグナルの活性化を制御している
ことが明らかになった。 

 
以上の結果から、FGD5 は血管内皮細胞に選択
的に発現しており、Necl-5 は VEGF による細
胞内シグナルの活性化を調節して、血管内皮
細胞の管腔形成や透過性、遊走、増殖、極性
を制御していることが明らかになった。 



 
 
(3) 血管新生におけるアファディンの役割
とシグナル伝達の制御機構 
① 血管内皮における Rap1依存性のアファデ
ィンの局在制御 
 アファディンは恒常活性型 Rap1 により恒

常活性型 Rap1 と細胞膜に共局在した。一
方、Rap1 を不活化する Rap1GAP により細
胞膜に局在しなくなった。 

 培養ヒト血管内皮細胞において、VEGF や
スフィンゴシン-１-リン酸（S1P）により
Rap1 は運動先導端において活性化され、
アファディンは運動先導端で Rap1 と共局
在した。 

 
② Rap1 とアファディンによる培養血管内皮
細胞の機能制御 
 特異的 siRNA により Rap1 あるいはアファ

ディンをノックダウンした血管内皮細胞
では、対照の血管内皮細胞に比べて、VEGF
や S1P に応答したマトリゲル上でのネッ
トワーク形成が減弱していた。 

 同様に、VEGF や S1P に応答した細胞の遊
走と増殖も減弱していた。反対に、血清飢
餓により誘導されるアポトーシスは亢進
していた。 

 Rap1 あるいはアファディンをノックダウ
ンした血管内皮細胞では、細胞間接着装置
のアドヘレンスジャンクションやタイト
ジャンクションの分子の細胞間への集積
は障害されていた。 

 以上の結果から、Rap1 とアファディンは
血管内皮細胞の管腔形成や遊走、増殖、生
存、細胞間接着を制御していることが明ら
かになった。 

 
③ Rap1とアファディンによるVEGFと S1Pシ
グナルの制御 
 Rap1 あるいはアファディンをノックダウ

ンした血管内皮細胞では、VEGF や S1P に
応答した Akt−eNOS シグナル伝達経路の活
性化は減弱していたが、ERK や p38 シグナ
ルの活性化は変化が無かった。 

 Rap1 あるいはアファディンをノックダウ
ンした血管内皮細胞では、VEGF や S1P に
応答した VEGF 受容体とホスファチジルイ
ノシトール３キナーゼの結合は減弱して
いた。 

 以上の結果から、Rap1−アファディン系は
ホスファチジルイノシトール３キナーゼ−
Akt シグナル伝達経路の活性化を調節し
ていることが明らかになった。 

 
④血管内皮特異的アファディンノックアウ
トマウスの表現型 
 血管内皮特異的アファディンノックアウ

トマウスを作成したところ、ほとんどのマ
ウスが胎生致死となったが、胎生致死に至
らなかったマウスでは、対照マウスに比べ
て生後の網膜血管網の発育は遅延してい
た。 

 血管内皮特異的アファディンノックアウ
トマウスでは、VEGF や S1P により誘導さ
れる血管新生が抑制されていた。 

 大腿動脈結紮による下肢慢性虚血モデル
において、血管内皮特異的アファディンノ
ックアウトマウスでは、対照マウスに比べ
て下肢血流の回復が遅延しており、血管新
生が減弱していた。 

 
このように Rap1−アファディン系は、ホスフ
ァチジルイノシトール３キナーゼ−Akt の活
性化を調節して様々な血管内皮細胞機能を
制御しており、細胞レベルのみならず、個体
レベルにおいても血管新生に重要な役割を
果たしていることが明らかになった。 
 
 
(4) 内膜肥厚形成における Necl-5 の役割と
シグナル伝達の制御機構 
 Necl-5 は、結紮後の肥厚したマウス総頸

動脈において発現が上昇していた。Necl-5
のシグナルは、新生内膜と中膜において、
脱分化型平滑筋細胞のマーカーである
SMemb 陽性の平滑筋細胞に強く観察され
た。 

 Necl-5 ノックアウトマウスは、総頸動脈
結紮後の内膜肥厚形成が減弱していた。 
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